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Resumo: A preocupag¢do com 0s niveis de agrotdxicos no meio ambiente tém motivado grupos
de pesquisa no mundo inteiro a aperfeicoar as metodologias para a sua determinacdo em
diferentes amostras. A necessidade de metodologias analiticas mais simples tem impulsionado
o desenvolvimento de sensores biolégicos desde a década de 1980/90, sendo que a presenca
dos interferentes tem limitado suas aplicagbes. Os biossensores em plataforma de
Microscépios de Forca Atdmica (MFA) permitem o controle das condicdes do meio para a
resposta mais adequada a presenca do compostos de interesse e medidas de espectroscopia
de forga e imagem pontuais que permitem a medi¢do de interacdes moleculares. O objetivo
deste trabalho é definir as condigbes para a imobilizacdo da albumina bovina sérica (BSA) e
para a medida de sua interacdo com a molécula de glifosato. A metodologia consiste na
definicdo das condi¢des para a complexagdo na presenca de interferentes: conformacgéo mais
adequada da molécula do sensor e forma quimica do analito). Os métodos de espectroscopia
de fluorescéncia foram adotados para os estudos de formag&o de complexos BSA-glifosato. Os
espectros de fluorescéncia da BSA evidenciaram a complexacdo com o herbicida na razdo
estequiométrica 1:1 sob condi¢cdes especificas de pH e forga idnica definidas em modelo
empirico. A espectroscopia de forga realizada com ponteira de nitrato de silicio funcionalizada
com BSA evidenciaram interacbes moleculares significativas com o herbicida. Os ensaios
baseados na fluorescéncia intrinseca da BSA foram eficientes para definir as condi¢bes de
imobilizagédo do sensor e de medida de forca da interagdo BSA-glifosato com vistas a aplicagao
em amostras com presenca de interferentes. As medidas de espectroscopia de forca
confirmaram as condi¢des experimentais para realizar a validacdo do biossensor.
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Abstract: Concern over the levels of pesticides has motivated research groups worldwide to
refine the methodologies for their determination in different samples. The need for simplified
analytical methodologies has been driving the development of biological sensors since the
1980s and 1990s, and the presence of interferers has limited their applications. The Atomic
Force Microscopes (AFM) platform biosensors allow the control of the environment conditions
for the most adequate response to the presence of the compounds of interest and
measurements of point-and-point force and image spectroscopy that allow the measurement of
molecular interactions. The objective of this work is to define the conditions for the
immobilization of serum bovine albumin and for the measurement of its interaction with the
glyphosate molecule. The methodology consists in the definition of the conditions for the
complexation in the presence of interferers: more adequate conformation of the molecule of the
sensor and chemical form of the analyte). Fluorescence spectroscopy methods were adopted
for the formation studies of BSA-glyphosate complexes. BSA fluorescence spectra evidenced
complexing with the herbicide at the 1: 1 stoichiometric ratio under specific conditions of pH and
ionic strength defined in an empirical model. Force spectroscopy performed with
BSAfunctionalized silicon nitrate tip showed significant molecular interactions with the herbicide.
The intrinsic fluorescence-based assays of BSA were efficient to define the conditions of sensor
immobilization and strength measurement of the BSA-glyphosate interaction for application in
samples with interfering presence. The measurements of force spectroscopy confirmed the
experimental conditions to carry out the biosensor validation.

Keywords: Biosensor, Glyphosate, Albumin, Atomic Force Microscopy.

1 INTRODUCAO

A énfase no estudo dos niveis de agrotéxicos tém motivado grupos de
pesquisa no mundo inteiro a aperfeicoar as metodologias para a sua
determinacdo em diferentes amostras. A necessidade de metodologias
analiticas mais simples tem impulsionado o desenvolvimento de sensores
biolégicos desde a década de 1980/90. Estes biossensores, baseados em
moléculas enziméaticas, propéem métodos simplificados e altamente seletivos.
Contudo, sabe-se que as enzimas ndo sdo sensiveis apenas aos seus
substratos e inibidores especificos. Elas podem ser alvo de diferentes
compostos que atuam como interferentes, comprometendo o desempenho dos
biossensores enzimaticos. A literatura sobre biossensores € extensa e
descreve interacdes entre a sonda biolégica e os analitos por diversas técnicas
espectroscopicas e eletroquimicas. Em todas elas a presenca dos interferentes
tem limitado as reais aplicagoes dos biossensores.

Estudos em diferentes areas bioquimicas relacionadas a Enzimologia e
a Toxicologia tém descrito efeitos n&o-seletivos de enzimas (inclusive

acentuando a preocupacao pelo efeito de agrotoxicos em organismos nao-
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alvo). Dessa forma, as plataformas de biossensores devem passar por um
estudo de interferéncias. As condigbes experimentais determinam a
seletividade ou influéncia de interferentes em sua funcdo catalitica e
evidentemente em seu poder de ligacdo com tais moléculas enzimaticas. Os
biossensores em plataforma de Microscépios de Forca Atbmica (MFA)
permitem o controle das condi¢cdes do meio para a resposta mais adequada a
presenca dos compostos de interesse e medidas de espectroscopia de forca de
diferentes naturezas fisico-quimicas: forca atrativa, forca adesiva, interacdes
bioldgicas e forcas ndo covalentes (Butt et al. 2005; Ito et al. 2010), além de
imagens pontuais. A0 mesmo tempo, a caracterizagdo de interagcbes
moleculares biosonda-analito sdo fundamentais para o desenvolvimento de
outros biossensores, em outras plataformas de medicdo. Dessa forma, sinais
espectroscopicos ou eletroquimicos podem ser comparados a dinamica de
interacdes moleculares em MFA e auxiliar na escolha do melhor sensor e
avaliagcdo de seu desempenho.

Para o uso da plataforma do MFA como biossensor € necessario
funcionalizar quimicamente as ponteiras do cantilever do MFA com uma
molécula sensora, desenvolvendo entdo os chamados nanossensores
operando no modo especifico chamado de Microscopia de Forca Quimica
(MFC) (Frisbie et al. 1994; Noy et al. 1997). Varias metodologias para a
funcionalizacéo tém sido descritas na literatura (Fritz, 2008, Volcke et al. 2010).
A molécula sensora mais utilizada para a detec¢do do agrotoxico tem sido a
acetolactate sintase (ALS). Esta enzima é empregada para promover a ligacdo
especifica e o0 reconhecimento da molécula de glifosato dentre outros
agrotoxicos. Entretanto, os estudos com biossensores ndo avancaram em
seletividade e em aplicacdes reais onde estdo presentes outras substancias
gue podem competir pela ligacdo com o sensor. O uso de enzimas nao garante
a seletividade pretendida e a aplicacdo € limitada a amostras simplificadas ou
fabricadas em laboratério para eliminar a gama de interferentes de amostras
complexas.

Por outro lado, a proposta dos bissensores que utilizam a plataforma de

Microscopia de Forca Atdmica (MFA) também n&o avancou em resolver essas
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limitacdes. O uso de enzimas de dificil obtencéo faz desta técnica um processo
caro e ndo tem fornecido novas opg¢des que visem o uso de outras moléculas
de menor custo (proposta tradicional dos biossensores). Para tornar o
desenvolvimento de biossensores usando MFA viavel e ampliar suas
possibilidades analiticas reais, nossa proposta consiste na definicdo das
condigbes experimentais para a imobilizacdo do sensor bioldégico para a
medida de forca com a molécula de glifosato. E importante ressaltar que estas
medidas serdo feitas na presenca de outros compostos. Dessa forma, inclui-se
o estudo de ligacbes competitivas e seus parametros termodinamicos para o
desenvolvimento de um biossensor eficiente na aplicagdo de medigbes em
amostras reais.

A escolha da albumina como sensor permanente para estes testes se
justifica em sua facil obtencdo e baixo custo, o que coloca o biossensor
proposto em conformidade com a proposta de uso dos sensors biologicos. A
albumina de soro bovino (em inglés Bovine Serum Albumin - BSA) é uma
proteina largamente utilizada em areas da Bioquimica e Toxicologia com varios
estudos sobre seus dominios, sitios de ligacdo e formas de interacdo. Isso
torna a BSA uma proteina muito versatil e de ampla base de dados para sua

manipulagdo como sensor.

1.2. Espectroscopia de Forca

Neste modo espectroscépico determina-se a curva de forca em funcgéo
da distancia sobre a superficie da amostra. Experimentalmente, mede-se a
deflexdo zc do cantilever como funcdo do movimento za da amostra na direcao
z, perpendicular a superficie da amostra, obtendo-se assim um grafico zc(za).
A forca F é entdo obtida multiplicando a deflexdo do cantilever pela constante

de mola (equacéao 1):

F=kzc (1)
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Desprezando deformacdes elasticas da amostra e da ponteira, em
especial no regime de contato, a distancia s de interagdo entre a ponteira e a
amostra, é dada por:

s=zc-za (2)

Portanto, os graficos zc(za) medidos podem ser diretamente traduzidos

em curvas forga-distancia.

2 METODLOGIA

A metodologia deste trabalho se divide em 2 partes: (1) a definicdo das
condicbes do meio para a BSA e o glifosato, para se obter a melhor
conformacdo e posicdo que favoreca a sua imobilizacdo e complexacdo na
presenca de interferentes; (2) primeiras medidas de espectroscopia de forca da
interacdo BSA-glifosato sob as condi¢des anteriormente definidas. Os métodos
de espectroscopia de fluorescéncia foram escolhidos para estes estudos de
formacdo de complexos BSA-glifosato. Os ensaios em fluorescéncia se
basearam na fluorescéncia intrinseca da molécula de BSA e sua diminuicdo
apos a complexacdo com glifosato. Este evento de espectroscopia molecular
relaciona a diminuicdo de fluorescéncia de um fluoréforo (albumina) pela

formacado de complexos com ligantes nao fluorescentes (glifosato neste caso).

2.1 Conformacgéao Espacial e Estabilidade da Proteina Sensora

A molécula de BSA sofre importantes mudancas conformacionais em
resposta a mudancas no pH do meio. As mudancas no pH podem alterar
significativamente a forga das interagdes intra e inter-moleculares. Por isso,
torna-se necessario identificar as melhores condigdes para o uso da BSA como
molecula sensora para a determinacéo do glifosato.

Para definir as condicbes de melhor complexacdo com o glifosato e
estabilidade da conformacdo da proteina foi realizado um planejamento
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experimental composto central com trés fatores em dois niveis. Este
planejamento 22 composto central foi realizado para definir as condicGes de
medicao de fluorescéncia da albumina livre (n&o imobilizada). Os valores de pH
e forca i6nica do tampao fosfato de sodio foram considerados fatores
relevantes para esta otimizacdo assim como o tempo de incubacao do sistema.
Este foi submetido a temperatura ambiente (em torno de 23 °C). Cada
paramero foi avaliado em niveis que correspondem a faixa dos valores
experimentais (Tabela 1). Os ensaios com a albumina bovina sérica (fragédo V -
Sigma Aldrich) foram realizados na concentracdo de 7,5 x 102 mol L. A
solucéo de glifosato, de 4 ug L foi obtida de diluices do produto técnico Roun
up® (Monsanto).

Tabela 1 - Tabela com os niveis do planejamento 23 (com pontos centrais e axiais) e 0s
respectivos valores das variaveis reais e codificadas.

Varidveis originais Variaveis codificadas

-1,68 -1 0 +1 +1,68
pH 5,2 6,3 6,9 7,5 7,9
Forga iénica (mol L) 0,02 0,01 0,035 0,05 0,06
Tempo de incubagdo (min) 10 30 60 90 110

2.2. Presenca de interferentes

Neste trabalho foi utilizado como interferente o agrotdxico/inseticida
imidacloprida (grupo quimico: neonicotindides) na concentragdo de 4 uglL-1.
Este agrotoxico apresenta solubilidade em agua da ordem de 0,6 g L-1,
ionizavel se apresentando na forma cati6nica na faixa de pH 5,0 a 9,0. Este
agrotoxico apresenta interacdo com a albumina sérica humana (Zhao J. et al
2013).

Utilizou-se o tratamento estatistico de otimizacdo por restricdo para

sobrepor as superficies de resposta do complexo BSA-glifosato ao modelo
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BSA-Imidacloprido. Aplicando-se a fungdo “desejabilidade” (“desirability”)
identifica-se as condi¢cdes experimentais de melhor sinal fluorescente do
complexo BSA-glifosato em comparacao ao sinal BSA-imidacloprida. Este é um
método de programacdo nao-linear e, no caso do programa Statistica, que usa
a abordagem de Derringer e Suich, a ferramenta € a funcdo “desirability”. Neste
tratamento as respostas (Yi) sdo convertidas em uma outra funcao individual di
que varia em uma faixa de 0 < di < 1. Se a resposta for aquela que se quer, di =
1, e se a resposta estiver fora da regido aceitavel, di = 0. Assim, as variaveis

independentes sdo escolhidas de modo a maximizar a “desirability” global.

2.3. Funcionalizacdo da Ponteira e Imobilizacdo da Albumina bovina

sérica

As ponteiras de nitrato de silicio foram submersas em uma solucéo
aquosa de cloridrato de cisteamina (20 nmol L) overnight coberta com uma
folha de aluminio. O substrato foi lavado com agua para remover 0 excesso de
cloridrato de cisteamina. Depois as ponteiras foram submersas em solucéo
aquosa de 1 % de glutaraldeido por 1 hora e lavadas com agua antes da
imobilizacdo da BSA. A albumina foi imobilizada com trietalolamina e 3-
(aminopropiltrietoxissilano) APTES. Finalmente, as ponteiras foram submersas
em uma solucdo de 1 mg mL* de BSA para uma incubacdo de uma hora,

lavadas e usadas imediatamente.

3. RESULTADOS

As condicdes experimentais definidas no planejamento foram obtidas por
modelo empirico gerado pelo programa Statistica a partir da resposta de
fluorescéncia dos complexos BSA-glifosato formado sob as condi¢cdes do
planejamento. A figura 1 mostra as condi¢cdes de menor sinal de fluorescéncia

da BSA-glifosato ( pH= 7,4; forca idnica de 0,03 mmol L?). Estas condi¢cbes de
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menor fluorescéncia do complexo foram escolhidas como condicdo na
imobilizacdo da proteina e do meio onde serdo realizadas as medidas de forga.
Esta diminuicAo de fluorescéncia acentuada indica, com sensibilidade
adequada, a formacdo do complexo BSA-glifosato. A condicdo de pH=7,4
favorece a ionizacdo da molécula de glifosato, o que pode favorecer a

complexacao com sitios aniénicos da BSA nesta faixa de pH.

1200

PRNCaE EA Y W

B 1200
Bl 1000
1 800
[ 600
Bl 400

Figura 1 — Superficie de resposta do modelo de regressao para o sinal de fluorescéncia dos
complexos BSA-GIi. Ponto de minimo: 316,59 unidades arbitrarias de fluorescéncia (u.a).

Tendo obtido o modelo de regressdo para o sinal fluorescéncia do
sistema (BSA-imidacloprido), realizou-se a sobreposicdo das superficies de
resposta ao complexo BSA-glifosato através da funcao “desejabilidade”. Por
este tratamento estatistico se manteve a condicdo do modelo BSA-Glifosato
como condicdo de maior sensibilidade do sinal de fluorescéncia para a

determinacdo deste complexo na presenca do inseticida imidacloprido na
concentragdo de 4 ug L.

3.1. Conformacéo Espacial e Estabilidade da Proteina Sensora (albumina)

Sob as condi¢cdes definidas pelo modelo experimental foi obtido o

espectro de fluorescéncia da BSA e a diminuigdo de fluorescéncia resultante da

Revista Mundi Engenharia, Tecnologia e Gestdo. Paranagu4, PR, v.3, n.3, setembro de
2018.

110-8



complexacdo com moléculas de glifosato (figura 2). Estas condi¢cdes
experimentais foram as mais adequadas para a interacao entre o sensor (né&o

imobilizado) e o seu analito (glifosato).

5000
4000 =
3000
2000

1000 =

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 2: Caracterizacdo espectroscopica da albumina (BSA FO) e sua complexacdo com
diferentes concentracdes de glifosato.

A literatura apresenta alguns métodos classicos que utilizam dados de
fluorescéncia para determinar o numero de equivalentes de sitios de ligacéo
por proteina (Xu. et al. 2009). Um dos tratamento mais utilizados baseia-se em
um modelo de duplo log da curva de titulagdo de BSA pelo supressor que
permite calcular, a partir da inclinacdo, o nimero de moléculas do supressor
gue interagem simultaneamente com cada sitio. Por esta abordagem, a relacéo
entre a intensidade de extingdo de fluorescéncia e a concentracdo do

supressor pode ser descrita como indicado a seguir:

Logio{(Fo-F)/F}= Logio Ka + n Log1o [Q] (3)

onde Ka é a constante de ligacédo ou a constante de associacao da interacao, e

n € o numero de moléculas do supressor que interagem simultaneamente com
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cada sitio ligante. Para o complexo BSA-glifosato o modelo de regresséo
identificou que os complexos proteina-glifosato tem estequiometria do tipo 1:1

levando a:

Logio[Fo-F/F] = 0,78 Log10[Q]+L0g105,32 4)

3.2 Determinacao de Parametros Termodinamicos

O estudo de supressdo de fluorescéncia em diferentes temperaturas
permite calcular os parametros termodinamicos envolvidos na ligacdo dos
complexos do glifosato com a BSA. A partir desses parametros, além da
espontaneidade do processo, é possivel inferir a natureza das ligacdes
formadas. Os valores da variacdo da entalpia (AH) e da variagdo da entropia
(AS) envolvidos na ligacdo entre a BSA e cada complexo em estudo foram

calculados utilizando a Equagao de Van't Hoff (Atkins, 1998):

InKa=-(AH/RT)+(AS/R) (5)

e a variagao da energia livre de Gibbs (AG) foi calculada utilizando:

AG=DH-TDS (6)

sendo R = 8,314 J molt K1 e T a temperatura em Kelvin.

Os valores dos parametros termodinamicos obtidos foram: AH = -
20,67 KJmolte AS =5,78 J mol! K. Os dados termodinamicos indicam que
a interacdo do complexo BSA-Glifosato € espontanea e constituida
majoritariamente por ligagbes de hidrogénio, ndo excluindo a ocorréncia de
interacdes hidrofobicas. Estes dados estdo coerentes com os dados obtidos
por Yue et al. (2008).
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3.3 Medidas de Espectroscopia de Forca entre BSA-Glifosato

As medidas de espectroscopia de forca foram realizadas em meio
tamponado com fosfato de sédio (pH= 7,4; forca idnica de 0,03 mmol L?), para
orientar a conformacédo da BSA no momento da sua imobilizacdo na ponteira
do cantilever. A aproximagdo da BSA-Glifosato foram realizadas em meio
aguoso sob estas mesmas condicbes de pH. A espectroscopia de forga
realizada com ponteira de nitrato de silicio funcionalizada com BSA
evidenciaram interagcbes moleculares significativas com o herbicida. A
aproximacgdo da amostra a extremidade do cantilever resulta em sua deflexdo
significativa na direcdo da solucdo de glifosato (zc negativo) devido a forca
atrativa (sinal negativo) (vide Figura 3). O valor da forca atrativa BSA-Gli é
maior do que a interacdo entre a ponteira sem funcionalizacdo e o glifosato
(Fat@sa) > Fat).

—— ponteira funcionalizada
25 — ponteira sem funcionalizagao

20 1

Forga (nN)

WSy, A A AN b MMWMWWWVWMWWMWJ“

-10 4

-15

T T T T T T T T T T T
-2,2 -2,0 -1,8 -1,6 -1,4 -1,2 -1,0
Distancia sonda-amostra (micrometros)

Figura 3 - Curva Forca-distancia para AFM.

4. CONCLUSAO

Apesar da albumina ser uma proteina transportadora, esta apresenta-se

como um sensor adequado as exigéncias metroldégicas consideradas neste
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trabalho. Os ensaios baseados na fluorescéncia intrinseca da BSA foram
eficientes para definir as condigdes de imobilizacdo do sensor e de medida de
forca da interacdo BSA-glifosato com vistas a aplicacio em amostras com
presenca de interferentes. As medidas de espectroscopia de for¢ca confirmaram
as condicdes experimentais para realizarr a validacdo do biossensor e seus
parametros metroldgicos de mérito.

Os préximos testes incluem as medidas de forca em amostras
compostas pelo analito e potenciais interferentes. O objetivo sera identificar os
dominios moleculares do sensor e os valores de suas respectivas forcas de
interacdo. Dessa forma, pretende-se determinar a conformacéo mais adequada
para a interacdo com o glifosato na presenca destes interferentes, que

provavelmente estao presentes em amostras complexas.
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