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Funcionalizacao da superficie de microcantilevers
utilizados em microscopia de forca atbmica com
biomoléculas

Introducéo

A capacidade dos microcantilevers, usados na microscopia de forgca atdmica, em mudar a
frequéncia vibracional ou sofrer deflexdo devido a adsorcao de moléculas sobre sua
superficie, os torna excelentes transdutores que podem atuar como sensores quimicos,
fisicos ou biolégicos. Alteracdes na frequéncia vibracional desses dispositivos
micromecanicos podem ser utilizadas para a medicao de viscosidade, densidade e variacdes
de fluxo de diversos sistemas. Deflexdes do cantilever sdo causadas devido a tensdo de
adsorcao molecular em apenas um dos seus lados, as quais podem ter sentido ascendente ou
descendente, dependendo da natureza da ligagdo quimica da molécula. Nestes sistemas, a
mudanca de frequéncia do microcantilever foi reportada como proporcional a magnitude da
adsorcao de massa (PEIl et al., 2004; SUBRAMANIAN et al., 2002; HANSEN e THUNDAT,
2005; DONG et al., 2010).

Avancos recentes no design e no desenvolvimento desses sensores proporcionam um
sistema microeletromecénico simples, que pode ser facilmente fabricado, produzido em
grande escala e capaz de detectar deflexdes mecanicas muito pequenas. A constante de
mola de um microcantilever é da ordem de 10° a 10" N/m, permitindo, dessa maneira, a
deteccao de forcas muito pequenas (10'? a 10° N) (THUNDAT e MAJUMDAR, 2003). Estes
fatores resultam em um tempo de resposta rapido, menor custo de fabricacdo, construcdo de
um arranjo de sensores com pequenas dimensoes possibilitando, dessa forma, a investigacao
de microambientes (FAGAN et al., 2000). Microcantilevers sdao normalmente elaborados em
silicio e/ou nitreto de silicio ou materiais poliméricos com dimensdes de 100 a 500
micrometros de comprimento e espessura de 0,5 a 5 micrometros e, podem ter formato em
“\/" (triangular) ou em “T” (retangular), com uma agulha montada em sua extremidade livre
(CARRASCOSA et al., 2006).

Sensores baseados em microcantilevers funcionalizados podem operar em dois diferentes
modos fundamentais: (1) modo estatico: as medidas de deflexdo do cantilever sdo baseadas
nas mudancas de tensao induzidas por interacdo molecular sobre a superficie do cantilever
(XU et al., 2002; STEVENSON et al., 2002); modo dindmico:

“0O material adsorvido na superficie do cantilever causa um decréscimo na frequéncia de
ressonancia. A relacdo da massa com a frequéncia de ressonancia é descrita na equacao (1)

K 1 1
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Sendo,f,, a frequéncia de ressonancia inicial,f, a frequéncia de ressonancia apés a adicao da

massa e o valor de 7 conforme o cantilever utilizado, sendo, por exemplo, 0,24 para um
cantilever retangular” (WANG,
2001; LANGE et al., 2002; WANG
et al., 2007).

A vibracdo do cantilever no modo
ressonante geralmente é realizada
por meio da utilizacao de materiais
piezelétricos, como ZnO (LEE e
WHITE, 1996) ou por fazer uso do
efeito bilaminar, isto é, coeficientes
de temperatura diferentes ou
coeficientes de tensdo mecanico
dos materiais das camadas do
cantilever (BERGER et al., 1997; HIERLEMANN et al., 2000). Essa diferenca nas
propriedades dos materiais que formam o cantilever dd origem a sua deflexao apés o
aguecimento ou a aplicacao de forcas mecanicas. Pulsos periédicos de aquecimento na base
do cantilever podem ser utilizados para excitar termicamente o cantilever em seu modo de
ressonancia em 10-500 kHz (BERGER et al., 1997; HIERLEMANN et al., 2000). A deteccao



das mudancas de frequéncia pode ser feita por incorporar
piezoresistores na base do cantilever (BERGER et al.,
1997; HIERLEMANN et al., 2000), por medir as variacbes
de capacitancia dindmica ou por usar deteccado 6ptica por
meio de um laser (FRITZ et al., 2000; GIMZEWSKI et al.,
1994). Para que a sensibilidade 6tima seja atingida em
cada um dos modos € necessaria a utilizacao de
diferentes tipos de cantilevers. No método estético, para
que deflexdes grandes sejam alcancadas, é necessaria a
utilizacdo de cantilevers com haste longa e constante de
mola baixa (menores que 1 N/m), podendo ser utilizado
tanto em meio gasoso como liquido. No modo dinamico,
para que frequéncias elevadas sejam alcancadas, faz-se
necessario a utilizacdo de cantilevers com haste curta e
constante de mola grande (de 1 a 40 N/m). O modo
dindmico é mais dificil de ser utilizado em meio liquido.

Entre as diversas areas em que os sensores de
microcantilevers podem ser aplicados, devido a elevada
especificidade de certas biomoléculas (anticorpos,
enzimas, DNA, etc) hda um grande interesse no
desenvolvimento de biossensores de microcantilever. De
acordo com a definicdo da IUPAC (MCNAUGHT e
WILKINSON, 1997), um biossensor é um sensor que
utiliza componentes bioldgicos (por exemplo, células,
organelas, ou macromoléculas) e, detecta, por meio de
um mecanismo de transducdo’, a interacdo desses
componentes com o analito. Como transdutor entende-se
o dispositivo capaz de converter sinais fisicos e quimicos
em sinais mensuraveis, usualmente sinais eletronicos,
cuja magnitude seja proporcional a concentracado da
espécie ou grupamento quimico.

Potenciais aplicacdes de biossensores incluem analises
em areas como biomédica, ambiental e agricola (GERARD
et al., 2002; DENNISON e TURNER 1995; WILSON e
GIFFORD, 2005). H4 uma crescente investigacdo do
monitoramento de diversos patégenos por meio da
imobilizacdo de moléculas de DNA em matrizes
poliméricas (LEONARD et al., 2003). Outras aplicacoes de
interesse no agronegécio (GARCIA-VELASCO e
MOTTRAM, 2003; ANDREESCU e MARTY, 2006) sédo o
monitoramento de pesticidas e metais em agua.

Em relacdo a determinacdao de metais pesados em agua, é
reportada a imobilizacdo da enzima fosfatase alcalina em
diversas matrizes para o desenvolvimento de biossensores
para deteccao de metais como cadmio, cobalto, zinco,
niquel e chumbo em agua (BEREZHETSKYY et al., 2008).

Figura 1. Diagrama de fitas de uma estrutura dimérica de
uma fosfatase alcalina

"Como transdutor entende-se o dispositivo capaz de converter sinais fisicos e quimicos
em sinais mensuraveis, usualmente sinais eletrénicos, cuja magnitude
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A fosfatase alcalina compreende uma ampla classe de
enzimas distribuidas em células de diversos mamiferos e
bactérias (COLEMAN, 1992). A Figura 1 ilustra a
conformacao desta enzima em um diagrama de fitas.
Cabe salientar que os grupos amino-terminais estdo na
cor azul claro, enquanto os grupamentos carboxi-
terminais estao na cor vermelha.

Nos mamiferos as fosfatases alcalinas geralmente estao
associadas com as membranas celulares, mas a sua
funcao fisiolégica exata ainda é desconhecida
(FERNANDEZ e KIDNEY, 2007; COLEMAN, 1992).
Apesar disso, a atividade da fosfatase alcalina é um
indicador bioquimico muito Util para doencas hepaticas,
como, por exemplo, doencas colestaticas (FERNANDEZ e
KIDNEY, 2007). J4 a fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) de
Escherichia coli ¢ uma das hidrolases mais estudadas
(STEC et al., 2000) dentre os catalisadores de ions
metalicos, portanto representa um sistema extremamente
atraente para o estudo dos mecanismos de catdlise em
centros bimetélicos. Encontra-se na literatura (O'BRIEN e
HERSCHLAG, 2002) um grande volume de dados
cinéticos e fisico-quimicos que permite afirmar que a
interacdo da enzima fosfatase alcalina com cétions
metalicos ocorre em um mecanismo de reacao em duas
etapas, com formacao de fosfoserina como intermediario
e um alcool e um fosfato inorganico como produtos de
final de reacao (Esquema 1).

o
. Fosfatase Alcalina i ﬁ i
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o

Esquema 1. Hidrdlise de um alquil fosfato pela acédo da
enzima fosfatase alcalina.

Os biossensores micromecanicos apresentam, em relacao
aos demais métodos de transducédo, alta sensibilidade,
baixo custo, procedimento simples, necessidade de
utilizacao de baixas concentracdes de analito e resposta
rapida (HANSEN e THUNDAT, 2005). Desta forma, pode-
se afirmar que um biossensor micromecanico combina a
especificidade e seletividade dos sistemas bioldgicos a
uma medida direta da interacdo entre a biomolécula e seu
substrato. Devido a estes fatos os biossensores
micromecanicos tem a funcao de detectar e analisar de
forma qualitativa e/ou quantitativa uma dada espécie
quimica em tempo real e de forma continua num meio de
interesse.

Embora o campo de biossensores micromecénicos esteja
crescendo rapidamente, um dos desafios-chave é a
integracdo entre os componentes biolégicos e nao
biolégicos (superficies microfabricadas). Esta etapa é
critica, uma vez que os componentes biolégicos podem
perder a funcionalidade natural quando imobilizados sobre
as superficies microfabricadas. A hibridizacdo de DNA
(HANSEN et al., 2001) e o reconhecimento especifico
antigeno-anticorpo (GROGAN et al., 2002) sao alguns
exemplos de aplicacdao dos biossensores baseados em
microcantilevers.

Objetivos
Este trabalho propde a deposicdo de biomoléculas

sobre a superficie de cantilever e, a avaliacdo de suas
caracteristicas vibracionais.



Materiais e Métodos

Na Figura 2 estdo representadas as caracteristicas do
microcantilever e as etapas de construcao do dispositivo
de biossensoriamento.
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Figura 2. (a) caracteristicas do microcantilever e (b, c, d,
e) etapas de construcao do dispositivo de
biossensoriamento.

Na Figura 2 (a) estao apresentadas as caracteristicas do
microcantilever utilizado: microhaste de silicio adquirido
da NT-MDT com as seguintes especificacoes, constante
de mola (K) de 0,063-0,13 N/m e frequéncia de
ressonancia (Fres) de 4-17 ( 13) kHz. As etapas de
construcao do dispositivo de biossensoriamento sobre o
microcantilever estao descritas na Figura 2 b - e:

Figura 2 (b): deposicdo de 20 nm de ouro sobre a
superficie do microcantilever por meio da técnica de
“Sputtering”.

Figura 2 (c): adicdo por gotejamento de 5 pL (2,5 mmol)
de acido 16-mercaptohexadecandico (Sigma) sobre a
superficie do ouro.

Figura 2 (d): imobilizacdo por gotejamento de 10 pL (5 mg
para 1 mL de solucdo) da enzima fosfatase alcalina 10
U/mg (Sigma) em tampao fosfato pH=7,0 sobre a
superficie do ouro modificada com tiol.

Figura 2 (e): deteccao de ions chumbo. Foi adicionado por
gotejamento 10 L (10 ppm) de PbCl, (MERCK) sobre a
superficie da enzima.

A medicao da frequéncia de ressonéancia do
microcantilever e a imagem em 3D em todas as etapas de
construcao do dispositivo de biossensoriamento foram
realizadas em um microscoépio de forgca atdbmica
Dimension V (Veeco) e, as imagens em 2D foram
realizadas em um microscoépio de varredura por emissao
de campo (MEV-FEG) (Philips, XL30 FE-SEM).
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Resultados e Discussao

Verifica-se na Figura 3 que o ponto isoelétrico para as
solucdoes empregadas na imobilizacdo da fosfatase
alcalina estad em 3,5. Isto indica que no pH da
imobilizacdo ha predominancia de grupos carboxilicos
protonados. Assim, pode-se afirmar que a enzima foi
imobilizada na superficie do cantilever por meio da
interacao do grupo carboxilico presente no tiol e os
poucos grupos amina que se encontravam protonados.

Este fato é um indicativo de que a enzima foi fracamente
imobilizada na superficie do ouro, o que permitiu uma
maior mobilidade desta hidrolase na matriz de
imobilizacao.

10
—_ o
>

o pl:3,5
E o L
©
k]
N o
= 104
o
5 He
E -20 4 o
o a
-30 4 L
opg
40 T T T T
2 4 6 8 10 12

pH

Figura 3. Influéncia do pH no potencial zeta da solucao de
fosfatase alcalina.

Na Figura 4,.que relaciona a média das frequéncias de
ressonancia de cada etapa, observa-se um decréscimo
gradual da frequéncia de ressonancia com as deposicdes
sobre o microcantilever. Este decréscimo da frequéncia
pode ser relacionado com a massa (m) e a constante de
mola (K) do cantilever por meio da equacao (2):

P 032vk
res \/Z (2)

Sendo a constante de mola de 0,11 N/m, a massa
adicionada em cada uma das etapas sobre a superficie do
microcantilever foi calculada por meio da equacao (2). A
Tabela 1 contém as frequéncias de cada uma das etapas
de construcdo do dispositivo, a massa calculada por meio
da equacao (2) e, a densidade superficial considerando
10500 m”como a &rea de deposicao sobre o cantilever. A
temperatura foi monitorada durante todo o experimento
(25 1 °C).
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11.200

._-_-_—_

Cantilever Ouro Tiol Enzima Chumbo

Etapas de Deposicao

Figura 4. Frequéncias de ressonancia do microcantilever
nas diferentes etapas de construcao do dispositivo de
biossensoriamento (média de trés medicdes).
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Tabela 1. Valores de frequéncia, K,,,., € densidade
superficial para as etapas de construcao do dispositivo de
biossensoriamento.

Tabela 2. Rugosidade dos filmes depositados sobre o
microcantilever em todas as etapas de construcao do
biossensor.

Etapas de Ra (nm) Rms (nm)
construcéo do
biossensor
Tiol 80,8 101
Enzima 194 240
Pb*? 34,0 44,6

Etapas de construcdo Frequéncia Kioadea Densidade
do dispositivo de (Hz) (N/m) superficial
biossensorimento (ug.m?)

Microcantilever sem 12,7461 0,11 6,6

deposicao

Au 11,2952 0,11142 1,9
Tiol 11,2721 0,08728 0,1
Enzima 11,1998 0,08616 0,1
Pb*? 11,1534 | 0,08545 0,1

Obs: A constante de mola com carga (K,,...) foi calculada
utilizando a seguinte equacao

2

loaded — M +1 *(ko* 1+ma )
fOn m

c

A superficie do microcantilever em todas as etapas de
construcao foi caracterizada com as técnicas de AFM,
Figura 5 e MEV-FEG, Figura 6. A Tabela 2 contém as
rugosidades das etapas de construcao do dispositivo de
biossensoriamento obtidas com a utilizacdo do software
de analise de dados Gwydion™ 2.1.

0,22 ym
1,2 ym
-0,17 ym
0,0 pm

x: 10,0 ym

x: 10,0 pm

x: 10,0 pm

Figura 5. Imagens em 3D obtidas por AFM da superficie
do microcantilever com deposicao: (a) tiol, (b) enzima
alcalina fosfatase e © Pb™>.

Observa-se na Tabela 2 um aumento da rugosidade com a
imobilizacdo da enzima sobre a superficie do ouro
modificado com tiol e, uma diminuicdo acentuada da
mesma com a ligacdo dos metais divalentes (Pb*?*) na
enzima. Isto é um indicativo de que a enzima se liga
fracamente ao ouro, mudando um pouco a sua
conformacaéo, facilitando a formacao de estruturas
globulares. A ligacdo do metal divalente na proteina torna
a superficie mais lisa. Essas diferencas na rugosidade das
superficies com o tiol, com a enzima e com a ligacédo do
Pb*? podem ser visualizadas na Figura 5, que contém as
imagens em 3D obtidas por AFM e na Figura 6, que
contém as imagens em 2D obtidas por MEV-FEG.

Apds a etapa de exposicdo a uma solucdo contendo ions
chumbo (teste de reversibilidade), o sensor foi exposto a
uma solucdo de tampao fosfato pH 7,0, utilizada com a
finalidade de retirar os ions chumbo da superficie. Em
seguida, o biossensor foi exposto novamente a mesma
solucao de fons chumbo. A frequéncia de ressonancia foi
medida e, também uma imagem 2D da superficie do
microcantilever foi obtida por MEV-FEG., tanto apds a
passagem do tampado como apds a re-exposicdo a solucéo
de fons chumbo. Foram obtidas frequéncias de
ressonancia tanto para o cantilever com a enzima como
com os ions chumbo préximas as frequéncias obtidas na
montagem (erro de 0,01) e, imagens 2D semelhantes. Os
resultados indicam que o dispositivo de
biossensoriamento foi corretamente construido, pois
manteve a enzima imobilizada na sua superficie.

(a) (b)

(c)

Figura 6. Imagem 2D das superficies (a) do ouro com tiol,
(b) com a enzima e (c) com os ions Pb**ligados, obtidas
com MEV-FEG.

Conclusao

Os resultados demonstraram que foi possivel funcionalizar
o microcantilever com a biomolécula, no caso, a enzima
fosfatase alcalina. Por meio do teste de reversibilidade
pbde-se concluir que a enzima manteve-se imobilizada no
decorrer das diversas medicoes. Este fato é um indicativo
de que héa possibilidade de que esse dispositivo de
biossensoriamento possa ser utilizado em sistemas para a
determinacao de metais pesados.
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