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RESUMO - Os percevejos (Pentatomidae) sdo considerados as principais pragas na agricultura
e tém importancia econdmica significativa, esses insetos sdo responsaveis por causar danos as
lavouras a partir da alimentag@o, o que resulta em reducdo na qualidade e no rendimento. Os
Pentatomideos produzem uma mistura de compostos quimicos que servem tanto como
feromonios de alarme quanto como defesa contra predadores. Nesse sentido, a utilizagdo de
sensores tem se tornado uma alternativa promissora e eficiente na detecg¢do destes compostos
volateis. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar se os nanossensores de cantilever com
as camadas ativas polianilina, prata e grafeno seriam capazes de detectar os compostos
defensivos dos percevejos, Euschistus heros, Nezara viridula Diceraeus melacanthus. O
nanossensor PANI.Ag (polianilina e prata) apresentou resposta para todos os compostos, mas
para a camada PANI/OG (polianilina/oxido de grafeno) nao houve reducao da frequéncia de
ressonancia.

Palavras chave: Pentatomidae, nanossensores, frequéncia, cantilever.

ABSTRACT - Stink bugs (Pentatomidae) are considered the main pests in agriculture and have
significant economic importance. These insects are responsible for causing damage to food
activities, which results in a reduction in quality and yield. Pentatomids produce a mixture of
chemical compounds that serve both as alarm pheromones and as defense against predators. In
this sense, the use of sensors has become a promising and efficient alternative for detecting
these volatile compounds. Therefore, the objective of this study was to evaluate whether
cantilever nanossensors with polyaniline, silver and graphene active layers would be capable
of detecting the defensive compounds of bedbugs, Euschistus heros, Nezara viridula Diceraeus
melacanthus. The PANIL.Ag nanossensor (polyaniline and silver) showed a response for all
compounds, but for the PANI/OG layer (polyaniline/graphene oxide) there was no reduction in
the resonance frequency.
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INTRODUCAO

Os pentatomideos produzem uma
mistura de compostos quimicos que servem
tanto como feromoOnios de alarme ou defesa
contra predadores. Os percevejos sao uma
familia de insetos que pertencem a ordem
Hemiptera. Caracterizam-se pelo corpo em
forma de escudo e pelo odor forte, que pode ser
emitido quando mexido ou esmagado. Quando
perturbados, liberam compostos de defesa de
suas glandulas odoriferas que podem ser
ofensivos (Moraes et al., 2008; Favaro e
Zarbin, 2012).

Nesse sentido, o desenvolvimento de
novos métodos de monitoramento baseados em
interacdes semioquimicas, tem se tornado uma
alternativa viavel para o monitoramento de
insetos-praga no campo (Martinazzo et al.,
2022).

Uma ferramenta promissora e eficiente
para deteccdo de moléculas volateis com
extrema  sensitividade tem sido os
nanossensores de cantilever, pois apresentam a
capacidade de mudar a frequéncia vibracional
ou sofrer deflexdo devido a adsorcao de
moléculas sobre a superficie, tornando-os
excelentes transdutores e aptos para serem
utilizados como sensores quimicos, fisicos ou
biologicos (Manzolli et al., 2010, Steffens et
al., 2014, Brezolin et al., 2020). Assim, a
utilizacdo de sensores na deteccao de
compostos volateis e a busca por novos
materiais a serem utilizados como camadas
ativas na identificacdo e monitoramento desses
compostos, vem despertando interesse para
detec¢do de insetos no campo.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi a
avaliagdo de sensores nanoestruturados de
cantileveres com diferentes camadas sensoras
(polianilina, prata e 6xido de grafeno) para
deteccdo de semioquimicos, utilizando os
compostos volateis Octenyl acetate, E- 2
Octenal, E- 2 Hexenal e- 2 Decenal obtidos dos
percevejos  Euschistus  heros, Diceraeus
melacanthus e Nezara viridula.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados cantileveres de silicio
(Si) obtidos comercialmente  (Budget
Sensors®) com frequéncia de ressonancia de

17+4 kHz e constante de mola (K) de 0,2 N.m-
!, comprimento de 445 um, largura de 48 pm e
espessura de 2,8 pum, revestido com uma
camada de 30 nm de aluminio sendo esta
refletora, a fim de aumentar a visibilidade do
sinal do laser.

Preparo das camadas sensoras

Os cantileveres devem ser revestidos
com uma camada sensora que seja altamente
especifica e capaz de reconhecer moléculas
alvo, para que possam atuar como sensores.

Solucdo PANI: A solug¢ao de PANI foi
preparada utilizando 10 mg do p6 diluido em 1
mL de N, N-dimetilacetamida (DMAc) e
mantido em ultrassom (Unique modelo USC-
1800) por 1 h. Apos, foi adicionado solugao de
HCI (1 mol. L) pH 3,0, até completar 10 mL,
deixando a mesma agitando em agitador
magnético overnight antes da sua utilizagao.

Solucdo PANI.Ag: Para a sintese do
nanohibrido de PANI.Ag (polianilina e prata),
foi utilizada a metodologia de Braga (2012),
inicialmente 0,25 g do mondémero anilina foi
dispersado em 15 mL de N, N-
dimetilacetamida (Merck, Brasil, 99%) e
disposta em ultrassom (Unique, USC-1800,
Brasil) por 15 min para solubilizagdo.
Posteriormente adicionou-se 10 mL de acido
cloridrico (HC1 1 mol/L). Foi adicionado a
solucao acidificada do mondémero 25 mL de
uma solucao aquosa 0,08g/mL de nitrato de
prata (AgNOs, Synth, Brasil, 99%) e mantida
sob (Fisaton, 752% Brasil) por 24 h em
temperatura ambiente (25°C). Ap0s agitacao, a
solucao foi filtrada a vacuo (bomba de vacuo
TE-058, Tecnal, Brasil), sendo lavada com
agua destilada e seca em dessecador com silica
por 24 h. Sendo que 10 mg do po resultante
foram dispostos em baldo volumétrico de 10
mL e solubilizado com 2 mL de DMAc sob
agitacdo. O volume do baldo foi completado
com HCI (1 M), obtendo uma solugdo com
concentragio final de 1 mg. mL™".

Solucdo de OG: o oxido de grafeno (OG) foi
sintetizado através de um processo de
esfoliagao utilizando um método de Hummers
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modificado (Lima et al., 2017) e foi
gentilmente cedido para nossos experimentos
pelo Instituto de Fisica da USP, Sao Carlos/SP.
Para sintese do grafeno, Lima et al. (2017)
utilizaram 5 g de grafite misturado a 3,75 g de
nitrato de sodio (NaNOs) mantendo em
agitagdo em banho de gelo. Em seguida
adicionaram 375 mL de 4cido sulftrico
(H2SO4) € 22,5 g de permanganato de potassio
(KMnOs), mantendo a mistura em agitacdo
(em banho de gelo) por 2 h e apos este periodo
mantido em agitacdo a temperatura ambiente
por 5 dias, até a formacdo de um liquido
viscoso castanho escuro, que indicam que o
grafite foi oxidado com sucesso. Em seguida,
para a segunda oxidagdo adicionou-se a
mistura 700 mL de solug¢dao aquosa de HoSO4
(5%), que foi mantida em agitacdo e
aquecimento (80°C) por 1h, passando para cor
amarelo escuro ¢ indicando alta oxidagao das
folhas de grafite. Apds a temperatura foi
mantido em 98°C favorecendo a formacao de
grupos carbonila e epoxi. Em seguida iniciou-
se os processos de lavagem, para tanto a
temperatura foi reduzida para 60°C e
adicionou-se 15 mL de peroxido de hidrogénio
(H202) e mantido por 2h em ultrassom, e apds
este periodo mantido por 12 h em repouso. Esta
etapa foi conduzida para reduzir materiais
residuais presentes na amostra. Para remog¢ao
de impurezas inorganicas foi adicionado ao
OG 2 L de H2SO4 (3%) e H202 (0,5%) e
mantido em agitacdo por 10 min e mais 15 min
em ultrassom (promovendo a formagao de
mais grupos carbonila e epdxi). Apos a mistura
foi centrifugada e o precipitado foi lavado com
H>SOs4 e H20,, seguindo com agitagdo e
centrifugacdo, e por ultimo lavado mais 3
vezes com solucdo de HCI. Na sequéncia o
material foi lavado com 4gua deionizada e
centrifugado, o sobrenadante foi deixado em
dessecador até estar seco, originado o po de
grafeno (Brezolin et al., 2020). O OG foi
disperso em agua (acidificada com HCI até pH
3) na concentracgdo de 0,1 mg. mL™".

Funcionalizacio do nanosensores de
cantileveres

Para funcionalizacdo foi utilizada a
técnica interfacial (dip coating) que consiste na
imersdo de um substrato em uma solucao de
polimerizacdo quimica, onde parte do
polimero serd depositado em sua superficie
sendo espessura do filme controlada pelo
tempo de imersdo, conforme Cho et al. (2005)
e a técnica de automontagem Layer-by-Layer
(LbL) que permite a montagem de materiais na
escala nanométrica, com simplicidade e
qualidade,  resultando  em  estruturas
organizadas, de acordo com a metodologia de
Raposo et al. (1997).

Preparo dos compostos para avaliacio no
AFM

Os compostos volateis, Octenyl
acetate, E- 2 Octenal, E- 2 Hexenal ¢ E- 2
Decenal, obtidos dos percevejos E. heros, N.
viridula e D. melacanthus foram fornecidos
pelo Laboratério de Semioquimicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
de Brasilia/DF. Foram preparadas diferentes
concentracoes (0,005 — 0,01 — 0,05 - 0,1 —0,2
-03-04- 0,5-0,6-0,7-0,8-0,9-1,0
ug/mL), em baldes de vidro de 10 mL onde
completou-se o volume com o solvente n-
hexano (99%) (Pires et al., 2006, Martinazzo,
2021).

Avaliacdo das medidas de frequéncia de
ressonancia

Para a andlise das respostas do
nanossensor de cantilever, com as camadas
sensoras PANIL.AG e PANI/OG, foi utilizada
uma camara de polipropileno de 6,38 cm’,
sendo que a mesma possui um orificio central
superior com 25 mm de didmetro e 13 mm de
altura para o encaixe no scanner do AFM,
Microscopia de forca atomica (Atomic Force
Microscope), e dois orificios laterais para a
entrada e saida dos compostos volateis. Dois
an¢is com vedagao de borracha também foram
utilizados na parte superior a fim de garantir
total protecdo durante o encaixe no
equipamento.
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Para avaliacio da frequéncia de
ressonancia (fresy em AFM (Nanosurf, C3000
Controller, Suica) (Figura 1), o cantilever foi
colocado no suporte (canticlip), inserido junto
ao scanner do equipamento AFM. A camara
foi colocada no equipamento e o cantilever
ficou encaixado dentro da camara para as
analises. Os dados obtidos foram tabulados e
tratados através do software Microsoft Excel.

Figura 1: Equipamento AFM utilizado para
avaliar a frequéncia de ressonancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A medida da f.s foi obtida no AFM,
fazendo a varredura de frequéncia de vibragao,
que foi avaliada na presenga das concentragdes
dos compostos Octenyl acetate, E- 2 Octenal,
E- 2 Hexenal e- 2 Decenal, solvente hexano
(para verificar se ocorre interferéncia deste
volatil na medida), ¢ ar sintético (branco), em
triplicata, utilizando as camadas sensoras
PANILAg e PANI/OG, conforme apresentado
nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2: Resposta de fres dos nanossensores de cantilever de PANI.Ag para os compostos
Octenyl acetate (a), E- 2 Octenal (b), E- 2 Hexenal (c) e E- 2 Decenal (d).
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Figura 3: Resposta de fres dos nanossensores de cantilever de PANI/OG para os compostos
Octenyl acetate (a), E- 2 Octenal (b), E- 2 Hexenal (c) e E- 2 Decenal (d).

Com relagdo aos nansensores de
cantilever PANLLAG e PANI/OG quando
expostos ao ar sintético (branco) nao
apresentaram variagdo na frequéncia de
ressonancia, mas com relacdo ao solvente
hexano apresentaram variacdo. Observou-se
que para todos os compostos houve diminui¢ao
da frequéncia de ressonancia, com o aumento
das concentra¢des dos compostos, utilizando a
camada sensora PANI. Ag (Figuras 2a, 2b, 2¢
e 2d).

Quanto ao nanssensor de cantilever
PANI/OG, observou-se que para os compostos
Octenyl acetate, E- 2 Octenal, E- 2 Hexenal
(Figuras 3a, 3b e 3¢) ndo houve diminui¢ao da
frequéncia de ressonancia com o aumento das
concentragdes dos compostos, sendo 0s
valores proximos ao do solvente hexano. Para

o composto E- 2 Decenal (Figura 3d) nas
concentracdes de 0,6 e 0,7 pg/mL houve uma
pequena diminuicdo da fres.

CONCLUSAO

O nanossensor PANI.Ag apresentou
resposta para os todos compostos defensivos,
porém a camada sensora PANI/OG nao
mostrou mudanca na frequéncia de
ressonancia em relacdo ao controle. Desta
forma, ressalta-se a importancia da avaliacao
das camadas sensoras  para garantir a
sensitividade e seletividade em um ftnico
dispositivo, sendo assim a escolha da camada
sensitiva ¢ fundamental.
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NOMENCLATURA

AFM - Microscopia de forga atomica (do
inglés, Atomic Force Microscope)
Ag- Prata

AgNO:s. Nitrato de prata

DMACc - N,N-dimetilacetamida

Fres - Frequéncia de ressonancia
HCI - Acido Cloridrico

H>0: - Peréxido de hidrogénio
H>S04 - Acido sulfarico

LbL - Layer by Layer

K- constante de mola
KMnOj4_Permanganato de Potassio
NaNO; — Nitrato de sodio

Nm - NanOmetro

OG - Oxido de Grafeno

PANI - Polianilina

Si- Silicio
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