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1. INTRODUCAO

Neste trabalho foi desenvolvido um biossensor baseado no efeito de
ressonancia de plasmon de superficie (SPR) utilizando filmes de nanoparticulas
de ouro (NpAu). A ressonancia de plasmon de superficie implica na obtencéo de
area sensivel muito pequena, mas com surpreendente sensibilidade devido as
intensificacdes de sinal geradas pelo SPR. Isto possibilita 0 desenvolvimento de
biossensores altamente sensiveis, 0s quais podem ser futuramente empregados
na deteccdo precoce do cancer, onde se busca a deteccdo em amostras
extremamente diluidas.

Biossensores sao dispositivos de deteccdo que utilizam elementos de
reconhecimento quimico ou molecular (receptor) acoplados a transdutores.
Podem ser divididos em diversas categorias com base nos processos de
transducgdo, como Optico, eletroquimico, piezoelétrico e térmico (Thévenot et al.,
2001). Os biossensores baseados em SPR se enquadram na categoria dos
opticos. Nestes biossensores, a ressonancia € gerada pela incidéncia da luz
sobre um filme metalico, excitando os plasmons da superficie, gerando ondas
propagantes que oscilam em ressonancia, como resultado, parte da radiacédo &
absorvida pelo metal. Os biossensores SPR se tornam ainda mais interessante se
utilizarmos superficies metalicas nanoestruturadas, pois permitem que a aquisi¢cao
de dados seja feita com incidéncia normal, permitindo o uso de um sistema mais
simples para a observacéo da excitacdo dos plasmons.

Um dos fatores que afeta o0 desempenho do biossensor é a imobilizagcédo das
biomoléculas. Um método muito utilizado para a imobilizacdo de proteinas €&
baseado na afinidade bioquimica entre as espécies. Através deste método, a
proteina € imobilizada sobre a superficie do sensor, gerando sitios de ligacao
para ligacdo de proteinas. A reacdo mais comum deste meétodo é a
estreptavidina-biotina devido & sua alta constante de bioafinidade (K,102M™),
(HAES s.d.) ja que permite a utilizacdo de condicbes mais severas durante a
analise bioquimica(O'SHANNESSY et al, 1992). Além disso, o que fornece uma
grande vantagem sobre outros métodos de imoblizacimobilizagdo € que a
especificidade da interacdo permite a imobilizacdo da proteina de forma orientada
(RUSMINI e ZHONG s.d.). A superficie do sensor deve possibilitar a imobilizacdo
de elementos de biorreconhecimento suficientes, evitando assim ligacbes nao
especificas (MARQUES DE OLIVEIRA et al, 2011) e estes elementos precisam
ser imobilizados na superficie sem que seja afetada sua atividade biolégica.
(ZHANG, 2012)

2. METODOLOGIA

Nanoparticulas de ouro foram sintetizadas através do método descrito por
Fan e Brolo (FAN E BROLO 2009, p.7382), utilizando 10 pL de sal de ouro,
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2,5 mL de citrato de sédio e 100 mL de agua ultra pura (Milli-Q). Apos a sintese, a
solucdo foi concentrada utilizando uma centrifuga (Eppendorf MiniSpin) durante
30 minutos com uma rotacao de 12000 rpm.

Filmes de NpAu foram depositados sobre laminas de vidro previamente
limpas com solucéo piranha (25% de acido sulfurico P.A. (Synth) e 75% de
peroxido de hidrogénio (Synth), enxaguadas com agua ultrapura (Milli-Q) e secas
em estufa. As laminas de 1,0 x 3,0 cm? foram submersas em uma solucdo de
10 mmol.L de 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS) (Sigma Aldrich) em
metanol, por 24 horas. Foram enxaguadas com metanol, secas com ar
comprimido, novamente enxaguadas com agua ultrapura, e entdo mergulhadas
na solucdo concentrada de NpAu. Para obter o numero de camadas desejadas (3
e 7), o filme foi submerso em solugéo sol-gel contendo 250 pL de acido cloridrico
0,1 mol.L™ e 300 uL de MPTMS em 25 mL de &gua ultrapura. Este procedimento
foi repetido até que se chegasse ao numero de camadas desejado.

O estudo de sensibilidade dos filmes de NpAu foi realizado utilizando
solugdes de glicose 99,5% (Sigma Aldrich) com diferentes concentragbes. Os
indices de refracdo destas solucbes foram determinados com um refratbmetro
portatil (ATAGO).

Para aplicar o biossensor desenvolvido na deteccdo da proteina
estreptavidina, seguiu-se 0 procedimento descrito por De Leebeeck (DE
LEEBEECK et al, 2007). Todas as etapas de modificacdo da superficie do filme
de NpAu foram acompanhadas registrando espectros de absorgédo UV-VIS (Perkin
Elmer Lambda 25) dos filmes imersos em solucéo tampéao fosfato com pH 7,5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A formacdo das NpAu pode ser evidenciada através da banda plasmonica
caracteristica que aparece na regido visivel do espectro eletromagnético. Em
virtude disto, espectros de absor¢cdo UV-Vis da solucao coloidal de NpAu foram
obtidos (Figura 1). De acordo com o resultado obtido, é possivel observar uma
banda de absor¢cdo em ca. 529 nm, que de acordo com a literatura (LEE, 1982),
caracteriza a formacdo de nanoparticulas esféricas de ouro. Estas evidéncias
foram confirmadas através de imagens obtidas por Microscopia Eletrdnica de
Transmisséo (Inset — Figura 1) com 120 kV (Carl Zeiss Inc., model Libra 120,
equipado com filtro 6mega), onde as particulas esféricas tém diametro de ca.
20 nm.
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Figura 1. Espectro de absorcdo Uv-Vis da solucéo coloidal de NpAu. Inset:
Imagem obtida por Microscopia Eletrénica de Transmissao das NpAu (120kV).

A deposicao das camadas de NpAu em filme foram monitoradas através da
aquisicdo de espectros de absorcdo UV-Vis (Figura 2). Este monitoramento &
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importante, pois a aplicacdo do substrato como biossensor requer que sejam
mantidas as propriedades plasmonicas. De acordo com os resultados obtidos,
além de se verificar que estas propriedades foram mantidas, observou-se um
aumento da intensidade da banda plasmoénica conforme novas camadas foram
adsorvidas e um leve deslocamento da banda de absor¢cdo para uma regido com
maior comprimento de onda. O aumento da intensidade da banda plasmoénica
sugere que um maior numero de NpAu sédo depositadas com o aumento do
namero de camadas, enquanto que o deslocamento do maximo de absorgéo para
maiores comprimentos de onda sugere que pode estar ocorrendo aglomeracao
das nanoparticulas resultando na propagacdo de modos plasmodnicos de menor
energia. O alargamento da banda de absorcdo é um somatério das absorcdes de
nanoparticulas aglomeradas de diferentes tamanhos, o que gera diferentes
modos de propagacédo do plasmon de superficie.
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Figura 2: Espectros de absorcdo Uv-Vis dos filmes com 3 (a) e 7 (b)
camadas de NpAu.
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Para investigar qual numero de camadas seria mais adequado para o
desenvolvimento do biossensor, foram realizados testes de sensibilidade (Figura
3). Verifica-se que a banda plasmonica se desloca para uma regido com maior
comprimento de onda com o aumento da concentracdo de glicose. Neste estudo
foram avaliadas as sensibilidades de filmes obtidos com 3 (Figura 3a) e 7
(Figura3b) camadas de NpAu, sendo ca. 340 e 460 nm.UIR, respectivamente.
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Figura 3) Deslocamento do maximo de absorcéo do filme de NpAu de 3 (a) e
7 (b) camadas em diferentes indices de refragéo.

Apds a modificacdo da superficie do filme por cada uma das camadas de
cisteamina, NHS-biotina, estreptavidina, foi registrado um espectro de absorcdo
Uv-Vis do filme imerso em solucdo tampé&o fosfato (pH 7,5). O processo de
imobilizacéo foi detectado através do deslocamento para maiores comprimentos
da banda plasménica com relacdo ao filme modificado com cisteamina. Este
deslocamento é observado devido a um aumento no indice de refracdo efetivo
apos a imobilizacao das biomoléculas (JUNG et al, 1999).
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Figura 6: Espectro de absorcédo Uv-Vis apdés a modificacao do filme por uma
monocamada de cisteamina, NHS-biotina e estreptavidina.

4. CONCLUSOES

ApoOs os resultados obtidos foi possivel verificar que é possivel obter filmes
de nanoparticulas de ouro sem que haja perda das propriedades plasmonicas.
Adicionalmente, verificou-se que a sensibilidade do biossensor desenvolvido é
afetada pelo numero de camadas de nanoparticulas, sendo que o filme com 7
camadas apresentou maior sensibilidade. O biossensor desenvolvido foi aplicado
de forma eficiente na detec¢éo da biomolécula estreptavidina.
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