UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA (UFC)

CENTRO DE CIENCIASE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FiSICA

RICARDO PIRESDOS SANTOS

APROVEITAMENTO DE RESIDUOS E MICROSCOPIA DE
FORCA ATOMICA EM MATERIAISBIOLOGICOS

FORTALEZA
2007

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

RICARDO PIRESDOS SANTOS

APROVEITAMENTO DE RESIDUOS E MICROSCOPIA DE FORCA
ATOMICA EM MATERIAISBIOLOGICOS

Tese submetida a Coordenacdo do Curso de Pés
Graduagdo em Fisica, na Universidade Federal do
Ceard, como requisito parcial para obtencéo do grau de
Doutor em Fisica

Orientador: Prof. Dr. Valder Nogueira Freire

FORTALEZA
2007

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

RICARDO PIRESDOS SANTOS

APROVEITAMENTO DE RESIDUOS E MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

EM MATERIAISBIOLOGICOS
Tese submetida & Coordenacdo do Curso de
P6s-Graduacd em Fisica, da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Doutor em Fisica.

Orientador: Prof. Dr. Valder Nogueira Freire

Aprovadaem 11/ 04/ 2007

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Valder Nogueira Freire (Orientador)
Departamento de Fisica
Universidade Federal do Ceara- UFC

Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada
Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-L ab)
Universidade Federal do Ceara- UFC

Prof. Dr. José Alzamir da Costa
Departamento de Fisica
Universidade Federal do Ceara- UFC

Prof. Dr. Jorge Luiz Martins
Instituto de Quimica e Geociéncias (1QG)
Universidade Federal de Pelotas - UFPEL

Prof. Dr. Luis Orlando Ladeira
Departamento de Fisica
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

RICARDO PIRESDOS SANTOS

APROVEITAMENTO DE RESIDUOS E MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

EM MATERIAISBIOLOGICOS
Tese submetida & Coordenacdo do Curso de
P6s-Graduacd em Fisica, da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Doutor em Fisica.

Orientador: Prof. Dr. Valder Nogueira Freire

Aprovadaem 11/ 04/ 2007

BANCA EXAMINADORA EXTENDIDA

Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira
Faculdade de Medicina/Sobral
Universidade Federal do Ceara- UFC

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

DEDICATORIA

A minha esposa. Existem pessoas que marcam definitivamente nossas almas. A
minha esposa, Cintia, ou minha “Florzinha’ como costumo chamar, é uma delas. Na verdade
foi a Unica pessoa que provocou tantas mudancas maravilhosas em t&o pouco tempo. Como
uma crianca recém nascida, fui acolhido em seus bracos ternos, apos um parto dificil, cuidado
e alimentado até me tornar um homem saudével. Estar a0 lado de meu amor € querer sempre
ser uma pessoa melhor. E o alicerce de minha vida, ou como naguela mdsica: “procurei mas
encontrei vocé e agora o que eu faco...ndo suporto mais esta longa espera...porque...vocé é
meu amorzinho, vocé € meu amorz&o...vocé é o tijolinho que faltava na minha construcéo”.

Tudo em relagcdo a ela se resume em uma Unica frase: “Eu te amo”.

Ao meu pai Paulo e minha mée Maria. Retiddo, honestidade, compaixdo e
coragem s8o as principais virtudes passadas por eles. Quero honré-los em cada ato nesta vida,
pois como diz meu pai, “... um homem é julgado pelas suas atitudes’. Sem a educacéo e o

amor que me deram, certamente ndo teria terminando estatese.

A Germaninha, cuja perda fez-me pensar na fragilidade da vida humana. N&o sou

religioso, mas se anjos existem, tenho certeza que ela esté entre eles agora.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

AGRADECIMENTOS

Ao CNPq, pelo apoio financeiro com a manutencéo da bolsa de auxilio e pela
aprovacado dos projetos “ Preparacdo, caracterizacdo e aplicacdo tecnoldgica de carbono poroso
preparado a partir dos residuos da casca de aroz* e “Rede de Nanobioestruturas',
fundamentais no desenvolvimento de minhas atividades de pesguisa.

Ao Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceard, pelainfra-estrutura
necessaria arealizacdo de minha pés-graduacéo.

Ao Instituto de Quimica e Geociéncias (IQG) da Universidade Federal de Pelotas;
Laboratério de Morfologia e Anatomia Vegetal da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul; Centro de Ciéncias Tecnolbgicas da Terra e do Mar da Universidade do Vale do Itgjai
(SC); Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da Universidade Federal da Paraiba;
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco; Nucleo de Tecnologia do Estado do Ceara (NUTEC); Laboratérios de
Caracterizacdo de Materiais (LACAM), Andlises Térmicas Ivo Giolito, Raios-X, Moléculas
Biologicamente Ativas (BioMol-Lab), Microscopia Atémica (LMA) e Ciéncia e Tecnologia
de Materiais (LCTM) da Universidade Federal do Ceard, pela realizacdo de experimentos,
disponibilidade de equipamentos e todo o apoio técnico a execucdo destatese.

Ao Prof. Dr. Vader Nogueira Freire, meu orientador, pela sua paciéncia,
orientacdo e constante apoio durante todas as minhas atividades de pés-graduacéo e pesquisa.
Forneceu todos as condicBes académicas e pessoais para que esta tese fosse concluida. Posso
dizer que minha vida profissional se divide em duas partes. antes e depois do Prof. VValder.

Ao Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada, que considero meu co-orientador e no qual
tenho grande admiragéo.

Ao Prof. Dr. Jorge Luiz Martins pelos seus conselhos sempre importantes e por
ter me dado o privilégio de sua parceria e orientacdo no estudo de residuos.

Ao Prof. Dr. José Alzamir da Costa pela cuidadosa revisdo deste trabalho.

A Profa. Dra. AnaMaria do Anjos Carneiro Le3o pelo constante apoio em minhas
atividades de pesquisa.

Ao Prof. Dr. Teldo Anderson da Silva Pereira pelo seu companheirismo e
estimulo em todos os momentos de minha pés-graduagéo.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Agradecimentos vii

Ao Prof. Dr. José Marcos Sasaki pela disponibilidade da realizacdo de medidas de
difracdo de raios-X em seu laborat6rio. Sem isto e 0 apoio de seus alunos de graduacdo,
mestrado e doutorado, parte destatese ndo poderiater sido realizada.

Aos Profs. Drs Rinaldo P. Santos, Mario L. Pessatti, Tania L. P. Pessatti, Carlos
A. A. Gadelha, José L. L. Filho, Cibele B. M. Carvalho, Edson H. Teixeira, pelas valiosas
sugestdes ao trabalho.

Aos meus professores de graduacdo da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) pela minha formagdo no Bacharelado em Fisica. Em especial, aos Profs. Drs
Mario N. Baibichi, Jodo E. Schmidt e Paulo P. Neto que construiram para os alicerces da
minha formac&o como fisico experimental, indispensavel na execucdo deste trabal ho.

Ao Prof. Dr. Jorge E. A. Mariath e membros do Laboratério de Morfologia
Anatomia Vegetal do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) por terem sido respectivamente meu pai € meus irmaos no universo da pesquisa
académica, durante meu periodo de graduacdo.

Aos pos-graduandos Alexander A. X. Santiago, Taind M. Oliveira, Gustavo A.
Bezerra, José B. Cajazeiras, Teodora T. P. Arruda, Victor A. Carneiro, Lara Q. V. Braga,
Alexandre V. P. Albertini, Francisco F. M. Junior, Luciana M. Rebelo e Erivelton F. Costa,
pela parceria e pelas reflexdes, criticas e sugestdes recebidas.

Aos estudantes de iniciacdo cientifica Thiago, Marcelo e Lavor pelo auxilio
indispensavel em todas as etapas dos trabalhos desenvolvidos na tese.

Aos técnicos e funcionarios dos laboratérios acima citados, pela sua boa vontade e
disponibilidade de tempo para realizacdo e orientacdo na realizacdo dos experimentos
envolvidos com meu trabalho.

A minha esposa, pelo seu constante apoio em todos os momentos de minha vida.
Sem isto, nada faria sentido.

A0S meus pais, pois sem eles eu ndo estaria neste mundo e nem teria a estrutura

para construir avida maravilhosa que tenho hoje.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

“Todas as grandes coisas do mundo
comecam nas pequenas. Uma jornada
de mil milhas comega com o pedago de
ché&o debaixo do pé’.

Lao-tsé

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

RESUMO

Este trabalho descreve algumas das pesquisas multidisciplinares realizadas pelo
Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceard (UFC), envolvendo o
aproveitamento de residuos e a utilizacdo da microscopia de forca atbmica (AFM) na
caracterizacdo de estruturas biolégicas. Trés residuos foram estudados: o bagaco do caju, as
cinzas de carvdo mineral e as conchas de mexilhdo Perna perna. No primeiro, foi feita a
caracterizacd0 das cinzas originadas da queima do pedinculo do caju, destacando o0s
compostos gerados neste processo: KHCO; e K,SO4. Ambos sdo importantes na indastria
farmacéutica e na producdo de adubos fosfatados. No segundo, foi demonstrado o uso das
ceramicas produzidas a partir das cinzas volantes de carvao mineral originadas da termelétrica
Presidente Médici (RS), como substratos para a imobilizacdo da invertase responsavel pela
producdo de aclcar invertido. Esta aplicacdo tem uso direto na producdo de bebidas,
medicamentos e cosméticos. Finalmente no terceiro, foram estudadas as alteragdes na
composicdo, topografia da superficie e dureza das conchas de mexilh&o Perna perna tratadas
termicamente. O nécar (ou superficie perolada) de mexilhdes tem sido usado como
biomaterial na regeneracdo dssea, tendo que sofrer processos de esterelizacdo (normalmente
térmicos). Por isso, a importancia do estabelecimento de regifes de estabilidade mecanica,
estrutural e composicional durante estes processos.

No uso do microscopio de forca atbmica para estudar estruturas biolégicas,
destacou-se aimportancia desta técnica na caracterizagdo do desenvolvimento de biofilmes de
Enterococcus faecalis, freqlentemente encontrada em casos clinicos;, e a andlise
nanoestrutural da esporopolinina de gréos de pdlen de llex Paraguarinss St. Hill. A
esporopolinina € um dos biopolimeros mais resistente que existe, sendo do interesse crescente
dos cientistas e engenheiros de materiais.

Palavras-chave: biofilmes, cinzas volaeis de carvdo mineral, compostos fosfatados,

Enterococcus faecalis, esporopolinina, Ilex Paraguarinsgs, mexilhdo Perna perna,
microscopia de forca atbmica, pedinculo do caju, residuos.
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ABSTRACT

This work describes some of the multidisciplinary researches accomplished in the
Department of Physics of the Universidade Federal do Ceard (UFC), involving the use of
residues involving the use of residues and atomic force microscopy (AFM) in the
characterization of biological structures. Three residues were studied: cashew bagace, coal fly
ashes, and Perna perna mussel shells. In the first, it was characterizated the ashes of the
burned cashew’s peduncle. The composition analysis resulted in the KHCO3; and K;SO4
crystal phases, both important in the pharmaceutical industry and in the production of
phosfatate fertilizers. In the second, it was used coal fly ashes ceramics from President Médici
power plant as substrate for invertase immobilization. The invertase is responsible for the
inverted sugar production. This application has direct use in the production of drinks,
medications, and cosmetics. Finally in the third, it was studied the alterations in the
composition, topography, and microhardness of the thermally treated Perna perna mussel
shells. The mussel nacre (or madrepearl surface) has been used as biomaterial in the bony
regeneration where are necessary sterilization processes (usually thermal). Like this, the
importance of the establishment of mechanical, structural, and compositional stability regions
during these processes.

In the use of the atomic force microscope for study biological structures, it was
given prominence the importance of this technique in the characterization of development
Enterococcus faecalis biofilms. This biofilms are frequently found in clinical cases. In
addition the nanostructural characterization of the sporopollenin of Ilex Paraguarinss St. Hill
pollen grains was performed. Sporopollenin is one of the toughest known materials which is
degraded by oxidation but it isresistant to reduction.

Keywords: Atomic force microscope, biofilms, cashew’s peduncle, coal fly ashes,

Enterococcus faecalis, llex Paraguarinss, Perna perna mussel shells, residues,

sporopollenin.
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INTRODUCAO

Quando comecei a minha pés-graduacdo em Fisica da Matéria Condensada no
Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara (UFC), em 2001, com o Prof. Dr.
Valder Nogueira Freire, ndo imaginava a quantidade de temas que o Grupo de
Semicondutores, no qual ingressei, estaria envolvido. Meu mestrado comegou com um
trabalho tedrico, na érea de Fisica Estatistica, a simulacdo da quebra da rigidez dielétrica de
dispositivos MOS (do inglés, “Metal Oxide Semiconductor”) por meio da percolacdo em
sistemas tridimensionais. Este trabalho resultou na publicagdo: “A multi-defect initialization-
based percolation model: a successful scheme to explain dielectric breakdown in MOS
devices. Physica E 17 (2003) 645-647". Juntamente com a continuidade deste trabalho,
através de modelos com redes de Voronoy, ingressamos na area experimental (parte
importante de minha formacd na graduacdo), que inicialmente ficou concentrada na
preparacdo e caracterizacdo de cer@micas de AIN. Devido a auséncia de um forno com
atmosfera controlada no Departamento de Fisica, indispensavel a producéo das referidas
ceramicas e a um contato com os profs. Jorge L. Martins do Instituto de Quimica e
Geociéncias (1QG) da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) e Benildo Souza Cavada, do
Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab), da Universidade Federal do
Cearda (UFC), optamos por alterar o tOpico de pesguisa. Iniciamos a preparacéo e
caracterizacdo de cerdmicas das cinzas volantes de carvao mineral, um residuo originado da
geracdo de energia elétrica pela Usina Termelétrica Presidente Médici, Candiota (RS). Este
tema culminou na defesa de minha dissertacdo de Mestrado, no inicio de 2003. Foi a primeira
vez que o0 grupo de semicondutores produziu um trabalho totalmente experimental. O curioso
desta dissertacdo, € que foi produzida sem a infra-estrutura necessaria para tal, pois o Grupo
de Semicondutores desenvolvia apenas trabalhos tedricos. Entdo, como o trabalho foi
realizado? A resposta foi interagdo. Obtivemos apoio tanto na parte de infraestrutura como de
conhecimento técnico do Nucleo de Tecnologia do Ceard (NUTEC); dos Laboratérios de
Otica N3o-Linear e Ciéncia de Materiais; BioMol-Lab e Raios-X do Departamento de Fisica
da UFC; do Laboratorio de Andlises Térmicas do Departamento de Quimica da UFC; da
UFPEL e do Laboratério de Imunopatologia Keizo Assami (LIKA) da Universidade Federal
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de Pernambuco (UFPE). Fornos, estufas, difratdmetro, microscépio eletrénico de varredura,
analisadores térmicos (DTA/TGA/DSC), balanca analitica, reagentes e vidrarias sdo alguns
dos recursos colocados a nossa disposicéo pelas parcerias feitas. O resultado ndo poderia ter
sido outro: uma dissertacdo experimental produzida por um grupo tedrico. Este fato acabou
por direcionar toda a nossa pesquisa futura (e minha vida também...).

Entretanto, isto seria apenas a ponta do iceberg. Os resultados promissores obtidos
com as cinzas de carvdo mineral, que levaram a confeccdo de trés patentes, abriram 0s
horizontes para 0 estudo de outros residuos. Para tal, por intermédio do Prof. Valder e das
recentes interacbes feitas, ampliamos ainda mais as parcerias com laboradrios e
departamentos dentro e fora de nossa universidade. Também surgiu uma nova necessidade: a
montarmos um laboratério para preparacéo e caracterizacdo de materiais. Para tal, projetos
necessitariam serem escritos visando a aquisicao de recursos.

Como resultado de um projeto em conjunto, meu orientador e os professores Jose
Alzamir da Costa, da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e Eronides F. da
Silva Jr., da UFPE implementaram o Laboratério de Microscopia Atdmica (LMA) no
Departamento de Fisica da UFC (Anexo E). Nele, sob a chefia do Prof. Dr. José Alexander
King Freire, foi instalado um microscopio de varredura por sonda (SPM). Através do uso da
microscopia de forga atdmica (AFM) diversas pesquisas se iniciaram:

Caracterizacdo de polimeros com o Departamento de Energia Nuclear (DEN) da UFPE;
Estudo da nano estrutura de gréos de pélen com o BioMol-Lab, |QG e o Laboratério de
Anatomia e Morfologia Vegetal do Departamento de Boténica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGYS);

Andlise de formacdo de martensita em acos com o Laboratério de Caracterizacdo de
Materiais (LACAM) do Departamento de Engenharia e Ciéncia de Materiais da UFC;
Estudo da superficie de ouro modificada por filmes finos de 1,4-dithiane com o
Laboratério de Eletroquimica do Departamento de Quimica da UFC;

Caracterizacdo topografica de biofilmes bacterianos com o Laboratério de Microbiologia
do Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC, BioMol-Lab e Faculdade de
Medicina/Sobral da UFC;

Estudo de conchas de mexilhd com o Centro de Ciéncias Tecnolégicas da Terra da
Universidade do Vale do Itgai (Santa Catarind), BioMol-Lab, 1QG e Departamento de
Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba (UFPA);
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Caracterizacdo de residuos de caju com o BioMol-Lab, 1QG, Departamento de Biologia
Molecular da Universidade Federal da Paraiba (UFPA) e Laboratério de Anatomia e
Morfologia Vegetal (UFRGS);

Andlise topografica de lectinas e cristais e aminoécidos com o BioMol-Lab;

Andlise topogréfica de polissacarideos sulfatados com o BioMol-Lab e Departamento de
Engenharia de Pesca da UFC; dentre outros.

Estas pesquisas, muitas ainda em andamento, tiveram como resultado a confec¢éo
de patentes, a publicacéo/submisséo de diversos artigos e ainda, apresentactes em congressos
nacionais e internacionais.

Com a aprovacdo dos projetos “Caracterizacdo e aplicagdes tecnoldgicas de
carvao poroso a partir de cascas de arroz”, “Preparacao e caracterizacdo de ceramicas de AIN”
e acriagdo da Rede de Nanobioestruturas, foi possivel disponibilizar recursos suficientes para
comecar amontar ainfra-estrutura necessaria a preparacao e caracterizacdo de materiais.

Estruturar e equipar um laboratério ndo séo atividades faceis. Envolvem contatos
com fornecedores, levantamento de cotagdes, confeccdo de projetos de equipamentos/infra-
estrutura e uma série de tarefas que consomem tempo e esforgo para que 0S erros sejam
minimizados, dentro de um orgamento apertado e de uso restrito como o fornecido por 6rgéos
publicos. Aos poucos, conseguimos. Montamos o Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de
Materiais (LCTM-UFC), dividido em dois laboratérios. um de preparacdo de amostras e outra
de caracterizagdo de materiais (Anexo D).

Com uma infra-estrutura minima montada, diversos topicos de pesguisa
experimental surgiram, somando-se agueles envolvidos com o AFM. Também houve a
necessidade de treinamento em diferentes técnicas experimentais, tanto de preparagdo como
de caracterizagdo de materiais. Surgiu assim um dilema com relagdo a minha tese: escolher
um tema restrito a determinada &rea de pesguisa explorando-o a0 maximo, dentro do tempo
disponivel (o que normalmente é praticado nos trabalhos de pds-graduacdo); ou desenvolver
véarios temas envolvendo diferentes técnicas e areas de conhecimento (prética ndo usual da
pos-graduacéo). A necessidade de execucdo dos projetos aprovados, operacionalizacdo do
laboratério recém criado e treinamento em diferentes técnicas de preparacdo e caracterizacéo
de materiais (inorganicos e orgéanicos), diado a desejos pessoais de orientado/orientador,
levaram-me a escolher o Ultimo caminho. Confesso que esta escolha pareceu, a principio,
“exética’ e mostrou-se, muitas vezes, até tortuosa. Entretanto, jamais aprendi tantas coisas e
interagi com tantas pessoas, em t&0 pouco tempo. E assim nasceu esta tese. E o resultado dos
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esforgos conjuntos de diversos pesquisadores e grupos de trabalho. Apresenta algumas das
atividades de pesquisa que realizei, sob a orientacéo do Prof. Dr. Vader Nogueira Freire, em
meu periodo de doutorado em Fisica da Matéria Condensada no Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Ceara

Na Secdo 1, introdutéria, sdo abordados conceitos essenciais que envolvem os
métodos analiticos. Julguei importante incluir uma secdo exclusivamente sobre este tema, ja
gue é téo utilizado no presente trabalho e fundamental em qualquer pesquisa cientifica. Além
disto, torna mais compreensivel os temas abordados nesta tese, principalmente aos estudantes
de graducdo que estdo iniciando atividades de pesguisa. O Capitulo 2 trata dos principais
métodos analiticos utilizados em andlise quantitativa. XRD, EDX, andlises térmicas e
microscopia estdo entre os temas abordados, enquanto que o Capitulo 3 apresenta 0s
principais topicos envolvendo tratamento de dados, tais como confiabilidade e métodos
estatisticos. Optel pelo idioma inglés na abreviatura dos principais métodos analiticos, tanto
nesta secdo como nas posteriores, ja que € pratica consagrada no meio cientifico. Entretanto,
coloquei suatradugdo nalingua pétria

Na Se¢do 2 sdo abordados temas envolvendo o aproveitamento de residuos. No
Capitulo 4 é feita uma breve introducdo ao tema. Trés residuos foram estudados neste
trabalho: o bagago do pedinculo de caju do Estado do Ceard; as cinzas volantes de carvéo
mineral do Estado do Rio Grande do Sul e as conchas de mexilhdo do Estado de Santa
Catarina.

A cultura do caju é uma das principais atividades agropecué&rias do nordeste
Brasileiro. Seus produtos mais conhecidos sdo a castanha, 0 suco e o liquido contido no
mesocarpo da castanha, o LCC. A maior parte do pedinculo produzido (pseudofruto) &
desperdicada, sendo seu uso concentrado na extracdo do suco. O Capitulo 5 apresentada 0s
resultados obtidos com a preparacéo e caracterizagéo das cinzas originadas da queima de um
dos principais residuos gerados pela extracéo de suco: o bagaco do pedunculo de cajul.

No Capitulo 6 é explorado o potencial da utilizacdo das ceramicas feitas com as
cinzas volantes da Usina Termelétrica Presidente Médici, Candiota (RS) como suportes paraa
imobilizagdo de enzimas, em particular, a invertase. A invertase é usada no processo de
fabricacéo de agUcar invertido, resultado da decomposicéo da sacarose em frutose e glicose.

No Capitulo 7, foi investigado por medidas de XRD, FT-IR, microdureza,
microscopia 6tica e AFM o comportamento das conchas de mexilhdo Perna perna, quando
submetidas a um tratamento térmico. O estudo do comportamento térmico e mecanico da
superficie perolada (conhecida como nacar) € importante, pois este material tem aplicactes
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em implantes e na regeneracdo 0ssea, onde processos de esterilizacdo s80 necessarios.

Na Secéo 3 € apresentado o resultado de algumas das pesquisas feitas utilizando a
microscopia de forca atbmica (AFM) na caracterizacdo de materiais bioldgicos. Decidi abrir
uma secdo sobre este tema ja que os materiais envolvidos ndo faziam parte da categoria de
residuos, sendo os resultados obtidos associados a area da biologia estrutural. O Capitulo 8,
introdutério, € destinado mostrar o AFM como técnica poderosa para andlise de materiais
bioldgicos. Biofilmes e graos de pélen foram os materiais escolhidos nesta tese.

No Capitulo 9, foi investigada por microscopia de forca atbmica, a alteracéo
topogréfica nas superficies de biofilmes de Enterococcus faecalis apos 24, 36, 72, 192, 360

horas de crescimento. Imagens de altura, gréficos de secdo e andlise de rugosidade foram
realizadas sobre biofilmes crescidos em membranas estéreis de nitrocelulose. O estudo de
biofilmes é importante na moderna medicina devido a sua influéncia no tratamento de
doencas infecciosas com antibiéticos.

No Capitulo 10 foi usado o AFM para estudar a nanoestrutura da exina de gréos
de pdélen de llex paraguariensis (a popularmente denominada erva-mate). Pesquisas
utilizando-se AFM tém demonstrado que determinados parametros estruturiais da estrutura da
esporopolinina (biopolimero formador da exina) sdo caracteristicos da espécie. Convém
ressaltar que a esporopolinina é considerada um dos biopolimeros mais resistentes, tendo
chamado a atencdo de cientistas e engenheiros de materiais.

Por fim, no Capitulo 11, sdo feitas as conclusbes gerais e perspectivas dos temas
apresentados nesta tese.

Nos ANEXOS A-C, estéo coOpias parciais (titulo, autores, resumo, periodico) dos
artigos publicados, submetidos e & submeter; associados ndo apenas ao presente trabalho, mas
a pesquisas diversas que realizei durante meu doutorado. Este procedimento foi realizado
segundo recomendacdo de meu orientador, como um registro de minha producdo cientifica no
doutorado. O Laboratdrio de Ciéncia e Tecnologia de Materiais (LCTM-UFC) é apresentado
no Anexo D. Meu orientador e eu achamos importante este registro, pois a montagem do
LCTM-UFC sob a supervisao do Prof. Valder, fez parte de uma das minhas atividades como
estudante de doutorado aqui no Departamento de Fisica Também julguei importante
apresentar algumas caracteristicas do microscopio de varredura por sonda (SPM) existente em
nosso departamento, ja que seu uso esteve diretamente envolvido em dois temas abordados na
secao I11. Deste assunto trata o Anexo E.

Por ser uma tese realizada em um departamento de Fisica, envolvendo materiais
na sua maioria de origem biolégica, achei prudente fazer uma descricdo mais detalhada do
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contexto no qual estes materiais se inserem. Por exemplo, para falar da nanoestrutura da exina
de gréos de pdlen de llex paraguariensis (Capitulo 10), comecei com conceitos como
espermatdfitas (que significa plantas com semente), flor, gréos de pélen, exina, etc. até chegar
a estrutura alvo do estudo. Acredito que este procedimento tornou o texto mais rico,
possibilitando uma melhor compreensdo ao leitor, que na sua maioria deve estar associado a
area da Fisica. Também mostra parte do trabalho que tive quando da readlizacdo desta tese.
Afinal, ndo tenho o custume de estudar algo sem pelo menos saber 0 que sgja este algo
(mesmo que de uma maneira mais genérica). Este procedimento foi realizado em diversos
capitulos deste trabalho.

Nenhum trabalho ¢ perfeito. E claro que falhas ocorreram. Entretanto, como uma
frase dita por um produtor de uvas no filme “Um bom ano”, de Ridley Scott, “...aprendemos
COM NOSSOS erros e Ndo com 0s acertos. Entdo, errar € bom. O problema € quando isto se torna
um hébito...”. Desta forma, espero que etatese, dentro de suas limitagdes, consiga expressar
pelo menos em parte, as pesquisas que foram realizadas por mim, sobre a orientacdo do Prof.
Valder Nogueira Freire, no periodo de meu doutorado no Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Ceara
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SECAO |

FUNDAMENTOS DE METODOS
ANALITICOS

Lo JEtle TS Lo I L L o R n )

O conhecimento de métodos analiticos e o correto
tratamento dos dados gerados por estes Ss&o
fundamentais em qualquer pesquisa cientifica
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METODOSANALITICOS

2.1 INTRODUCAO

Pesguisadores da érea da fisica, quimica, biologia e engenharia dispdem de um
impressionante conjunto de poderosas e elegantes ferramentas para reunir informacoes
qualitativas e quantitativas sobre a composicéo e estrutura da matéria. Estas ferramentas séo
reunidas no que denominamos métodos analiticos. Um método analitico qualitativo fornece
informacOes sobre a identidade das espécies atdmicas ou moleculares da matéria; um método
quantitativo, em contraste, fornece informagdes numeéricas, tais como as quantidades relativas
de um ou mais destes componentes. Normalmente estes métodos sdo utilizados em conjunto,
para completa caracterizacdo de um material a ser analisado (Blaedel, 1970; Skoog, 2002).

Os métodos analiticos sdo normalmente classificados, por razbes histéricas, como
classicos e instrumentais. Os métodos classicos (ou de via Umida) sdo aqueles realizados por
separacdo dos componentes focos da andlise (os analitos), em uma amostra, por meio de
técnicas de precipitacdo, extracdo ou destilagdo. Os componentes separados sdo submetidos a
acao de certos reagentes resultando em produtos reconheciveis por suas cores, solubilidade,
pontos de ebulicdo e fusdo, seus odores ou atividades 6ticas (andlise qualitativa). Para uma
andlise quantitativa, a massa do analito e dos compostos originados deste é determinada por
meio de gravimetria ou por procedimentos titulométricos, onde é medido o volume ou a
massa de um reagente padrédo para reagir completamente com o analito. Os métodos
instrumentais sdo aqueles que utilizam fendmenos distintos dos classicos para explorar a
composicdo e estrutura de materiais. Propriedades associadas aos fendmenos de emissdo,
absorcéo, espalhamento, refracdo e difracdo da radiagdo; bem como medidas do potencial
elétrico, carga e resisténcia elétrica, massa, relacdo massa/carga, velocidade da reacdo,
caracteristicas térmicas e de radiatividade, interacéo da luz visivel, elétrons e de sondas com a
superficie sdo utilizadas para a andlise quantitativa. A cada uma destas propriedades esta
associado um método instrumental (Tab. 2.1), que fazem uso normalmente de equipamentos
sofisticados. Também sdo utilizadas técnicas eficientes de cromatografia e de eletroforese, em

substituicdo a destilagéo, extracdo e precipitagdo na separacdo de componentes de misturas
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complexas, utilizadas nos métodos classicos. Os métodos analiticos instrumentais vém
dominando os laboratérios, como técnica padréo para o estudo da composicao e estrutura de
materiais (Baccan et al., 1979; Skoog, 2002; Harris, 2005).

Tabela 2.1. Principais métodos experimentais e as propriedades fisico-quimicas envolvidas.

M étodo instrumental Propriedade
Espectroscopia de emissdo (raios-X, UV, VIS); o o
] ) i ) Emissfo de radiacdo
fluorescéncia, fosforescéncia e luminescéncia
Espectroscopia e fotometria (raios-X, UV, VIS, IV);
espectroscopia fotoaclstica; ressonancia magnética Absorcdo daradiacdo
nuclear e de spin eetrénico
Turbidimetria; nefelometria; espectroscopia Raman Espalhamento daradiacéo
Refratometria; interferometria Refrac8o daradiacdo
Métodos de difracio deraios-X e elétrons Difracao daradiacao
Polarimetria; dispersdo dpticarotatdria; dicroismo . o
. Rotacdo da radiag@o
circular
Potenciometria; cronopotenciometria Potencial détrico
Coulometria Cargaelétrica

Amperometria; polarometria

Condutimetria
Massa

Espetcrometria de massa
Métodos cinéticos
Gravimetria etitulometria térmica; calorimetria
diferencia exploratoria; andisetérmicadiferencid e
métodos de condutimetria térmica
Métodos de ativacéo e diluicdo de isbtopos
Microscopia 6tica
Microscopia el etrénica

Microscopia de tunelamento
Microscopia de forga atémica

Dureza/microdureza

Corrente e étrica
Resisténcia elétrica
Gravimetria (balanca e microbalanca de crita de
guartzo)
Relacdo massa/carga
Velocidade dareacdo

Caracterigticas térmicas

Radiatividade
Interacdo daluz visivel com a matéria
Interacdo de elétrons com amatéria
Tundlamento de el étrons de uma superficie
Interacdo de uma sonda com a superficie (forcas de
atracdo, adesdo, de van der Waals)
Propriedades mecéni cas da superficie
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2.2 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOSX
(EDX)

A andlise por energia dispersiva de raios-X (em inglés, “Energy Dispersive X-
ray” ou EDX, como é mais conhecida) € uma técnica essencial no estudo de caracterizacéo
microscopica de materiais. Quando o feixe de elétrons incide sobre um material, os elétrons
mais externos dos aomos e 0s ions congtituintes sdo excitados, mudando de niveis
energéticos. Ao retornarem para sua posicao inicial, liberam a energia adquirida a qual é
emitida em comprimento de onda no espectro de raios-X. Um detector instalado na cdmara de
vécuo de um microscopio eletrbnico de varredura mede a energia associada a esse elétron.
Como os elétrons de um determinado aomo possuem energias distintas, é possivel, no ponto
de incidéncia do feixe, determinar quais 0s elementos quimicos estdo presentes nagquele local
e assim identificar que material esta sendo observado. O didmetro reduzido do feixe permite a
determinacdo da composicdo mineral em amostras de tamanhos muito reduzidos (< 5 pm),
permitindo uma andlise quase que pontual. O uso em conjunto do EDX com o microscépio
eletrdnico de varredura (Fig. 2.1a) é de grande importéancia na caracterizacdo estrutural de
superficies. Enquanto este microscépio proporciona imagens da superficie, 0 EDX permite
sua imediata identificacdo. O resultado mais freqUente de uma analise por EDX é 0 espectro
de energia liberada pelos elétrons e sua respectiva intensidade (Fig. 2.1b). Além da
identificacdo mineral, a técnica ainda permite 0 mapeamento da distribuicdo de elementos
quimicos, gerando mapas composicionais de elementos desegjados em um material
(Richardson e Bradshaw, 1981; Butler e Hale, 1981; Skoog, 2002).

(b)

Figura 2.1. Microscopio eetronico de varredura equipado com dispositivo para andlise de energia

dispersiva deraios-X (a); Resultado tipico de uma analise por EDX (b), mostrando o espectro EDX de
uma liga de niquel de alta temperatura composta por niquel (Ni), cromo (Cr), ferro (Fe), manganés
(Mn), titénio (Ti), molibdénio (Mo), silicio (Si) ealuminio (Al). O eixo horizontal representa a energia
liberada pelos e érons e 0 eixo vertical, aintensidade.
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2.3 DIFRACAO DE RAIOS-X (XRD)

A difragdo de raios-X (em inglés, “X-Ray Diffraction” ou XRD, como é mais
conhecida), é realizada através de um equipamento chamado difratdmetro (Fig. 2.2a) é uma
técnica que nos permite obter informacdes sobre as estruturas cristalinas presentes huma
amostra, aravés do uso de um tipo de radiacdo eletromagnética: os raios-X. Os raios-X tém
comprimento de onda da ordem do didmetro aémico (10" m) ou do espacamento entre os
atomog/ions em solidos. Quando os raios-X sao direcionados para um sélido com uma
estrutura cristaling, suas ondas sdo espalhadas pelo ambiente ordenado do cristal, ocorrendo a
interferéncia entre os raios espalhados (tanto construtiva como destrutiva) porque as
distancias entre os centros espalhadores séo da mesma ordem de grandeza que 0 comprimento
de onda daradiacdo. O resultado € a difracdo. (Azaroff, 1968; Skoog, 2002).

Desde a sua descoberta em 1912, por Von Laue, a difragdo de raios-X tem sido
uma importante fonte de informagdo para a ciéncia e a industria. A maior parte do que €
conhecido sobre o espacamento e arranjo dos a&omos em materiais cristalinos foi determinada
diretamente por estudos de difragdo. Além disso, esses estudos levaram ao entendimento das
propriedades fisicas dos metais, materiais poliméricos e de outros solidos. A difracéo de raios-
X €, atualmente, 0 método de maior importancia na elucidacéo de estruturas cristalinas
complexas. A difragdo de raios-X também fornece um meio conveniente e pratico para a
identificacdo qualitativa e quantitativa de compostos cristalinos. O método de difracdo de
raios-X, usando uma amostra policristalina (método do po), é capaz de fornecer informacéo
qualitativa e quantitativa sobre os compostos presentes na amostra sdlida. Os métodos de
difracdo de raios-X de p6 estéo baseados no fato de que o padrdo de difracdo (chamado de
difratograma) (Fig. 2.2b) € Unico para cada substéncia cristalina. Assim, se é encontrada uma
concordancia exata entre o padréo produzido pela amostra desconhecida e 0 de uma amostra
conhecida, entdo a identidade quimica da amostra desconhecida pode ser atribuida. A
identificacdo de uma espécie a partir de seu difratograma de p6 esta baseada na posicéo das
linhas em termos do angulo entre a onda incidente e a onda espalhada (26) e suas intensidades
relativas. O angulo 26 é funcdo do espacamento de um conjunto particular de planos. Estas
linhas formam-se picos com intensidades e distancias entre si que variam de substancia para
substancia. Diferentes materiais (ou fases) possuem diferentes arranjos espaciais de &omos ou
ions, e a interacdo com a radiacdo incidente resultam numa "assinatura' muito préopria. Pela

medida da intensidade das linhas de difracéo e sua comparacéo com difratogramas de padroes
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feitos com quantidades conhecidas, torna-se possivel a andlise quantitativa de misturas
cristalinas (Jacobs, 1997, Cullity, 1998; Skoog, 2002,) .

10 5 20 25 30
20 (graus)

(@) (b)

Lo

Figura 2.2. Difratdmetro de raios-X (@); Difratograma de uma argila (b), mostrando suas fases
cristalinas: Caulinita (C), Quartzo (Q) ellita(l) (Albers et al., 2002).

Atualmente, a comparacéo com padrdes de difragdo, para identificagéo das fases
cristalinas de um composto (andlise qualitativa) é feita por intermédio de softwares
especialmente desenvolvidos para tal fim. Estes softwares s80 compostos por um extenso
banco de dados cristalogréfico (padrdes de difracéo) e utilizam os arquivos de dados gerados
pelo proprio difratdmetro. Como exemplo, temos o X Pert HigthScore da Philips. Ja para a
andlise quantitativa, o procedimento mais usado € a simulacéo do perfil difratométrico a partir
das estruturas das fases componentes de uma amostra através do método Rietveld. Este
método € baseado na construcdo de um padréo de difracdo calculado, de acordo com o
modelo estrutural. O padrdo calculado é obtido pela introducdo direta dos dados
cristalogréficos, como: simetria do grupo espacial, posicdes atdmicas, posices de ocupacdo e
parametros de rede. O padréo calculado ao se gjustar ao padréo observado fornece dados dos
parametros estruturais do material e parametros do perfil de difragdo. O termo refinamento no
método de Rietveld refere-se ao processo de ajuste do modelo de parametros utilizados no
célculo de um padrdo de difracdo, que seja 0 mais préximo do observado. O refinamento é
conduzido pela minimizagdo da soma das diferengas entre as intensidades calculadas e
observadas (método dos minimos quadrados), a cada passo angular do padréo de difragdo. O
método de Rietveld permite o refinamento de estruturas cristalinas complexas, sendo aplicado
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ao fornecimento de dados quantitativos (percentual de cada fase na amostra) com precisao
reconhecida (Bish e Howard, 1988; Lutterotil, 1990; Young, 1994; Young, 1995; Fancio,
1999). Os principais sofwares utilizados para o refinamento de difratogramas de p6 sdo o
DBWS e o Rietica, ambos de livre distribuicéo.

2.4 ANALISESTERMICAS

A termogravimetria ou andlise termogravimétrica (em inglés, “ Thermogravimetric
analysis’ ou TGA, como é mais conhecida) baseia-se no estudo da variacdo de massa de uma
amostra, resultante de uma transformacao fisica (sublimacéo, evaporacdo, condensacdo) ou
guimica (degradacdo, decomposicdo, oxidacdo) em funcdo do tempo ou da temperatura. Em
outras palavras, pode ser definida como um processo continuo que mede a variagdo de massa
(perda ou ganho) de uma substancia ou material como uma funcéo datemperatura e/ou tempo.
Os equipamentos responsaveis por esta andlise sdo chamados de termobalancas (Fig. 2.3a).
Existem trés tipos basicos de técnicas termogravimétricas. termogravimetria isotérmica, que
permite medir avariacdo da amostraa ser analisada como uma fungéo do tempo atemperatura
constante; termogravimetria semi-isotérmica, onde a amostra € aquecida a uma massa
constante a cada série de aumento de temperatura; e termogravimetria dindmica, onde a
amostra é aquecida em um ambiente no qual a variagdo de temperatura esta programada ou
pré-determinada, preferencialmente em velocidade linear. A Ultima é a mais usada (Fig. 2.3b).
As vezes ¢é vantajoso poder acompanhar um termograma com sua primeira derivada. A isto
chamamos de andlise termogravimétrica derivada (em inglés, “Derived Thermogravimetric”
ou DTG, como € mais conhecida). Vérias termobalancas comerciais s80 munidas com
circuitos eletrébnicos para obter a derivada automaticamente (Wendlandt, 1986; Mothé e
Azevedo, 2002).

A evento 1
~ evento 2
_ -
Variacdo de evento 3
massa(Am) <
Temperatura g
(a) (b)

Figura 2.3. Termobalanca TGA-50 (a); Curva tipica de uma analise termogravimétrica dinamica (b),

mostrando trés eventos térmicos associados a perda de massa.
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A andlise térmica diferencial (em inglés, “Differential thermal analysis’ ou DTA,
como é mais conhecida) é uma técnica térmica em que se mede a diferenca de temperatura
entre a amostra e uma substancia inerte (referéncia), quando ambas sd0 submetidas ao
aguecimento ou ao resfriamento. Mudancas da temperatura da amostra séo ocasionadas pelas
transicOes ou reacdes endotérmica ou exotérmica devido a mudanca de fase, fusdo, inversdes
da estrutura cristaling, sublimagdo, vaporizacdo, reagbes de desidratacdo, reacOes de
dissociagdo ou decomposicdo, oxidacdo, reacdes de reducdo e outras reacdes quimicas. Um
gréfico tipico de DTA é mostrado na Figura 2.4 (Mackenzie, 1978; Mothé e Azevedo, 2002).

A Oxidagéo (Exo)
Crigtalizacdo (Exo)

Variacgao de
temperatura (AT) —
\

Transicdo vitrea

Fusdo (Endo)

v

Temperatura

Figura 2.4. Curvatipica de uma andlise térmica diferencial em um material polimero.

Os picos da andlise térmica diferencial resultam tanto de modificacOes fisicas
como de reagdes quimicas induzidas por variagbes de temperatura da amostra. Os processos
fisicos endotérmicos incluem fusdo, vaporizacdo, absorcdo e dessor¢éo. A adsorcdo e
cristalizacdo geramente sdo exotérmicas. As reagdes quimicas podem ser também
exotérmicas ou endotérmicas. As reacOes endotérmicas incluem desidratacdo, reducdo em
atmosfera gasosa e decomposicdo. As reacdes exotérmicas incluem oxidacdo no ar ou na
presenca de oxigénio, polimerizagdo e reagOes cataliticas. As areas sob 0s picos nos
termogramas diferenciais dependem da massa da amostra, da entalpia do processo fisico ou
guimico e de certos fatores geométricos da condutividade térmica. Normalmente o
equipamento de DTA vem acoplado com o de TGA, formando um sistema TGA/DTA
(Haines, 1995; Smothers e Chiang, 1974, Skoog, 2002).

A calorimetria exploratéria diferencial (em inglés, “Differential Scanning
Calorimetry” ou DSC, como € mais conhecida) pode ser definida como uma técnica que mede
temperaturas e fluxos de calor associado com transicdes dos materiais em funcéo da
temperatura e do tempo. Tais medidas fornecem informagdes qualitativas e quantitativas
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sobre mudangas fisicas e quimicas que envolvem processos endotérmicos (absorcao de calor),
exotérmicos (liberacdo de calor) ou mudancas na capacidade calorifica. O DSC pode
proporcionar informacdes especificas tais como: transicdo vitrea, temperatura e tempo de
cristalizacdo, ponto de fusdo, calor especifico, oxidacdo, pureza, etabilidade térmica, ponto de
ebulicdo, grau de velocidade de cura, cinética de reacdo e outros. Um equipamento de DSC
uma curva de tipica de andlise sdo mostrados na Figura 2.5 (Hemminger e Hohme, 1984;
Mothé e Azevedo, 2002).

A
Exo
Fluxo de
calor
Endo
Temperatura -
(b)

Figura 2.5. Analisador térmico diferencial DSC-50 (a); Curva tipica de uma calorimetria exploratéria

diferencial, mostrando um pico endotérmico e outro exotérmico (b).

A diferenca basica entre a caloria exploratéria diferencial (DSC) e a andlise
térmica diferencial (DTA) é que a primeira € um método calorimétrico no qual sdo medidas
diferencas de energia; no segundo, sdo medidas as diferencas de temperatura. As curvas
térmicas para os dois métodos sdo similares (Speyer, 1994).

As analises térmicas s0 utilizadas para diversas aplicagdes. Entre as aplicactes
para atermogravimetria incluem: adsorcéo e curvas de dessor¢ao; calcinagdo e sinterizagéo de
minerais; corrosdo de metais em atmosfera variada; decomposicdo de materiais explosivos,
decomposicdo térmica de pirdlise de materiais organicos, inorganicos e bioldgicos;
degradacdo térmica oxidativa de substancias poliméricas; desenvolvimento de procedimentos
analiticos gravimétricos (peso constante); destilacéo e evaporacdo de liquidos; determinacéo
de umidade, substancias voléeis e conteldo de cinzas, diagrama de fase e n&o
estequiométrico envolvendo atmosfera; estudo de cinética de reacdo envolvendo espécies
voléteis; estudo de desidratacdo e higroscopicidade; identificacdo de polimeros e
intermediérios; taxas de evaporacdo e sublimacao; reacdes no estado solido que desprendem
voléteis; propriedades magnéticas, isto €, temperatura de cura, susceptibilidade magnética.
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Para 0 DTA/DSC, temos as aplicacbes para 0s seguintes estudos: catdlise; reagdes de
dessolvatacdo; perigo de radiacdo; calor de reacdo; reacdes de decomposicdo; reacOes de
desidratagéo; estabilidade térmica; estabilidade de oxidagdo; determinagdo de transicdo vitrea;
calor de sublimacdo; determinacdo de pureza; diagrama de fase; reagdes solido-gas; reactes
de estado Olido; cinética de reacdo; calor de transicdo; calor de adsor¢do; determinacdo do
ponto de Curie; dentre outras (Ford e Timmins, 1989; Charles e Warrington, 1992;
Hatakeyama e Quinn, 1994; Mothé e Azevedo, 2002).

2.5 TECNICASMICROSCOPICAS

O menor objeto que pode ser visualizado a olho nu (resolucdo) é de
aproximadamente 0,2 mm (200 um), a uma distancia minima de 25 cm (ponto préximo da
vista). A distancia separando dois objetos deve ser tal que permita que sejam distinguidos um
do outro; se eles estdo muito préximos (< 200 pm), aparecem como uma Unica mancha. Os
microscopios sdo instrumentos analiticos usados para aumentar a resolucéo e,
consequentemente, estruturas abaixo de 200 um podem ser visualizadas. Existem basicamente
trés tipos de microscopios, classificados conforme a natureza do elemento de interacdo com o
objeto a ser analisado: ¢ético (luz), eletrbnico (elétrons) e de varredura por sonda (sonda)
(Rose, 1973).

2.5.1 MICROSCOPIA OTICA

A microscopia 6tica se refere ap uso de qualquer microscopio que utiliza a luz
visivel para tornar espécimes observaveis. O microscopio 6tico usa lentes de vidro e luz
visivel para formar uma imagem aumentada de um objeto. O poder de resolucéo de um
microscopio optico pode ser definido tecnicamente como a menor distancia entre dois pontos
gue permite sua separacdo e conseqgiente distingdo. Depende do comprimento de onda de luz
e das propriedades da lente. O poder de resolucéo é definido como

0,61
R=——
AN
onde 1 é o comprimento de onda da luz e AN € a abertura numérica da lente, sendo definida

como:

AN = nsna
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com n igual ao indice de refracdo médio entre alente e aamostra e o 0 angulo entre o0 eixo da
objetiva e o raio de luz mais obliquo que atravessa a lente, sendo uma funcédo das dimensdes
desta. Como 0 sistema Otico estd imerso em ar, entdo n = 1. Os valores de AN das lentes
diferem de acordo com o poder de aumento e com outras propriedades. O valor de AN é
gravado nas laterais de cada lente objetiva (a lente mais proxima ao objeto) de um
microscopio Gtico. Os valores mais comuns para as lentes objetivas, encontradas com
freqliéncia em microscopios 6ticos modernos, sdo 0,25 para baixo poder de resolucéo, 0,65
para alto poder de resolucdo e 1,25 para lentes de imersdo. Para um comprimento de onda
tipico da luz de 550 nm e para as dimensdes das objetivas atualmente fabricadas, a resolucao
maxima de um microscépio 6tico sera da ordem de 0,22 pum, que representa mil vezes a
capacidade do olho humano. A qualidade da imagem microscépica é determinada pela
ampliagdo, grau de difragdo, distorgédo devido a aberragdes das lentes e contraste. Para
melhorar a resolucdo, 0s microscopistas utilizam comprimentos de onda de radiacéo
eletromagnética cada vez menores. A luz visivel ndo é capaz de separar distancias inferiores a
220 nm. A luz ultravioleta, de comprimento de onda de 100 a 400 nm, pode separar distancias
t&0 pequenas quanto 110 nm. Assim, 0 microscopio que usa luz ultravioleta ao invés de
visivel possui maior resolucdo, permitindo a observacdo de mais detalhes das estruturas
analisadas (Black, 2002).

O microscopio 6tico moderno ndo descende da lente Unica de Leeuwenhoek, mas
sim, do microscépio composto de Hooke (um microscopio com mais de uma lente). As lentes
Unicas geram dois problemas. ndo podem focalizar o campo inteiro simultaneamente e
acrescentam anéis coloridos ao redor dos objetos no campo. Ambos os problemas sdo hoje
resolvidos através do uso de multiplas lentes de correcdo colocadas préximo a lente de
aumento principal. Utilizadas em objetivas e oculares de microscopios compostos modernos,
as lentes corretivas proporcionam imagens praticamente isentas de correcéo (Pluta, 1988;
Black, 2002).

O microscopio 6tico composto € aquele que tem duas lentes, uma objetiva e a
outraocular, possibilitando dois estégios de amplificacdo (Fig. 3.7).

Ocular \ Olho
Objeto q foco

S
L4

foco

I magem
Objetiva

Figura 2.6. Esquema de um microscopio 6tico composto.
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Um microscépio composto com uma Unica ocular é chamado monocular; aquele com duas
oculares, de binocular. A luz penetra o microscopio através de uma fonte de luz na base e,
freqlientemente, passa atraves de um filtro azul, que filtra seus maiores comprimentos de
onda, deixando passar os menores, melhorando a resolugdo. Entdo, ela passa por um
condensador, que converge 0s raios luminosos para que possam passar através do objeto. O
diafragma iris controla a quantidade de luz que passa através do objeto e que vai para a lente
objetiva. Quanto maior o aumento, maior a quantidade de luz necessaria para ver claramente o
objeto. A lente objetiva aumenta a imagem antes que a mesma atravesse o tubo ou canhé&o
para a lente ocular. A lente ocular aumenta mais ainda a imagem. Uma mesa mecanica
permite o controle preciso do movimento da lamina, que é especialmente Util em estudos mais
detalhados de objetos. O aumento total de um microscopio composto é dado pelo produto do
aumento da objetiva pela ocular, variando de 30 a 1000 vezes (Herman, 1990).

O condensador utilizado em um microscépio ético comum faz com que a luz sgja
concentrada e transmitida diretamente através do objeto. Isto confere uma iluminacdo de
campo claro. Contudo, em alguns casos, € melhor examinar objetos que exibem pouco
contraste em um campo claro, sob outra iluminacéo. Neste caso, utiliza-se a iluminagéo de
campo escuro. Um microscopio 6tico adaptado para ailuminacéo de campo escuro possui um
condensador que impede a luz de ser transmitida através do objeto. Em vez disto, levaaluz a
refletir do objeto de modo obliquo. Quando estes raios sdo coletados e focalizados em uma
imagem, um objeto claro é visto em um fundo escuro (Black, 2002).

Um microscopio 6tico de contraste de fase possui um condensador especial e
lentes objetivas que acentuam pequenas diferencas no indice de refracdo de varias estruturas
localizadas no objeto. A luz que passa através dos objetos de diferentes indices de refracéo é
reduzida e difratada. As modificagbes na velocidade da luz sdo visualizadas como diferentes
gradacoes de claridade (Zernike, 1942, Black, 2002).

O microscopio 6tico Nomarski, do mesmo modo que 0 microscopio de contraste
de fase, usa os diferentes indices de difracdo para visualizar detalhes no objeto. Contudo, o
microscopio Nomarski (também chamado de contraste de interferéncia diferencial),
proporciona resolugdo bastante superior a0 microscopio padrdo de contraste de fase. Ele
possui uma profundidade de campo (a espessura do objeto que estd em foco a qualquer
momento) extremamente curta e pode proporcionar uma imagem proxima a tridimensional
(Zernike, 1942, Black, 2002).

A microscopia 6tica de fluorescéncia utiliza-se do fato que certas substéncias,
guando sob a acéo de irradiagdes de comprimento de onda curtos, comegam a emitir radiacéo
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prépria, composta por ondas de comprimento mais longo, luminosas e visiveis, ou sgja,
fluorescem. Certas substéncias quando ativadas por luz ultravioleta, violeta ou azul,
apresentardo fluorescéncia no azul, verde, amarelo ou vermelho, segundo sua natureza. A
simplicidade e exatiddo colocaram desde logo a microscopia de fluorescéncia no controle de
alimentos, mineralogia e botanica. Nos primérdios desta microscopia, sd era usada a chamada
fluorescéncia “préprid’ ou priméria. Entretanto, descobriu-se que se poderiam tratar
substancias ou mesmo tecidos animais e vegetais com dilui¢des de certos corantes organicos e
obter assim uma florescéncia secundéria. O tratamento com fluorocromos abriu a modalidade
de microscopia de fluorescéncia também em células e tecidos animais, na citologia,
histologia, patologia, hematologia, bacteriologia, etc. Corantes florescentes existem varios,
como por exemplo: amarelo de acridina, auromina, aurofosfing, sulfato de berberina, extrato
de clorofila, fluoresceina, rodamina, tioflavina e tripaflavina (Bucherl, 1972).

O microscépio de polarizacdo se diferencia de um microscopio comum por
possuir um equipamento para a producéo de luz linearmente polarizada. A utilizacéo da luz
polarizada tem produzido resultados bem interessantes; corpos isotropicos sdo facilmente
diferenciados de anisotrdpicos ou birrefringentes (Bucherl, 1972).

O microscopio metalografico (Fig. 2.7a) € um microscopio 6ético composto que
utiliza a luz refletida sobre o material a ser observado (Fig. 2.7b) para registrar imagens de
amostras  solidas. Amostras opacas, como amostras metalogréficas, sao tipicamente

J_I_L olhg

Ly 'I'_\IH
Y 1 Fatib: de uz
Pria-nn
»—.-—||
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§ Concedader
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observadas por estes microscopios (Jacobs e Kilduff, 1994).

Chjetiva

Araastng

(a) (b)
Figura 2.7. Microscépio metalogréfico Eclipse LV100D da Nikon (a); Esquema do sistema 6tico de

um microscopio metal ogréfico (b).
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2.5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA

Em vez de raios de luz, a microscopia eletronica utiliza feixes de elétrons e, em
vez de lentes de vidro, eletromagnetos sdo usados para focalizar o feixe. Os elétrons devem
vigiar através do vacuo, pois as colisdes com as moléculas de ar dispersariam os elétrons e
resultariam em uma imagem distorcida. Com o microscopio eletronico, o poder de resolucdo €
aumentado 1000 vezes em relagdo ao Optico. Nas melhores condi¢fes, a microscopia
eletronica prevé um poder de resoluciio proximo de 2 A. As fotografias tiradas de qualquer
microscopio sdo chamadas de micrografia; aguelas tiradas de microscopios eletrénicos, sdo
chamadas de micrografias eletrdnicas. Os dois tipos mais comuns de microscopios eletrdnicos
S50 0 de varredura e o de transmissdo (Black, 2002).

No microscopio eletrénico de varredura (em inglés, “Scanning Electron
Microscope’ ou SEM como é mais conhecido), os elétrons cujos sinais sao registrados
provém da superficie do material observado. O SEM (Fig. 2.8) pode resolver objetos de até 20
nm, proporcionando ampliagdes de até 50.000X.

Figura 2.8. Exemplo de um moderno microscépio de e etrénico de varredura (SEM).

O feixe eletronico bombardeia 0 material, rastreando-o. Em consegiiéncia disto o
espécime emite elétrons secundérios de baixa energia. Variagdes na superficie alteram o
nimero de elétrons emitidos. Buracos e fissuras aparecem escuros. Protuberancias e cristas
aparecem brilhantes. Os elétrons refletidos pela superficie, juntamente com os secundarios
formam uma imagem da superficie da amostra. Um feixe de elétrons é produzido no topo do
microscopio pelo aguecimento de um filamento metalico. O feixe de elétrons segue um
caminho vertical pela coluna do microscopio. Faz seu caminho por lentes eletromagnéticas

gue focam e dirigem o feixe para abaixo, na amostra. Uma vez que o feixe choca-se com a
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amostra, outros elétrons (retro-espalhados e secundarios) sdo lancados da amostra. Detectores
coletam os elétrons secundérios e os retro-espalhados, convertendo-os em um sinal que €
enviado a uma tela similar a uma tela de TV produzindo assim uma imagem (Fig.2.9).
Elétrons retro-espalhados sdo elétrons do feixe incidente que emergem da amostra, devido a
interacdo com as forcas nucleares dos atomos da amostra (Fig.2.10). As imagens formadas
pelos elétrons retro-espalhados mostram contraste nas regides da amostra com composi¢ao
quimica diferente, bem como nas irregularidades (Fig.2.11). Os elétrons secundarios sdo
aqueles arrancados da amostra, devido a interacdo do feixe incidente com os &omos da
amostra (Fig.2.12). Séo responsaveis pelo efeito 3D na imagem (Fig.2.13). A maior parte da
imagem cléssica de SEM é formada pelos elétrons secundérios (Reimer, 1998).

Feixe eletrdanico .
L= -i—— Filamento

1 " Anodo

Lentes maqgneticas

Monitor

Bobinas de
varredura

Detector de
elétrons retro-
espalhados

- ‘\Detector de
elétrons
Suporte secundarios

e Amostra

Figura 2.9. Esquema de funcionamento de um microscépio e etronico de varredura (SEM).
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Feixe de détrons Eléronsretro-espalhados

Elétron— Nucleo

Figura 2.10. Processo de geracdo de elétrons retro-espal hados.

Figura 2.11. Imagem por SEM de uma liga de cobre e de aluminio formada usando elérons retro-

espalhados. A érea clara é formada principal mente de cobre e a area escura € de aluminio.

Elétrons secundarios

Feixede eétrons

Figura 2.12. Processo de geracdo de el étrons secundarios.
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|

Figura 2.13. Imagem por SEM de uma superficie fraturada de um pedaco de metal, formada a partir de

e érons secundarios.

Para a visualizagdo no microscopio eletrénico de varredura, a amostra deve passar
pelos seguintes processos (Cantor e Schimmel, 1980):
1) Desidratacao - retirada de agua;
2) Metalizacdo - como 0 SEM usa elétrons para produzir a imagem, as amostras devem ser
eletricamente condutoras. Materiais ndo condutores devem ser cobertos por uma fina camada
condutora (ouro), processo este chamado metalizacdo. |sto € feito através de um dispositivo
chamado Spuitter.
3) Vécuo - A amostra assim preparada é colocada em vécuo, no SEM, para que o feixe de
elétrons possa mover-se sem interferéncia (com outras particulas).

O microscopio eletrbnico de transmissdo (em inglés, “Transmission Electron
Microscope’ ou TEM como é mais conhecido) proporciona melhor visualizagdo da estrutura

interna de objetos do que 0s outros microscopios (Fig. 2.14).

Figura 2.14. Exemplo de um moderno microscopio e etronico de transmisséo (TEM).
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Devido ao comprimento de onda extremamente curto da iluminacéo (elétrons) no
qgual o TEM opera, ele pode resolver objetos de até 1 nm, ampliando-os até 500.000 vezes. A
microscopia de transmissdo utiliza os elétrons que atravessam uma amostra, para formar
imagens (Fig. 2.15). Sendo assim, tais amostras (biologicas ou ndo) devem ser muito finas
(emtorno de 0,1 um). Para ser examinada através da microscopia eletrénica de transmisséo, a
matéria viva precisa ser fixada, desidratada, impregnada com materiais duros e cortada com
instrumentos especiais (micrétomo). Além disto, por serem transparentes aos elétrons, a
maioria dos espécimes precisam ser impregnados com metais pesados, que se ligam
diferencialmente a distintos componentes subcelulares. As areas do material que permitem
melhor transmissdo dos elétrons aparecem brilhantes; as que absorvem ou defletem (regides
densas), S0 escuras, gerando imagens de TEM (Fig.2.16) (Reimer, 1993; Williams e Carter,
1996; Black, 2002).

Filamento

Anodo

Computador de
controle

_ Lentes magnéticas

-

Amostra

Suporte

[ Informacdo de difracdo

Informacdo de imagem

Monitor

paralelo

Figura 2.15. Esquema de funcionamento de um microscopio e etronico de transmisséo (TEM).
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(@) ()

Figura 2.16. Imagens de TEM: nanoporo (&) e mitocondria (b).

25.3MICROSCOPIA DE VARREDURA POR SONDA (SPM)

Os microscopios de varredura por sonda mecanica (em inglés, “Scanning Probe
Microscope’ ou SPM, como sdo mais conhecidos) sdo uma familia de microscopios utilizados
para observar localmente diversas propriedades da superficie de uma amostra. Dessa familia,
0s mais utilizados sGo o0 microscopio de forca atdmica (em inglés, “Atomic Force
Microscope’ ou AFM, como € mais conhecido) e o microscépio de tunelamento (em inglés,
“Scanning Tunneling Microscope” ou STM, como é mais conhecido). O principio basico de
funcionamento dos SPM’s é a deteccdo da interacdo entre uma ponta de prova e a superficie
de uma amostra. Com eles, podem-se caracterizar as superficies estudadas com resolucdo que
varia da escala micrométrica a atdbmica. A idéia dos SPM’s surgiu como consegiiéncia da
observacdo do tunelamento de elétrons entre uma ponta de tungsténio (W), atomicamente
afilada, e a superficie de uma amostra de platina (Pt), feita por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer
em 1981 no laboratério de pesquisas da IBM de Zirich. Motivados por essa observagéo,
Binnig e Rohrer, desenvolveram um equipamento com a capacidade de, simultaneamente,
varrer a superficie de uma amostra sob uma ponta de prova condutora, atomicamente afilada,
e medir a corrente de tunelamento entre a ponta e a superficie. Surgia assim, o microscopio de
tunelamento (Binning, 1982). Pelo desenvolvimento do STM, Binnig e Rohrer receberam em
1986 o Prémio Nobel de Fisica e tornaram a vida de muitos pesquisadores mais interessantes,
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trazendo-lhes uma visdo fabulosa do mundo atémico (Binning, 1987). A situacdo, sob certo
aspecto, limitada do STM, onde somente superficies condutoras e semicondutoras podem ser
analisadas, levou G. Binnig, C. F. Quate e Ch. Gerber a desenvolver, em 1986, 0 microscopio
de forga atbmica (Binning, 1986). Durante a operagdo do AFM, monitora-se a forga de
interacdo entre a ponta de prova e a superficie da amostra. Essa forca, de magnitude
semelhante & das forcas interatdmicas em sdlidos é da ordem de 10° N. Com o AFM,
amostras tanto condutoras quanto isolantes, podem ser estudadas. A Figura 2.17 apresentaum
esquema geral da composicdo de um SPM (Wiesendanger, 1994; Nanoscope Command
Reference Manual, 1997; Multimode TM SPM Instruction Manual, 1996, Lindsay, 2000).

| lelrdnica
oo ledon

B sialama de realimenfacio
eklrlnica ifediact foon)
dn defecgd
-
g
=
[}
T©
2
]
- g
] (il
i =] E
sistena e dstacgan | o | e i
§ dia Inracio g g ®
ponda x Amastra | 2 i =
& B 3
=| E &

| LD MVpC

Z
W ‘ X
Figura 2.17. Componentes béasicos de um SPM.

Desde a proposta do STM, foram desenvolvidos inimeros SPM’s. Entre 1981 a
1991, 20 tipos diferentes foram desenvolvidos. Assim, pelo menos 20 tipos diferentes de
interacdes entre a ponta de prova e a superficie da amostra podem ser monitoradas. Essa
versatilidade permite que os SPM’s sgjam utilizados nas mais diversas &eas do
conhecimento, como por exemplo, ciéncia de materiais, biologia, fisica, quimica, metrologia
etc. Um ponto adicional notavel é que esses microscopios podem ser operados nos mais
diversos meios ambientes: em vacuo, em atmosfera ambiente, em liquidos, como por
exemplo, em andlises hioldgicas, em estudos in situ de reacfes eletroquimicas, etc. Ao
contrario dos microscopios eletrénicos, capazes de realizar somente medidas no plano da
superficie da amostra, os SPM’s sdo capazes, também, de realizar medidas na direcéo
perpendicular a0 plano da superficie (relevo da superficie). A resolucdo de imagens,
adquiridas com SPM'’s, varia tipicamente de 0,1 a 10 nm no plano da superficie e pode ser
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menor que 0,1 nm na direcdo perpendicular a esse plano. S&o vérias as aplicagdes do SPM,
dentre elas destacam-se (Colton, 1998):
Investigacdo da estrutura de moléculas agregadas em superficies, incluindo moléculas
biolbgicas tais como DNA e proteinas;
Exploracéo das propriedades superficiais de reacBes quimicas in situ em superficies,
em liquidos, polimeros, e dentro de células vivas;
Delineamento e medicdo das dimensbes de dominios elétricos de dispositivos
semicondutores, tais como jungbes p-n, portas MOS e regides de deplecéo,
monitorando capacitancia ou forca eletrostética;
Arranjo de &omos em estruturas tridimensionais e fabricagdo de fios de nanocristais
desilicio;
Medicdo da friccdo interna e o médulo dindmico de volumes nanométricos em fungéo
da temperatura para derivar uma nova compreensao de transicoes de fase em materiais
multifésicos tais como blendas poliméricas e compositos;
Investigagdo de materiais funcionais de filmes finos orgénicos tais como

heterojuncdes orgénicas utilizadas em células solares.

Um microscépio de tunelamento (STM) é capaz de resolver detalhas em
superficies de solidos condutores em escala atbmica. A superficie é varrida com um padréo de
rastreamento por uma ponta metalica muito fina. A ponta € mantida afastada a uma distancia
congtante d da superficie por toda a varredura. O movimento para cima e para baixo da ponta
reflete a topografia da superficie. Para se manter a ponta a uma distancia constante da
amostra, a corrente de tunelamento entre a ponta e a amostra € monitorada e mantida
congtante. A corrente de tunelamento é gerada pela tenséo V aplicada entre a ponta e a
amostra. A corrente de tunelamento € uma corrente que passa através de um meio que nao
contém elétrons. Exemplos de tais meios incluem vacuo, um liquido ndo-polar ou mesmo uma
solucdo aguosa de eletrdlito. O mecanismo do fluxo de corrente por um meio isolante pode
ser racionalizado pela mecénica quantica As correntes de tunelamento tornam-se
significativas quanto dois condutores tem a forma de uma ponta aguda. No caso da ponta do
microscopio de tunelamento, a magnitude da corrente de tunelamento | é dada

aproximadamente por

It = Ve
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onde V € a tensdo edté@tica entre os condutores, C € uma constante caracteristica da
composicdo dos condutores e d é 0 espacamento entre o &omo inferior da ponta e o &omo
superior da amostra. Em um microscépio de tunelamento, a corrente de tunelamento é
mantida constante por um mecanismo de realimentagdo que move a ponta para cima e para
baixo de modo que d permaneca constante (Fig.2.18). O movimento da ponta é controlado por
um transdutor piezelétrico. A corrente de tunelamento decresce exponencialmente com a
separacdo entre a ponta e a amostra. Este decréscimo répido na corrente com a distancia faz
com que a corrente de tunelamento seja significativa apenas para a separagdo ponta-amostra
muito pequena e é responsavel pela alta resolucdo conseguida na diregdo z. A Figura 2.19
mostra uma imagem gerada pelo STM (Bonnell, 1993; Tersoff, 1993; Skoog, 2002).

Piezo elementos

Sonda STM

44— Corrente de tunelamento

Amostra

Figura 2.19. Imagem de 50 x 50 nm de uma superficie de Cu(111) a temperatura de 4 K. S&o visiveis
trés camadas monoatdmicas e humerosos defeitos pontuais. OscilagcBes espaciais (ondas € etronicas)

com periodicidade de aproximadamnente 1.5 nm sdo evidentes (Crommie, 1993).
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O Microscopio de Forca Atbmico (AFM), um dos tipos de SPM, inventado em
1986, permite resolucdo de atomos individuais tanto em superficies condutoras como em
isolantes. Nesse método, uma alavanca flexivel (haste) e sensivel a forca, munida de uma
ponta (sonda) muito fina é deslocada com um padrdo de rastreamento sobre a superficie da
amostra. A forca que age entre a alavanca e a superficie da amostra causa flexdes diminutas
da haste, que sdo detectadas por meios 6ticos (feixe de laser) (Fig.2.20) (Fukui, 1992; Skoog,
2002).

Superficie

Figura 2.20. Representacdo tridimensional da interacdo da sonda com a amostra em um AFM (Antonio
Siber,2003)

Como na microscopia de tunelamento, a movimentacdo da ponta, ou as vezes a
amostra, € conseguida com um tubo piezelétrico. Durante uma varredura, a forca na ponta é
mantida constante pela movimentagdo para cima e para baixo da ponta, 0 que fornece a
informacdo topogréfica. Um feixe de laser é refletido de um ponto na haste para um fotodiodo
segmentado que detecta 0 movimento da sonda. A saida do fotodiodo entdo controla a forca
aplicada a ponta, de modo que €ela fica constante. Em outras palavras, 0 sissema de controle
Gtico é analogo ao controle de corrente de tunelamento no STM. O sistema de movimento €
um dispositivo piezelétrico tubular que move as amostras nas direcdes x, y € z sob a ponta. O
sinal do detector de feixe de laser é ent&o realimentado ao transdutor piezelétrico da amostra,
0 que faz aamostra se mover para cima e para baixo para manter uma forca constante entre a
ponta e aamostra (Fig.2.21) (Binnig et al., 1986; Hansma, 1988; Baselt et al., 1993).
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Figura 2.21. Componentes béasicos de um AFM.

O desempenho de um microscopio de forca atbmica depende das caracteristicas
fisicas da haste e da sonda ponta (sonda). O conjunto haste/sonda é produzido por corrosdo de
placas de silicio (Si), 6xido de silicio (SiO;) ou nitreto de silicio (SizsN4). Tipicamente, as
hastes tém poucas dezenas de micrometros de comprimento, menos de dez micrometros de
largura e cerca de um micrometro de espessura. As pontas, com formatos de piramide ou cone
tém uns poucos micrometros de atura e largura na base (Fig.2.22) (Albrecht, et al., 1990;
Skoog, 2002).

Figura 2.22. Detalhe da haste (seta) e sonda (asterisco) de SizN, fabricadas comercial mente para AFM
(Weisenhorn, 1991).

Os modos de fazer as imagens, também chamados modos de varredura ou de
operacdo, referem-se fundamentalmente a distancia mantida entre a sonda (ponteira) e a
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amostra, no momento da varredura, e as formas de movimentar a ponteira sobre a superficie a
ser estudada. Estes modos de fazer imagens podem ser classificados em dois tipos. modo
contato e modo ndo-contato, dependendo das forcas liquidas que atuam entre a ponteira e a
amostra. Quando o aparelho é operado na regido atrativa, 0 método chama-se ndo-contato.
Nesta regido, a haste de AFM se enverga na direcdo da amostra. A operacdo na regiao
repulsiva chama-se contato e a haste se dobra, afastando-se da amostra. No modo de néo
contato a haste é atraida pelas forcas de capilaridade da camada de contaminacdo ou pelas
forcas de van der Waals (Eisenschitz, 1930), quando a amostra € limpa. No modo de contato,
a deflexdo do “cantilever” é na direcdo oposta a da amostra. Os €efeitos de uma variedade de
forcas atuando entre ponta-amostra podem ser analisados, essas forcas incluem as forcas
atrativas de van der Waals, forgas magnéticas, e forcas Coulombianas, de média para grandes
distancias, tipicamente 3 100 A (Esaki, 1999; Duarte, 2000).

Uma das desvantagens da varredura no modo de contato é que a sonda esta em
contato constante com a superficie da amostra e a forca para baixo da ponta pode ndo ser
pequeno o suficiente para evitar danos a superficie da amostra e distorcdo da imagem como
conseguéncia. Este € um problema importante para amostras macias, como bhioldgica,
polimeros e mesmo alguns materiais aparentemente duros, como placas de silicio. O problema
de dano da superficie pode ser evitado por um processo no qual a ponta entra em contato com
a superficie por apenas um curto intervalo de tempo, periodicamente, e entdo é removida da
superficie. Neste método de operacdo, chamado modo intermitente (em inglés, “Tapping
mode’), a haste oscila em uma freqliéncia de algumas centenas de quilohertz. A oscilacdo é
obtida por uma forca constante e a amplitude é monitorada continuamente. A haste é
posicionada de modo que a sonda toque a superficie apenas na parte inferior de cada ciclo de
operacdo. Estatécnica permite a obtencdo de imagens de materiais que sdo inviaveis no modo
de contato. A Figura 2.23 apresenta alguns exemplos de imagens feita no modo de contato e
intermitente (Strausser, 1994).

Além de gerar imagens (andlise topogréfica), 0 AFM permite obter informacdes a
partir da dependéncia com a disténcia das forcas de interacdo medidas (andlise néo
topogréfica). O estudo da relacdo entre forca e distancia chama-se espectroscopia de forca.
Basicamente, determina-se a curva de forca em fun¢éo da distancia em um local determinado
sobre a superficie da amostra. A partir das curvas de deflexdo da haste em funcdo da
aproximacdo da amostra, podem-se determinar as curvas de forga em funcdo da distancia
entre a ponta e a superficie da amostra, para cada ponto. Entdo, querendo estudar uma
propriedade fisica em particular, extraida das curvas de forgas locais, os dados podem ser
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representados graficamente em funcdo da localizacdo na superficie, fornecendo assim um
mapa resolvido espacialmente para tal propriedade. A Figura 2.24 mostra a relagcdo entre a
curva forga/distancia e os modos de operacdo de AFM (Hartmann, 1991; Tansock e Williams,
1992; Cross, €t a., 1998; Gotsmann, 1999).

L
%
i =

(c)

(a)

Figura 2.23. Imagens de AFM da superficie de diferentes materiais: planos cristalinos de um cristal do

aminoacido L-Alanina, no modo de contato (a); Biofilme de salmonela, no modo intermitente (b)
Nanocristais de aragonita de uma concha de mexilh&o, no modo intermitente (c); Cristais de um filme
de SnO,, no modo de contato (d). As imagens foram obtidas no Laboratério de Microscopia Atdmica,

da Universidade Federal do Ceara, pelo autor da presente tese.
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Figura 2.24. Gréfico de distancia entre ponta e superficie versus a forga de interacdo com amostra e a

relacdo com modos de operacdo e a curva de forga/distancia no AFM.
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Os microscépios de varredura por sonda (Fig.2.25) tém uso em uma série de areas. No campo
dos semicondutores, tém sido usados para caracterizacdo de superficies de silicio e defeitos
nessas superficies, bem como na obtencdo de imagens de dominios magnéticos em matérias
magnéticos; na biotecnologia, para imagens de materiais como DNA, cromatina, interacbes
proteina/enzima, membrana de virus e bactérias, acdo de antimicrobianos sobre a superficie
de biofilmes, dentre outras. Permite 0 estudo da superficie de amostras bioldgicas em meio
liquido (como é&gua e solucdo tampdo), reduzindo sensivelmente a influéncia da técnica de
preparacdo de amostras na caracterizacdo da superficie. Também possibilita a identificagcéo da
posicéo de grupos funcionais na superficie de substratos por meio da imobilizacdo na sonda,
de compostos com capacidade de interacdo com estes substratos (funcionalizagcéo da ponta)
(Morriset a., 2001; Skoog, 2002).

Figura 2.25. Moderno microscépio de varredura por sonda (Laboratério de Microscopia Atémica do
Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceard).
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2.6 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho € uma técnica muito utilizada para a andlise de
compostos organicos. A regido do infravermelho do espectro eletromagnético cobre a faixa
logo apds o visivel (7,8 x 10”7 m) até aproximadamente 10 m, mas apenas a porcao média de
2,5x 10° ma 25 x 10° m é mais utilizada em quimica organica. Os comprimentos de onda
dentro daregido do infravermelho sdo geralmente dados em micrometros, e as frequiéncias séo
dadas em nameros de onda preferencialmente em hertz. O nimero de onda € o reciproco do
comprimento de onda em centimetros e, portanto, expresso em unidades de cm™*. Assim, a
regido Util do infravermelho é a partir de 4000 até 400 cm™. Por que uma molécula organica
absorve em alguns comprimentos de onda de radiac&o infravermelho, mas outras ndo? Todas
as moléculas tém uma certa quantidade de energia distribuida por toda a sua estrutura,
provocando o estiramento e contragdes das ligagdes, ou provocando a movimentagdo dos
atomos para tras e para frente, entre outras vibracdes moleculares. A quantidade de energia
que uma molécula contém ndo é continuamente variavel, mas ela é quantizada. Isto €, a
molécula pode se estirar ou se deformar apenas a uma freqliéncia especifica, correspondendo
a um nivel de energia especifico. Quando uma molécula € irradiada com radiacdo
eletromagnética, a energia € absorvida se a freqiiéncia da radiacdo corresponde a freqliiéncia
da vibragdo. O resultado dessa absorcdo de energia € um aumento da amplitude para a
vibragdo. Com cada freqUéncia absorvida pela molécula corresponde a um movimento
molecular especifico, podemos conhecer os tipos de movimentos que uma molécula possui
pela medida de seu espectro na regido do infravermelho. Pela interpretacdo desses
movimentos, podem-se descobrir quais tipos de ligagdo (grupos funcionais) estéo presentes na
molécula (McMurray, 2005).

A interpretacdo completa de um espectro na regido do infravermelho é dificil por
gue a maioria das moléculas sdo tdo grandes que possuem dezenas de movimentos diferentes
de estiramento e deformagOes angulares das ligagbes. Assim, um espectro da regido do
infravermelho contém dezenas de absorgdes. Em um certo sentido, essa complexidade é
valida por que um espectro naregido do infravermelho serve como uma impressdo digital rara
de um composto especifico. Na verdade, a regido complexa do espectro no infravermelho a

partir de 1500 cm* até préximo de 400 cm™ é chamada regido de impressdo digital. Se dois
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compostos possuem espectros no infravermelho idénticos, sGo quase certamente idénticos
(McMurray, 2005).

Felizmente, ndo se necessita interpretar por completo um espectro na regido do
infravermelho para obter informacBes estruturais Uteis. A maioria dos grupos funcionais
possui bandas de absor¢do caracteristicas no infravermelho, que néo mudam de um composto
para outro. A absorcio C=0 de uma cetona esté quase sempre na faixa de 1680 a 1750 cm™; a
aborcso O-H de um dlcool esta quase sempre na faixa de 3400 a 3650 cm™; a absorcéio C=C
de um alceno esta quase sempre na faixa de 1640 a 1680 cm; e assim por diante.
Aprendendo onde as absorgdes dos grupos funcionais caracteristicos ocorrem, € possivel obter
informagdo estrutural e composicional a partir do espectro no infravermelho (McMurray,
2005).

Trés tipos de instrumentos para medidas de absor¢éo infravermelha estéo
disponiveis por fornecedores comerciais. (1) espectrometros dispersivos de rede, que sdo
usados principalmente para trabalho qualitativo; (2) instrumentos multiplexados, empregando
transformada de Fourier, que sdo apropriados tanto para medidas qualitativas como para
guantitativas; e (3) fotdmetros ndo-dispersivos que foram desenvolvidos para determinagoes
quantitativas de uma variedade de espécies orgéanicas na atmosfera por espectroscopia de
absorcéo, emissdo e reflectancia (Skoog, 2002).

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (em inglés,
“Fourier Transform Infrared” ou FT-IR, como é mais conhecida) foi desenvolvida
inicialmente por astrénomos no inicio dos anos 50, para estudar os espectros infravermelhos
de estrelas distantes; somente com 0 uso da técnica Fourier os sinais muito fracos dessas
fontes podiam ser isolados do ruido ambiental. As primeiras aplicagdes quimicas da FT-IF
eram para as radiagdes de baixa energia do infravermelho distante; no final dos anos 60, ja
estavam disponiveis comercialmente instrumentos para estudos quimicos tanto na regido
infravermelho distante (10 a 400 cm™) quanto na regido infravermelho proximo e médio
(Skoog, 2002).

Existem vérias vantagens no uso de instrumentos para FT-IR (Fig. 2.26). A
primeira é a eficiéncia de transporte, que é obtida porque os instrumentos com transformada
de Fourier possuem poucos elementos opticos e nenhuma fenda para atenuar a radiacéo.
Como conseqiiéncia, a poténcia da radiacdo que incide no detector € muito maior que em
instrumentos dispersivos, e sdo observadas relacdes sinal-ruido muito melhores. A segunda
vantagem € seu alto poder de resolucdo e reprodutibilidade do comprimento de onda, que
torna possivel a analise de espectros complexos nos quais o nimero de linhas estreitas e a
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superposicdo espectral tornam dificil a interpretacdo dos espectros individuais. A terceira
vantagem vem do fato de que todos os elementos da fonte atingem o detector
simultaneamente. Essa catacteristica possibilita a obtencdo de dados para um espectro inteiro
em um segundo ou menos (Skoog, 2002). A Figura 2.27 mostra um espectro tipico produzido
por uma andlise por FT-IR.

Figura 2.26 Espectrometro FT-IR da Perkin Elmer
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Figura 2.27 Espectro de FT-IR do fenilacetileno
2.7 DUREZA

Uma propriedade que pode ser importante considerar € a dureza, que é a medida
da resisténcia de um material a uma deformagcdo mecénica localizada (por exemplo, uma

peguena impressao ou risco). Os primeiros ensaios de dureza eram baseados em minerais
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naturais, com uma escala construida unicamente em funcéo da habilidade de uma material em
riscar um outro mais macio. Foi desenvolvido um sistema qualitativo, e um tanto arbitrério, de
indexacao da dureza conhecido por escala de Mohrs, que varia entre 1, na extremidade macia
daescala, parao talco, até 10, para o diamante. Técnicas quantitativas para a determinacéo da
dureza foram desenvolvidas ao longo dos anos, nas quais um pegueno penetrador € forcado
contra a superficie de um material a ser testado, sob condi¢des controladas de carga e taxa de
aplicacdo. Faz-se a medida da profundidade ou do tamanho da profundidade da impresséo
resultante, a qual por suavez é relacionada a um nimero indice de dureza; quanto mais macio
0 material, maior e mais profunda € a impressdo e menor € o nimero indice de dureza. As
durezas medidas sd0 apenas relativas (ao invés de absolutas), e deve-se tomar cuidado ao se
comparar valores determinados segundo técnicas diferentes. Os ensaios de dureza s8o
realizados com mais fregiiéncia do que qualquer outro ensaio mecanico por diversas razoes.
sd0 simples e baratos; sd0 ndo dedtrutivos; e outras propriedades mecanicas podem, com
freqliéncia, ser estimadas a partir de dados obtidos para ensaios de dureza, tais como o limite
deresisténcia atracgo.

Existem diversas técnicas para a analise de dureza (também denominado ensaio),
conforme o tipo de penetrador utilizado. As principais sdo: Brinell, cujo penetrador é uma
esfera de 10 mm em ago ou carbeto de tungsténio; Vickers e Knoop, com penetrador
piramidal de diamante e Rockwell/Rockwell superficial, com o penetrador sendo esferas de
aco com 1/16, 1/8, 1/4 e Y2 polegada de diametro. Os ensaios Knoop e Vickers sdo chamados
de ensaios de microdureza, ja que normalmente as cargas aplicadas séo na ordem de mN e o
penetrador (piramidal) é muito pequeno, de modo que a impressdo resultante precisa ser
observada sob um microscopio. No caso da microdureza Vickers, o indice de dureza (dado em
HV) é determinado pela seguinte relacao:

HV = 1,854i
d 2

1
onde P € a carga aplicada (Kg) e d; é a medida da diagonal da forma da impressdo, em mm

(Fig.2.28). A Figura 2.29 mostra um moderno equipamento para medidas de microdureza
136°

; ﬁ / \
(a) ®)

Figura 2.28. Forma de impressdo do ensaio Vickers: vista lateral (a) e vista superior (b).
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Figura 2.29. Microdurémetro Shimadzu modelo HMV-2.

2.8 ETAPAS GERAIS DE PROCESSOS ANALITICOS

Muitos problemas analiticos comecam com perguntas que ndo sdo apropriadas
para um experimento de laboratério. Por exemplo, “Esta &gua é propria para o consumo?’, “O
teste de emissdes em automdveis diminui a poluicdo do ar?” Ou ainda, “O que fazer com
tanto lixo jogado fora?’. Todas estas perguntas passam pela utilizagdo de métodos que
permitam a caracterizagcdo dos materiais envolvidos. Um cientista traduz estas questdes em
termos de determinadas medicOes. Deve-se entdo escolher, ou mesmo desenvolver, um
procedimento capaz de redlizar estas medi¢Oes (Harris, 2005).

Quando uma andlise esta completa, deve-se traduzir os resultados em termos que
possam ser compreendidos por outras pessoas, preferencialmente o publico em geral. Um
aspecto muito importante de qualquer resultado esta em suas limitages. Qual € a incerteza
dos resultados apresentados? Se as amostras forem feitas de maneiras diferentes, os resultados
serdo 0s mesmos? Somente apds ainterpretacéo dos resultados e de suas limitagdes podem-se
tirar conclusdes e tomar decisdes (Fresenius, 2000; Skoog, 2002; Harris, 2005).

As etapas gerais de um processo analitico podem ser resumidas como (Horwitz,
2000; Harris, 2005;):

FORMULANDO A QUESTAO: Traduzir questdes gerais em questdes especificas

acessiveis para serem respondidas por meio de métodos analiticos;

SELECIONANDO OS PROCEDIMENTOS ANALITICOS: Pesquisar na literatura para
encontrar procedimentos apropriados ou, se necess&rio, desenvolver novos procedimentos
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para fazer as medicOes necessarias. Para selecionar o método analitico de forma inteligente, €
essencial definir claramente a natureza do problema analitico. Tal definicdo requer respostas
para as seguintes questdes:

1) Que exatiddo € necessaria?

2) Qual é a quantidade de amostra disponivel?

3) Qual éo intervalo de concentracdo do analito?

4) Que componentes da amostra causardo interferéncia?

5) Quais sdo as propriedades fisicas e quimicas da matriz da amostra?

6) Quantas amostras seréo analisadas?
A resposta a questdo 1 é de vital importancia por que ela determina quanto tempo sera
necessario para realizar a andlise. As questdes 2 e 3 determinam quéo sensivel deve ser o
método e a amplitude do intervalo de concentracfes que deve ser usado. A resposta a questao
4 determina a seletividade requerida do método. As respostas a questdo 5 sdo importantes
porque alguns métodos analiticos sdo aplicaveis a solucbes, outros a amostras gasosas
enquanto outros a sdlidos. O nimero de amostras a serem analisadas (questao 6) é também
uma consideragdo importante do ponto de vista econdbmico. Além disto, se 0 nimero de
amostras for grande, 0 método escolhido devera requerer um tempo minimo do operador por
amostra. Por outro lado, se 0 que se pretende € analisar apenas umas poucas amostras, um
método mais simples, mas que pode consumir mais tempo e que requeira pouco ou nenhum

trabalho preliminar é freqlientemente a escolha adequada.

AMOSTRAGEM: Amostragem € o processo segundo 0 qual o material representativo é
selecionado para ser analisado. Se comecarmos com uma amostra mal escolhida, ou se
ocorrem modificacBes na amostra durante o intervalo de tempo entre a coleta e a andlise, 0s

resultados ficam sem significado.

PREPARACAO DA AMOSTRA: A preparacio da amostra € 0 processo em que a amostra
representativa é convertida em uma forma apropriada para o método analitico. Neste processo
devem ser levadas em conta as possiveis impurezas presentes, bem como fatores ambientais

como temperatura e umidade relativa, que podem afetar as caracteristicas da amostra.

ANALISE: Utilizar a técnica analitica em vérias porgdes idénticas. O objetivo das medidas
repetidas é avaliar a incerteza na andlise e se proteger contra um erro grosseiro na andlise de
uma Unica porcdo. A incerteza de uma medida é tdo importante quanto a medida em si, pois
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nos diz o quanto a medida € confidvel. Se necessério, usam-se diferentes métodos analiticos,
em amostras semelhantes, para ter certeza de que todos os métodos conduzem ao mesmo
resultado e que a escolha de um método ndo influencia o resultado. Pode-se querer também
preparar e analisar varias amostras brutas diferentes para verificar que variacbes surgem no
procedimento de amostragem.

RELATORIO E INTERPRETACAO: Produzir um relatério dos resultados que sgja

completo e claramente escrito, realgcando quaisquer limitagOes especiais associadas a eles.

CONCLUSOES: Uma vez escrito o relatério, o analista poderd ou néo se envolver no que é
feito com a informagdo. Quanto mais clara for a redacdo de um relatério, menor a
probabilidade de que ele venha a se mal interpretado por aqueles que o usam. Boas
conclusdes sO sdo tiradas de andlises e interpretacdes bem feitas.
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TRATAMENTO DE DADOS ANALITICOS

3.1INTRODUCAO

Todos os métodos analiticos geram dados como resultados das medidas
realizadas. Se estes dados representam ou ndo uma informacdo relevante dependera de sua
confiabilidade. Confiabilidade é a credibilidade apresentada pelos dados coletados. Conceitos
COmo precisdo, exatidao e erro sdo importantes na avaliacdo desta confiabilidade. A repeticao
de um método de medida vérias vezes indica a reprodutibilidade da medida. Quando uma
mesma grandeza € medida através de métodos diferentes e os resultados concordam entre si,
entdo a exatidao dos resultados passa a ser digna de confianga. 1sto significa que os resultados
estdo proximos do real. Em todas as medidas estéo associados erros (uns mais 6bvios do que
outros). Ndo é possivel medir o valor “real” do que quer que sgja, sendo assim, o melhor que
se pode fazer é aplicar a técnica que a experiéncia indica ser a mais confiavel. O
conhecimento dos tipos de erros possiveis em um experimento pode auxiliar na escolha da
técnica analitica mais adequada.

Uma vez garantida a confiabilidade dos dados, precisamos organiza-los, descrevé-
los, analisa-los e interpreté&los de forma a utiliz&los como pardmetros de caracterizacéo e
comparagdo. Para esta tarefa, dispomos de métodos estatisticos. Em termos gerais, a
estatistica € um ramo do conhecimento cientifico que consiste num conjunto de processos que
tem por objeto estudar um determinado fendmeno a partir das informagdes extraidas de dados
referentes a0 mesmo. Ha trés principais ramos na estatistica: a descritiva, que envolve a
organizacdo e a sumarizacaéo de dados; a teoria da probabilidade, que proporciona uma base
racional para lidar com situagdes influenciadas por fatores relacionados com o acaso; e por
ultimo, ateoria da inferéncia, que envolve andlise e interpretacdo de amostras, possibilitando
uma comparagdo sobre possiveis diferencas. A caracteristica importante da estatistica é o uso
de modelos. Estes sdo versdes simplificadas (abstragdes) de algum problema ou situactes
reais. A caracteristica fundamental de um modelo é o fato de reduzir uma situacéo complexa a
uma forma mais simples e compreensivel, focalizando a atencéo apenas em alguns detalhes de

uma dada situacéo e ignorando (talvez temporariamente) outros aspectos ou diminuindo-lhes
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a énfase. Os modelos se representam sob muitas formas diferentes. Ha modelos verbais
(palavras e sentencas), modelos graficos, modelos numéricos (nimeros e equactes) e modelos
fisicos (tridimensionais) (Stevenson, 1981; Skoog et al., 2002; Harris, 2005).

3.2 CONFIABILIDADE

Os termos mais utilizados na andlise de confiabilidade dos dados analiticos sdo a:

preciséo e exatidao.

PRECISAO: é a medida da reprodutibilidade de um resultado. Representa a concordancia
entre os valores numéricos de duas ou mais repeticdes das medidas, ou medidas que tenham
sido feitas exatamente do mesmo modo. Os termos estatisticos valor médio, desvio padréo,
variancia e coeficiente de variacdo sdo normalmente associados a precisdo. Se uma grandeza
for medida varias vezes e os valores forem muito proximos, a medida € precisa. Se os valores

variarem muito, a medida ndo é muito precisa;

EXATIDAO: refere-se a0 quanto o valor de uma medida se aproxima de seu valor “real”. Na
verdade, o Unico tipo de medida completamente exato € o da contagem de objetos. Todas as
outras contém erros e sao apenas aproximagdes da verdade. A exatiddo é um termo relativo,
pois depende muito da necessidade e da dificuldade de um problema analitico. A exatidao é
expressa pelo erro absoluto ou pelo relativo. O erro absoluto (e;) da média é dado pela

expressao

€ = Xnedio = Xaceito

onde Xngdio € 0 Valor médio das medidas e Xaceito € 0 Valor aceito para grandeza que esta sendo

medida. JA o erro relativo (e) € o valor percentual de e, , em relagdo a Xaceito, OU SEj&

e = (Xmédio - Xacsito ) x100
X

aceito

O ero absoluto € ainda composto pela soma de dois tipos de erro: o aleatério (ou

indeterminado) e o0 sistemético (ou determinado).
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ERROS ALEATORIOS: resultam dos efeitos de variaveis que ndo esto controladas (e que
talvez ndo possam ser controladas) nas medidas. A possibilidade de um erro aeatorio ser
positivo (para mais) ou negativo (para menos) é sempre a mesma. Ele esta sempre presente e
ndo podendo ser eliminado, apenas diminuido em um experimento realizado de forma
adequada.

ERROS SISTEMATICOS: si0 erros que surgem devido a uma falha no projeto de um
experimento ou a uma falha do equipamento ou operador. Tém um valor definido, uma causa
determindvel e sGo de mesmo sinal e magnitude para cada repeticdo de uma medida realizada
do mesmo modo. Os erros sisteméticos podem ser instrumentais, pessoais e metodol6gicos.
Nos erros instrumentais, as fontes tipicas sdo circuitos problemas em circuitos eletronicos,
vazamentos em sistemas de vacuo, efeitos da temperatura em detectores, correntes induzidas
nos circuitos oriundas de linhas de tensdo 110/220V, calibracdo nos equipamentos de
medidas, etc. Sdo facilmente detectados e corrigidos por calibracdo com padrdes adequados.
A calibragdo e manutencdo periddica dos equipamentos € uma forma de se evitar este tipo de
erro. Os erros pessoais sdo agueles introduzidos nas medidas pelo operador de um
equipamento. Envolvem a apreciacéo do experimentador e das decisdes que ele precisatomar,
além da operacdo inadequada de um equipamento ou execucdo incorreta de um procedimento.
A maioria dos erros pessoais pode ser eliminada através de treinamento e do habito de seguir
0s protocolos corretos para determinada técnica. Finalmente, os erros metodolégicos sao
freqlientemente induzidos pelo comportamento ndo-ideal, fisico e quimico, dos reagentes e
das reaces nas quais a andlise estd baseada. Fontes possiveis deste tipo de erro incluem
lentiddo ou ndo-efetivacdo completa de reacbes quimicas, perdas por volatilizacgo, adsorcao
do analito em sblidos, instabilidade dos reagentes, contaminantes e interferéncias quimicas
(Skoog et al., 2002; Harris, 2005).

3.3PRINCIPIOSDE ESTATISTICA

Erros aleatérios fazem com que os resultados de medidas analiticas sejam
distribuidos aleatoriamente. Sendo assim, sd0 convenientemente tratados por meio de
métodos estatisticos. Para a aplicacdo correta dos métodos estatisticos, o conhecimento de
alguns principios de estatistica fazem-se necesséarios.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

3. Tratamento de dados analiticos 76

3.3.1 RESUMO DE DADOSESTATISTICOS

Os métodos estatisticos envolvem a andlise e a interpretacdo de nimeros. Estes
nimeros sdo designados por dados. Em sua forma néo processada, os dados podem quase néo
ter sentido. O processamento de dados reduz a quantidade de detalhes, enfatizando os
aspectos importantes dos dados. Ou sgja, 0s dados se transformam em informagoes.

Os dados estatisticos se obtém mediante um processo que envolve a observacao
ou a outra mensuracao de itens. Tais itens chamam-se variaveis, porque originam valores que
tendem a exibir certo grau de variabilidade quando se fazem mensuragdes sucessivas.

Os dados (ou variaveis) podem ser classificados em 4 tipos:

DADOS CONTINUOS: podem assumir qualquer valor num intervalo continuo. Estes s30 os
dados tipicos gerados pelos métodos estatisticos;

DADOS DISCRETOS: assumem valores inteiros. E o resultado da contagem do niimero de
itens;

DADOS NOMINAIS: surgem quando se definem categorias e se conta 0 nimero de

observagdes pertencentes a cada categoria;

DADOS POR POSTOS: consistem de valores relativos atribuidos para denotar ordem.

As medidas de tendéncia central sdo usadas para indicar um valor gque tende a
tipificar, ou arepresentar melhor, um conjunto de nimeros. As medidas mais usadas s30:
MEDIA ARITMETICA (OU SIMPLESMENTE MEDIA): definida pela seguinte
expressao:

X.

- Qyo-

1
n

X =

m

onde X, € o valor médio de um conjunto de medidas, X; o valor da i’ésima medida e n o
nimero total de medidas. Esta medida de tendéncia central supde que cada medida tem a
mesma importancia. A média é influenciada por cada valor de um conjunto de medidas,

inclusive os extremos.
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MEDIA PONDERADA: média na qual sdo atribuidos “pesos’ ou importancias diferentes
para cada medida. E definida pela seguinte expressio:

onde w; € 0 “peso” dai’ésima medida;

MEDIANA: é uma medida cuja caracteristica principal € dividir um conjunto ordenado de
dados em dois grupos iguais; a metade tera valores inferiores a mediana, a outra metade tera

valores superiores a mediana. A mediana é relativamente insensivel aos valores extremos,
MODA: é o valor que ocorre com maior freqiiéncia em um conjunto de medidas;

As medidas de dispersdo de um conjunto de medidas indicam se os valores estéo
relativamente proximos ou afastados uns dos outros. Existem quatro medidas basicas de
dispersdo:

INTERVALO: éexpresso como a diferenca entre o maior € o menor valor de um conjunto de
medidas ou pela identificacdo destes niUmeros,

DESVIO MEDIO ABSOLUTO: mede o desvio médio dos valores em relagio a média do
conjunto, ignorando o sinal do desvio. Sua expressao € a seguinte:

én. |X| - Xm|
DMA = 1=t

n

onde DMA é o desvio médio absoluto de um conjunto de medidas.

VARIANCIA AMOSTRAL : é a média dos quadrados dos desvios dos valores a contar da
média, utilizando-se n-1 ao invés de n. Sua expressdo é:
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onde & é a variancia de um conjunto de medidas.

DESVIO PADRAO AMOSTRAL: éaraiz quadrada positiva da variancia, ou seja:

s=/¢

Os dados estatisticos podem ser apresentados de diversas formas. A representacao
mais utilizada € a distribuicdo de freqiéncia. Uma distribuicdo de freqliéncia € um
grupamento de dados em classes (arranjo ou disposicdo de itens em subconjuntos que
apresentam caracteristicas similares), exibindo 0 nimero ou percentagem de observacdes em
cada classe (freqliéncia). A forma gréfica de representacdo de uma distribuicdo de freqiiéncia
€ denominada histograma (Fig.3.1) (Afifi e Azen, 1971; Stevenson, 1981; Mendenhall et al.,
1990; Freund, 1998).

Fregtiéncia (%)

Classes

Figura 3.1. Histograma tipico de uma distribuicédo de frequiéncia.

3.3.2 DISTRIBUICOES DE PROBABILIDADE

Quando executamos a repeticdo das medidas de um experimento, se admitirmos
gue os mesmos fatores atuem de forma analoga, constatamos que existe uma possibilidade de
predicdo “em longo prazo”. Ou sgja, certos resultados podem ser mais provaveis que outros,
para um grande nimero de repeticoes.

Uma varidvel aleatdria € uma fungdo com valores numéricos determinados por
fatores do acaso. As varidveis aleatérias podem ser discretas ou continuas. Sao discretas se
tomam valores que podem ser contados, como por exemplo, nimero de lampadas defeituosas
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em um dia de producdo, nimero de defeitos em camisas, nUmero de terremotos, etc...S&o
continuas quando podem assumir qualquer valor em determinado intervalo, como por
exemplo, pesos de caixas de magas, o didmetros de heméacias, tempos de quebra da rigidez
dielétrica de capacitores, alturas da populacéo de Fortaleza, etc.

O valor esperado de uma variavel aleatéria em um experimento é uma média,
determinada pela seguinte relacéo:

E(X):é P X

i=1

onde E(X) representa o valor esperado da varidvel aleatéria X e p; a probabilidade
correspondente ao valor X; da variavel aleatoria X.

Uma distribuicdo de probabilidade € uma distribuicdo de freqiiéncias relativas (ou
probabilidades) para os resultados possiveis para uma varidvel aleatéria (espaco amostral). As
distribuicbes de probabilidade proporcionam um método simples para a determinacéo de
certas probabilidades além dos tipos de distribuicéo poderem ser considerados como modelos
para descrever situacfes que envolvem resultados gerados pelo acaso. A esséncia da andlise
edtatistica é confrontar as hipoteses de uma distribuicdo de probabilidades com as
especificacbes de determinado problema. As distribuicbes de probabilidade podem ser
classificadas como discretas e continuas. Nas distribuicfes continuas, as variaveis aleatorias
envolvidas sdo aquelas associadas a dados que podem ser contados. JA as distribuicBes
continuas de probabilidade sdo usadas tanto para descrever varidveis aeatOrias continuas
como para aproximar variaveis discretas em certos casos.

Para as distribuicdes discretas, podemos definir uma funcdo (de massa) de
probabilidade P(X;) de uma varidvel aleatéria X, que assume valores num conjunto discreto
{X1, Xz, ...}. P(X) € uma funcéo que associa a cada X; a sua probabilidade de ocorréncia.

No caso de distribuicdes continuas, como uma varidvel aleatéria continua pode
assumir (teoricamente) infinitos valores, a “massa’ de probabilidade em cada ponto é zero.
Por isso, a definicdo utilizada para funcéo distribuicdo para distribuicdes discretas precisa ser
adaptada a esta situacdo. Para isto define-se a fungéo distribuigdo de probabilidade F(x) = P(
X <x) com as seguintes propriedades:

0< F(x) < 1, paratodo X € A;

F(X) € uma funcdo continua ndo-decrescente em X;
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F(x) = z‘)f(u)du

onde f(x) é chamada funcdo densidade de probabilidade. f(x) tem as seguintes propriedades:
f(x) 3 O;

+¥

of(uydu=1
-y

A funcdo distribuicdo serd continua em todo nimero real contrastando com a
forma “em escada’ caracteristica para variaveis discretas. A auséncia de descontinuidades
indica que a “massa’ de probabilidade é zero para todo x. Portanto, no caso de distribuictes
continuas de variaveis aleatérias, o célculo de probabilidades somente ter4 sentido para
intervalos em A em contraste com probabilidades pontuais do caso discreto. Isto significa que
o célculo de éreas sob afuncdo densidade f(x) resulta em probabilidades:

b

P(a< X £b) = f(x)du = F(b)- F(a)

Existem diversos tipos de distribuicdes de probabilidade, tanto discretas como
continuas. Entretanto, a que ocupa um papel de destaque na andlise estatistica de dados é a
distribuicdo continua normal ou Gaussiana, pois ela representa uma boa aproximacédo as
distribuicbes de freqliéncia encontrada em fendmenos fisicos. Admite-se que 0s erros
indeterminados em medidas seguem a lei da distribuicdo normal (Fletes e Campos, 1985;
Mendenhall et al., 1990; Freund, 1998; Magalhaes, 2001).

3.3.3DISTRIBUICAO NORMAL

A curva de distribuicdo normal apresenta determinadas caracteristicas bem
definidas. Tem a forma de sino; é simétrica em relacdo a média; estenda-se de - a +«; fica
completamente determinada pelo seu valor médio (m) e desvio padréo (s) da populacdo; sua
areatotal é considerada 100%; a area sob a curva entre dois pontos € a probabilidade de uma
variavel normalmente distribuida tomar valores entre estes dois pontos; as probabilidades se
referem sempre a intervalos de valores e ndo a um Unico valor; a &rea sob a curva entre a
média e um ponto arbitrario € uma funcdo do nimero de desvios padrbes entre a média e
aquele ponto (Fig.3.2). Sua funcdo densidade de probabilidade é:
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¥ N 2a%)
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Figura 3.2. Representacado gréfica da distribuicao normal.

A integracdo daf(x) entre limites especificados fornece a probabilidade entre estes
limites. Em particular, se os limites forem de -0 a +o0, tem-se a probabilidade total igual a 1
(100%). Se uma variavel tem distribuicdo normal, cerca de 68% de seus valores estaréo no
intervalo de um desvio padrdo a contar de cada lado da média; cerca de 95,5% no intervalo de
dois desvios padrfes a contar da média, e cerca de 99,7% dentro de trés desvios padrbes a

contar da média. Isto avalido paratodas as distribuigdes normais (Fig.3.3)
99 7%

95.5%

frx i — 68% —

e

30 20 -k 16 20 33000 K

Figura 3.3. Fragéo aproximada da &rea sob a curva de distribui¢cdo normal entre os limites +1s, +2s e

+3s.
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Entretanto, € mais conveniente o uso do nimero de desvios padrdes a contar da
média (2):

onde x € um valor arbitrario, ma média da distribuicdo normal e s 0 desvio padréo. Valores
de z positivo significam que os valores de x estdo acima da média; se negativos, abaixo da
média. As areas da curva normal, a contar da média, para dados valores de z (Fig.3.4) sdo
normalmente tabelados e facilmente encontrados em qualquer livro de estatistica.

{697 1

30 -206 -0 B 16 20 30 *

Figura 3.4. Area da curva normal padronizada entre amédia e um valor de z

Por exemplo, para z=1 (um desvio padrdo a contar da média, no sentido de valores maiores
gue m), a&rea da curva normal entre me s, seré de aproximadamente 0,34 (34%) e 0,68 (68%)
entre—ze+z

A distribuicdo normal € um modelo tebrico, sendo assim, nenhum conjunto de
dados oriundos de medidas se adequara completamente a este modelo. Entretanto tém se
congtituido como uma excelente aproximacdo dos dados experimentais (Youmans, 1973,
Stevenson, 1981).

3.3.4 AMOSTRAGEM

Em estatistica, populacéo representa a totalidade ou universo de elementos em
estudo. Amostra € uma parcela representativa deste grupo. A finalidade da amostragem é
permitir fazer inferéncias sobre uma populacdo a partir da amostra, ja que na maioria dos
casos, torna-se inviavel um estudo completo da populagcdo. Evidentemente supde-se que a
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amostra represente a populacdo de que foi extraida. Este objetivo é atingido quando a
amostragem € aleatéria. Para populagdes discretas (aquelas que envolvem varaveis discretas),
uma amostra aeatdria € aguela em que cada item da populagéo tem a mesma probabilidade de
ser incluido na amostra. Para populagbes continuas (aquelas que envolvem variaveis
continuas), uma amostra aleatéria € aquela em que a probabilidade de incluir na amostra
qualquer intervalo de valores € igual a percentagem da populagdo que esta naquele intervalo.

No tratamento estatistico dos dados analiticos, assume-se que a quantidade de
repeticdes dos resultados experimentais obtidos no laboratério (amostra) € uma fracéo
diminuta do nimero infinito de resultados que, em principio, poderiam ser obtidos se
houvesse um tempo infinito e uma quantidade infinita de amostras (populagdo). As leis
estatisticas aplicam-se somente a populacfes, quando estas leis sdo aplicadas a dados
analiticos obtidos em laboratério estamos assumindo que estes dados representam a
populacdo. Como ndo se pode afirmar com certeza que esta suposicdo € verdadeira, entdo as
afirmacdes sobre erros aleatérios devem ser tratadas em termos de probabilidades (Stevenson,
1981; Soares et al., 1991).

3.3.5DISTRIBUICOESAMOSTRAIS

A finalidade da amostragem € obter uma indicacdo do valor de um ou mais
parédmetros de uma populacdo, como a média e o desvio padréo populacional que possuem
determinada caracteristica. As estatisticas amostrais que correspondem a esses parametros
populacionais sdo usadas para aproximar os valores desconhecidos dagqueles parametros.
Desta forma, a média amostral é usada para estimar a média da populacdo e o desvio padréo
amostral para estimar o desvio padr&o da populagéo.

Quando se extraem vé&ias amostras da mesma populacdo, no caso de uma
amostragem aleatdria, ha uma tendéncia de a estatistica amostral variar de amostra para
amostra e também em relacdo a0 verdadeiro valor do parametro, em razdo de fatores
aleatérios associados a amostragem. Esta tendéncia € denominada de variabilidade amostral.
Entretanto, pode-se demonstrar que para uma amostragem aleatéria a variabilidade amostral
pode ser descrita por distribuicbes de probabilidades, em particular a normal. Uma
distribuicdo amostral € uma distribuicdo de probabilidades que indica até que ponto uma
estatistica amostral tende a variar devido a variagdes na amostragem aleatéria. Quando a
amostragem € aeatéria, ha uma elevada probabilidade de que a estatistica amostral se
aproxime do parametro populacional.
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Uma distribuicdo amostral de médias € uma distribuicdo de probabilidade que
indica qudo provaveis sfo diversas médias amostrais. E uma funcio da média e do desvio
padrdo da populacdo e do tamanho da amostra. Duas caracteristicas importantes das
distribuicbes amostrais devem ser consideras. A primeira, € que a média de uma distribuicéo
amostral é sempre igual a média da populacéo e a segunda, € que o desvio padréo amostral
decresce com 0 aumento no nimero de amostras.

Quando uma populagdo €é muito grande ou infinita, o desvio padrdo da

distribuicgo amostral da média (sm) é dado por:

S, =—F
Jn
ondes € o desvio padréo da populacdo e n o0 tamanho da amostra (Stevenson, 1981; Skoog et
al., 2002).

3.3.6 TEOREMA DO LIMITE CENTRAL

Se uma populagcdo sob amostragem tem distribuicdo normal, a distribuicdo das médias
amostrais também sera normal paratodos os tamanhos de amostra;
Se a populacdo bésica € ndo normal, a distribuicdo de médias amostrais sera

aproximadamente normal para grandes amostras.

A capacidade de se fazer inferéncias em relagdo a uma populagéo depende do
conhecimento de sua distribuicdo amostral. O Teorema do Limite Central diz que ndo é
necessario conhecer a distribuicdo de uma populacdo para se fazer inferéncias sobre ela a
partir de dados amostrais, desde que a amostra seja grande. Na prética, a amostra deve ter um
tamanho de 30 ou mais observagdes (Freund, 1998).

3.3.7ESTIMACAO

Estimacdo € o processo que consiste em utilizar dados amostrais para estimar
parémetros populacionais desconhecidos. Qualquer caracteristica de uma populagéo pode ser
estimada a partir de uma amostra aleatéria. As estimativas podem ser pontuais, quando
originam uma Unica estimativa do pardmetro; ou intervalares quando se especifica um
intervalo de valores possiveis em se julga que o parémetro populacional deva estar.
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A capacidade de estimar parametros populacionais por meio de dados amostrais
esta associada diretamente ao conhecimento da distribuicdo amostral usada na estimativa. A
distribuicéo de médias amostrais € normal ou aproximadamente normal quando se consideram
erros ndo determinados em medidas analiticas. Sendo assim, ao fazer-se uma afirmativa de
gue a média esta a menos de 1,96 desvio padrBes a contar da média verdadeira, pode-se
esperar estar certo 95% das vezes (area entre -1,96s, € +1,96s, na curva de distribuicéo
normal), e errado 5%. Ou seja, esta afirmativatem um nivel de confiangca de 95% (5% de erro
ou 95% de certeza). Independente do nivel de confianca adotado, ndo se pode dizer se
determinada média amostral € menor, ou maior do que o valor desconhecido da média da
populacdo. Sendo assim, € utilizada uma atribuicéo probabilistica do intervalo em que o valor
verdadeiro possa estar. Denomina-se intervalo de confianca a um intervalo de valores,
centrado na estatistica amostral, no qual julga-se, com certa incerteza estatistica determinada
pelo nivel de significancia adotado, estar o par@metro da populagdo. No exemplo acima, 0o
intervalo de confianca para o nivel de confianca de 95% é de -1,96sm a +1,96s .

A egtimativa intervalar da média populacional se baseia na hipétese de que a
distribuicdo das médias € normal. O méodo para se estimar a média de uma populacéo
depende de o desvio padrdo ser conhecido ou ndo. Se o desvio padréo é conhecido, entéo a
estimativa pontual da média sera m= X, e a estimativa intervalar sera m= Xp, £ zs,. O valor
ZSm € normalmente denominado erro de estimacdo. Entretanto, para medidas onde esta se
considerando erros indeterminados, o desvio padrdo da populacdo ndo € conhecido. Sendo
assim, algumas alteragdes devem ser feitas no célculo do desvio padrdo e do erro de
estimacdo. Ao invés de se utilizar o desvio padrdo da populagdo s deve-se utilizar o da
amostra s (que pode ser obtido experimentalmente) e substituir o parametro z pelo t definido

como:

O parédmetro t normalmente € chamado t de student e esta associado a distribuicéo t, que € a
distribuicdo mais adequada quando se usa s. Na verdade, para grandes amostras, € razoavel
usar valores de z para aproximar valores t, muito embora a distribuicdo t sgja sempre
teoricamente correta quando ndo se conhece 0 desvio padrdo da populacéo,
independentemente do tamanho da amostra. Também € importante salientar que a distribuicéo
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t sO é teoricamente adequada quando a distribuicdo é normal. O desvio padréo das médias das

amostras, neste caso, € mais conhecido como erro padréo da média (EP), dado por

EP :i

A/n
Assim, a estimativa pontual da média sera m= X, e aestimativa intervalar sera m= Xp, + tEP.
O valor tEP é 0 erro de estimacao (Stevenson, 1981; Harris, 2005).

3.3.8 TESTES DE SIGNIFICANCIA

Os testes de significancia sdo testes estatisticos utilizados para avaliar uma
afirmacdo sobre parémetros populacionais. Em relacéo a afirmacgdo, estabelecem-se duas
hipteses. a hipotese nula ou de nulidade (Ho), onde a afirmacdo que o parametro
populacional é tal como especificado é verdadeira; e a hipGtese alternativa (H;), onde a
afirmacdo é falsa. O nivel de significancia (a) de um teste é a probabilidade de uma hipétese
nula ser rejeitada, quando verdadeira. O nivel de confianca é igual a (1 - a). A escolha de um
nivel de significancia implica em particionar a distribuicdo amostral adequada em regides de
aceitacdo (variacdo provavelmente casual) e de rejeicdo (variagdes provavelmente néo
casuais), em funcdo de um valor z quando s € conhecido e t quando s € desconhecido (a
maioria dos casos). Os valores de z ou t sdo chamados valores criticos. Calcula-se uma
estatistica de teste (um parametro determinado conforme o teste de significancia adotado)
com base nos dados amostrais e no valor alegado (esperado) que é entdo comparado com o
valor critico. Uma estatistica de teste que exceda o valor critico sugere aregjeicéo de Hop, ndo é
a variabilidade amostral que corresponde a estatistica observada; um teste inferior sugere que
se aceite Ho. Assim, o teste de significancia envolve:

Formular a hip6tese nula ou de nulidade;

Escolher a distribuicdo amostral adequada. A maioria dos testes envolve a distribuicéo t
(testest de Student), pois ndo se conhece o desvio padréo da populacéo e Sm da amostra;
Escolher o nivel de significancia e conseqlientemente o valor critico;

Rejeitar a hipotese de nulidade se a estatistica teste excede o valor critico; caso contrério,
aceité la;

E muito importante que em todo o processo exista uma distribuicdo amostral
baseada na premissa de que a afirmacdo € verdadeira. Indica até onde os resultados amostrais

podem variar simplesmente em consequiéncia de variagdo casual na amostra.
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Normalmente em testes de significancia de dados analiticos deseja-se responder a
pergunta: dois ou mais conjuntos de dados apresentam a mesma média populacional? Ou sgja,
as diferencas sdo ou ndo devido a variabilidade amostral? A hip6tese de nulidade (Ho) € que
as médias de duas ou mais populagdes sdo iguais (ndo existem diferencas significativas). Para
responder a estas perguntas, normalmente usam-se os testes t-student e o ANOVA. Cada um
delas gera uma estatistica de teste que é comparada com o valor critico. Também partem da
suposicao de uma distribuicéo normal para os dados amostrais.

O teste t-Student € um teste para médias e tem como objetivo avaliar informagdes
sobre médias de populacdes. Emprega-se um teste de uma amostra se a afirmagao diz respeito
a uma Unica populagcdo; e um teste de duas amostras, quando a afirmacéo envolve duas
populacdes. Se 0s grupos sao independentes, usa-se o t-Student simples, caso contrério, 0
pareado. A afirmacdo é avaliada supondo que seja verdadeira e construindo uma distribuicéo
amostral baseada naquela afirmacéo, que pode ser usada para avaliar determinado resultado
amostral. As médias amostrais que resultam em pequenos desvios do valor esperado
(alegado) sdo consideradas como devidas a variagdo casual na amostragem; grandes
diferencas sdo consideradas indicios de que a afirmacao ndo € verdadeira. O desvio padréo da
distribuico amostral € usado como medida do desvio em relagéo ao valor esperado, e o nivel
de significancia serve para determinar valores criticos que separam 0s resultados casuais dos
néo-casuais.

O teste ANOV A é um teste que utiliza a andlise de variancia para determinar se as
médias de duas ou mais populacdes sdo iguais. Se 0s grupos so independentes, usa-se 0
ANOVA simples, caso contrério, ANOV A para medidas repetidas. O teste tem como base na
extracdo de uma amostra de cada populagdo. A hipotese de nulidade é que as médias das
populacdes sdo todas iguais e a hipotese alternativa, é que as médias ndo so iguais. Se o teste
estatistico (andlise de variancia) leva a aceitar a hipétese de nulidade, conclui-se que as
diferencas observadas entre as médias amostrais sd0 devidas as variagBes aleatdrias na
amostra e assim, que as médias amostrais sao iguais (dentro do nivel de significancia
adotado). No caso de rejeicdo da hipotese de nulidade, conclui-se que as diferencas entre as
médias amostrais sdo demasiadamente grandes para serem devidas apenas a chance e assim,
gue as médias populacionais ndo sdo iguais. Quando as hipoteses béasicas da andlise de
variancia sdo satisfeitas, isto €, amostras independentes extraidas de populagdes normais com
variancias iguais, esta técnica é extremamente poderosa para testar a igualdade de médias
amostrais. Se as variancias populacionais sdo aproximadamente iguais, a hip6tese das
variancias iguais € razoavelmente satisfeita. Entretanto, a andlise de variancia ndo testa a
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hip6tese de igualdade entre variancias populacionais. Assim, quando as variancias amostrais
parecem diferir consideravelmente, deve-se fazer um teste diferente para a sua igualdade.
Uma regra prética é que a maior varidncia amostral ndo exceda a dez vezes a menor variancia
amostral.

O teste ANOV A fornece a resposta a questéo da existéncia ou ndo de diferencas
significativas entre as médias de grupos amostrais. Entretanto, na maioria das vezes,
precisamos saber em que amostras estas diferencas ocorrem. Para responder a esta nova
pergunta, realizamos os testes para comparacdes multiplas entre dois grupos (dois a dois),
também conhecidos como testes pds ANOVA. Estes testes nos permitem identificar onde
estdo estas diferencas. Os principais testes de comparagdes multiplas sdo o Fisher,
Bonferroni, Sheffe e Tukey. O mais usado, por ser mais sensivel, € o Tukey. Entretanto ele
exige uma igualdade nos tamanhos amostrais (ou com pequena diferenca). No caso das
amostras diferirem muito em tamanho, utiliza-se o Sheffe.

Testes de significancia como os t-Student e ANOV A pertencem a categoria dos
chamados testes paramétricos. Testes paramétricos sdo os testes conduzidos em situactes
onde sabemos ou assumimos que uma teoria particular de distribuicdo € apropriada para
representar os dados €/ou o teste estatistico. Na realidade, o termo paramétrico pode ser
interpretado como sinbnimo para “tedrico” com respeito as distribuicdes de probabilidade.
Em contraste, os testes ndo-paramétricos sdo conduzidos sem assumirmos qualquer particular
forma tedrica para aguela dada situacdo. Os mais conhecidos sdo Wilcoxon, Mann-Whitney,
Friedman e Kruskal-Wallis (Scheffe, 1959; Stevenson, 1981; Pereira, 1999).

3.3.9TESTE DE NORMALIDADE

A distribuicdo normal é uma das distribuices mais importantes na estatistica. Os
testes mais poderosos utilizados na inferéncia de dados analiticos, como 0 ANOVA, partem
da suposicdo que a distribuicdo amostral é normal. Apesar do Teorema do Limite Central
garantir a normalidade para um conjunto grande de amostras, nem sempre € possivel seguir
este critério em experimentos analiticos. Sendo assim, € importante 0 emprego de
procedimentos que possibilitem testar se um conjunto de dados segue ou ndo uma distribuicéo
normal, dentro de um nivel de significancia adotado. Os principais testes de normalidade (ou
de aderéncia, como também sdo conhecidos) sdo o de Kolmogorov-Smirnov e o "W" de
Shapiro-Wilk (IDL Statistical Library, 1992).
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3.4 REJEICAO DE RESULTADOS

Quando sdo feitas vérias medidas de uma mesma grandeza, um resultado pode
diferir consideravelmente dos demais. A questéo € saber se este resultado deve ser rejeitado
ou ndo, pois ele afetard a média. Quando um erro pode ser atribuido a algum acidente
ocorrido durante a andlise o resultado deve ser rejeitado, mas quando o resultado discrepante
ndo pode ser atribuido a nenhuma causa definida de erro, a suarejeicdo deve ser decidida por
critérios estatisticos. O teste Q pode ser utilizado para ajudar a decidir se 0 dado questionado
deve ser mantido ou descartado. O teste Q utiliza 0 seguinte procedimento:

Colocar os valores amostrais em ordem crescente;

Determinar a diferenca entre 0 maior e 0 menor valor da amostra (intervalo);

Determinar a diferenca entre o valor questionado e 0 mais préximo (variacéo);

O coeficiente Q (Qcalculado) SErd arazéo (em médulo) entre avariacdo e o intervalo;

Comparar 0 Qcalculado COM O Qtabelado- S€ Qcalculado > Qtabelado €NtAO O valor deve ser

descartado.

O teste Q é utilizado somente quando o nimero de resultados é inferior a 10 (Baccan et
al., 1979; Harris, 2005)

3.5ROTEIRO PARA O TRATAMENTO DE DADOSANALITICOS

Uma vez feitas medidas analiticas e observando-se os cuidados com a
confiabilidade dos resultados, os dados devem ser tratados para fornecerem informacoes
relevantes em processos de caracterizacdo ou comparacdo em um determinado estudo.
Inicialmente, verificam-se possiveis discrepancias nos dados que podem levar atestes Q (para
a rejeicdo ou ndo de dados duvidosos) ou a repeticdo da medida nas condigdes em que 0s
dados suspeitos ocorreram. A partir dai, os dados sdo tratados estatisticamente. Para a analise
estatistica utilizando ferramentas computacionais, deve-se elaborar uma planilha eletrénica
para que os dados sejam analisados utilizando-se um programa estatistico (EXCELL,
ORIGIN, IDL, STATDISK, etc). Inicialmente, processa-se a estatistica descritiva e, em
seguida, a estatistica inferencial. A partir da estatistica descritiva obtém-se: freqiiéncia, média
(Xm), desvio padréo (s), erro padréo (EP), dentre outros. Com estes dados pode-se construir
um histograma, que representa a distribuicdo amostral. Verificar o tipo de distribuicdo por
meio do teste de normalidade. Normalmente o mais utilizado € o Shapiro-Wilk. Em caso de
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distribuicdo normal, os resultados sdo expressos em X, = tEP. O pardmetro t de Student
normalmente deve ser utilizado, ja que ndo se conhece o desvio padrdo da populacdo (s). Nos
casos de distribuicdo "N&o-normal”, os resultados sd0 expressos em mediana e valores
minimo e maximo. Na estatistica inferencial, nos casos de distribuicdo normal com variancia
semelhante, sdo utilizados os testes paramétricos. Na comparacdo entre dois grupos
independentes, o teste t-Student; e entre dependentes, o teste t-Student pareado. Na
comparagéo entre trés ou mais grupos independentes, utilizase a analise de Variancia
(ANOVA); e entre dependentes, ANOV A para medidas repetidas. Se na andlise de variancia
houver diferenca significativa, seguem-se os testes para comparacdes multiplas entre dois
grupos (dois a dois), para localizar entre quais grupos existe(m) a(s) diferenca(s). Os testes
para comparagdes multiplas apés ANOVA mais freqientemente utilizados sdo: Tukey,
Bonferroni, Dunnett e Student-Newman-Keuls. O mais sensivel € o de Tukey. Nos casos de
distribuicdo "Normal" em que ndo se observam variancias semelhantes ou nos de distribuigéo
ndo-Normal se utilizam os teses ndo-paramétricos. Na comparagdo entre dois grupos
dependentes aplica-se o teste de Wilcoxon e para 0s grupos independentes utiliza-se o teste de
Mann-Whitney. Na comparagdo entre trés ou mais grupos, quando dependentes, o teste de
Friedman; e quando independentes, utiliza-se o teste de Kruskal-Wallis. Os testes para
comparagdes multiplas ap6s Friedman ou Kruskal-Wallis, mais freqlientemente utilizados
sd0: Dunn, Tukey, Dunnett e Student-Newman-Keuls. Para toda a andlise estatistica (teste de
normalidade e edtatistica inferencial) um nivel de significancia (a) deve ser escolhido.
Normalmente adota-se a = 0,05.

Programas muito utilizados em processamento de dados, como o ORIGIN
(OriginLab Corporation), proporcionam arealizacdo de estatistica descritiva (Fig.3.5) e testes
de hipétese t-Student (Fig.3.6) e ANOVA (Fig.3.7).

A Tools  Format  Window  Help
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Figura 3.5. Opcoes de estatistica descritiva no Origin.
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Figura 3.6. Opcles do teste de inferéncia t-Student.
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Figura 3.7. Opcles do teste de inferéncia ANOVA.
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SECAO I

APROVEITAMENTO DE RESIDUOS

Estes sdao os quadros que fazem parte da galeria de
arte da sociedade moderna. Sera este o legado para
as futuras geracoes?
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L1XO -0 QUE FAZER COM ELE?

4.1 INTRODUCAO

A palavra lixo, derivada do termo latim lix, significa cinza. No dicionario
(Larousse, 2004), ela é definida como: substantivo masculino. 1. Restos domésticos ou
industriais; despejos, residuos inaproveitaveis. 2. Tudo o que ndo presta e se joga fora. 3.
Sujeira, imundicie. 4. Coisa ou coisas inGteis, sem valor. JA a Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) define o lixo como os “restos das atividades humanas,
considerados pelos geradores como inlteis, indesgjaveis ou descartaveis, podendo se
apresentar no estado sdlido, semi-solido (todos agqueles com teor de umidade inferior a 85%)
ou liquido, desde que ndo seja passivel de tratamento convencional”. Lixo, na linguagem
técnica, tem sido utilizado como sinbnimo de residuos solidos e compreende materiais
descartados pelas atividades humanas. Entretanto, este € um conceito relativo, ja que o fato de
algo ser descartado ndo o impossibilita de se tornar matéria-prima para um novo produto ou
processo.

Desde os tempos mais remotos até meados do século XVII1, quando surgiram as
primeiras indistrias na Europa, o lixo era produzido em pequena quantidade e constituido
essencialmente de sobras de alimentos. A partir da Revolugcdo Industrial, as fébricas
comegaram a produzir objetos de consumo em larga escala e a introduzir novas embalagens
no mercado, aumentando consideravelmente o volume e a diversidade de residuos. Vidros,
plasticos, papéis e metais sdo apenas alguns exemplos da infinidade de materiais formadores
de residuos. Entretanto, ndo s0 as fabricas e os consumidores atuam como fontes de dejetos. O
aumento da industrializacdo também trouxe uma elevacd no consumo de energia e
consequente necessidade de ampliar sua producdo. Uma das alternativas para a geracéo de
energia esta nas termoelétricas a carvao, ainda muito utilizadas no mundo. Porém, estas atuam
também como fonte de residuos, ndo s6 na forma de gases, mas também de residuos solidos,
através das cinzas resultantes da combustdo do carvéo (mineral ou vegetal). Também se
destacam os residuos gerados pela agroindustria, na forma de bagacos (p. ex. cana-de-agUcar e

caju) e cascas (p. ex. arroz), dentre outros.
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O fato mais preocupante € que a populacdo mundial esta crescendo em ritmo
acelerado, esperando-se que duplique nos préximos vinte ou trinta anos. Isso implica na
expansdo automética da industrializacdo, o0 que ira gerar inevitavelmente consideraveis
volumes de lixo. O ndo tratamento desta massa pode contribuir significativamente para a
degradacéo da biosfera, em detrimento da qualidade de vida (Lima, 2004).

Podemos deduzir entdo o conceito da inesgotabilidade do lixo, ou sgja, podemos
afirmar que o lixo é inesgotavel em vista de sua origem. Também podemos traduzir o
conceito de inesgotabilidade como irreversibilidade, pois 0os mecanismos de origem e
producdo dos residuos advém de processos irreversiveis. Podemos finalmente concluir que os
problemas gerados pelo lixo no meio ambiente sdo irreversiveis, se nada fizermos para conté-
los (Lima, 2004).

Temos assim um grande problema gerado com a sociedade industrial: o que fazer
com tanto lixo? A resposta mais fécil & livrar-se dele. O meio ambiente ja sofre ha muito
tempo com as conseqliéncias desta atitude. Os chamados “lix6es’ e a crescente poluicdo de
NOSSOS recursos naturais formam um retrato de uma sociedade baseada no “livrar-se”.

Reduzir o consumo e reprojetar os produtos que fabricamos s&o as melhores
formas de diminuir a producéo de residuos e promover a sustentabilidade.

A reciclagem surge como outra resposta. E uma das melhores alternativas para a
minimizacdo do lixo, além de gerar economias para o pais. Reciclagem é um processo de
transformacdo de materiais que possibilita o seu reaproveitamento pela indlstria ou pela
agricultura. Pode-se observar este processo na natureza: numa floresta, por exemplo, isso
funciona em um perfeito esquema de reciclagem - as folhas caem, os animais morrem,
apodrecem e se transformam em adubo para as plantas gque reiniciam um novo ciclo
(Rodrigues, 2000).

4.2 CLASSIFICACAO DOSRESIDUOS SOLIDOS

Para determinar a melhor tecnologia para tratamento, aproveitamento ou
destinacdo final dos residuos é necessério conhecer a sua classificagdo. Os residuos solidos
podem ser classificados de vérias maneiras. As mais comuns S80 quanto aos riscos potenciais
de contaminacdo do meio ambiente e quanto a natureza ou origem.

Conforme a NBR 10.004 da ABNT quanto aos riscos potenciais de contaminagdo

do meio ambiente, os residuos sélidos podem ser classificados (Monteiro, 2001) em:

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

4. Lixo: O que fazer com ee? 96

Classe | (perigosos): S&o agueles que, por serem inflamaveis, corrosivos, reativos, toxicos
ou patogénicos, apresentam riscos a salide publica através do aumento da mortalidade ou
da morbidade, ou ainda provocam efeitos adversos ao meio ambiente quando manuseados
ou dispostos de forma inadequada;
Classe Il (inertes): S8o residuos biodegradaveis ou solUveis, com possibilidade de
acarretar riscos a salde ou a0 meio ambiente, ndo se enquadrando nas classificacdes de
residuos Classe | e Classe 111
Classe |11 (inertes): S&o aqueles que ndo oferecem riscos a salide e a0 meio ambiente, e
gue, quando amostrados de forma representativa, segundo a norma NBR 10.007, e
submetidos a um contato estéico ou dindmico com agua destilada ou deionizada, a
temperatura ambiente, conforme teste de solubilizacdo segundo a norma NBR 10.006, ndo
tiverem nenhum de seus constituintes solubilizados a concentragbes superiores aos
padrdes de potabilidade da &gua, conforme listagem n® 8 (Anexo H da NBR 10.004),
excetuando-se os padrdes de aspecto, cor, turgidez e sabor.

Ja quanto a origem, os residuos sblidos podem ser classificados (Menin, 1999 e

Monteiro, 2001) como:

Residuo urbano: Formado por residuos solidos em éreas urbanas. Incluem os residuos

domeésticos, os efluentes industriais domiciliares (pequenas industrias de fundo de quintal)
e residuos comerciais;

Residuo domiciliar: Formado pelos residuos sdlidos de atividades residenciais. Contém

muita quantidade de matéria organica, plastico, lata, vidro;

Residuo comercial: Formado pelos residuos solidos das éreas comerciais. Composto por

matéria organica, papéis, plastico de vérios grupos;

Residuo publico: Formado por residuos solidos oriundos da limpeza publica (areia, papéis,
folhagem, poda de érvores);

Residuo especial: Formado por residuos geralmente industriais. Merece tratamento,

manipulacdo e transporte especial, sdo eles, pilhas, baterias, embalagens de agrotoxicos,
embalagens de combustiveis, de remédios ou venenos,

Residuo industrial: Nem todos os residuos produzidos pela indUstria, podem ser

designados como residuo industrial. Algumas indUstrias do meio urbano produzem
residuos semelhantes ao doméstico. Exemplo disto sdo as padarias; os demais poderdo ser
enquadrados em lixo especial e ter 0 mesmo destino. S&o residuos muito variados que
apresentam caracteristicas diversificadas, pois estas dependem do tipo de produto
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manufaturado. Devem, portanto, ser estudados caso a caso. Adota-se a NBR 10.004 da
ABNT para se classificar os residuos industriais: Classe |, Classe |l e Classe 111

Residuo do servico de saide (RSS): Os servicos hospitalares, ambulatoriais, farmacias,

sdo geradores dos mais variados tipos de residuos sépticos, resultantes de curativos,
aplicacdo de medicamentos que em contato com 0 meio ambiente ou misturado ao lixo
doméstico poderdo ser patdgenos ou vetores de doencas, devem ser destinados a
incineracdo. Segundo a NBR 12.808 da ABNT, os residuos de servigos de sallde seguem a
seguinte classificacdo: Classe A - Residuos Infectantes (bioldgicos, sangue e
hemoderivados, cirdrgicos anatomopatoldgicose exsudato, perfurantes e cortantes,
animais contaminados e assisténcia a pacientes); Classe B - Residuos Especiais (rejeitos
radioativos, residuos farmacéuticos e residuos quimicos perigosos); Classe C - Residuos
Comuns (agqueles que ndo se enquadram nos tipos A e B e que, por sua semelhanca aos
residuos domésticos, ndo oferecem risco adicional a salide publica)

Residuo espacial: Restos provenientes dos objetos lancados pelo homem no espaco, que
circulam ao redor da Terra com a velocidade de cerca de 28 mil quildmetros por hora. S&o
estdgios completos de foguetes, satélites desativados, tanques de combustivel e
fragmentos de aparelhos que explodiram normalmente por acidente ou foram destruidos
pela acdo das armas anti-satélites;

Residuo radioativo: Residuo téxico e venenoso formado por substéncias radioativas

resultantes do funcionamento de reatores nucleares. Como ndo h& um lugar seguro para
armazenar esse lixo radioativo, a aternativa recomendada pelos cientistas foi colocé-lo
em tambores ou recipientes de concreto impermeaveis e a prova de radiacéo, e enterrados
em terrenos estaveis, no subsolo.

4.3 RESIDUOSE MEIO AMBIENTE

Qualquer residuo sdlido decorrente das atividades produtivas humanas, conforme

a sua quantidade, apresenta algum tipo de efeito ao meio ambiente. Entretanto, alguns
merecem atencdo especial (Monteiro, 2001).

As pilhas e baterias tém como principio basico converter energia quimica em energia

elétrica utilizando um metal como combustivel. Apresentando-se sob vérias formas

(cilindricas, retangulares, botdes), podem conter um ou mais dos seguintes metais:

chumbo (Pb), cadmio (Cd), mercuario (Hg), niquel (Ni), prata (Ag), litio (Li), zinco (Zn),
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manganés (Mn) e seus compostos. As substancias das pilhas que contém esses metais
possuem caracteristicas de corrosividade, reatividade e toxicidade e sdo classificadas
como "Residuos Perigosos Classe I". As substancias contendo cadmio, chumbo,
mercurio, prata e niquel causam impactos negativos sobre 0 meio ambiente e, em especial,
sobre o homem. Outras substéncias presentes nas pilhas e baterias, como o zinco, 0
manganés e o litio, embora ndo estejam limitadas pela NBR 10.004, também causam
problemas ao meio ambiente;

O p6 que se torna luminoso encontrado no interior das l1&mpadas fluorescentes contém
mercUrio. 1sso ndo esta restrito apenas as lampadas fluorescentes comuns de forma
tubular, mas encontra-se também nas |ampadas fluorescentes compactas. As lampadas
fluorescentes liberam mercirio quando sdo quebradas, queimadas ou enterradas em
aterros sanitarios, o que as transforma residuos Classe | (perigosos), uma vez que o
mercurio é téxico para o sistema nervoso humano e, quando inalado ou ingerido, pode
causar uma enorme variedade de problemas fisioldgicos. Uma vez lancado a0 meio
ambiente, o mercdrio sofre uma "bioacumulacdo”, isto é, ele tem suas concentracGes
aumentadas nos tecidos dos peixes, tornando-0s perigosos para a alimentacdo humana. As
mulheres gravidas que se alimentam de peixe contaminado transferem o mercurio para os
fetos, que sdo particularmente sensiveis aos seus efeitos toxicos. A acumulagdo do
mercurio nos tecidos também pode contaminar outras espécies selvagens, como marrecos,
aves aguaticas e outros animais (Monteiro, 2001);

S80 muitos os problemas ambientais gerados pela destinacdo inadequada dos pneus. Se
deixados em ambiente aberto, sujeito a chuvas, 0s pneus acumulam agua, servindo como
local para a proliferacdo de mosguitos. Se encaminhados para aterros de lixo
convencionais, provocam "ocos' na massa de residuos, causando a instabilidade do aterro.
Se destinados em unidades de incineragdo, a queima da borracha gera enormes
guantidades de material particulado e gases téxicos, necessitando de um sistema de
tratamento dos gases extremamente eficiente e caro. Por todas estas razdes, o descarte de
pneus é hoje um problema ambiental grave ainda sem uma destinagdo realmente eficaz,
apesar de serem utilizados na pavimentacéo de estradas (Monteiro, 2001);

Outros residuos também merecem destaque, pela sua quantidade e/ou potencial
risco a0 meio ambiente. As cinzas de carvao mineral gerada por termelétricas sul-brasileiras
(milhdes de megagramas séo produzidas todo o ano), sendo constituida totalmente de material

inorganico; a casca de arroz, residuo originado do beneficiamento do arroz; a casca do coco,
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resultado do consumo da chamada “égua de coco”, bebida popular no nordeste brasileiro; o
bagaco do “fruto” de cqju, residuo gerado pela agroindistria cajueira, também no nordeste;
conchas de mexilh&o, produzidas pelo consumo humano deste molusco; dente outros.

4.4 CARACTERISTICASFISICO-QUIMICASDO LIXO

E muito importante conhecer as caracteristicas fisicas e quimicas do lixo, assim
como suas tendéncias futuras, pois tais parametros possibilitam calcular a capacidade e tipo
dos equipamentos de coleta e tratamento, e 0 destino final. Propriedades como o volume, por
exemplo, determinam as dimensdes dos locais de descarga ou estacdes de transbordo, além de
tempo de vida. A composicdo seve para mostrar as potencialidades econémicas do lixo,
subsidiando informagdes para escolha do melhor e mais adequado sistema de tratamento e
disposicéo final. Podemos dizer ainda que a eficiéncia dos sistemas de coleta e disposicéo
final estd fundamentada numa andlise criteriosa das caracteristicas fisicas e quimicas dos
residuos. Algumas determinacdes importantes sdo (Lima, 2004):

Teor de umidade e residuos seco;
Teor de substancias voléteis e ndo-volateis,
Teor de carbono fixo;
Teores de hidrogénio e nitrogénio;
Teores de célcio, sodio e potéssio;
pH;

Poder calorifico

45 RECICLAGEM

Reciclagem (do francés, “recyclage’) € um conjunto de técnicas que tém por
finalidade aproveitar os detritos, reintroduzindo-os no ciclo produtivo ou transformando-os
em produtos Uteis (Larousse, 2004).

Os materiais coletados para a reciclagem podem ser reprocessados de suas formas.
A reciclagem priméria ou em circuito fechado ocorre quando o residuo é transformado em
novos produtos do mesmo tipo — jornais usados em jornais novos e latas de aluminio em
novas latas de aluminio, por exemplo. Na reciclagem secundaria, também chamada

“downcycling”, os materiais residuais sdo convertidos em produtos diferentes. Por exemplo,
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pneus usados podem ser fragmentados e transformados em revestimento emborrachado para
estradas; jornais podem ser re-processados em isolamento de celulose (Miller Jr, 2007).

Ha dois tipos de residuos que podem ser reciclados. O residuo pré-consumo ou
interno € gerado em um processo de fabricacdo e reciclado em vez de ser descartado. O
residuo pds-consumo ou externo € gerado pelo consumo dos produtos. Existe cerca de 25
vezes mais residuos pré-consumo do que pds-consumo. Entretanto € importante reciclar
ambos (Miller Jr, 2007).

Em teoria, quase tudo pode ser reciclado, mas apenas duas questdes importam.
Primeira, o item sera realmente reciclado? Por vezes, os residuos separados coletados para
reciclagem sdo misturados com outros residuos e enviados para aterros ou incineradores, isso
pode acontecer quando os precos de matérias-primas recicladas caem muito. Segunda, as
empresas e os individuos completardo o ciclo da reciclagem comprando os produtos feitos de
material reciclado? Se ndo comprarmos tais produtos, a reciclagem ndo funciona (Miller Jr,
2007).

Em geral considerase a reciclagem como a solucdo para todos os residuos
gerados. Entretanto, a tecnologia da reciclagem ainda esta em desenvolvimento. H& uma
grande discrepancia entre a quantidade de residuos coletados para a reciclagem e a quantidade
que atualmente é reciclada ou reusada. Reciclar ndo é uma tarefa simples. S8 necessérias
atividades de coleta e separacéo. Alguns produtos compostos ndo podem ser reciclados, sendo
desgjdvel a separacdo de diferentes tipos de residuos. Talvez a maior dificuldade na
reciclagem seja a falta de mercado para os itens reutilizados. Fatores como transporte, acesso,
integridade, limpeza, compactacdo e armazenagem dos residuos geram complicacfes as
tentativas de reciclagem. Tendo estes fatores em mente, freglientemente conclui-se que a
reciclagem ndo é necessariamente um empreendimento lucrativo. Entretanto, alguns negdcios
tem tido sucesso no uso de materiais reciclados (Khan, 1996).

A Suica e o0 Japdo reciclam cerca de metade de seus residuos solidos urbanos. Os
Estados Unidos reciclam perto de 30% desse material — acima dos 6,4% de 1960. Estudos
indicam que, com incentivos econdmicos e melhor projeto dos sistemas de gerenciamento de
residuos, os Estados Unidos e outros paises desenvolvidos poderiam reciclar de 60% a 80%
de seus residuos solidos urbanos (Miller Jr, 2007).

Segundo dados divulgados no jornal Folha de S&o Paulo, o Brasil perde cerca de
R$ 4,6 bilhdes, por ano, por ndo reciclar os residuos. A economia de energia e de recursos
naturais ndo-renovaveis sdo algumas vantagens da reciclagem, além é claro, de reduzir a
guantidade de dejetos que resultardo em agentes poluentes. O governo federal lancou um
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programa para incentivar a reciclagem de residuos. Pretende, com isso, reduzir a carga
tributaria dos reciclados, criar linhas de crédito especificas e fomentar cooperativas de
catadores de lixo. Elaborado em conjunto por lideres empresariais, oito ministérios e
instituicOes de pesquisa, ele estd sendo coordenado pelo Ministério do Desenvolvimento, da
IndUstria e do Comércio. Nos Ultimos anos, a reciclagem de vidro declinou, a de papel
estabilizou-se, mas as de plastico e aluminio cresceram significativamente. O indice brasileiro
de recuperacdo de aluminio, produtos siderirgicos e papel ondulado j4 é préximo do
registrado em paises ricos (Scharf, 1999).

Tabela 4.1: indices dereciclagem (%) de alguns materiais no Brasil. Fonte: Cempre/PBR, 1999.

Aluminio 61
Vidro 28

Papel de escritério 37
Papd ondulado 60
Plastico — filme 15
Plastico rigido 15
PET 21

Ferro eaco 70

Se a reciclagem compensa economicamente depende de como vocé percebe seus
custos e beneficios ambientais. A Tabela 4.2 mostra as principais vantagens e desvantagens da
reciclagem dos residuos solidos. Podemos observar que as vantagens s80 maiores que as
desvantagens. Além disto, mesmo que a reciclagem, de uma maneira geral, ndo fosse
economicamente lucrativa, seus beneficios para a preservacdo de nosso planeta séo
inquestionaveis. O que seria melhor: arcarmos com alguns possiveis prejuizos financeiros ou
evitarmos uma situacdo que seria catastrofica para toda a vida na Terra? Acredito que a
pergunta ja contem aresposta (Ricklefs, 2003).

Tabela 4.2 Vantagens e desvantagens da reciclagem dos residuos solidos.

Vantagens Desvantagens
Reduz a poluicéo do ar e da &gua N&o economiza espaco em aterros em
Economia de energia areas com vastas terras
Reduz a demanda de minerais Possivel perda de dinheiro no caso do
Reduz as emissdes de gases causadores do efeito vidro e da maioria dos pléasticos
estufa
Reduz o descarte de residuos solidos Reduz os lucros de aterros sanitéarios e
Ajuda a proteger a biodiversidade incineradores
Pode economizar dinheiro paraitens como papd, A separacdo na fonte € uminconveniente
metais e alguns plésticos. para algumas pessoas.

I mportante parte da economia
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4.6 EXPERIENCIAS COM RECICLAGEM

Em torno de 20% dos residuos sblidos municipais séo formados por plasticos.
Como apenas 2% dos plésticos sdo reciclados, ha a necessidade de se achar usos alternativos
para os 16 milhdes de megagramas de plésticos gerados anualmente nos Estados Unidos.
Devido a demanda de seus produtos reciclaveis, as embalagens PET (polyethylene
terephthalate) sio os pléasticos mais reciclaveis. PET s tém sido reaproveitados como fibras de
vidro residenciais e comerciais, banheiras, chuveiros, etc. Madeiras feitas de residuos
plasticos sdo fortes e isentas de manutencdo; sdo usadas para fazer piers, cercas e conveses.
Timbrex, Petra, Well-Spring, Cloverfill, Syntal sGo aguns dos novos produtos desenvolvidos
a partir de residuos plasticos, por empresas como a Advanced Recycling Technology, Inc;
Mobil Chemical, Co; Allied Signal e Rising Star Futon Company. A Texaco, Inc tem
patenteado tecnologias que envolvem o uso de plasticos e borrachas para a producdo de
energia. Uma empresado Texas chamada Envirothec, Inc. esta utilizando pedagos de pneu em
sistemas de irrigagdo (O'Sullivan, 1982; Martin, 1991; U. S. Environmental Protection
Agency, 1992, Steuteville, 1994; Riggle, 1994).

Os residuos solidos municipais contem 37,5% em peso de residuos de papel.
Aproximadamente 10% do total é formado por jornais. Para uma casa média americana isto
equivale a 12,6 kg por més sendo 35% agora reciclado. Residuos de alimentos e grama de
jardim somam aproximadamente 25% dos residuos solidos municipais. Residuos de madeira
como tabuas e itens de construcdo podem ser recompostas, utilizada como combustivel ou
misturada com outros residuos para produzir itens reciclaveis como madeira e sinais de
transito. Hon Industries; Wood Fibers Internation; Community Environmental Services, Inc.;
Forest Products Laboratory; Champion Recycling Corporation, Gardenville; Green Mountais
Tecnologies; Ceres Environmental, Inc.; sdo exemplos de empresas que trabalham com a
reciclagem de madeira, papel e residuos compostos (Brewer, 1987; Comello, 1993; Raftery,
1993; Farcasiu e Smith, 1993; Swanekamp, 1994; Pieper, 1994)

A caracterizagdo e 0 aproveitamento das cinzas geradas como subprodutos de
processos industriais ou a partir da queima de residuos oriundos de atividades produtivas tem
sido tema de diversas pesquisas resultando, inclusive, em patentes de novos produtos (Steven,
1995; U.S. Pat. No. 4,043,831). Cinzas resultantes da queima do carvdo mineral e vegetal de
indUstrias termelétricas (cinzas volantes) vém sendo utilizadas como aditivos na preparacéo

de cimento (Erel, 1988) e, ainda, na confeccdo de materiais ceramicos (Queralt, 1997;

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

4. Lixo: O que fazer com de? 103

Koizumi, 1998; Demir, 2001). Em ambos 0s casos, 0s materiais produzidos apresentam
propriedades mecanicas de maior interesse que seus similares. Fertilizantes eficientes tém
sido desenvolvidos baseados em uma combinagéo de fertilizantes inorgéanicos, adubo e cinzas
do lixo urbano de incineradores municipais de zonas agricolas (Pasquini, 2004). O grande
atrativo das cinzas esta no seu baixo valor agregado, composicdo quimica inorganica e, em
alguns casos, a geometria de suas particulas.

A compostagem é definida como o ao ou agdo de transformar os residuos
organicos, através de processos fisicos, quimicos e biolégicos, em uma matéria biogénica
mais estavel e resistente a acdo das espécies consumidoras. A compostagem ndo representa,
necessariamente, uma solucéo final para os problemas de escassez de alimentos ou do
saneamento ambiental, mas pode contribuir significativamente como elemento redutor dos
danos provocados pela disposicao desordenada do lixo, além de propiciar a recuperacéo de
solos agricolas exauridos pela acdo de fertilizantes quimicos aplicados indevidamente (Lima,
2004). A Cargill Dow esta fabricando recipientes plasticos reciclaveis e biodegradaveis feitos
de um polimero chamado polilacticos (PLA), fabricados com aglicar de xarope de milho. Em
vez de serem enviados para aterros sanitérios, esses recipientes de bioplasticos poderiam ser
compostados para produzir um condicionador de solo. A Toyota, segunda maior fabricante de
automéveis do mundo, esta investindo US$ 38 bilhdes em um processo que utiliza plantas
para produzir pléstico. Até 2020, a empresa espera controlar dois ter¢os do fornecimento de
tais bioplésticos (Miller Jr, 2007).

A conversdo hioldgica do lixo, com fins energéticos, vem a cada dia tornando-se
mais interessante uma vez que 0s residuos urbanos passaram a serem considerados como
fonte inesgotéavel de energia alternativa. Os métodos bioldgicos para a producdo de
combustiveis a partir do lixo baseiam-se no rendimento da atividade microbiana,
principalmente de bactérias anaerdbicas que, através de seu metabolismo, transformam a
matéria organica em produtos combustiveis, como gas metano e o hidrogénio. Os atuais
processos em desenvolvimento visam intensificar a producéo destes elementos, na expectativa
de reduzir os custos derivados do petroleo (Lima, 2004).
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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS CINZAS DO
BAGACO DO PEDUNCULO DE CAJU

5.1 INTRODUCAO

5.1.1 0 CAJUEIRO

O cqjueiro ocupa um lugar importante entre as plantas frutiferas, devido a
crescente comercializacdo dos seus principais produtos. a améndoa e o liquido contido no
mesocarpo da castanha, 0 LCC. A planta esta presente na América Central, Africa e Asia,
destacando-se a india, Vietnd e Brasil como maiores produtores de castanha (70% da
producdo mundial). O cultivo do cajueiro é uma das principais atividades agropecuarias do
nordeste brasileiro, sendo que quase a totalidade da producéo de castanha concentra-se nos
estados do Cearg, Piaui e Rio Grande do Norte. A maior parte da producdo de castanha e do
LCC degtina-se a exportacdo (EMBRAPA/CNPAD, 1992). O LCC (Liquido da Casca da
Castanha de Caju) é utilizado na fabricagdo de resinas fendlicas e pos de friccdo para a
indUstria automotiva além de apresentar propriedades medicinais anticépticas, vermifugas e
vesicantes (Mothé, 1994). Ja a castanha, é usada na alimentacdo humana.

O cajueiro (Fig. 5.1) pertence a familia Anacardiaceae, género Anacardium,
espécies Anacardium occidentale L. (cajueiro comum) (Fig. 5.2) e Anacardium occidentale
L. var. nanum (cajueiro ando precoce). E uma planta perene tipicamente tropical, com
crescimento continuo, podendo atingir até 20 m de altura. Desenvolve-se preferencialmente
em regides de alta temperatura e elevadas precipitagdes. A temperatura média ideal é de 27°C,
com minimas superiores a 22°C. E sensivel ao frio e a geadas, principalmente quando jovem;
plantas adultas apresentam reducdo de florago/frutificaco nessas condices. E favorecido
por precipitagdes anuais de 800 a 1500 mm, distribuidos de 5 a 7 meses, mais uma estagcdo
seca para florescimento. O vento € prejudicial; mesmo sendo o principal agente polinizador,
guando intenso, causa queda de flores. Os solos mais indicados s&o os leves, profundos e bem
drenados. A produtividade normal do cajueiro comum € de 900 kg/ha de castanha e 9 Mg/ha
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de frutos; enquanto que a do cajueiro ando é de 1.300 kg/ha de castanha e 13 Mg/ha de frutos,
ambos ap0s estabilizacdo da producdo. O inicio da producéo é do 3° ao 5° ano para o cajueiro

comum e 10 a 18 meses para Cagjueiro ando precoce.

(a) (b)

Figura5.1. O cgjueiro. Em (@), arvore e em (b), detalhes da frutificacao.

Figura 5.2. llustracdo da Anacardium occidentale L.

5120 CAJU

O caju é um pseudofruto, sendo a castanha o verdadeiro fruto comestivel. O que
chamamos de polpa ou fruto (Fig.5.3) é na verdade o pedunculo (Vaughan, 1997). O caju €
normalmente classificado conforme a cor de seu pedunculo, com muitas gradacdes entre
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vermelho e amarelo (Johnson, 1973; Sondhi, 1980). A composi¢cdo de seu pedunculo é
bastante complexa (Tab. 5.1), apresentando vitaminas, taninos, sais minerais, acidos
organicos e carboidratos, transformando-o em um importante aimento (FAO, 1986).
Entretanto, esta riqueza nutricional é responsavel por sua ata perecibilidade, exigindo
cuidados especiais para estocagem, transporte, limpeza e processamento (Conceicdo, 1991;
Crisdstomo, 1991).

e ]

Figura 5.3. Amostras de caju (Anacardium occidentale L.) de pedinculo vermelho, onde estéo

indicados o fruto (castanha) e o pseudofruto (pediinculo). Barra= 2cm

Tabela 5.1. Principais componentes do pedinculo fresco do caju.

Umidade (%) 86,0
Proteinas (%) 0,70
Taninos (%) 0,37
Acucar total (%) 8,35
Acido ascorbico (mg/100g) 200
Fésforo (mg/100g) 33,40
Célcio (mg/100g.) 14,50
Ferro (mg/100g.) 0,35
Vitamina A (U.l.) 10,8

No Brasil, a producdo de pedinculo de caju, praticamente concentrado na Regido
Nordeste, esta em torno de 1,5 milhdes de megagramas por ano, com desperdicio de 90 a
94%. A industria de processamento do peddnculo possui segmentos na producéo de bebidas,
doces, geléias, néctares, farinhas, fermentados e ragfes, sendo que seu aproveitamento néo
atinge 6% da producdo (EMBRAPA, 1993; Moura, 1998). Uma das causas para este baixo
aproveitamento est4 associada a rdpida deterioracdo, ocasionando elevadas perdas no campo e
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nas industrias. O principal produto do peddnculo continua sendo o suco. Existem poucas
empresas de grande porte com capacidade operacional para processarem 80 mil megagramas
de suco por ano (Franga, 1992). As demais formas de aproveitamento sdo realizadas por
estabelecimentos classificados como micro e pequenas producdes caseiras, cooperdaivas e
associacoes de produtores.

5.1.20 BAGACO DO CAJU

O bagaco do caju (Fig.5.4), como é chamado o subproduto do pedinculo apos a
extracdo do suco, representa aproximadamente 20% em peso do pedinculo (AGRIANUAL,
2000). E uma das grandes fontes de residuos produzidos pela agroindUstria cajueira. Seu
aproveitamento, quando existe, é restrito ao uso como complemento alimentar na forma de
racdo animal. Entretanto, esta utilizag&o € limitada, devido a sua rapida degradacéo, tornando

inviavel o armazenamento.

Figura 5.4: Pedlinculo do caju, ap0s a extragdo do suco (bagaco). Barra= 2cm

Uma alternativa a reciclagem destes residuos agroindustriais € a queima em
temperaturas acima de 600°C (médias e altas temperaturas) na presenca de oxigénio, ou sgja, a
incineracd0. Neste processo, 0s compostos bioldgicos sdo destruidos, sendo reduzidos a
solidos inorganicos inertes (cinzas), ndo sujeitos aos efeitos da degradacéo.

5.1.3INCINERACAO
A incineragdo como forma de destino final dos residuos agroindustriais € uma

prética muito antiga, e os métodos empregados, apesar de rudimentares, consistem em sua

grande maioria em empilhar residuos e atear fogo. A cinza resultante era espalhada no solo ou
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incorparada como elemento auxiliar na agricultura. Com o passar do tempo, novos métodos e
tecnologias se incorporaram a este procedimento, sendo exaustivamente estudados (Lima,
2004). Para incineracdo de residuos agroindustriais de pequeno e médio porte, o fogo €
substituido por muflas (fornos aquecidos por elementos resistivos).

A incineracdo é definida como o processo de reducdo de peso e volume dos
residuos através de combustdo controlada. Os remanescentes da incineracéo sdo, geralmente,
gases como dioxido de carbono (CO,); didxido de enxofre (SO,); nitrogénio (N); gés inerte
proveniente do ar utilizado como fonte de oxigénio e do préprio residuo; oxigénio (Oy)
proveniente do ar em excesso que ndo consegue ser completamente queimado; agua (H»0);
cinza e escorias que se constituem de metais ferrosos e inertes (Lima, 2004).

Quando a combustdo é incompleta pode aparecer monodxido de carbono (CO) e
particulados que consistem de carbono finamente dividido langado na atmosfera como
fuligem e negro de fumo. Quando a combustéo é realizada em temperaturas elevadas pode
haver dissociagcdo de nitrogénio, surgindo ainda compostos resultantes da combinacéo deste
com o oxigénio, como NO e N,Os (Lima, 2004).

O conceito tedrico da incineracdo consiste de uma reacdo quimica entre o
combustivel e o comburente. Entretanto, para que este conceito seja valido, se faz necessério
considerar o residuo agroindustrial como um combustivel, e isso somente € possivel quando
seus componentes liberam energia térmica a medida que sdo queimados. Esta energia quimica
latente, quando liberada na forma de calor, pode ser denominada calor de combustéo. Os
residuos agroindustriais em sua maioria s8o combustiveis. Os principais produtos da
combustdo, como ja mencionado, sd0 na maioria gases como SOy, NOy, HCl e materiais
particulados. Os NOy, embora relativamente abundante nos residuos, séo encontrados em
guantidades bem inferiores nestes, quando comparados com os combustiveis convencionais.
A formacdo de NOy a partir da combustdo de residuos depende mais da temperatura do
processo e do nitrogénio contido no ar do que sua quantidade relativa no préprio residuo.
Também é importante salientar que os residuos agroindustriais contém pouco enxofre, e em
sua combustéo os compostos formados (SOx) normalmente s&o precipitados com as cinzas ou
ainda na formagdo de SO,. As equacgdes de combust&o do carbono, hidrogénio e enxofre sdo,

respectivamente:

C + %0, — CO + 28880 kca
CO + %20, — CO; + 68320 kcal

C+ O, — CO, + 97200 kcal
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2H, + O, — 2H,0 + 136400 kcal
S+ 0, —» SO, + 71040 kcal

Na combustdo de residuos agroindustriais podem ocorrer situagcbes em que as
variagdes de temperatura e pressdo podem atingir um estado de equilibrio quimico capaz de
inibir ou mesmo interromper areacdo por completo. Este fato esta relacionado principalmente
ao poder caorifico do residuo. O rendimento da combust&o de residuos esta fundamentado
em dois principios béasicos (Lima, 2004):

Regular a quantidade de ar de modo que seja mantida a mistura ar-combustivel nos niveis
desejados;

Transferir o maximo de calor gerado na combust&o para o material a ser incinerado.

O Japdo e alguns paises europeus incineram a maior parte de seus residuos
urbanos, mas essa préatica perdeu popularidade nos Estados Unidos e na maioria dos paises da
Europa. Desde 1985, mais de 280 novos projetos de incineradores para queima de grandes
quantidades de residuos foram adiados ou cancelados nos Estados Unidos em fungdo dos altos
custos, da preocupacdo com a poluicdo do ar e da forte oposicdo dos cidaddos (Miller Jr,
2007). Entretanto, a utilizacdo dos residuos da queima para producéo de novos produtos para
diferentes aplicagdes tecnoldgicas tem estimulado recentes estudos na érea de ciéncia de
materiais. Ceramicas, carvoes ativados e compostos luminescentes estéo entre estes produtos.

Os residuos agroindustriais sdo caracterizados por um elevado conteldo de
matéria volétil, o que torna sua queima rapida (Werther, 1995; Ogada, 1996). Devido a
presenca de enxofre, nitrogénio, etc., gases poluentes como 0 SO,, NOy, N,O e o HCI podem
se formar durante a sua combustdo. As cinzas destes residuos geralmente apresentam um
elevado contelido de potéssio (Bapat, 1997; Grubor, 1995).

5.1.4 OBJETIVOS
Neste capitulo, sdo apresentados os resultados da preparacéo e caracterizacdo das
cinzas formadas a partir da queima do bagaco de caju, com o objetivo de buscar alternativas

para 0 aproveitamento da grande quantidade de residuos agroindustriais formados pela
extracdo do suco, através de processos que envolvam a conversao a compostos inorganicos.
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52 MATERIAISE METODOS

5.2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Foram utilizadas amostras de caju, da variedade de pedunculo vermelho, obtidas
de plantacdes do estado do Ceara, Brasil, entre os meses de setembro de 2003 e janeiro de
2004. Apos a extracdo da castanha, os pedinculos foram prensados para a retirada do suco,
formando o chamado “bagaco de caju”. O bagaco foi secado em estufa a 36°C durante 48h e
triturado em moinho analitico. O pd do bagaco foi queimado, em forno tipo mufla, em
atmosfera de ar, a (650 £ 5)°C durante 4h, conforme procedimento para a formacéo de cinzas,
descrito por Gadelha (1995). A taxa de aguecimento foi de 50°C/min e a de resfriamento de
aproximadamente 1°C/min. A Figura 5.5. mostra a representacdo esquemética do processo de
preparacdo das cinzas, realizada no Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara

(UFC).
Extrag&0 do suco Secagem em Moagem em
estufa 36°C/48h moinho analitico
Queima (640°C/4h)

em forno tipo mufla,
em atmosferade ar.

Figura 5.5. Esquema de preparacéo das cinzas do peddncul o do caju.
5.2.2 DETERMINACAO DA PERDA DE MASSA

A perda de massa provocada pela queima foi determinada por meio da pesagem do p6
do bagaco seco e das cinzas secas, em balanca analitica Bioprecisa FA2104N, conforme a
relacéo:

m -m
Am=—"___° x100

mpp
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onde Am = perda percentual de massa, my, = massa do po do pedinculo seco e m; = massa das
cinzas secas. Foi realizado este procedimento em 20 amostras, obtendo-se a perda de massa
média e o intervalo de confianca, com nivel de significancia de 5%. A determinacéo da perda
de massa foi realizada no Laborat6rio de Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab) da
Universidade Federal do Ceara

5.2.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA POR EDX

A determinacdo dos elementos quimicos presentes nas cinzas foi realizada por
meio de andlise de energia dispersiva de raios-X (EDX) em EDX Philips Model New XL-30,
no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais (LACAM) da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

5.2.4 ANALISE MINERALOGICA POR XRD

Os padrdes de difracdo de raios-X (XRD), para a andlise mineralégica das cinzas
foram obtidos pelo método do pd, na temperatura ambiente (300K) em difratémetro de po
Philips, modelo X’Pert PRO, no Laboratério de Raios-X do Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Ceard (UFC). Usou-se a geometria Bragg-Bretando com radiacéo
Cu-ka.. O tubo foi operado com 40kV e 40mA. Os dados de difragdo foram coletados em um
intervalo de varredura de 10° < 26 < 60° com passos de 0,02° e tempo de integracdo de 2s por
ponto. Foi utilizado o programa X Pert HigthScore para identificacdo de fases cristalinas e o
método de Rietveld, através do programa Rietica — versdo 1.7.7 (C.J. Howard and B.A.
Hunter, 1997 - Lucas Heights Research Laboratories), para o refinamento do difratograma e

conseqiente andlise quantitativa.

5.25 ANALISESTERMICASPOR TGA E DSC

As andlises térmicas de termogravimetria (TGA) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) nas cinzas foram realizadas em atmosfera de nitrogénio, com razéo de
aguecimento de 10°C/min, de 23,8 a 600°C em equipamentos Shimadzu TGA/DSC, no
Laboratdrio de Andlises Térmicas Ivo Giolito do Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Ceara (UFC). O TGA redizado foi o dindmico.
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5.2.6 PRESENCA DE BICABORNATOS

A presenca de bicarbonatos foi testada por meio da liberagdo de CO, em reagéo de
neutralizacdo com &cido, mediante adi¢do de 100mg de cinzas em solucéo padréo de 50mL de
HCl 0,5M (Merck), no Laboradrio de Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab),
Departamento de Biogquimica, Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.2.7 ANALISE POR MICROSCOPIA OTICA DE CAMPO CLARO

I magens de microscopia 6tica de campo claro do pé do bagago e das cinzas foram
obtidas em microscopio metalografico Olympus Model BX51RF, do Laboradrio de
Caracterizagao de Materiais (LACAM) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

5.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

5.3.1 PREPRARACAO DASAMOSTRASE VARIACAO DE MASSA

O bagaco de caju, apds secagem e moagem, deu origem a um pé de coloracéo
avermelhada (Fig.5.6a) e forte odor, caracteristico do caju. A queima em mufla gerou cinzas
de coloracdo amarelada (Fig.5.6b), inodoras e altamente susceptiveis a formacdo de
agregados. A diferenca de massa entre 0 p6é do bagaco e as cinzas demonstrou uma perda de
97%, devido a decomposicdo dos compostos organicos e evaporacdo dos constituintes
voléteis presentes no pedunculo, durante a queima (Maia, 2000; Bicalho, 2001).

Figura 5.6. P6 do pedunculo de caju, antes (a) e depois (b) da queima. Pode-se observar a alteracdo na
coloracdo e o elevado poder de agregacdo das cinzas. Barra = 4.5mm.
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5.3.2 DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA POR EDX

As medidas de EDX indicaram a presencade C, O, P, K, Mg, S, Na, Al e Si nas
cinzas (Fig.5.7). O carbono e oxigénio permaneceram como residuos dos compostos
organicos, apos a combustdo. Os demais elementos originaram-se dos sais minerais contidos
no peddnculo (Smith, 1992; Azoubel, 2005) e do silicio e aluminio absorvidos da solugdo do
solo na forma de &cido monossilisico Si(OH), (Tisdale, 1993; Shimizu, 2001; Mauad, 2003) e
hidroxido de aluminio AlI(OH)s; (Radojevic, 1999; Reeve, 1994;Williams, 2005). A ndo
deteccdo de célcio e ferro demonstrou a baixa concentracdo destes elementos no bagaco,
estando presentes em maior quantidade no suco (Taylor, 1998; Azam-Ali, 2001).

K

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00  12.00
Energia (KeV)
Figura 5.7. EDX das cinzas do pedinculo do caju, mostrando seus principais elementos quimicos: C,
O, Mg, Na, P, SeK.

5.3.3 ANALISE MINERALOGICA POR XRD E PRESENCA DE BICARBONATOS

A Figura 5.8 apresenta os difratogramas de raios-X antes e depois da queima,
mostrando a transformacdo de um material organico caracteristicamente amorfo (residuos do
bagaco seco) para um cristalino (cinzas). A andlise cristalografica das cinzas indicou, como
principais fases cristalinas, os seguintes compostos. KHCO; (54,17%), K>SO, (34,08%) e
MgKPO4-6H,O (10,06%). As fases restantes (1,69%) foram Mgs(Si2Os)(OH), e
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NaAl(HPO,),. Os residuos Rwp, Rexp € 0 grau de qualidade do refinamento (y°) foram
respectivamente iguais a 5,67, 4,12 e 1,90. O grupo espacial identificado para o carbonato
&cido (ou bicarbonato) de potéssio (KHCOs) foi 0 monoclinico C/2m, representando a fase
desordenada de alta temperatura (Ali, 1999). A presenca de KHCO; foi confirmada pela
dissolucéo das cinzas em solugdo padréo de HCI 0,5M, com liberagcdo de CO, (efervescéncia)

e formacdo do cloreto de potassio (KCl), conforme areacéo de neutralizacéo
KHCO;3;+ HCI — KCl + H,O + CO, (g)

Devido a baixa temperatura de decomposicéo (100-200°C), sua formacéo deve ter ocorrido
apos a queima (durante o resfriamento), da reacéo do K,COs; com o CO;, e H,O do ar. Este
tipo de sintese é relatado por Stern (2004), sendo seu mecanismo ainda nd bem
compreendido. Os grupos espaciais identificados para o sulfato de potéssio (K2SO,4) foram o
ortorrdmbico Pmcn (a-K2SO4), com 16,97% e 0 Pman (B-K2SO4), com 17,11%. O MgKPO,
hexahidratado presente nas cinzas € um composto fosfatado andlogo a estruvita
(NHsMgPO4-6H,0), sendo denominado K-estruvita. Através dos resultados das andlises de
raios-X e de calculos estequiométricos, determinou-se o percentual em peso dos principais
elementos quimicos presentes nas cinzas. K (37,92%), S (6,27%), P (1,34%), Mg (1,18%), Si
(0,20%) e Al (0,076%).
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Figura 5.8. Difratograma de raios-X do p6 do pedinculo de caju e suas cinzas, mostrando a alteracéo
na cristalinidade apds a queima e a formagdo das principais fases cristalinas. KHCO;, K,SO, e
MgK PO, - 6H.0.
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5.3.4 ANALISESTERMICASPOR TGA E DSC

As curvas termais de TGA e DSC (Fig.5.9), indicaram a ocorréncia de dois picos
proximos, em 95,15 e 105,5°C (entre 23,8 e 134,6°C), correspondendo a uma perda de massa
de 26%; e outro, em 170,5°C (entre 134,6 e 207,5°C), com perda de massa de 4,63%.

A perda de &gua de hidratacdo do MgKPO,-6H,O deve seguir a seguinte
sequéncia de reagOes (Borchardt, 1957):

MgKPO,-6H,0 — MgKPO,-2H,0 + 4(H,0)(I)
4H,0(l) — 4H,0(q)
MgKPO;,-2H,0 — MgKPO,4-H»0 + H.0(g)
MgKPO4-H,0 — MgKPO,4 + H20(Q)

correspondendo a uma perda tedrica de agua de 40,56% (4% nas cinzas). A &gua que ocorre
em sOlidos hidratados (&gua essencial de hidratacdo) estd4 ligada mediante ligagdes de
coordenacdo covalentes, que sdo normalmente mais fracas que as eletrostéticas. Por esta
razdo, a agua de hidratacdo é facilmente eliminada destes compostos pela acdo do calor,
iniciando-se em temperaturas abaixo dos 100°C (Baccan, 1979; Christian, 1977).

e ——— — 11.0
- nsC 10.5
gg 0 10.0
E Py 9.5
- 9.0 =
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Q 7.5 o
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o | TGA 7.0 :Eu
-
54 6.5
T | 6.0
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Figura 5.9. Curvas de TGA e DSC mostrando as transformacfes térmicas das cinzas, entre 23,8 e

600°C. Os pontos a, b e c indicam eventos térmicos. A taxa de aquecimento foi de 10°C/min.
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A decomposicao térmica do KHCO; até K,CO3 deve seguir a seguinte seqiéncia
de reacOes (Lee, 1996):
2KHCO3; — K,CO3+ H,0O(l) + CO,(g)
H20(1) — H20(g)

correspondendo a uma perda tedrica de massa de 22% de CO, (11,9% nas cinzas) e 9% de
a&gua essencial de congtituicdo (4,8% nas cinzas). A liberacdo de CO, em compostos
bicarbonatos ocorre em temperaturas proximas a 100°C (Lee, 1996). Ja a &gua (&gua essencial
de congtituicdo), sO é eliminada por meio de temperaturas relativamente altas (Baccan, 1979;
Blaedel, 1970). Os eventos térmicos ocorridos entre 23,8 e 134,6°C correspondem as perdas
de CO, do KHCQO3, da &gua de hidratacdo do MgKPO,-6H,0 (Kaloustian, 2002; Ravikumar,
2002) e de umidade (&gua de adsorcéo, absorcdo e oclusdo). O percentual de umidade foi
estimado pela diferenca entre a perda de massa medida nos dois primeiros eventos térmicos
(26%) e as perdas tedricas de CO, (11,9%) e de H,0 do MgKPO,-6H,0 (4%), resultando em
10,1%. Este elevado contelido de umidade é previsto em cinzas originadas da queima do
bagaco de residuos agroindustriais (Werther, 2000) e justifica o alto poder de agregacdo do
material. E claro que este valor ndo é exato, devido a desvios na andlise quantitativa por XRD,
provocado pelo proprio refinamento. A proximidade dos dois primeiros picos é explicada pela
perda de umidade das amostras (Borchardt, 1957; Newkirk, 1960) durante as medidas
térmicas. O terceiro evento térmico corresponde a perda de &gua essencial de constituicdo do
KHCO;, com valor percentual menor (4,63%) com relacdo agquele estimado de calculos
estequimétricos e andlise quantitativa a partir do refinamento do difratograma (4,8%). Esta
diferenca pode estar associada as caracteristicas da técnica de difracdo de raios-X, que em
alguns casos, exige fatores de correcdo. As principais causas podem ser: orientacdo
preferencial, extingdo, microabsorcdo e rugosidade superficial da amostra. A ndo observacéo
de quatro eventos associados a decomposi¢cao do MgKPO,-6H,0 deve-se a elevada taxa de
aquecimento (10°C/min) utilizada nas andlises térmicas, como demonstrado por Frost et a

(2004). Taxas de aguecimento acima de 1°C/min reduzem o nimero de eventos observados.

5.3.5 ANALISE POR MICROSCOPIA OTICA DE CAMPO CLARO

A Figura 5.10 mostra imagens de microscopia 6tica de campo claro feitas no p6

do bagaco e nas cinzas, em diferentes aumentos. Fica evidente a formacdo de cristais, apds a
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gueima. Os cristais de coloragcdo laranja séo de K-estruvita. Os demais (brancos), séo de

bicarbonato e sulfato de potassio.

(d)

Figura 5.10. Seqliéncia de imagens feitas por microscopia ética mostrando o pé do pedinculo de caju

e suas cinzas, em diferentes ampliacdes. (a) O p6 do pedinculo em um aumento de 50x, evidenciando
partes do pedinculo seco; (b), (c) as cinzas do pedinculo em um aumento de 50x e 100x,
respectivamente, mostrando cristais de K,SO4, KHCO; (claros) e K-estruvita (rosa); (d) Detalhes de
cristais de K-estruvita, em um aumento de 200x. Bar = 250um (a) e (b); 125um (c) e 62,5um (d).

5.4 CONCLUSOES

Foram produzidas e caracterizadas as cinzas originadas da queima do bagaco do
pedinculo de cau. Medidas de perda de massa mostraram que as cinzas formadas
representam apenas 3% da massa do bagaco. Andlises de EDX indicaram a presenca dos
seguintes elementos quimicos: C, O, P, K, Mg, S, Na, Al e Si. Medidas de difracdo de raios-X
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e analises térmicas indicaram, como principais fases cristalinas. KHCO; (54,17%), K2SO4
(34,08%) e MgKPO,4-6H,0 (10,06%). As fases restantes (1,69%) foram Mgs(Si.Os)(OH),4 e
NaAl(HPO,),. A estimativa de umidade ficou em torno de 10%. A elevada quantidade de
compostos de potassio é caracteristica de residuos agroindustriais. O carbonato écido de
potéssio (KHCO3) é um solido cristalino, sollvel em &gua, produzido pela conversdo quimica
do carbonato de potassio com o dioxido de carbono, via eletrélise. N&o é considerado téxico e
nem listado como carcinogénico. E usado na fabricagdo de cristais, vidros especiais,
ceramicas, esmaltes, silicatos de potéssio, fertilizantes, extintores de incéndio; na reducéo da
perda de cétions em solos &cidos e neutros; na sintese farmacéutica (vitaminas e penicilina) e
na industria de alimentos (NOSN, 1999). Também € usado como antiacido e fungicida (Orme
2004, KHCO3; Handbook, 2004). O sulfato de potassio (K,SO,) é freqlientemente incluido
como parte de misturas, ligantes e compostos fertilizantes. Tém um custo de fabricagdo maior
do que o KClI, outro composto largamente utilizado na producdo de fertilizantes potéssicos
(FAO, 1984). Bridger et. al. (1962) confirmaram as excelentes propriedades agrondmicas da
estruvita (MgNH4PO,4-6H,0) como fonte de fésforo, nitrogénio e magnésio, sendo de
aplicacdo direta nas folhas e no solo. Em particular, a K-estruvita (MgKPO,4-6H,0) fornece
potéssio, ao invés do nitrogénio, sendo considerado um “premium quality slow-release
fertiliser” (Liberti, 1989). Entretanto, 0 uso das estruvitas é limitado pelos custos envolvidos
em sua producdo. A presenca destes compostos has cinzas do pedunculo de caju transforma
este residuo agroindustrial em uma promissora fonte ndo perecivel de potéassio, enxofre,
fésforo e magnésio em fertilizantes e na ragdo animal, além das diversas aplicacOes
abrangidas pelo carbonato acido de potéassio.

Este trabalho resultou no artigo publicado em 2007 (Anexo A.3): Ricardo P.
Santos, A.A. X. Santiago , C. A. A. Gadelha, J. B. Cgjazeiras, B. S. Cavada, J. L. Martins,
T. M. Oliveira , G. A. Bezerra , Rinaldo. P. Santos, V. N. Freire. Production and
characterization of the cashew (Anacardium occidentale |.) peduncle bagasse ashes. Journal
of Food Engineering 79 (2007).
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IMOBILIZACAO DE INVERTASE EM CERAMICAS
DE CINZASVOLANTES DE CARVAO MINERAL

6.1 INTRODUCAO

6.1.1 ENZIMAS

O termo enzima € derivado de "en" = dentro e "zima" = levedura. As enzimas sao
moléculas de proteina bastante grandes e complexas formadas dentro das células de todos os
seres vivos, plantas, fungos, bactérias e organismos microscopicos unicelulares, que agem
como catalisadoras em reacGes bioquimicas. Um catalizador € uma substancia que altera a
velocidade da reacdo sem ser consumida nem produzida nela. Esta alteracdo pode ser no
sentido da aceleragdo, no caso dos catalizadores positivos, ou do retardamento, no caso dos
catalizadores negativos ou estabilizadores (Bender, 1964). A generalidade das catalises
biolégicas decorre no sentido da aceleracdo. Uma enzima é tipicamente uma proteina de
dimensBes elevadas que contém um ou mais centros ativos. E nesses centros que ocorrem as
interacbes com as moléculas do substrato. Estes centros ativos tém estruturas compativeis
apenas com certas moléculas com uma relacdo topoldgica semelhante a que existe entre a
chave e a respectiva fechadura. A estrutura enzimética rigida sd se liga a moléculas cuja
forma corresponda exatamente a um encaixe do centro ativo. A enzima e a substancia sobre a
qual vai agir (chamada substrato) formam um composto intermedi&rio que, posteriormente,
sofre um desdobramento, regenerando a enzima (Fig.6.1) (Cornish e Bowden, 1976).

Complexo
enzima/substrato

substrato

Figura 6.1. Acdo catalitica das enzimas.
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Existem trés métodos para nomenclatura enzimética (Fersht, 1985):

Nome Recomendado: Mais curto e utilizado no dia a dia de quem trabalha com enzimas.
Utiliza o sufixo "ase" para caracterizar a enzima. Exs. Urease, Hexoquinase, Peptidase,
etc.
Nome Sistematico: Mais complexo e nos da informacdes precisas sobre a fungdo
metabdlica da enzima. Ex: ATP-Glicose-Fosfo-Transferase
Nome Usual: Consagrados pelo uso; Exs. Tripsina, Pepsina, Ptialina.

As enzimas sdo classificadas segundo os compostos nos quais elas agem:
Lipases: atuam nas gorduras decompondo-as em glicerol e &cidos graxos;
Catalases. decompdem a agua oxigenada;
Amilases: decompdem os amidos em agUcares mais simples;
Proteases. decomp&em as proteinas;
Celulases: decompdem a celulosg;
Pectinases. decompdem a pecting;
Xilanases: decompdem a xilana;
| somerases. catalizam a conversdo da glicose em frutose;
Beta-glucanases. decompdem a beta-glucana; outras.

Invertases: decompdem a sacarose.

6.1.2ENZIMASE BIOTECNOLOGIA

As enzimas, como mediadores de reacOes de sintese e degradacdo, sdo
catalisadores muito mais eficientes que as técnicas de catdlise quimica convencionais, sendo
por isso, atualmente, muito exploradas pela biotecnologia. Sua utilizagdo tem gerado grandes
investimentos, incluindo uma grande diversidade de processos industriais, produtos de
consumo e no campo dos biosensores (Bender et al, 1964; Cornish-Bowden, 1976; Ferst,
1985). Um importante fator determinante da utilizagdo das enzimas em processos
tecnoldgicos € o seu custo. Véarias enzimas que estdo comercialmente disponiveis no mercado
apresentam pregos variando desde muito baixos até extremamente altos. As enzimas sdo
moléculas catalisadoras, usadas como mediadores e ndo como o produto final dos processos
guimicos que participam, ndo sendo gastas diretamente nestes processos. Seu alto custo inicial
deveria ser, entdo, secundario a sua utilizagdo. Porém devido & desnaturacdo, as enzimas
perdem a atividade catalizadora com o tempo. Elas deveriam ser estabilizadas contra a
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desnaturagdo para serem utilizadas de uma maneira eficiente. Quando sf0 usadas em uma
forma sollvel, retém alguma atividade depois da reacdo; entretanto, nesta forma, ndo podem
ser recuperadas para posterior reutilizagd sendo perdidas na forma de residuos. Estes
residuos permanecem como contaminante no produto e sua remocao pode envolver custos de
purificagdo extras. Para eliminar esta perda e aumentar a produtividade devem ser usados

métodos simples e econdmicos que habilitem a separacéo da enzima, do produto da reacéo.

6.1.3IMOBILIZACAO

O modo mais féacil de alcancar isto é separando a enzima e o produto durante a
reacdo, formando um sistema polifésico: uma fase que contém a enzima e a outra fase que
contém o produto. A enzima € “aprisionada’ dentro de sua fase, tornando-se insollvel,
permitindo a reutilizagdo sem contaminacdo do produto. Outras moléculas, inclusive os
reagentes, podem mover-se livremente entre as duas fases. Isto é conhecido como
imobilizagdo e pode ser feita fixando-se a enzima em outro material, conhecido como suporte
de fixagcdo. O termo imobilizacdo n&o significa, necessariamente, que a enzima ndo pode
mover-se livremente dentro de sua fase, embora este seja 0 caso mais freqientemente. Uma
variedade de materiais insollveis pode ser usada para a imobilizac8o, tais como matrizes
polimeras ou materiais inorganicos normalmente inertes (Chaplin e Bucke, 1990). A elevada
eficiéncia apresentada por moléculas bioldgicas na selecéo de reagentes e na especificidade da
interacdo com seus sitios de reacdo tem levado a um crescente interesse na pesquisa de
suportes imobilizados com enzimas (Mansur, 1999).

A imobilizac8o de enzimas acarreta fregiientemente uma despesa adicional e so é
levada a cabo se representa vantagens econbmicas e técnicas em relacdo a sua utilizacdo em
solucdo. O beneficio mais importante é a separacdo facil da enzima dos produtos da reacéo
catalisada, evitando sua contaminacdo, particularmente se a enzima é notoriamente toxica.
Também permite que processos continuos sejam praticaveis, com uma economia consideravel
de enzimas. A imobilizacdo afeta freqlientemente a estabilidade e atividade da enzima, porém,
as varidveis envolvidas no processo de imobilizacdo sdo normalmente controlaveis, fazendo
com que as propriedades cataliticas sejam pouco dteradas (Kennedy e Cabral, 1987; Engasser
e Horvath, 1976).

Existem quatro métodos principais de imobilizagdo de enzimas (Chaplin, 1990;
Martinek et al, 1977; Woodward, 1985): adsorcéo fisica, adsor¢do quimica, confinamento em
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matriz e confinamento em membrana. Na adsorcdo fisica, moléculas de enzimas sdo
imobilizadas no suporte por meio de forcas de atracéo eletrostéticas, a forca de van der Walls

(Fig.6.28), enquanto que na quimica, esta imobilizacdo se da por ligagcbes covalentes

(Fig.6.2b).
:_--E_ gttt =
Molécula/_':__ _i%y é F := " S
de enzima ﬁ++*f""+ :+$;___—" 1 5
-tﬁ‘? : ; .- — _ Suporte solido ou
o X
(@) (b)

Figura 6.2. Imobilizacdo de enzimas em suporte sélido ou poroso. Em (@), imobilizacéo por adsorcéo

fisica (forca de van der Walls); em (b), por adsorcéo quimica (ligacdes covalentes).

No confinamento em matriz, as enzimas sd0 imobilizadas por retencdo em uma
matriz polimera fibrosa (Fig.6.3a), enquanto que no confinamento em membrana, em uma
membrana semipermeavel (Fig.6.3b). A adsorcédo quimica por ligagdes covalentes é o método

mais utilizado em processos industriais.

Matriz polimerafibrosa

Membrana
semipermeavel
£
Enzima — | E £
F
(a) (b)

Figura 6.3. Imobilizacdo de enzimas em matriz e membrana. Em (a), imobilizag&o por confinamento

em matriz; em (b), por confinamento em membrana.

A escolha do método de imobilizacdo e do tipo de suporte dependera,
essencialmente, de dois fatores. a) das caracteristicas peculiares da enzima; b) das condicdes
de uso da enzima imobilizada. Dado a variabilidade desses fatores, pode-se afirmar que néo
existe um método geral e nem um suporte universal. Geralmente as condi¢des de imobilizacdo
para cada enzima so poderdo se estabelecidas empiricamente. O procedimento consiste em se
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imobilizar a enzima em varios suportes por meio de diferentes méodos, avaliando-se, a
seguir, a atividade do sistema imobilizado. Logicamente o binbmio suporte-método mais
adequado serd aquele que propiciar mais atividade apds imobilizacdo (Picher, 1975; Lima,
2001).

Todos os métodos de imobilizagdo de enzimas envolvem um conjunto de técnicas
fisicas e quimicas, descritas por um protocolo desenvolvido paratal fim. Este protocolo inclui
uma série de compostos quimicos que preparam o suporte para que a imobilizacdo se realize.
Por exemplo, os trialcoxysilanes como a y-aminopropyltriethoxysilane permitem que
materiais inertes como vidros sejam imobilizados (Fig.6.4). O Glutaraldeido € outro composto
que pode ser usado para unir enzimas entre si ou a suportes (Fig.6.5). E particularmente (il
para produzir membranas de enzimas imobilizadas, para uso em biosensores e ainda para a
unido de enzimas a proteinas especificas (Chaplin e Bucke, 1990).
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Figura 6.4. Ac&o do y-aminopropyltrioxysilane na imobilizag&o de enzimas.
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Glutaraldeido
HC——
CH4
CH4
CHs
HZ—
Oligoglutaraldeido l
HC —0 HC —0 HC——0
H Hz Hz H | Hz Hz H Hz Hz
—C C C C C=C C C C—C——C—C-—

H.r- Enzima
Enzima
7
HC=—q HC =——MNH HC=—n

H | Ha Ha H Ho Ho H Hs Hs
-C—CH C C C=C o o C—C—C—C—

Hr — Enzima

Figura 6.5. Acdo do Glutaraldeido na imobilizag&o de enzimas.

Uma vez imobilizada, a enzima pode ser utilizada na reacdo de catalise dos
reagentes para a formacdo do produto, sem que ocorra sua perda na forma de residuos
(Fig.6.6).

nzimas imobilizadas

Reagentes

Produtos

Substrato de fixacao

Figura 6.6. Reag&o mediada por suporte imobilizado por enzimas.
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O comportamento cinético de uma enzima imobilizada pode diferir
significativamente daguele quando em solugéo. As propriedades de uma enzima podem ser
modificadas por escolha do protocolo de imobilizagcdo adequado, considerando que 0 mesmo
método pode ter efeitos apreciavel mente diferentes em enzimas diferentes. Estas modificactes
podem ser ocasionadas por alteragdes na conformagdo da enzima devido ao procedimento de
imobilizagcdo ou a presenca e natureza do suporte de fixagdo (Chaplin, 1990; Martinek et al.,
1977).

Na literatura existem inimeros materiais inertes que podem ser usados para
imobilizar enzimas. A natureza fisica desses suportes pode variar, desde materiais geliformes
até superficies solidas (laminas de aco, pérolas de vidro, por ex.), recobertas com alguma
substancia capaz de interagir com aenzima. Os suportes inertes podem ser classificados como
ndo poroso (vidro, silica, aco), microencapsulado (triecetado de celolose), entrelacado
(policrilamida, PV A) e macroporoso (alumina, silica). O primeiro apresenta alta estabilidade
das ligagdes suporte-enzima frente ao pH de utilizagdo do sistema imobilizado; o segundo,
com porosidade em torno de 35 A, estabilidade moderada; o terceiro com porosidade variada,
possui estabilidade baixa e o Ultimo, porosidade entre 200-1000A, apresenta elevada
estabilidade (Illanes, 1994; Lima et al., 2001). Os suportes porosos devem possuir poros com
dimensdes um pouco maiores que a das particulas da enzima a ser imobilizada (Zheng, 2002).

Com o advento da técnica de imobilizacéo foi possivel diversificar as aplicacdes,
podendo-se citar: a adaptacdo de reatores quimicos convencionais a processo enzimaticos
continuos, em eletrodos enzimaticos (Guilbault et a., 1991), dispositivos formados
basicamente de um sensor e da enzima imobilizada; a técnica para diagnostico clinico
chamada enzimaimunoensaio (Porstamnn e Kiessig, 1992), a qual explora a ja conhecida
reacdo antigeno-anticorpo e usando a enzima como marcador; a latenciagdo de farmacos
através do aprisionamento de enzimas em lipossomas e microcdpsulas ou em dispositivos
extracorpéreos. Uma aplicacdo importante que serd destacada neste capitulo € a da hidrélise
(inversdo) da sacarose, muito utilizada na indUstria alimenticia, cosmética e farmacéutica.

6.1.4 ACUCAR INVERTIDO

A sacarose € um dissacarideo, de férmula Ci2H22011, encontrado principalmente
na cana de aclcar e na beterraba. Estruturalmente, a sacarose resulta da unido de uma

molécula de glicose e uma molécula de frutose, com a eliminacdo de uma molécula de agua
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(Fig.6.7) (Nelson e Griffin, 1975; Vitolo e Carreira, 1992; Lehninger, 1994). Produtos feitos a
base deste dissacarideo apresentam o inconveniente da cristalizacdo sobre determinadas
condi¢des (concentracao, temperatura, etc).

] S HDHEIJDHEKEHzDH
HOCH, . H s | |
e C C
~~f{=~H
ll:l:_c.;: OH + HO H I:"fH\‘
OH
~H ) |
S OH OH
frutose glicose
g [CHOH
HOCH, ~_H .~ \Ef
\ f o ] CH,OH
AG—cH R 0.
HO
C
HD’IEHE';H\
| OH
OH
sacarose

Figura 6.7. Reacdo que origina uma molécula de sacarose a partir da frutose e da glicose.

A sacarose pode ser hidrolisada por &cidos diluidos ou pela acdo da enzima
invertase, liberando a glicose e a frutose que existem em sua estrutura. Essa reacdo €
denominada inversdo da sacarose, pois durante a sua realizacdo, o plano da luz polarizada
desvia-se da direita (+66,5°) para a esquerda (-39,6°). O chamado aclcar invertido € uma
mistura de glicose e frutose. O mel, por exemplo, é formado principaimente de aclcar
invertido. Os produtos da hidrélise completa ou parcial da sacarose produzidos pela invertase
(B-fructofuranosidase — E.C.3.2.1.2.6) sdo largamente utilizados na producéo de cremes,
geléias, mel artificial, adocantes, acUcar liquido, etc. devido a0 sua baixa cristalizacdo,
comparado com a sacarose. A invertase, quando imobilizada em suportes apropriados e
utilizada na hidrélise da sacarose, representa vantagens técnicas e econbmicas, ja que evita a
perda da enzima durante o processo, aém da contaminacéo (residuos de enzima) do produto
resultante (agucar invertido) (Vitolo, 1989). A inversdo da sacarose pode ser obtida através da

imobilizagdo dainvertase em suportes insoluveis.
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6.1.5IMOBILIZACAO DA INVERTASE

A imobilizaco da invertase em suportes organicos tais como, palha de milho e
bagaco de cana-de-aglcar tem sido utilizada, porém possui como desvantagens a
possibilidade de liberacéo de particulas do suporte durante o processo de hidrélise. Suportes
inorganicos tém sido utilizados como método de substituicdo, destacando o vidro poroso.
Entretanto, a utilizacdo de compostos ceramicos tem demonstrado ser muito promissor
comparando em qualidade ao vidro, além de ser bastante econdmico. As cinzas resultantes da
gueima de carvéo mineral de termelétricas, além do baixo valor agregado (sdo residuos),
apresentam grande quantidade de fases amorfas (vitreas) de silicatos e aumino silicatos
importantes em processos de imobilizagdo, tornando-se fortes candidatas a material para a
preparacao de suportes ceramicos (Weetall e Havewala, 1972).

6.1.6 CINZAS DE CARVAO MINERAL

O carvao mineral (Fig 6.8a) é originado do processo de eliminacdo do CO,, CHy,
e H,0O (fossilizacdo) da madeira e outros fosseis, hd milhGes de anos. Ocorre em associacao
com uma variedade de minerais inorganicos, entre eles os alumino silicatos (argilas minerais),
carbonatos (calcita — CaCO3 e dolomita - CaMg(COs),), sulfetos (pirita — FeS,), cloritas
((Mg,AlLFe)12(Si, Al)gO20(OH)16), silica (quartzo — SiO,), dentre outros, e uma variedade de
oxidos, como 6xido de Ferro (Fe;Os), Oxido de Aluminio (Al,Os), 6xido de Titanio (TiO,),
oxido de Célcio (Ca0), 6xido de Magnésio (MgO), 6xido de Fosforo (P.Os), 6xido de Sodio
(N&0), 6xido de Potéssio (K20), 6xidos de Enxofre (SO, e SOs). Apresenta ainda elementos
tracos (metais pesados), tais como o Manganés (Mn), Litio (Li), Escandio (Sc), Vanadio (V),
Cromo (Cr), Cobalto (Co), Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Galio (Ga), Estroncio (Sr),
itrio (Y), Zirconio (Zr), Nidbio (Nb), Molibdénio (Mo), Cadmio (Cd), Estanho (Sn),
Antiménio (Sb), Bario (Ba), Lantanio (La), Tungténio (W), Chumbo (Pb) e Arsénio (AS).
Elementos tragos sd0 elementos que ocorrem em sistemas naturais em pequenas
concentragdes e apresentam densidade igual ou acima 5g/cm® (Victor, 1988; Lutgens, 2001;
Skinner et al, 1999).

Quando queimado nas usinas termelétricas, para geracdo de energia, 0 carvao
mineral origina uma grande quantidade de residuos industriais, na forma de escérias, cinzas
de fundo (do inglés, “botton ash”) e cinzas volantes (do inglés, “fly ash”) (Fig.6.8b) Sua
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composicdo estd associada a do carvao de origem e as condicdes em que a combustdo foi
realizada, podendo apresentar novas substancias, a partir de diferentes combinagdes de seus
elementos constituintes, alteracéo de fases ou ainda, manter outros compostos inalterados,
principalmente agueles com altos pontos de fusdo (Smoot e Smith, 1985; Poop, 1988). Por
exemplo, 0 quartzo e o corindon sdo tipicamente encontrados, mesmo apos a combustao,
devido aos seus altos pontos de fusdo e o curto intervalo de tempo que as particulas ficam
submetidas a altas temperaturas. Contudo, 0s minerais argilosos podem entrar em fusdo,
formando alumino silicatos cristalinos e vitreos. Elementos como Fe, Ca e Mg podem
combinar-se com o oxigénio do ar para formar 6xidos, como a magnetita (Fe;O,4), hematita
(F&03), cal (Ca0) e o periclasio (MgO) (Tishmack, 1996). Os vérios minerais que foram
identificados por difracdo de raios-X em cinzas volantes e de fundo, incluiram: quartzo
(SI0y), mulita (AleSiz013), aluminato de tricalcio (CazA1206), melilita (Cax(Mg,Al)(AlSI).0y),
merwinita (CagMg(SiOa)2), C,S (CaSiOs), ferrite spinel (Mg, Fe)(Fe.Al),0,4), magnetita
(FesOy), hematita (Fe;Os), cal (Ca0), anidrida (CaSO,), periclasio ou magnesita (MgO) e
sulfatos alcalinos ((Na,K),S0,4) (Helmuth, 1987; Hemmings e Berry, 1988; McCarthy, 1988;
McCarthy et al, 1993; Stout, et al, 1988; Thompson et al, 1988).

(@) (b)

Figura 6.8. Pedra de carvdo mineral (a) e suas cinzas volantes (b), ap6s a queima em usina

termelérica

As cinzas de carvéo mineral possuem uma quantidade excessiva de enxofre e
ferro que sdo toxicas para as plantas, aém de apresentarem muita resisténcia a
decomposicdes, 0 que acarreta problemas ecoldgicos se forem simplesmente devolvidas ao
meio ambiente (Sartori e Assini, 2001; Kress et al, 1998; Stewart e Konetsky, 1998; Reash et
al, 1988). Devido a questbes ambientais, baixo valor agregado e diversidade em sua
composicdo quimica, tém-se, nos Ultimos anos, buscado aplicacBes para estes residuos. A
reciclagem tem sido feita por intermédio da construcdo civil, usando-os como aditivo na
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fabricacdo de cimento e concreto. Além disto, também se tem pesguisado 0 uso de cinzas
resultantes da queima de carvao para fabricagdo de materiais ceramicos (Karmanski e
Deregowski, 1995; Parras et al, 1996; Queralt, 1997; Wei e Hung, 2001; Santos, 2001; Jung,
2002), tais como: vitroceramicos (Cioffi, 1995; Barbieri et al, 2000; Romero et al, 2001; Park
e Heo, 2002), filtros (Pila e Loeffler, 1996; Jo, 1997; Berbner, 1997; Park et al, 2001; Lime et
al, 2001), refratérios e materiais de construcdo (Hughes, 1996; Wiesbusch e Seyfried, 1997;
Sevelius, 1997). Entretanto, foi questionada a utilizagdo das cinzas de carvdo mineral na
fabricacdo de cer@micas devido a presenca de elementos traco e consequiente radioatividade
natural (Beretka, 1995). E bem conhecido que vérios elementos tracos estdo presentes no
carvao mineral. Uma avaliagéo da concentracdo destes elementos em cinzas foi levada a cabo,
em 1990, por Eary et a (1990). De acordo com estes estudos, agumas cinzas tém altas
concentracfes de As, B, Pb, Ni, Se, V e Zn. ApGs a combustdo do carvao, alguns destes
elementos podem permanecer nas cinzas enquanto outros podem escapar para a atmosfera nos
gases formados durante a combustdo. Porém, estudos de Wyszomirski e Brylska (1996)
demonstraram que as quantidades de radioatividade produzidas pelas cinzas estdo em niveis
perfeitamente seguros no que se refere a salide humana. Também salienta que sua utilizagéo,
na fabricacdo de materiais cerdmicos, representa uma solucéo pré-ecoldgica.

Estatisticas mostram que somente nos Estados Unidos, mais de 80 milhGes de
megagramas de cinzas de carvéo mineral séo produzidas anualmente (Gupta, 1996). Estima-se
gue a quantidade de cinzas geradas pelas termelétricas do sul do Brasil representam
disponibilidade de trés milhdes de megagramas por ano de cinzas originadas da queima de
carvao mineral, compostas de 65 a 85% de cinzas secas ou volantes e 15 a 35% de cinzas
Umidas ou pesadas. Em geral de cada 100 megagramas de carvao mineral consumido pelas
termelétricas sd0 geradas 42 megagramas de cinzas, das quais 70% sd0 extraidas a seco
(cinzas secas ou volantes) e 30% por via Umida (cinzas Umidas ou pesadas). Devido as suas
caracterigticas fisico-quimicas, a cinza seca gerada € vendida a cimenteiras e concreteiras que
as empregam no cimento Portland ou como adi¢Bes minerais ao concreto; ja as cinzas pesadas
ndo alcancam o mesmo mercado constituindo assim um grande problema de ordem ambiental
(Rocha, 1999).
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6.1.7 OBJETIVOS

Neste capitulo, estudou-se o potencial de imobilizagdo de inversase (B-
fructofuranosidase-E.C.3.2.1.2.6) em ceramicas produzidas com as cinzas volantes de carvéo
mineral da Usina Termelétrica Presidente Médici (UTPM), Candiota, Rio Grande do Sul e sua
aplicacdo na hidrdlise da sacarose, tanto em batelada (processos onde, terminada a reagdo, a
enzima imobilizada pode ser separada da mistura final com relativa facilidade) como em
reatores enzimaticos (recipiente ou série de recipientes que executam determinada conversao

desejada através de meios de enziméticos).

6.2 MATERIAISE METODOS

6.2.1 MATERIAIS

Foram utilizadas as cinzas volantes originadas da queima do carvéo mineral da
Usina Termelétrica Presidente Médici (cinzas UTPM), Candiota, Rio grande do Sul, Brasil.
Apresentam 0s seguintes elementos quimicos. Si (27%), Al (11,3%), Fe (3,7%), K (0,64%),
Ti (0,50%), C (0,42%), Ca (0,38%), Na (0,11%), Mg (0,03%), P (0,01%), N (<0.01%), S
(0,006%), Mn (368 mg/kg), Zn (70 mg/kg), Ni (62 mg/kg), Cr (48 mg/kg), B (24 mg/kg), Mo
(<30 mg/kg), Cu (20 mg/kg), Pb (<10 mg/kg), Cd (<3 mg/kg); sendo o mais abundante o
silicio, seguido pelo aluminio. S8 formadas, basicamente, pelas fases cristalinas mulita,
quartzo, anidrita e calcita, possuindo também, em quantidades menores, corindon, hematita e
outros, imersos em uma matriz vitrea cenosférica (fase amorfa). Os compostos de maior
propor¢do em massa dentre as fases cristalinas sdo a mulita e o quartzo. Sua granulometria
média é de 43,98 um, sendo detectados particulas com 0,30 e 400 um. Apresentam densidade
média aparente de 2,50 g/cm®. Em torno de 40 % de sua massa se concentra em um tamanho
de particulado maior ou igual a 63 nm; 51 % entre 63 e 45 Mm; 7 %o entre45e25mMe 2 %
menores que 25 mm. Particulas na forma de cenosferas correspondem a no minimo 60 % da
massa e do volume totais das cinzas. A calcita e a anidrita concentram-se em uma
granulometria menor que 63 nm. A transformacado termogravimétrica significativa ocorre em
torno de 720°C por ocasido da queima da calcita com liberacéo de CO,, (Santos, 2001).

Como agente ligante para preparacéo de ceramicas, foi utilizado glicerinaP.A. da
Sigma Chemical Co.
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Para a imobilizagéo, foi utiliza a invertase de levedura (Saccharomyces cerevisiae
355 U/mg sblida) da Novo Nordisk (Brasil); glutaraldeido e sacarose da Sigma Chemical Co.
e diversos reagentes complementares de grau analitico.

6.2.2 PREPARACAO DASAMOSTRAS

Foram utilizados como suporte para a imobilizagdo de enzimas, pastilhas
ceramicas produzidas com as cinzas UTPM, fornecidas pelo Instituto de Quimica e
Geoquimica (IQG) da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL) e com silica em p6 (SiO,)
fornecida pelo Departamento de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN). As ceramicas foram preparadas no Departamento de Fisica da Universidade Federal
do Ceara (UFC), conforme a metodologia de Santos (2001): preparacéo da massa ceramica
com 5% de glicerina (agente ligante), cinzas UTPM e SiO, nas concetragdes de 0, 20, 40, 60,
80 e 100%; compactacdo uniaxial de acdo simples durante 15s, com as pressoes de 127,38,
254,76 e 318,45 MPa, em prensa hidraulica Sky; e sinterizagcdo na temperatura de 1200°C,
durante 4 horas em forno tipo mufla, com taxa de aquecimento de 50°C/min e de resfriamento
de aproximadamente 1°C/min. Os tipos de suportes preparados e suas caracteristicas estao
indicados na Tabela 6.1. Foram preparadas 10 amostras de cada tipo de suporte ceramica. A
Figura 6.9 mostra a fotografia de uma ceramicatipo 1.

Tabeda 6.1. Identificacdo dos suportes cerdmicos, conforme a pressdo de compactacgdo e composi ¢ao

da massa pré-ceramica.

Tipo Pressdo (MPa) Composicao da massa pré-ceramica
1 127,38 Cinzas UTPM
2 254,76 Cinzas UTPM
3 318,45 Cinzas UTPM
4 127,38 Cinzas UTPM+ 20% de SiO,
5 127,38 Cinzas UTPM + 40% de SiO,
6 127,38 Cinzas UTPM + 60% de SiO,
7 127,38 Cinzas UTPM + 80% de SiO,
8 127,38 100% de SiO,
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Figura 6.9. Suporte cerdmico utilizado para a imobilizac&o (tipo 1). Os suportes apresentam 10mm de
didmetro e espessura variando entre 0,25 a 0,5mm.

6.2.3 SILANIZACAO DAS CERAMICASE IMOBILIZACAO DA INVERTASE

Para cada ceramica (com massa variando entre 0,05 e 0,08g) foi adicionado 2ml
de uma solugcdo de g-aminopropyltriethoxysilane (APTS) a 3% em acetona (v/v) e
posteriormente aguecida a 80°C “overnight”. Apds este periodo os suportes foram lavados
com acetona e &gua degtilada. A seguir, foi adicionado o glutaradeido como agente
bifuncional, o qual ira ligar-se ao suporte e a enzima. Foi utilizado um volume de 2ml a 2,5%
em 0,2 M de tampéo fosfato a pH 7,0, por um periodo de 12h a 4°C. Os suportes foram
posteriormente lavados exaustivamente com agua destilada e tampdo citrato de sodio a pH
5,0. A enzima em uma concentracdo desejada foi adicionada ao suporte por 4h a 4°C. Em
seguida o suporte ja com a enzima imobilizada foi novamente lavado exaustivamente com
agua destilado e solucdo tampéo de citrato de sodio. O processo de sinalizacdo e imobilizacéo
€ esguematizado na Figura 6.10. A Silanizacdo e imobilizaco da invertase foram realizadas
no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).

6.2.4ENSAIO ENZIMATICO

A invertase imobilizada nas ceramicas foi incubada em diferentes concentracoes
de sacarose sob agitacdo constante a pH 5,0, a 50 °C em tampao citrato de sodio a 0,1M por
64min. Os acUcares redutores foram determinados pelo método do é&cido dinitrosalicilico
(DNSA) descrito por Miller (1959). Uma unidade de atividade enzimética é definida como
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sendo a quantidade de enzima suficiente para converter um mol de sacarose/min em pH 5,5 a
50 °C. O ensaio enziméatico foi realizado no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

30 ml de APTS a
3% de acetona

Suporte ceramico
:/

80 °C “overnight

. Lavagem com acetona e
2ml a 25% de dgua destilada
glutaraldeido em 0,2 1

M de tampéo fosfato
1 12h a4°C
Lavagem com &gua destilada

apH7
e tampao citrato de sodio pH
e — 1

e solugdo tampdo citrato de
sodio pH 5,0.

1 4ha4°c
@ Lavagem com &gua destilada

l

Ceramica com invertase
imobilizada.

Figura 6.10. Processo de silanizag&o e imobilizagdo da cer&mica e imobilizagdo da invertase.
6.2.5 HIDROLISE DA SACAROSE

Os experimentos em batelada tanto para a enzima solivel quanto para a
imobilizada foram realizados em tubos de 10ml com 4mL de solugdo a concentracOes
varidveis de sacarose, respectivamente 20, 40, 60 and 80% (w/v), preparadas em tampao
citrato de sodio 0,1 M a pH 5,0 em 50°C. Os experimentos com o reator “up-flow” foram
realizados em colunas de 7,5 cm x 14 mm, contendo a ceramica de material imobilizado
preparado. A solucdo de sacarose (100ml) em uma concentracéo de 60% foi preparada em
tampéo citrato de sddio 0,1M pH 5,0. Os experimentos foram realizados a 52°C com uma
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velocidade de fluxo de 10mL/55 seg e uma pressdo de 40,5 cm of H,O. A hidrdlise da
sacarose foi realizada no Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

6.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

6.3.1 CINETICA DA HIDROLISE DA SACAROSE COM A INVERTASE SOLUVEL
(5,39MG/ML)

Nos experimentos com a enzima soltvel foi utilizada uma concentracdo de 5,39
mg/ml de enzima ou 1913U (cada unidade de enzima hidrolisa 0,0036mg/mL min) em um
volume final de 13mL, ou sgja, cerca de 68,9mg de enzima (24459,5U). Foram utilizadas trés
concentracbes de sacarose preparadas em tampdo citrato de sodio para a manutencéo
constante do pH. As concentragdes foram escolhidas baseadas nos substratos normalmente
encontrados nas indUstrias alimenticias. Nas trés concentragdes estudadas, verificamos
(Fig.6.11) a hidrdlise em torno de 100% nas concentracdes de 400 e 600mg/mL de sacarose
apos 20 minutos de reacles e cerca de 85% para a concentracdo de 800 mg/mL. A néo
conversdo total da sacarose na concentracdo de 800 mg/mL possivelmente se deve a alta
concentracdo de aclicar presente e 0 baixo teor de agua, o0 qual é substrato necessério para a

reagao.
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Figura 6.11. Agdo da enzima invertase solUvel de Saccharomyces cerevisiae.
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6.3.2 CINETICA DA HIDROLISE DA SACAROSE COM A INVERTASE
IMOBILIZADA EM CERAMICA TIPO 1,2,E3

Inicialmente foram realizados todos os experimentos utilizando solucdes de
sacarose de 60% , nas condigdes descritas anteriormente, por um periodo de 64min. Os
resultados (Fig.6.12) demonstraram gque houve uma hidrélise de cerca de 58 e 45% utilizando
as ceramicas tipos 2 e 3, respectivamente. Entretanto com as ceramicas tipo 1 (menor pressao
de compactacao) a atividade foi muito inferior.
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400 = -
3 ) ‘
350 = —m—Tipo 1 -
: —e—Tipo 2 1
— 300k —4—Tipo 3 =
s | P i
S 250 = -
i)
T 200} -
c b o
‘O {
g 150.- /A _.
:%‘ 100 b /O/ -
i |
0P /x/A / -
P — - o
ok .Z'\I/./ -
[ o [ o [ o [ o [ o [ o [

0 10 20 30
Tempo (min)

Figura 6.12. Atividade na inversdo da sacarose (sacarose 600g/l) da invertase imobilizada nas
ceramicas tipo 1, 2 e 3, utilizando tampé&o citrato de sédio (0,1M) a pH 5,0 a 4°C. As ceramicas tipo 1

s80 as com menor pressdo de compactacao.

Com o0 objetivo de determinar a estabilidade do material imobilizado
determinamos a atividade da enzima imobilizada nas ceramicas tipos 2 e 3 a cada 10 dias por
um periodo de 30 dias. Constatou-se que a perda de atividade nos primeiros 20 dias ndo foi
significativa. O sistema enzimético foi armazenado em tamp&o citrato de sddio a pH 5,0 a
4°C.
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6.3.3 DETERMINACAO DO MELHOR SISTEMA INVERTASE IMOBILIZADA
APOS O RE-USO

Foram realizados experimentos de re-uso dos sistemas imobilizados para verificar
a durabilidade do material imobilizado, utilizando a solugéo de sacarose a 60% (600mg/mL),
nas condicbes descritas anteriormente. Verificamos que em todos os experimentos houve
variagdes em termos da reprodutibilidade dos re-usos com todos os suportes ceramicos. Este
comportamento se deve a maneira como 0 experimento foi conduzido, uma vez que por conta
da limitagcdo de material o volume do substrato para cada 26 mg de suporte foi cerca de 3ml,
dai a dificuldade na coleta da amostra. Entretanto, verificamos que para as cerédmicas tipo 3,
com o terceiro re-uso, ainda tinhamos cerca de 90% de conversdo apdés 60 minutos de
experimentagao.

6.34 RE-USO DAS CERAMICAS TIPO 3 SUBMETIDAS A DIFERENTES
CONCENTRACOES DE SACAROSE

Utilizou-se cerdmicas tipo 3 para redizar experimentos com diferentes
concentragbes de sacarose, devido a sua ata eficiéncia na inversdo. Foram realizados
inicialmente trés grupos de experimentos com as mesmas concentragdes utilizadas com a
enzima soltvel. O processo de imobilizagdo seguiu a descricao feita anteriormente, onde uma
solucdo de 5,68mg/mL de proteina ficou em contato com o suporte ceramico. ApGs 0s
processos de lavagem verificamos que a atividade retida foi de 694,9U o que corresponde a
cerca de 1,96mg de proteina. As ceramicas tipo 3, foram incubadas com 3mL de solugdo de
sacarose nas seguintes concentragdes: 40, 60 e 80% a pH 5,0 a 50°C. Em seguida aliquotas
foram retidas em intervalos de tempo e analisadas pelo método do DNSA. Foi observado que
ap6s um periodo de 64min cerca de 81% de inversdo ja havia ocorrido utilizando a solugéo de
60% de sacarose (Figs.6.13 — 6.15).
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Figura 6.13. Efeito do re-uso sobre a atividade da invertase imobilizada em cer@micas tipo 3, para uma
concentracdo de 40% de sacarose.
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Figura 6.14. Efeito do reuso sobre a atividade da invertase imobilizada em cer@micas tipo 3, para uma
concentracdo de 60% de sacarose.
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Figura 6.15. Efeito do re-uso sobre a atividade da invertase imobilizada em cer@micas tipo 1, para uma
concentracdo de 80% de sacarose.

6.3.5 EFEITO DA ATIVIDADE DA INVERTASE IMOBILIZADA EM CERAMICAS
COM DIFERENTES CONTEUDOSDE OXIDO DE SILICIO

Foram realizados testes com diversas concentragdes de invertase (0,1 — 1,6
mg/mL) nas cerdmicas preparadas com a mistura de cinzas UTPM e silica, em diversas
concentragdes (tipos 4, 5, 6, 7 e 8) e com pressdo de compactacdo de 127,38MPa. O objetivo
aqui foi verificar alguma alteragdo nas ceramicas de baixa atividade enzimética, com o
acréscimo de silica. Entretanto, as ceramicas mistas (cinzas + silica) continuaram
apresentando baixa inversdo de sacarose. O contelido de silica ndo interferiu na atividade
enzimética (Figs 6.16 — 6.20).
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Figura 6.16. Efeito da atividade de diferentes concentragdes da invertase imobilizada em ceramicas de
cinzas UTPM com 20% de SIO; (tipo 4).
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Figura 6.17. Efeito da atividade de diferentes concentragdes da invertase imobilizada em cer@mica de
cinzas UTPM com 40% de SIO; (tipo 5).
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Figura 6.18. Efeito da atividade de diferentes concentragdes da invertase imobilizada em cer@mica de
cinzas UTPM com 60 % de SiO, (tipo 6).
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Figura 6.19. Efeito da atividade de diferentes concentragdes da invertase imobilizada em cer@mica de
cinzas UTPM com 80 % de SiO, (tipo 7).
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Figura 6.20. Efeito da atividade de diferentes concentragdes da invertase imobilizada em cer@mica de
cinzas UTPM com 100 % de SiO; (tipo 8).

6.3.6 EFEITO DA ATIVIDADE DA INVERTASE IMOBILIZADA NAS CERAMICAS
TIPO 4 -8 COM DIFERENTES CONTEUDOS DE ENZIMA

Com o objetivo de verificar arelagdo do teor de enzima imobilizada em ceramicas
com conteudos diferentes de silicio, foram realizados alguns experimentos, onde foram
utilizadas cer@micas de teores de silicio que variaram de 20 a 100%, com resultados ja
discutidos anteriormente. Em relagdo aos teores de enzima, esta variou de 0,1 a 1,6 mg/mL
(Figs.6.21 — 6.23). Como controle utilizamos o experimento realizado inicialmente, que foi a
ceramica com teor de silicio abaixo de 20%, mas com o teor de enzima utilizado para a
imobilizagdo de 5,68mg/mL (Fig.6.24).
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Figura 6.21. Efeito da atividade da invertase imobilizada nas cerdmicas tipo 4 — 10 (20 - 100% de

SiO,) com 0,1 mg/ml deinvertase.
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Figura 6.22. Efeito da atividade dainvertase imobilizada nas cerémicastipo 4 — 8 (20 - 100 % de SIO,)

com 0,8 mg/ml deinvertase.
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Figura 6.23. Efeito da atividade da invertase imobilizada nas cerdmicas tipo 4 — 8 (20 - 100% de SiO,)

com 1,6 mg/ml deinvertase.
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Figura 6.24. Efeito da atividade da invertase imobilizada na cerdmica 4 (20% de SiO,) com 5,68mg/ml
deinvertase, apGs 4 usos.
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N&o houve diferenca significativa em relacdo a quantidade de material protéico
disponivel para a imobilizagdo e o contelido do silica presente na cer@mica, havendo uma
estabilidade em torno de 10g/L de inversdo de sacarose. Entretanto, quando comparamos com
5,68 g/L de enzima disponivel verificamos um aumento significativo de atividade. Estes
resultados nos indicam que poderemos aumentar a atividade do material enzimatico quando

aumentamos a quantidade de enzima disponivel.

6.3.7 RELACAO DA ATIVIDADE DA INVERTASE IMOBILIZADA NAS
CERAMICASTIPO 1 (127,32 MPA) COM DIFERENTES CONTEUDOS DE ENZIMA

Com o objetivo de otimizar a quantidade de enzima imobilizada para obter a
maior taxa de inversdo, foi relacionada a quantidade de enzima disponivel paraimobilizacdo e
a atividade enzimética representada pela quantidade de sacarose invertida (Fig.6.25).
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Figura.6.25. Relacdo da atividade da invertase imobilizada com diferentes conteidos de enzima.

As ceramicas preparadas com pressdéo de compactacdo de 318,3 MPa
apresentaram eficiéncia 10 vezes maior na inversao da sacarose do que aquelas compactadas
com 63,66 MPa. A influéncia da pressdo de compactacdo na inversdo da sacarose exige ainda
maiores estudos, entretanto, sabemos que a atividade enzimdtica estd associada a érea
superficial disponivel a imobilizagdo da enzima e que as dimensdes dos poros do suporte

devem ser um pouco maiores que as da enzima a ser imobilizada. Quando aumentamos a
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pressdo de compactacdo, o tamanho dos poros também se reduz. Se esta reducdo fosse
significativa, ceramicas compactadas a 318,3 MPa (amostras 2, 3A e 3B) deveriam imobilizar
uma quantidade menor de enzimas e conseqientemente apresentariam menor eficiéncia
enzimética que as compactadas a 63,66 e 127,32 MPa (1A, 1B, 4 — 10). Entretanto, o que se
observou foi um aumento da atividade enzimatica com o aumento da pressdo de compactacao.
Ou sgja, 0 tamanho de poro ndo teve papel relevante nos experimentos realizados. As
ceramicas compactadas tanto a baixas quanto a altas pressdes apresentaram dimensdes de
poros suficientes para a imobilizacdo. Porém, quando maior a porosidade, menor sera a
densidade aparente, ou seja, menos material por centimetro cubico estara disponivel para a
interacdo enzimética. As cerdmicas com maior pressao de compactacdo ainda apresentaram
90% de atividade enzimatica com o terceiro re-uso, apds 60 min de experimentacao.

O acréscimo de silica, de 20 a 100%, no material cerdmico durante a preparacao
ndo resultou em melhorias significativas na atividade enzimatica das amostras compactadas
na pressao de 127,32 MPa. Ou sgja, a silica utilizada ndo apresentou silanizacdo no protocolo
de imobilizac8o. 1sso é um indicativo de baixa amorfizaco ou alta cristalinidade da silica
usada na preparacdo das ceramicas mistas.

6.4 CONCLUSOES

Foram imobilizadas cerdmicas com a enzima invertase (B-fructofuranosidase —
E.C.3.2.1.2.6) de levedura (Saccharomyces cerevisiae 355 U/mg solida). As ceramicas foram
preparadas com as cinzas de carvdo mineral da Usina Termelétrica Presidente Médici,
Candiota, RS, Brasil, com diferentes pressdes de compactacdo e temperaturastempo de
sinterizagdo, apresentando dimensdes de 10 mm de didmetro e espessura variando entre 0,25 e
0,5 mm. Os resultados se mostraram promissores, sugerindo a utilizagcdo de suportes para
imobilizacdo da invertase em escala industrial, com a construcéo de reatores enzimaticos para
producdo de aclcar invertido. O baixo valor agregado do material utilizado na fabricagdo dos
suportes ceramicos e sua elevada capacidade de imobilizacdo justificam plenamente a
continuidade nas pesguisas com as ceramicas das cinzas de carvao mineral da Usina
Termelétrica Presidente Médici.

Este trabalho contribuiu para a preparacdo do artigo a ser submetido em 2007
(Anexo C.1): Albertini, A. V. P.; Reis, A. L S,; Teles, F. R. R.; Souza, J. C.; Rolim Filho, J.
L.; Martins, D. B. G.; Sdlinas, C. R. M.; Nogueira, V. N.; Santos, R. P.; Gadelha, C. A. A;
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Martins, J. L.; Cavada, B. S.; Lima Filho, J.L. Immobilization of invertase into sinterized coal
fly ashes for hydrolysis of sucrose: stability, properties and application in bioreactors.
Também esté associado a dissertacdo de mestrado de Alessandro Victor Patricio de Albertini
do Curso de Pés-Graduacdo em Bioquimica da UPPE, intitulado “Imobilizacdo de invertase
em cinzas de carvdo sinterizadas para hidrélise de sacarose: propriedades e aplicagdo em
biorreatores’, defendida em 2006; e ao pedido de patente “Suporte ceramico para
imobilizagdo de invertase”.
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CARACTERIZACAO DE CONCHAS DE MEXILHAO PERNA
PERNA TRATADASTERMICAMENTE

7.1 INTRODUCAO

7.1.1 MOLUSCOS

Moluscos, da palavra latina mollis — mole, € aplicado a um grande grupo de
animais cujos representantes possuem corpo mole, invertebrados, simetria bilateral. Formam o
segundo maior grupo de animais em numero de espécies, sendo superados apenas pelos
artropodes. Apresentam uma disparidade morfolédgica sem comparacdo dentre os demais filos
de animais, reunindo os familiares caracéis (reptantes), ostras e mariscos (sésseis) e lulas e
polvos (livre-nadantes), assim como formas pouco conhecidas, como os quitons, conchas
dente-de-elefante (Scaphopoda) e espécies vermiformes (Caudofoveata e Solenogastres).
Geralmente possuem conchas calcareas duras que protegem seus corpos, embora algumas
espécies, como lesmas e polvos, ndo a possuam. Compreendem caramujos, lesmas, buzios,
odras, mexilhdes, lulas e outros menos conhecidos. S&o predominantemente marinhos,
embora existam espécies de agua doce e terrestre, podendo ter vida livre, viver fixos ou
enterrados. Podem apresentar poucos centimetros de comprimento ou atingir grandes
dimensBes, como a lula gigante de &guas profundas de 15 metros de comprimento. Muitos sdo
usados na alimentacdo humana, sendo algumas espécies de ostras utilizadas na producdo de
pérolas. Os moluscos planorbideos (Biomphalaria glabrata) tém importancia médica, pois
servem de hospedeiros intermediarios para as larvas do verme causador da esguistossomose
(Marcondes, 1994; Purges et al., 2002).

O corpo é revestido por um epitélio simples, ciliado e com glandulas mucosas. O
sistema digestivo é completo. A excegdo dos bivalves (ostras, mexilhdes e outros), todos
possuem rédula, uma estrutura dotada de dentes quitinosos com funco de ralar o alimento. O
sistema respiratorio € aberto ou lacunar, havendo um coracdo dorsal. A respiracdo pode ser
cutanea, branquial ou pulmonar. A excrecdo € feita por nefridios. O sistema nervoso é
centralizado. Ha estruturas sensoriais tactels, visuais, receptores quimicos e de equilibrio. A
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reproducdo € exclusivamente sexuada, podendo haver espécies hermafroditas. A fecundacéo é
externa ou interna e o desenvolvimento é direto ou indireto (Marcondes, 1994; Purges et al.,
2002).

O filo Mollusca (moluscos) inclui cerca de 100 mil espécies viventes, sendo
conhecidas cerca de 35 mil espécies fésseis. Compreende seis classes principais (Marcondes,
1994; Purges et a., 2002):

M onoplacophora (M onoplacoforados): eram os moluscos mais abundantes durante o
periodo Cambriano, mas hoje existem apenas algumas espécies. Diferentemente de todos o0s
outros moluscos atuais, os monoplacoforados existentes possuem um grande nimero de
brénquias, misculos e estruturas excretoras que se repetem ao longo do corpo.

Polyplacophora (Quitons): S& moluscos pouco conhecidos, marinhos, encontrados no
fundo do mar. Possuem muiltiplas brénquias e conchas segmentadas (oito placas calcérias
sobrepostas como telhas), mas as outras partes do corpo ndo sdo segmentadas. S&o todos
marinhos (Fig.7.1)

Quiton

ij*xr
r«fji‘ }TEI

placas

cinturdo

Figura 7.1. Tonicella lineata, um Quiton.

Scaphopoda (Escafépodes): Possuem concha tubular e recurvada, semelhante a um grande
canino, medindo cerca de 6 cm e aberta em uma de suas extremidades. Possuem finos
tentaculos que rodeiam a sua boca. Vivem freqlientemente enterrados na areia das &guas rasas,
mas também podem ser encontrados em profundidades de até 4500 metros (Fig.7.2).

Figura 7.2. Dentalium sp , um Escafépode.
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Gastropoda (Gastrépodes): Do latim gastro = barriga e podos = pé. S8 0s caramujos,
lesmas, etc. Divisdo do corpo nitida em cabeca, pé (6rgdo musculoso) e massa visceral
coberta por uma concha (na maioria das espécies). Pé em forma de palmilha. Alguns sdo
marinhos, outros de &gua doce e outrosterrestres (Fig.7.3).

YY" o 1 X e
Figura 7.3. Caracol de jardim, um Gastrépode.

Cephalopoda (Cefalépodes): De cephalo = cabeca e podos = pé. Sdo as lulas (que possuem
10 tentaculos) e polvos (que possuem 8 tentaculos). O corpo possui massa visceral coberta
pelo manto (tipo de saco pendente da cabeca), cabeca, e pés em forma de tentaculos que ficam
ligados diretamente a cabeca. Nao ha concha externa, mas as lulas podem possuir uma concha
interna e reduzida (as chamadas penas). As lulas podem usar seu siféo para se deslocar por
jato-propulséo (Fig.7.4).

Figura 7.4. Polvo (Octopus vulgaris), um Cefal épode.

Bivalvia (Bivalves): Os bivalves sd um grupo extremamente bem sucedido e diversificado.
S80 animais exclusivamente agquéticos, mas podem ocorrer em ambientes de salinidade
diversa como &gua salgada, doce ou salobra. A maioria das espécies vive junto ao fundo.

Alguns bivalves sd0 organismos sesseis que se fixam ao substrato araves do bisso, uma
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segregacao fibrosa, enquanto que outras espécies vivem enterradas nos fundos arenosos. As
espécies que vivem soltas podem deslocar-se através de propulsdo conseguida por expulsdo
de &gua sob pressdo. Estes organismos caracterizam-se pela presenca de uma concha
carbonatada formada por duas valvas. O grupo surgiu no Cambrico e é atualmente muito
diversificado, com cerca de 15000 espécies. A separacdo das diferentes sub-classes faz-se
pelo tipo e estrutura das guelras nos organismos Vivos, e pelas caracteristicas das valvas nos
bivalves fosseis. Os mexilhdes, mariscos e ostras sdo exemplos populares de bivalves que
servem como alimento ao Homem (Fig.7.5). As ostras séo também a origem das pérolas.

Figura 7.5. Marisco com as conchas abertas, um Bivalve.

7.1.2 A CONCHA DOSBIVALVES

A concha dos hivalves é em primeira andlise semelhante a dos braquidpodes, uma
vez que é congituida por duas valvas. A principal diferenca reside no fato de, nos
bragquidpodes, as duas valvas serem desiguais (inequivalves), mas simétricas em relacdo a um
plano médio imaginario. Pelo contrério, nos bivalves, as valvas sdo iguais, mas inequilaterais,
estando o plano de simetria paralelo a charneira. As duas valvas sd0 unidas por ligamentos e
musculos aductores. O ligamento, composto pelo resilio e tensilio, controla a abertura das
valvas que se da quando esta estrutura esta em repouso. O bivalve fecha a concha através da
contracdo dos musculos adutores, que podem ser um ou dois, conforme a espécie. A
geometria e distribuicdo das cicatrizes dos masculos adutores no interior da valva € um
critério importante na classificagdo dos bivalves atuais e fosseis. A zona mais antiga da valva
€ 0 umbo, uma saliéncia localizada na zona antero-dorsal de cada valva, em torno da qual se
dispbem linhas de crescimento radiais. As valvas unem-se pela charneira, através de um
conjunto de dentes cardinais €/ou laterais, que sdo expansdes carbonatadas, e respectivas
fossetas, onde encaixam na valva oposta. O manto caracteristico dos moluscos esta nos
bivalves, totalmente confinado e fixo a concha. A linha paleal das valvas soltas mostra o
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limite de extensdo do corpo mole do organismo. A face externa da valva pode ou ndo ser
ornamentada para além das linhas de crescimento. A concha pode também apresentar vérias
cores (Figs.7.6 e 7.7).

Ligamento Ll

Dentes
Denites o lossetas

cardinais
laberans

Charneira

Chcatriz do
i v el uci i :
muscu o sdwctor Cicatriz do
AR TIO
posierion miscubo aductor

_'_"_'__,_,-/"-’ anterior

Linha paleal

sendo paleal

Figura 7.6. Vista interna da concha de um bivalve.

: LUmbi
Ligamento

Mana de

Linhas de sumetiria

CResc .]Ifl enlo

Figura 7.7. Vista externa da concha de um bivalve.

A estrutura e mineralogia das conchas dos moluscos bivalves e gastrépodes tém
sido exaustivamente estudadas (Taylor et a., 1968; Multivel, 1977; 1978). Estas conchas sdo
materiais bem estruturados, formados por cristais de calcita e aragonita (polimorfos do
CaCOg3) “colados’ por uma matriz organica (Feng et al., 2000; Warren et al., 1993). A fase
mineral representa cerca de 99% da massa da concha (Mann et al., 1993; Marsh et al., 1980).
O lado externo da concha, o periostracum, é formado principalmente por proteinas
esclerotizadas. O lado interno é dividido em duas regides. uma, em contato com periostracum,

composta de colunas prisméticas de calcita (regido prismatica) e outra, entre a regido
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prismética e 0 organismo, chamada de nacar ou regido perolada. O nécar é formado por placas
poligonais de aragonita organizados em camadas entre 400 e 500 nm de altura, separadas por
filmes finos de 20 a 30 nm de um adesivo orgéanico, que também forma a camada mais
externa da superficie perolada (Nakara et al., 1983; Weiss et al., 2000) (Fig. 7.8). Esta cola
organica, que esta presente em pequena quantidade (em torno de 1%), é composta por
proteinas, glicoproteinas e quitina (Katti et al., 2005; Zentz et al., 2001; Weiss et a., 2002).
Ela tem uma importante funcdo no controle espacial e temporal da nucleacéo e crescimento da
aragonita (biomineralizagdo). A espessura do nécar e da camada prismatica (e consequente
concentracdo de aragonita e calcita) pode variar com a espécie (Watabe et al., 1976; Addadi
and Weiner, 1985; Mann et al., 1992; Liu et al., 1992; Berman et al., 1993; Albeck et al.,

1993).
Em diregdo ao corpo do organismo
A
- N
“Cola’ organica
\L | | 1 ]
|1 | | | | | | ;
L T 1 T | | r 1 1 Nacar
1 1 1 | |
L | | 1 1
1 |
Placas de
aragonita Regi&o prismética
Colunas de calcita
Em direcdo ao periostracum (lado externo)
(a) (b)

Figura 7.8. Representacdo esquemética da estrutura tipica da concha de um bivalve. Em (a), vista

tridimensional; e em (b), o corte transversal (vista de perfil). Os elementos do esgquema ndo estdo em

propor¢ao.

Microscopias eletronicas de transmisséo (TEM) e varredura (SEM) e,
recentemente, a microscopia eletronica de forga atbmica (AFM) tém sido usadas para fazer
observacdes diretas da superficie do nécar (Bining et a., 1986; Rugar et a., 1990; Schaffer et
al., 1997; Song et al., 2002). O AFM tem a vantagem de ser uma técnica ndo destrutiva,
importante na analise de materiais organicos (Song et al., 2003). Imagens de AFM em alta
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resolucéo da superficie perolada do caracol marinho Haliotis laevigata revelaram padrdes de
moléculas globulares fortemente compactadas (Blank et al., 2003). AFM equipado com
indentador ultrafino também tem sido usado no estudo das propriedades mecénicas de
nanocompostos (Oliver et al., 1992; Li et al., 2004). Medidas do modulo de elasticidade
(modulo de Yung) dos constituintes do nécar resultou em valores entre 20 MPa (camada
organica) e 100 GPa (camada inorganica) (Katti et al., 2001).

7.1.3 APLICACOES TECNOLOGICAS DAS CONCHAS

A biomimética é uma nova ciéncia que estuda os modelos da natureza e depois 0s
imita ou inspira-se neles ou em seus processos para resolver os problemas humanos. Afinal de
contas, apos 3,8 bilhdes de anos de evolucdo, a antureza aprendeu: o que funciona, o que é
apropriado e o que dura. Diversos pesquisadores tém se inspirado na natureza para projetar
novos materiais. Na revolucdo provocada pela biomimética, eles estdo desvendando os
segredos de materiais naturais e aplicando-os como auxiliar na producdo de substancias feitas
pelo homem que sdo mais fortes, resistentes e viéveis comercialmente do que 0os materiais
convencionais;, aém de serem facilmente assimilados pelo ambiente (biodegradaveis)
(Sarikaya et al., 1995). Por exemplo, a estrutura das conchas em geral € 30 vezes mais
resistente do que o carbonato de calcio produzido em laboratério e 300 vezes mais forte do
gue o Oxido de calcio utilizado no giz comum. Estudos prévios mostraram que 0s principais
mecanismos de fortalecimento da concha sdo governados por sua micro-arquitetura sem igual
(Jackson et al., 1988; Wang et al., 1995). Muitos moluscos bivalves produzem uma concha
t80 resistente que até mesmo um caminhdo pode passar por cima dela, sem quebré-la

Além de suas interessantes propriedades mecanicas, o nacar tem sido utilizado
como um material natural para a reposicdo de 0ss0s e na regeneracdo de defeitos
mandibulares (Atlan et al., 1997; Delattre et a., 1997). O nécar € um material biocompativel
com propriedades osteogénicas e osteoinditivas que pode iniciar a formagdo dssea por
osteoplastos humanos in vitro (Silve et al., 1992; Lopez et al., 1992; Lopez et al., 1995). Ele
tem também sido implantado na coluna de ratos (Liao et a., 1997). Este € um fendbmeno
completamente novo. Bobbio relatou que os indios maias de Honduras usaram conchas para
implante dental ha 2000 anos atrés (Bobhio, 1972). Recentes estudos mostram que a adicéo de
conchas de ostras aquecidas na dieta de pacientes idosos (65-96 anos) parece proporcionar um
aumento na densidade da parte mineral do osso da espinha lombar (Fugita et al., 1996).

Diversos materiais tém sido usados em ortopedia e cirurgias maxilofaciais desde a
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década passada (Nizard et al., 1996; Sedel e Rey, 1997). Muitos destes sdo metalicos,
entretanto, tem crescido o uso de polimeros, cerdmicos e compostos baseados em carbono
(Sedel e Rey, 1997). Existem poucos materiais de origem bioldgica, utilizados para este fim.
Dentre eles, incluem-se 0s corais, uma ceramica porosa natura e o nécar, a regido madrepérola
da concha. A principal estrutura cristalina em ambas as estruturas € a aragonita (Guillemin et
al., 1981; Guillemin et al., 1989; Patar et al., 1990; Irigaray et al., 1996; Fricain et al., 1997).
Existe uma consideravel necessidade do entendimento de como o nacar pode estar
ativamente envolvido na regeneracdo de tecidos duros tanto em 6sseos como em outras
aplicacBes. Sendo assim, o primeiro passo € o estudo de suas propriedades fisico-quimicas.

7.1.4 COMPORTAMENTO TERMICO DA CONCHA

O estudo do comportamento térmico da concha € importante para a compreensao
das interagdes entre as fases organicas e inorganicas e ainda, devido ao seu uso em implantes,
para sua esterilizacdo através de processos térmicos. Andlises de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e difracéo de raios-X (XRD) realizadas
por Balmain et al. (1999) em poOs de nacar tratados termicamente de conchas da ostra
Pinctada maxima, mostraram que a matriz organica permanece termicamente estavel até
300°C; sofre alteragdes detectaveis entre 300 e 500°C (degradacdo de grupos amido e
presenca de bandas devido a grupos amino); e é decomposta em aproximadamente 600°C
(com o desaparecimento de ligagdes C-H). Os difratogramas da matriz mineral mostraram
transformagdes da aragonite para a calcita entre 300 e 400°C, e da calcita para CaO entre 500
e 600°C (peguena ou nenhuma quantidade de calcitafoi detectada em 600°C).

7.1.5MEXILHOES

Mexilh&o é a denominagdo de varias espécies de bivalves com elevados valores
nutricionais, pertencentes a familia Mytilidae, utilizados na alimentagdo humana. As espécies
desta familia de maior importancia comercial pertencem aos seguintes géneros:

Mytilus: presente em todos 0s oceanos;

Perna: tropical, presente nos oceanos Atlantico (costa da América do Sul e Africa) e
indico (Africa, Asia e Oceania), além do Mar Mediterraneo (costa africana);

Choromytilus: sub-tropical, presente nos oceanos Pacifico (costa do Chile) e Indico
(Africado Sul e Oceania);
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Aulacomya: distribuicéo semelhante ao Choromytilus;

Mytella: tropical de éguas salobras, presente nas Américas do Sul e Central;

Crenomytilus. de clima temperado, com distribuicdo limitada ao Mar Negro e Mar
Baltico;

Semimytilus: tropical, restrito a costa do Pacifico, desde a VVenezuela até o Peru;
Perumytilus. possui a mesmadistribuicao de Semimytilus.

Os mexilhdes de maior interesse econdmico no Brasil s o Mytilus edulis
platensis (Rio Grande do Sul), Mytella guyanensis e Mytella falcata (Amapa até Santa
Catarind) e Perna perna (entre Rio de Janeiro e Santa Catarina). (Klappenbach, 1965; Carmo
et al., 1984; 1988; Henrriques, 2004).

O estado de Santa Catarina, no sul do Brasil, € o maior produtor nacional de
mexilh&o Perna perna. Seu uso € restrito ao consumo humano, sendo suas conchas (Fig.7.9),
formadora de uma grande quantidade de residuos. Estes residuos geram um grande problema
ambiental para quais solugdes sdo necessarias. Entretanto, a busca por aplicacfes tecnoldgicas
de qualquer material envolve 0 estudo e sua estrutura e composi¢ao.

Ferna Pemé

Figura 7.9. Conchas de mexilh&o Perna perna.

7.1.6 OBJETIVOS
No contexto do estudo das propriedades fisico-quimicas das conchas, aliado ao

fato de que 0 nacar esta sendo usado na substituicéo e regeneracdo 6ssea (0 que necessita, em
geral, tratamento térmico para a sua esterilizacdo), foram utilizadas as técnicas de difracéo de
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raios-X (XRD), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR),
microscopia 6tica e de forca atdmica (AFM) para caracterizar as transformacfes térmicas nas
conchas do mexilhdo Perna perna. Objetiva-se assim, caracterizar este residuo para 0 uso

como material biocompativel.

7.2 MATERIAISE METODOS

7.2.1 PREPARACAO DASAMOSTRAS

Espécimes adultos de mexilhdes Perna perna foram coletados no estado de Santa
Catarina. As cascas de mexilhdo foram lavadas em agua corrente, limpas para retirada de
cracas € outros organismos macroscopicos fixados, e secas a temperatura de
aproximadamente 35° C sob ventilagdo. De algumas conchas, foram cortadas amostras
guadradas de 4 e 2 mm da regido central da concha, por meio de serra circular. Parte das
conchas e das amostras quadradas foram tratadas termicamente em forno tipo mufla, em
atmosfera de ar nas temperaturas 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 700 e
800°C (+5'C) durante 2 horas (grupo tratado). A taxa de aguecimento foi de 50°C/min e a de
resfriamento de aproximadamente 1'C/min. O restante ndo sofreu qualquer tipo de tratamento
(grupo ndo tratado). Algumas conchas dos grupos tratados e ndo tratados também foram
transformadas em pd, por meio de maceracdo com pistilo em cadinho de porcelana. As
amostras foram preparadas no Centro de Ciéncias Tecnolégicas da Terra e do Mar da
Universidade do Vae do Itgjai, Santa Catarinae no LCTM-UFC.

7.2.2 ANALISE MINERALOGICA POR XRD

Os padrdes de difracéo de raios-X (XRD), para a analise mineraldgica do p6 das
conchas in natura e tratadas nas temperaturas de 350, 450, 600, 700 e 800°C foram obtidos na
temperatura ambiente (300K) em difratdmetro de p6 Philips, modelo X'Pert PRO, no
Laboratério de Raios-X do Departamento de Fisica da UFC. Usou-se a geometria Bragg-
Bretando com radiacdo Cu-ka. O tubo foi operado com 40KV e 40mA. Os dados de difracéo
foram coletados em um intervalo de varredura de 10° < 20 < 80° com passos de 0,02° e tempo
de integracdo de 1s por ponto. Foi utilizado o programa X Pert HigthScore para identificacéo

de fases cristalinas e 0 método de Rietveld, através do programa Rietica — versdo 1.7.7 (C.J.
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Howard and B.A. Hunter, 1997 - Lucas Heights Research Laboratories), para o refinamento

do difratograma e consequiente andlise quantitativa.

7.2.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR)

Foi realizada a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) de amostras de conchas in natura e tratadas nas temperaturas de 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700 e 800°C. Para cada tratamento, inclusive in natura, foi realizado o procedimento
a seguir. Um gral de pistilo de &gata foram umedecidos e limpos com auxilio de papel
absorvente umedecido em acetona. No gral foram triturados 1 mg de amostras de mexilhéo
previamente dessecadas e adicionado 100 mg de brometo de potéassio (KBr) seco e finamente
pulverizado. O triturado (p6) foi espalhado uniformemente no molde da pastilha e
comprimida em prensa uniaxial a uma pressdo de 800 MPa, por 1,5 a 2 minutos. A pastilha
foi colocada numa célula, cobertacom o ima. A pastilha foi entdo introduzida no equipamento
previamente calibrado e zerado com KBr e procedidas as |eituras na resolucéo de 4 cm™, de
400 a 4000 cm™* com 64 varreduras. As medidas foram realizadas em Espectrofotdmetro da
IV BOMEN Hartmann & Braun - MB Series com método referénciaa PHARMACOPEIA 24
ed. (1999), no Centro de Ciéncias Tecnologicas da Terra e do Mar da Universidade do Vale
do Itgjai, Santa Catarina.

7.2.4 MEDIDAS DE MICRODUREZA

Foram feitas medidas de microdureza Vikers sobre a superficie do nécar em
amostras de conchas in natura e tratada nas temperaturas de 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550°C. As medidas foram realizadas sobre o centro de 10 amostras dos cortes
guadrados de 4 mm de 10 conchas (uma amostra/concha) para cada tratamento (in natura e
nas diferentes temperaturas), totalizando 10 medidas por tratamento. Foi utilizado um
microdurdmetro Shimadzu Micro Hardness Test gjustado para uma carga de 490,3 mN
durante 15 s, no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais (LACAM) da UFC.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

7. Caracterizacdo de conchas de mexilh&o Perna perna tratadas termicamente 170

7.2.5 ANALISE POR MICROSCOPIA OTICA DE CAMPO CLARO

I magens de microscopia 6tica de campo claro com luz refletida foram realizadas
sobre a superficie do nécar de amostras dos cortes quadrados de 4 mm de conchas in natura e
tratadas nas temperaturas de 100, 200, 300, 350, 400, 450, 500 e 600C, em diferentes
aumentos. Também foi realizada microscopia 6tica de campo claro com luz refletida na regido
lateral (secdo transversal) de amostras dos cortes quadrados de 2 mm de conchas in natura.
Foi utilizado um microscopio 6tico metalografico Nikon Elipse LV 100D equipado com
camera digital, no LCTM-UFC e uma lupa Nikon FMZ800 equipada com camera digital, no
BioMol-Lab da UFC.

7.2.6 ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

Para a obtencdo de imagens topogréficas da superficie do nécar in natura e
tratados nas temperaturas de 100, 200, 300, 350, 400, 450, 500 e 600°C, foram utilizadas
amostras dos cortes quadrados de 2 mm de conchas. Estas amostras foram fixadas com o
nécar voltado para cima, sobre discos de ago cobertos com fita adesiva dupla face (Fig.
7.10a). Foram realizadas varredurasde 5 x 5 e 1 x 1 um, em regides centrais das amostras.

Para a obtencdo de imagens topograficas de secdes transversais do nécar e da
camada prisméarica, foram utilizadas amostras dos cortes quadrados de 2 mm das conchas in
natura. Estas amostras foram fixadas lateralmente, por meio de adesivo epdxi, em suportes
metélicos presos a discos de aco cobertos com fita adesiva dupla face de modo que a
superficie do nécar permanecesse perpendicular ao disco de aco. O sentido de varredura de
AFM foi da extremidade interna (nécar) a externa (camada prismética) da concha, em direcao
ao periostracum. (Fig. 7.10b). Foram realizadas varreduras de 45 x 45 e 20 x 20 um.
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Superficie do nacar

Disco de aco
(porta amostras AFM)

Haste

Sonda

Periostracum

(@)

Sentido da varredura

p—

Provavel regido de

Provavel regido  nacar /Haste
prismatica |
Sonda
Periostracum
Disco de aco

(porta amostras AFM)

(b)

Figura 7.10. Experimentos com AFM. Analise da superficie do nacar de conchas in natura e tratadas

termicamente (a) e analise do corte transversal do nacar e da camada prismatica (b). Os dementos
mostrados na figura ndo estdo em proporcao.
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As amostras tiveram suas superficies tratadas com jatos de N, (99.999% de
pureza) paraaremocdo de particulas livres e poeira. As amostras foram analisadas em ar, com
um Nanoscope Illa (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, U.S.A.) no modo de contato e
com velocidade de varredura em torno de 0.700Hz. Foram utilizadas hastes de constante
eladstica média igual a 0.15 N/m, com sondas de SizN4 de raio médio de 15 nm (Digital
Instruments). Os controles de varredura foram apropriadamente ajustados (forca de contato
adeguada e elevados ganhos) para evitar artefatos provocados pela sonda durante a varredura.
Para as visualizagbes em duas e trés dimensdes e captura dos dados de altura (imagem), foi

utilizado o software Nanoscope versdo 5.12 r3 da Digital I nstruments.
7.2.7 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi baseada em estatistica descritiva (tendéncia
central e dispersdo), teste de Shapiro-Wilk (para determinar se uma amostra aleatoria segue
ou ndo uma distribuicdo normal) e teste de hipétese (para verificar a existéncia ou ndo de
diferencas significativas entre grupos amostrais) (Lindman, 1974; Lehman, 1975;
Mendenhall, 1990). O nivel de significancia usado foi de 5%. Todo o tratamento estatistico
foi realizado usando os softwares Excel 2002 e Origin 7.0.

7.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

7.3.1 ANALISE MINERALOGICA POR XRD

A Figuras 7.11-7.16 apresentam uma sequéncia de difratogramas de raios-X para
0s pos da concha in natura e tratada nas temperaturas de 350, 450, 600, 700 e 800C,
mostrando o efeito do aquecimento em sua composicao cristalogréfica. O padréo de difracéo
de raios-X do p6 da concha de Perna perna in natura (Fig. 7.11) apresentou as linhas de
difracdo caracteristicas da aragonita (JSPDS 41-1475) e da calcita (JSPDS 86-2334), dois
polimorfos do CaCQOs, na proporcéo de aproximadamente 90% de aragonita e 10% de calcita.
Os residuos Rwp, Rexp € 0 grau de qualidade do refinamento (x?) foram respectivamente
iguais a 6,55, 5,00 e 1,71. Este resultado indicou que a estrutura em forma de placas, formada
por aragonita (nécar), predomina significativamente sobre a prismética, formada por calcita.
Ja o padrdo de difracio do pd tratado a 350°C (Fig.7.12), indicou a presenca de aragonita e
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calcita nas proporgdes de 81 e 19% (Rwp- 6,43 Rexp = 4,73 e y° = 1,85), representada por um
pegueno aumento de intensidade nos picos da calcita e consequiente reducéo dos de aragonita.
Este € um indicativo das transformagdes de aragonita para calcita com o tratamento térmico.
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Figura 7.11. Padr&o de difrag@o para o p6 da concha de mexilhdo Perna perna in natura, indicando a

presenca de aragonita (A) e calcita (C).
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Figura 7.12. Padréo de difrago para o pd da concha de mexilhdo Perna perna tratada a temperatura de

350°C, indicando a presenca de aragonita (A) e calcita (C).
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Entretanto, em 450°C, o padréo de difracdo (Fig.7.13) indicou somente a presenca
de calcita, originada da transformagdo completa aragonita-calcita nesta temperatura (Rwe =
8,06. Rexp = 6,40 e y* = 1,60). Padro de difracéo semelhante foi encontrado para as conchas
tratadas a 600°C (Fig.7.14), indicando a mesma composico cristalogréfica (Rwe = 7,05, Rexp
=530ey*=1,78).
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Figura 7.13. Padréo de difrag&o para o pd da concha de mexilhdo Perna perna tratada a temperatura de

450°C, indicando somente a presenca de calcita (C).
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Figura 7.14. Padréo de difragéo para o pd da concha de mexilhdo Perna perna tratada a temperatura de

600°C, indicando somente a presenca de calcita (C).
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O padréo de difracdo de raios-X do pé da concha tratada a 700°'C (Fig. 7.15)
apresentou as linhas de difracdo caracteristicas da calcita e do hidroxido de célcio - Ca(OH),
(JSPDS 81-2040), na proporcao de aproximadamente 53% de calcita e 47% de Ca(OH), (Rwp
_4,86. Rexp = 3,80 ey = 1,65)
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Figura 7.15. Padrdo de difracdo para o p6 da concha de mexilhdo Perna perna tratada a temperatura de
700°C, indicando a presenca de calcita (C) e hidréxido de célcio (HC).

O hidréxido de calcio se formou durante o resfriamento a partir da hidratagdo do
Oxido de célcio (Ca0) originado da decomposicdo térmica da calcita, conforme a segiiéncia

de reacoes.

CaCOs X Ca0 + CO, t(decomposicao térmica da calcita)
Ca0 + H,O — Ca(OH); (hidratacéo do Ca0)

Em 800°C, o padrdo de difracdo (Fig.7.16) indicou a presenca Ca(OH), (98%)
originada da transformacdo praticamente completa da calcita em Oxido de célcio em
temperaturas acima de 700°C. Ainda é detectada alguma calcita residual (2%) (Rwe = 5,56.
Rexp = 7,00 e % = 1,61).
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Figura 7.16. Padréo de difragéo para o pd da concha de mexilhdo Perna perna tratada a temperatura de

800'C, indicando somente a presenca de hidroxido de célcio (HC).

7.3.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-IR)

Os espectros de FT-IR para conchas in natura e tratadas termicamente em 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800°C sdo mostrados na Figura 7.17. Verificou-se a presenca
de inimeras bandas entre 4000 e 400 cm™. Nas conchas in natura foi possivel observar a
presenca de modos vibracionais internos dos fons carbonatos (COs?), va: 713, 700; v2: 864;
v1: 1090 eva: 1490 cm™. A banda registrada 1792 cm™ pode também ser atribuida aos grupos
C=0 dos ions carbonato. A divisdo de v, € caracteristica da estrutura aragonitica. A regido
entre 3000 e 3500 cm™ corresponde aos modos de estiramento dos grupos OH e NH dos
compostos da matriz organica, enquanto que a regido entre 2800 e 3000 cm™* aos modos de
estiramento C-H. A banda 1656 cm™ pode ser associada aos grupos amida | (ligagdo C-O)
e/ou amida Il (ligacdo C-N) da matriz organica protéica. Outras areas de absor¢cdo podem ser
atribuidas a matriz organica. Estas bandas estdo no intervalo entre 2520 e 2650 cm™, estando
associadas aos grupos OH de &cidos carboxilicos.

Com relagdo a composicdo mineral, os espectros FT-IR das conchas tratadas
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termicamente entre 100 e 300C ndo apresentaram alteragBes significativas quando
comparados com a concha in natura. Entretando, modificagfes foram observadas entre 400 e
800C. A reducdo de vs (1490 cm™) e 1792 cm™, a quase auséncia de v; (1090 cm™), o
deslocamento da banda v, de 864 para 880 cm™e a degenerescéncia das bandas de v4 (para
713 cm™) em 400°C indicaram a predominancia da fase calcita, com relacdo a aragonita
devido a conversdo aragonita-calcita. O desaparecimento completo de v, (1090 cm'l) em 500
e 600°C apontou para uma transformacdo total para calcita Isto estd em acordo com os
resultados da difracdo de raios-X, que mostraram a existéncia de uma Unica fase, a calcita, em
450 e 600°C. O desaparecimento das bandas de 1792 e 713 cm™ e decréscimo de v, (880 cm™)
em 700 e 800°C decorre da formaczo de hidréxido de célcio - Ca(OH), a partir da hidratagdo
do CaO, conforme também detectado nos difratogramas nestas temperaturas.

800°C ~

700°C

600°C
500°C

400°C
300°C

200°C
100°C I

i

1792
| 1000 | 1700

| 713
1656 ) 1490 . 864

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda {cm'1}

Refletancia

In natura
!
2925 2525

3438

Figura 7.17. Espectro FT-IR do pdé da concha de mexilh& Perna perna in natura e tratado em

diferentes temperaturas.

O melhor indicador da presenca da matriz organica esta nas bandas entre 2800 e
3000 cm*, caracteristica das ligagdes C-H. Estas bandas foram pouco modificadas com o
aumento da temperatura, estando presentes em 300°C. Sofrem uma reduco drastica em 400 e
500 C (quebra das ligagdes C-H) e desaparecem completamente em 600°C, representando a
total decomposicdo da matriz organica. O mesmo acontece com 0s modos associados aos
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grupos OH dos é&cidos carboxilicos. O surgimento das bandas caracteristicas do CO, (2360 e
2335 cm™), em 400-800°C, pode ser atribuido & absorcéo de CO, do ambiente pelo pé das
conchas devido a decomposicéo da matriz organica com liberacdo de diéxido de carbono
durante a queima. A reducdo gradua da banda de 1656 cm™ até seu desaparecimento em
300°C representa a degradacéo de grupos amida. A banda larga entre 3000 e 3500 cm™ se
altera da concha in natura até 800°C, sofrendo uma reducdo quando comparada com o
material in natura; mantendo-se pouco alteradas entre 200 e 300°C; diminuindo fortemente a
partir de 400°C e desaparecendo em 800°C. Este comportamento representa os efeitos da
temperatura sobre os modos de estiramento OH e NH dos compostos da matriz organica.

7.3.3MEDIDAS DE MICRODUREZA

A Tabela 7.1 mostra a estatistica descritiva para as medidas de microdureza
realizadas nas amostras quadradas de 4 mm de conchas in natura e tratadas a 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550°C. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk resultou em
uma distribuicdo normal para todos os grupos (conchas in natura e tratadas termicamente), o
que levou a utilizagdo do teste de significAncia ANOVA com comparacBes multiplas —
procedimento Tukey (Tabela 7.2).

Tabela 7.1. Resultados das medidas de microdureza (em HV) e sua estatistica descritiva. S = média
amostral, o = desvio padréo e e = erro de estimacéo (t = 2,262, paraa = 0,05).
Innatura 100C 150C 200C 250C 300C 350C 400C 450C 500C 550C

229 331 351 342 393 378 256 208 144 120 102
222 342 335 360 395 371 242 197 137 132 94
240 332 345 352 389 382 227 215 137 112 107
231 334 338 367 382 373 241 211 153 125 102
236 335 341 343 402 372 235 227 138 113 88
247 340 339 357 385 389 235 216 144 103 103
239 327 352 352 397 398 236 211 139 117 94
249 329 333 362 377 376 235 205 143 121 84
232 332 333 348 385 369 247 201 146 112 98
251 313 335 348 390 376 249 206 141 122 96

S 2376 3315 3402 3531 3895 3784 2403 209,7 1422 117,7 96,8
c 943 79% 702 826 751 903 849 847 49 813 711
e 674 567 502 59 537 646 607 606 35 581 508
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Tabela 7.2. Tabela simplificada dos resultados do teste ANOV A com comparagfes multiplas

(procedimento Tukey) para as medidas de microdureza nas conchas de mexilh&o in natura e

tratadas termicamente (a = 0,05).

In natura
100C
150C
200C
250C
300C
350C
400C
450°C
500C
550'C
100C
150C
200C
250C
300C
350C
400C
450°C
500C
550'C
150C
200C
250C
300C
350C
400C
450°C
500C
550'C
200C
250C
300C

Diferencas significativas
Sim
Sim
Sim

Sim
Diferencas significativas

Diferencas significativas
Sim
Sim
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350C
400C
450°C
500C
550'C
250C
300C
350C
400C
450°C
500C
550'C
300C
350C
400C
450°C
500C
550'C
350C
400C
450°C
500C
550'C
400C
450C
500C
550'C
450°C
500C
550'C
500C
550 C

Diferencas significativas
Nao
Sim

Diferencas significativas
Sim
Sim
Diferencas significativas
Sim

N&o foram encontradas diferencas significativas entre as amostras de conchas in

natura e tratadas termicamente na temperatura de 350°C o que implica que, nesta temperatura,

as conchas apresentam estatisticamente a mesma microdureza média que as in natura. Ndo

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

7. Caracterizacdo de conchas de mexilh&o Perna perna tratadas termicamente 181

foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre 100 e 150°C e entre 250 e
300°C. O gréfico da Figura 7.18, resume os resultados da andlise de microdureza. Foi possivel
observar dois comportamentos mecanicos diferentes. aumento (até 300°C) e reducéo (entre
350 e 550°C) da microdureza da concha. O primeiro, provavelmente associado aos efeitos da
temperatura sobre os modos de estiramento OH e NH e sobre os grupos amida; o segundo,

principalmente as quebras das ligagdes C-H e degradacdo dos grupos OH de é&cidos

carboxilicos.
¥ - | | . L] - L | | | - || -
400 ¢ : -
| i : Alteracdes nas ligagdes
C-H e nos grupos OH dos
=] 350 acidos carboxilicos: .
} = :J—.‘-F- B -
I x e 5T g iy
= Aragonita —» calcita
P 300 = 9 ¥
ﬂ - -
‘@ _ _
E 250 ; T
= | o * -
3 200 In natura \
o | -
E 150 | Efeitos da temperatura sobre os modos . -
| de estiramento OH e NH e os associados = ‘\\ |
aos grupos amido. o
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Figura 7.18. Gréfico de microdureza média em funcao da temperatura de tratamento. Os retangulos
pontilhados representam a auséncia de diferencas significativas entre os valores médios de

microdureza.

7.3.4 ANALISE POR MICROSCOPIA OTICA DE CAMPO CLARO

A Figura 7.19 mostra aimagem da se¢éo transversal (no plano da espessura), feita
com uma lupa, de uma concha de mexilh&o in natura. N&o foi possivel distinguir visualmente,
nesta ampliacdo (20x) ou em 1000x, 0 nécar e a camada prismatica. O periostracum é visivel,
como indicado na figura
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ado interno

- /
Periostracum

L ado exter no

Figura 7.19. Microscopia ¢tica de campo claro da superficie da secdo transversal da concha do
mexilhdo in natura. Nela estdo indicados o periostracum e os lados externo e interno da concha

(Aumento de 20x). Barra=1 mm.

As Figuras 7.20-7.24 representam imagens de microscopia 6tica de campo claro
da superficie do nécar de conchas in natura e tratadas termicamente até 600 C. Observou-se
uma alteracdo na coloragdo, com escurecimento gradual da superficie, somente em 350-600'C
certamente associado a alteracGes da matéria organica. Entre conchas in natura e tratadas até
400'C, nenhuma alteraco topogréfica (além do escurecimento, em 350 e 400°C) foi detectada
até o aumento méximo de 200x (Fig.7.20a, b).

b .

.. I1 s L
<ot i ‘-_ ' -
i G C.'}'faav_#!‘:'ﬁ?_"ﬁ 3
TR Uk TS T
(a) (b)
Figura 7.20. Microscopia 6tica de campo claro da superficie do nécar, in natura (a) e tratada a 400°C.

Aumento de 200x.

Entretanto, em 450°C, diversas estruturas cristalinas em forma de agulhas
puderam ser observadas imersas na superficie do nacar como resultado do aquecimento
(Fig.7.21). Em 500, 550 e 600°C, estas agulhas comecaram a se projetar para fora da
superficie, com o0 aumento datemperatura (Figs. 7.22, 7.23 e 7.24).
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;-F' . ' 7 o afy VR .
Figura 7.21. Microscopia 6tica de campo claro da superficie do nécar tratada a 450°C. Estruturas

cristalinas em forma de agulhas (algumas assinaladas por setas) podem ser observadas imersas no
néacar. A dimensdo de uma destas agulhas esta indicada. Aumento de 200x.

Figura 7.22. Microscopia ¢tica de campo claro da superficie do nécar tratada a 500°C. Observa-se 0
inicio da projecéo de agulhas para fora da superficie do nacar. Aumento de 200x.
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Figura 7.23. Microscopia ¢tica de campo claro da superficie do nécar tratada a 550°C. E possivel
observar a projecdo de agulhas para fora da superficie, na lateral da concha (setas). Aumento de 100x.

Figura 7.24. Microscopia ¢tica de campo claro da superficie do nécar tratada a 600°C, mostrando
detalhes das agulhas. Aumento de 1000x.
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Acima de 600°C néo foi possivel a obtencéo de imagens de microscopia ética da
superficie, devido afragmentacdo das conchas durante seu processo de manipulacao.

Pelos resultados da difrac8o de raios-X, a Unica fase cristalina presente em 450-
600C é a calcita, 0 que leva a conclusio de que as agulhas sdo provavelmente cristais de
calcita formados na transicdo de fase aragonita/calcita. A microscopia Otica evidenciou
alteracGes na matrix organica por meio do escurecimento da superficie do nacar e na matrix

inorganica através da formacao das agulhas de calcita.
7.3.5 ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A Figura 7.25 mostra imagens de altura feitas sobre a superficie do nécar da
concha in natura. Podem ser observadas as placas de aragonita (Fig.25a) cobertas por um
filme orgénico de estruturas globulares com dimensdes em torno de 120 nm (Fig.25b).
Andlises de localizagdo histoquimica da distribuicdo dos componentes da matriz organica
realizadas em diversos tipos de conchas mostraram a existéncia de 4 zonas com diferentes
composic¢des sobre as placas de aragonita (Nudelman et al., 2006). Entretanto, as imagens de
AFM obtidas ndo revelaram diferencas topogréficas entre regifes sobre a camada orgéanica
das placas de aragonita das conchas de Perna perna, indicando similaridades topogréficas
entre estas zonas ou diferente organizacdo dos componentes da matriz organica para esta
espécie. Andlises histoquimicas deverdo se realizadas para confirmar esta hipotese.

$.q0 e
1 65,2 nm
& |

2.50

k|

(@)

Figure 7.25. Imagens de AFM sobre a matriz orgénica da superficie do nacar in natura, mostrando as
placas de aragonita (a), e detalhes da camada de proteinas/polissacarideos (b) com estruturas
globulares de 120 nm (setas). Varreduras de5x 5um(a) el x 1 pum (b).
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Nas conchas tratadas termicamente até 300°C, a superficie do nacar ndo exibiu
mudancas topogréficas significativas. A Figura 7.26 mostra imagens de AFM feitas sobre a
superficie do nacar tratada termicamente entre 350 e 600°C. Foram detectadas transformacdes
progressivas na camada organica com o aumento da temperatura. |ntumescimento progressivo
da camada, desaparecimento dos contornos das placas de aragonita e formagao de gréos foram
o0s principais efeitos observados (Figs.7.26a-c). A Figura 7.26d mostra estruturas inorganicas
sobre a superficie, apds a destruicdo da matriz organica em torno de 600°C, conforme
resultados das andlises de FT-IR. Os gréos observados acima de 350°C continuam presentes
nesta temperatura, caracterizando sua natureza inorganica.

5.00 84,6 rm 5.00 106.4 nn
42,1 rm in 2 o
.50 0.0 rn 2.50 0.0 m
L]
5.00 0 2.50 5.00
o
2 o 5 5L.2 n

(C) (d)
Figure 7.26. Sequéncia de imagens de AFM mostrando a superficie organica do nacar agquecida em
diferentes temperaturas: (@) 350, (b) 400, (c) 450 e (d) 600°C. Intumescimento da camada organica,

desaparecimento dos contornos das placas de aragonita e formacg&o de gréos (setas) sdo observados

sobre a superficie. A estrutura cristalina de calcita em forma de agulhas (asterisco) também é
observada em 600°C (d). Varredurade 5 x 5 um.
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Em 600°C, a maior parte da superficie inorganica consiste de placas cobertas por
gréos com dimensdes de 200 nm (Fig.7.27a), visualizados também em 350°C; e de estruturas
cristalinas em forma de agulhas (Fig.7.27b), as agulhas de calcita, j& visualizadas na
microscopia 6tica.

'l'":' {b)

Figure 7.27. Imagens de AFM mostrando detalhes do nacar da superficie aquecida a 600°C. Em (a),
observamos gréaos (setas) com 200 nm sobre placas (asteriscos); e em (b), agulhas. Varredurade 1 x 1
pum.

Com os resultados da andlise de raios-X, FT-IR, microdureza e da microscopia
Gtica pode-se interpretar as modificacBes topograficas na camada organica da superficie do
nécar, registradas por AFM. Nas temperaturas entre 100-300°C, foram detectados efeitos da
temperatura sobre os modos de estiramento OH/NH e sobre os grupos amida sem, contudo,
ocorrerem ateragbes significativas nas ligacbes C-H e dos grupos OH dos é&cidos
carboxilicos. Na andlise por AFM, isto foi representado pela inexisténcia de modificactes
topogréficas na superficie. Nas temperaturas de 350, 400 e 450°C, as alteracdes
principalmente das ligacbes C-H e dos grupos OH dos é&cidos carboxilicos foram detectadas
por meio de modificacBes na camada organica do nacar. Ou seja, as alteracles topogréficas da
camada organica do nécar estiveram associadas fundamentalmente ao comportamento das
ligacbes C-H e OH dos &cidos carboxilicos, com a temperatura. Em 600°C, além da
destruicdo completa da matéria organica, existe a presenca de uma Unica fase cristalina: a
calcita. Os graos, por também estarem presentes em 350°C, devem representam os primeiros
estagios da conversdo de aragonita em calcita Assim, a calcita esta presente nesta temperatura
em diferentes arranjos. placas, gréos e agulhas.
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As Figuras 7.28 e 7.29 mostram imagens de AFM feitas sobre a superficie lateral
de conchas in natura. Pode ser observada, em meio aimpurezas, a se¢do transversal do nacar
com sua estrutura na forma de placas de aragonita.
2E40.9 nm

40,0

1420 .4

0.0 nm

1.0

i}
o 10.0 20.0 30.0 40,0

¥ ]
Figure 7.28. Imagem de AFM da secdo transversal do néacar de conchas in natura, mostrando a

estrutura de placas de aragonita (destacada por meio de retdngulos brancos desenhados sobre a
imagem). Varredura de 45 x 45 pm.

20.0 1472.4 nm

.0 nm

Hm

Figure 7.29. Ampliacdo da imagem da Figura 7.28, mostrando maiores detalhes da estrutura de placas
de aragonita (destacada por meio de retngul os brancos desenhados sobre a imagem). Varredura de 20
X 20 pm.
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Observou-se que a topografia da superficie da regido transversal das conchas in
natura, revelada pelas imagens de AFM, permaneceu semelhante aquela das Figuras 7.28 e
7.29 (nécar), em praticamente toda a extensdo da area analisada, no sentido de varredura lado
interno para lado externo da concha. Este resultado corrobora com o obtido por difracéo de
raios-X, no qual a aragonita representa 90% da composicdo cristalogréfica da concha. Ou
seja, 0 nacar € a camada predominante. Em regides muito proximas ao lado externo, antes do
periostracum, ndo foi possivel a obtencdo de imagens devido a extrapolacdo do limite de
altura permitido para varredura em z pelo piezelétrico do equipamento. Certamente, por
exclusdo, estas regides correspondem a camada prismatica que por ocasido do corte das
conchas, talvez tenha projetado suas colunas de calcita acima do valor tolerado pelo

piezelétrico, gerando uma topografia que impossibilitou a obtencdo de imagens por AFM.

7.4 CONCLUSOES

Neste capitulo, foi investigado por medidas de XRD, FT-IR, microdureza,
microscopia 6tica e AFM o comportamento das conchas de mexilhdo Perna perna, quando
submetidas a um tratamento térmico. Observou-se uma estabilidade na composicéo
cristalogréfica da concha e na topografia do néacar até a temperatura de 300°C, associada a
auséncias de alteragdes significativas nos modos de estiramento do C-H, nas bandas dos
grupos OH de é&cidos carboxilicos e de transicdes aragonita/calcita. Entretanto, alteractes
sobre os modos de estiramento OH/NH e sobre os grupos amida da matriz organica, até esta
temperatura, foram detectadas através do aumento da microdureza da concha. Apesar disto, a
degradagdo da matéria organica ainda é reduzida. Acima de 300°C, as alteracGes na
composicdo cristalogréfica, topogréfica e na reducéo da microdureza das conchas, estiveram
associadas principalmente a modificacbes nos modos de estiramento do C-H e nas bandas do
grupos OH de é&cidos carboxilicos da matriz orgénica (degradacdo) e a transicOes
aragonita/calcita/éxido de calcio da fase mineral. Somente em torno de 600°C, a matriz
orgénica sofre uma completa decomposic¢éo. Também pode ser observada a transformacéo da
aragonita em calcita, iniciando-se em torno de 350°C e estando completa em torno 450°C.
Estes resultados concordam com os reportados nas andlises por FT-IR e XRD nos pés de
conchas de Pinctada maxima (Balmain et a., 1999).

O estudo do comportamento térmico e mecanico da superficie perolada é
importante, pois estes materiais tém aplicacbes em implantes e na regeneracao 0ssea, onde

processos de esterilizagdo sd0 necess&rios. A matriz Gssea comega a ser destruida por volta de
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200°C e é decomposta em 500°C (Legros et al., 1987). A matriz organica da concha do
mexilhdo Perna perna sO sofre alteracBes significativas (degradacdo acentuada) em sua
composicdo e topografia acima de 300°C sendo completamente destruida somente em
temperaturas em torno de 600°C, facilitando o0s processos de esterilizagdo e
conseqguientemente seu uso em implantes. Estudos de regeneracdo éssea ainda deveréo ser
realizados com conchas tratadas termicamente para associar aos resultados obtidos neste
trabalho e verificar os efeitos das alteragbes nos modos de estiramento OH/NH e grupos
amida da matriz organica nas propriedades osteogénicas e osteoinditivas do nacar. Também
deverdo ser feitas extracdes do nécar para posterior caracterizacao.

Além da caracterizagdo do comportamento térmico das conchas, também se
obteve uma informacdo muito importante: a de que 0 nacar é a camada mais espessa nas
conchas in natura desta espécie de mexilhdo. Este fato ndo € evidente ja que a espessura do
nécar varia conforme o molusco. Como, € nesta camada que reside 0 maior interesse nas
aplicagBes que envolvem implantes e regeneracdo 6ssea, a sua predominancia transforma o
mexilh&o Perna perna em uma excelente fonte de nacar.

Este trabalho resultou no artigo a ser submetido em 2007 (Anexo C.2): R. P.
Santos, M. L. Pessatti, T. L. P. Pessatti, J. L. Martins, C. A. A. Gadelha, J. B. cajazeiras, B. S.
Cavada, T. M. Oliveira, G. A. Bezerra, J. A. K. Freire, V. N. Freire. X-ray diffraction, Fourier
Transform Infrared, Microhardness, and Atomico Force Microscocopy analysis of the Perna
perna mussel shells thermally treated. Também estd associado ao pedido da patente
“Composto Luminescente Nanoestruturado a partir da Concha de Mexilhdo Perna Perna”.
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SECAO Il

MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA
EM MATERIAIS BIOLOGICOS

A microscopia de forca atbmica € uma técnica
poderosa no estudo de materiais biologicos
devido a sua resolucdo, opcdes de analise e
nao destrutividade do método.
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AFM EM CELULAS, TECIDOSE BIOMATERIAIS

8.1 INTRODUCAO

O microscopio de forca atdmica (AFM), como ja explicado no capitulo 2, € um
dos membros mais versateis de uma familia de microscopios conhecidos como microscopio
de varredura por sonda (SPM). Egtes instrumentos geram imagens por meio da interacdo de
uma sonda com a amostra. Seu potencial para gerar imagens de sistemas biolégicos de forma
ndo destrutiva e em tempo real, sob condi¢bes “naturais’ (como no microscopio 6tico) é
claramente de interesse para os pesquisadores de areas bioldgicas. Desde os primeiros estudos
no inicio dos anos 80, publicacdes descrevendo aplicacbes bioldgicas do SPM tém crescido
rapidamente.

Os SPM’s ndo sdo estritamente microscopios. Eles obtém imagens da superficie
varrendo-a com uma sonda muito fina. Os microscopios convencionais (microscépios 6ticos)
formam uma imagem pela coleta da radiagdo transmitida através, ou refletida da amostra. A
resolucéo é limitada pela difracéo e depende do comprimento de onda da radiagdo. Assim, 0s
microscopios 6ticos tém resolucdo limitada por aproximadamente 200 nm. Imagens de altas
resolucbes de materiais biolégicos podem ser obtidas usando elétrons de alta energia em
microscopios eletrénicos. Apesar do desenvolvimento de novas técnicas de microscopia
eletrdnica que levaram ao desenvolvimento de muitos métodos elegantes para a preservacao
da estrutura original dos materiais biologicos, altas resolugdes envolvem o uso de ato véacuo
no exame de amostras. Pelo fato dos SPM’s formarem imagens por um principio diferente dos
microscopios eletrdnicos, possiveis alteracOes estruturais na amostra devido as condicbes
experimentais necessarias as técnicas eletrénicas sdo evitadas.

Os primeiros estudos bioldgicos com SPM foram feitos com o microscépio de
tunelamento (STM). Como a corrente de tunelamento decai rapidamente com a distancia a
superficie, materiais isolantes muito finos como interfases e biopolimeros necessitariam serem
metalizados para que a corrente de tunelamento fosse detectavel. O AFM e seus refinamentos
como o crio-AFM (microscopia de forca atbmica em baixa temperatura) elimina estas
restricbes, sendo os métodos de SPM preferenciais na biologia. Originalmente acreditava-se
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gue os SPM’s fossem técnicas ndo evasivas. Na prética, a amostra sofre danos que, no
entanto, podem ser minimizados com gjustes apropriados das variaveis envolvidas na
aplicacdo datécnica.

Outros tipos de SPM estdo também crescendo em importancia na biologia. Um
candidato, agora disponivel comercialmente, € o microscopio 6tico de varredura de campo
préximo (em inglés, Scanning Near-Field Optical Microscope — SNOM, como € mais
conhecido). E uma combinag&o de microscopia de varredura por sonda com microscopia 6tica
convencional e que surgiu como uma modificacdo de um microscopio de tunelamento (apesar
de que a teoria do seu funcionamento ja era conhecida h4 muito tempo) supera o limite de
difracdo. O SNOM melhora a resolucdo da ética convencional em pelo menos uma ordem de
grandeza. Ele pode alcancar uma resolucéo espacial de até 25 nm, o que é bem menor que a
resolucdo de um microscopio de forca atbmica ou de um de tunelamento, mas acrescenta
informac&o que sb € acessivel com contraste Gtico. E por isso que esta técnica se utiliza como
complementar ao AFM. O principio é simples. A amostra a ser resolvida é varrida com uma
fibra ética, que tem uma abertura muito estreita (de algumas centenas de angstroms de
diametro na sua extremidade) e que esta recoberta por uma pelicula metélica opaca. Pela fibra
passa luz visivel, que é refletida pela amostra, ou passa através dela para um detector. A
intensidade do sinal 6tico detectado em cada ponto da varredura constitui um conjunto de
dados que irdo reproduzir uma imagem da superficie da amostra com resolucéo entre 25 e 50
nm, com a Unica condi¢cdo de que a disténcia entre a fonte de luz e a amostra seja da ordem de
50A. Ha também um crescimento no desenvolvimento de combinacbes de AFM’s ou
SNOM'’s com microscépios 6ticos convencionais e confocais, ou Seu uso em conjuncao com

técnicas de superficies como aressonancia plasmoénica de superficie (Morri set al., 2001).
8.2 PREPARACAO DE AMOSTRASBIOLOGICAS

O AFM é projetado para produzir imagens de alta resolucdo sobre superficies
duras e planas. Poucos sistemas bioldgicos aproximam-se deste ideal. Biominerais como
dentes, 0ssos e conchas sdo duros e freguentemente parcialmente cristalinos. Entretanto, o
maior problema estd no preparo de amostras com superficies suficientemente planas. Isto
pode ser freglientemente obtido através de cortes e polimentos.

Células sdo normalmente largas em relagdo ao tamanho da sonda, além de serem

altamente deformaveis. Sendo assim, existe uma variedade de métodos de preparacéo e
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andlise de deformacdo e indentacdo de células. Tecidos apresentam problemas Unicos. Em
geral, podem ser examinados usando procedimentos modificados desenvolvidos para a
microscopia OGtica e eletrbnica sendo o principal problema a producéo de superficies
suficientemente planas para serem analisadas com o0 AFM.

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para imobilizar células. Cada método
deveria proporcionar a realizacdo de imagens de células vivas sobre condicdes fisioldgicas.
Claro que nem sempre isto € possivel. Normalmente a célula sera imobilizada em algum tipo
de substrato (normalmente mica ou laminula) para que possa ser varrida pela sonda do AFM.
Esta varredura podera ser feita em solucédo (normalmente um meio fisiolégico) ou em ar. A
primeira opcdo € sempre preferivel, ja& que mantém as condi¢bes originais da célula, sem
provocar qualquer tipo de alteracdo em sua estrutura. Para tal é utilizado um dispositivo
especial acoplado a0 AFM que permite a realizacdo de varreduras em meio liquido.
Entretanto, o estudo de estruturas bioldgicas também podem ser feito em ar.

Diversas dificuldades surgem na realizacdo de imagens de células imobilizadas
em substratos. Se as células sdo rigidas e mantém sua forma quando imobilizadas, a superficie
podera ter uma rugosidade que impossibilite a obtencdo de imagens, devido as células
excederem os limites do deslocamento vertical do dispositivo de varredura piezelétrico
(“scanner”). A solucéo para este problema é fazer com que as células “penetrem” a superficie,
diminuido assim sua altura. Duas técnicas tém sido utilizadas. o aprisionamento em meio
poroso, como mostrado na Figura 8.1 (Holstein et al, 1994; Kasas e Ikai, 1996) e a completa
anexacao das células em um meio como agar, como na Figura 8.2 (Gad e Ikai, 1996).

Haste
= calul
Sonda ula
= e Filtro
Substrato —
~

Figura 8.1. Aprisionamento em meio poroso.

Haste
/

Sonda ( Célula
= d Agar
Substrato —
\%

Figura 8.2. Anexacdo de células em agar.
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O crescimento de monocamadas confluentes providencia também uma reducdo da
rugosidade da superficie da amostra permitindo assim a realizacd de imagens sobre as
células (Fig.8.3).

P Haste Camadas de

Sonda células
—

Substrato
~

Figura 8.3. Crescimento de monocamadas confluentes de células.

Para células individuais, € possivel imobiliz&las por secagem em ar sobre o
substrato através do uso de camadas superficiais ndo especificas como poly-L-lysine (Butt et
al., 1990) ou especificas como anticorpos ligantes (Prater et al, 1990).

Muitas células sdo facilmente imobilizadas pela simples secagem sobre um
substrato como, por exemplo, vidro. Durante a secagem, a célula crena (perde agua),
diminuindo consideravelmente seu volume e conseglientemente, sua altura. Assim, podem
atingir os limites de deslocamento vertical do “scanner”, possibilitando a realizacdo das
medidas de AFM.

Células sdo materiais “macios’, sendo facilmente deformaveis durante o contato
da sonda com a amostra, principalmente quando as medidas sdo feitas em solucéo (meio
fisioldgico), onde as caracteristicas elasticas da membrana permanecem intactas. Sendo assim,
€ necessario reduzir ao maximo a forca de contato entre a superficie da célula e a sonda para a
formagdo de imagens sem artefato. Em solucdo, detalhes da estrutura interna da célula ndo sdo
acessiveis (Fig.8.4).

T Haste
Meio liquido /

Superficie celular  gynda Organelas

Figura 8.4. Cdulaem meio liquido.
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Entretanto, quando a andlise de AFM é feitaem ar, a perda de agua e consequiente
reducdo do volume celular aliada a alta elasticidade da membrana (que também vai
diminuindo com a desidratacéo) resulta em um efeito interessante: a superficie celular passa a
ser “moldada’ pelas organelas celulares, revelando assim detalhes da estrutura interna
(Fig.8.5).

Haste

/

Superficie celular Sonda

Organelas

Substrato

Figura8.5. Clulasecaemar.

E claro que este efeito depende muito da elasticidade da superficie. Em baterias, por exemplo,
onde h& a presenca de uma parede celular resistente, este efeito ndo € muito significativo.
Tecidos intactos s80 muito grandes, macios e rugosos para serrem Vistos
diretamente com o AFM. Além disto, 0 AFM mostrara apenas a estrutura externa da amostra.
Portanto, técnicas histolégicas e citoldgicas deverdo ser utilizadas para converter materiais
grandes, moles e rugosos em pequenos, rigidos e planos para serem analisados pela sonda do
AFM. A técnica mais utilizada é a seccdo ultrafina de tecidos em meios de inclusdo como
parafina, metacrilato dentre outros. Além desta técnica ja ser utilizada em microscopia 6tica e
eletrdnica de transmissdo, proporciona condicdes favoraveis a obtencdo de imagens de
microscopia de forca atbmica tanto da superficie externa como interna de tecidos (Fig.8.6).

Tecm\lo Bloco de fixaci0 Ci)rte Haste

. \

Cortee
_—"substrato

(a) (b) (c) (d)

Figura 8.6. Estudo de tecidos em AFM. Tecido (a); Tecido fixado (b); Corte do tecido fixado (c) e
Corte analisado com AFM (d).
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8.3AFM EM CELULAS

Bactérias isoladas, depositadas sobre substratos, também podem ser analisadas em
ar ou solugdo aquosa por AFM. As estruturas da parede celular sdo rigidas, possibilitando
uma anadlise de sua rugosidade (Gunning et al, 1996). Imagens dos flagelos de bactérias
podem ser obtidas, sendo observada sua subestrutura (Jaschke et al, 1994). A acdo de
antibioticos sobre bactérias tem sido investigada por AFM. Estes estudos incluem a
observacéo da acéo da penicilina sobre Bacillus subtilis (Kasas et a 1994) e o uso do AFM
para examinar ateragdes na estrutura da superficie de E. coli devido a exposicdo ao
antibiotico cefodixime (Braga e Ricci, 1998). A maior vantagem do AFM neste tipo de estudo
€ a possibilidade de obter imagens em condic¢des naturais e com uma preparacdo de amostras
simples, quando comparado com os métodos de microscopia eletronica.

Poucos estudos tém sido realizados sobre fungos, sendo estes concentrados no
Saccharomyces cerviceae (Henderson, 1994; Kasas e lkai, 1996; Gad e lkai, 1996). Células
de fungos sdo grandes e macias, tornando dificil o estudo dindmico de células vivas em
ambientes naturais. as células sdo facilmente deformaveis e as amostras normalmente
apresentam elevada rugosidade, dificultando a andlise de AFM devido as limitagbes do
movimento vertical da sonda. Fungos secos em ar, imobilizados sobre substratos de vidro,
tém sido preparados para o estudo da morfologia de sua superficie. Algumas caracteristicas
principais podem ser reconhecidas e utilizadas para demonstrar diferencas na morfologia da
superficie para diferentes espécies (Henderson, 1994). Varios métodos tém sido
desenvolvidos para o estudo in vivo de fungos em condi¢des naturais, por AFM. O principal
deles envolve a imobilizagdo dos fungos em filtros Millipore com dimensdes de poros
similares aos das células (Kasas e kai, 1996). |sto reduz a rugosidade da amostra na ambiente
natural: o meio liquido de cultura. Um refinamento deste método € a imobilizacdo em agar
gel, permitindo também a obtencdo de imagens em meio de cultura liquido (Gad e Akai,
1996).

Microscopios de forma atdmica sdo originalmente projetados para estudos de
superficies com alta resolucéo. Assim, os primeiros AFM’s (que possuiam apenas faixas de
varredura sub-micrométrica) ndo permitiam estudos de células intactas. Somente com o
desenvolvimento de novas faixas de varredura, sistemas celulares comecaram a serem
estudados e as células sanguineas foram as primeiras amostras investigadas.
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Células vermelhas sdo de facil obtencdo e identificacd sendo ideais para as
primeiras aplicagbes de AFM ao estudo de sistemas celulares. Os estudos iniciais estavam
centralizados com a realizacdo de imagens de células intactas e na determinacdo do nivel de
resolucdo no qual a morfologia da superficie poderia ser estuda. A forma das células
vermelhas € uma caracteristica particular de doencas e h4 um interesse crescente na
identificacdo ultra-estrutural destas caracteristicas associadas com doencas ou infeccBes de
eritrocitos por parasitas. As primeiras imagens de células vermelhas foram feitas por meio de
fixacdo em ar (Gould et al., 1990) ou solucdo tampédo (Butt et a, 1990). A fixacdo evita a
deformacdo da célula pela sonda, evidenciando sua forma concava. |magens de alta resolucéo
com AFM tém revelado detalhes da estrutura da membrana que antes permaneciam ocultos
por outras técnicas, como a organizacdo nanoestrutural do citoesqueleto e das proteinas na
superficie da membrana (Almqvist et al., 1994; Zhang et al., 1995; Han et al., 1995; Zhang et
al., 1996). Marcadores esté sendo usados, juntamente com a microscopia de forga atdbmica,
para localizar e identificar sitios especificos sobre a superficie das células vermelhas. Neagu
et a. (1994) usaram particulas superparamagnéticas acopladas a anticorpos para localizar os
receptores da transferrina sobre a superficie de eritrocitos. O AFM tem sido usado para
comparar as estruturas de células vermelhas normais e com alguma patologia (Zachee et al.,
1992; 1994; 1996) e também as diferencas no citoesgueleto de membranas néo infectadas e
infectadas com o Plasmodium falciparum (Garcia et al., 1997). Alteragcbes como formacéo de
espiculas, diminuicdo da cavidade central, alteracbes nas dimensionais, aumento da
rugosidade, alteracbes na forma e até na elasticidade da membrana sdo indicativos de
patologias e da presenca de parasitas (Garcia et al., 1997).

Leucdcitos (células brancas) também podem ser analisados por AFM,
apresentando uma forma mais variada e uma superficie mais irregular que os eritrocitos. O
uso combinado de microscopios 6éticos e de forca atdbmica (Putman et al., 1992) e/ou métodos
de marcacdo imunolégiva (Putman et al., 1993) sdo de evidente importancia na identificagdo
dos tipos de células e no uso subseqiente do AFM para estudos de alta resolugdo em
condicOes naturais. Imagens comparativas de células antes e depois da marcacdo fornecem um
meio de identificacdo das caracteristicas especificas da superficie. Marcadores especificos
podem ser utilizados para isolar e ligar tipos especificos de células. Anticorpos fixados em
laminulas de vidro tém sido usados para ligar preferencialmente linfocitos B para a realizacéo
de imagensem AFM (Prater et a., 1990).

Megacariécitos sdo células grandes que permanecem na medula 6ssea e partem-se
continuamente em fragmentos de célula denominadas plaquetas. A plagueta é somente uma
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minuscula porcdo de uma célula, mas esta carregada com as enzimas e substancias quimicas
necessarias para a sua funcéo: vedar vazamentos em vasos sanguineos e iniciar a coagulacéo
sanguinea. A lesdo a um vaso sanguineo expde fibras de coldgenas. Quando uma plaqueta
encontra fibras colégenas ela é ativada. Ela incha, assume um formato irregular, torna-se
viscosa e libera substancias quimicas que ativam outras plaguetas e iniciam a coagulacdo
sanguinea. As plaguetas viscosas formam um tampdo no local danificado e a coagulagdo
subsequiente produz uma rede mais forte no vaso. O AFM tem permitido a obtencéo de
imagens em tempo real da ativacdo de plaquetas aderidas a superficies de vidro em condicdes
fisiologicas (Fritz et al., 1993; 1994). Detalhes do citoesqueleto e mudancas durante a
ativacdo podem ser visualizadas no AFM.

Existem dois tipos principais de células no tecido nervoso: neurénios e células
gliais. As primeiras, que apresentam variagdes em forma e tamanho, geram e conduzem sinais
eletroquimicos; as segundas, ndo produzem nem conduzem sinais elétricos, mas realizam o
suporte fisico dos neurénios e desenvolvem muitas fungdes de manutencdo. Ha um grande
interesse no crescimento e desenvolvimento destas células e suas interagdes com superficies e
neurénios. A microscopia de forca atbmica € uma técnica para a investigacdo da estrutura de
superficies, entretanto, estudos recentes sobre células gliais demonstraram a possibilidade de
obtencdo de imagens de seus componentes intracelulares (Henderson et a., 1994; Papura et
al., 1993; Vinckier et al., 1995). Em estudos de culturas misturadas de células gliais e
neurdnios, foi possivel observar as interacdes entre estas duas células (Papura et al., 1993).
Também o AFM tem sido utilizado para investigar a localizag8o de canais de calcio sobre a
fase de um terminal nervoso pré-sinaptico (Haydon, et a., 1994) e ainda, através de alteractes
na elasticidade da membrana de neurénios, seu comportamento durante processos de geracéo
de sinais eletroquimicos (Laney et al., 1997).

A capacidade do AFM em gerar imagens de células vivas, com resolucéo
molecular, aliado a possibilidade de mapeamento de propriedades mecanicas de células com
elevada resolucdo espacial e temporal fornece um meio para o estudo dos mecanismos de
batimento em células contréteis. Por meio de imagens de AFM e das curvas de forca (forca
versus deformacdo da superficie) de células cardiacas é possivel monitorar a atividade
localizada de sua contragcéo com uma resolucdo espacial entre 1-3 nm e temporal entre 60-100
ns e as mudangas de sua elasticidade durante esta contracdo (Hofmann et al., 1997). Usando
um modelo geométrico simples (Hertz, 1982) para a indentacdo da sonda na célula, a
interpretagdo das curvas de forga versus disténcia tém fornecido um mapa do médulo de
Y oung da superficie de células cardiacas, durante o batimento.
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As células de plantas foram um dos primeiros sistemas vivos a serem analisados
por AFM (Buitt et al, 1990). Estudos do corte de folhas tém revelado a ultraestrutra da parede
de células vegetais (Butt et a., 1990; Canet et a., 1996). Ha poucos estudos de AFM com
gréos de pblen (Rowley et al., 1995; van der Wel et al, 1996; Demanet and Sankar, 1996),
sendo a maioria deles feitos com microscopia eletronica de varredura ou de transmisséo.
Entretanto, 0 AFM tem-se demonstrado uma alternativa interessante, ja que possui uma
metodologia de preparacdo de amostras mais simples e a capacidade de revelar detalhes da
subestrutura da superficie da exima néo atingida pelo SEM.

84 AFM EM MONOCAMADASE BIOFILMESBACTERIANOS

Um grande nimero de superficies formadas por monocamadas bacterianas tem
sido estudado por meio da microscopia de forca atbmica. Estas estruturas sGo geralmente
rigidas, bem ordenadas e podem ser isoladas na forma de grades folhas. Exemplos incluem a
camada HPI de Deinococcus radiodurans (Schabert et al., 1992), a membrana roxa de
Halobacterium (Muller et al, 1995), camadas S de Bacillus coagulans e Bacillus sphaericus
(Ohnesorge et al., 1992). Outras estruturas mais complexas incluem espiculas, aros e
projecOes cilindricas da estrutura superficial de Methanospirillum hungatei (Southam et al,
1996) e as vesiculas da cyanobacterium Anabaena flo-aquae (McMaster et al., 1996).

Em adicdo arealizacdo de imagens de bactérias depositadas em suportes dlidos, €
também possivel usar o AFM para investigar a formacdo e estrutura de biofilmes formados
sobre interfaces ou superficies solidas. Ha diversos métodos microscopicos que podem ser
aplicados a0 estudo de biofilmes (Surman et al., 1996; Beech et al., 1996) e o AFM
complementa o uso das microscopias 6tica e eletrénica. A maior vantagem no uso do AFM é
a capacidade de cobrir a faixa de ampliagdo tanto do microscépio 6tico como do eletrénico e a
producdo de imagens tridimensionais de superficies. A maior limitagdo € a curvatura ou
rugosidade dos substratos e dos biofilmes formados sobre eles. Normalmente o AFM tem sido
usado no estudo de biofilmes formados sobre vidro (Surman et al., 1996), superficies
metdlicas (Bremer et al, 1992; Steele et a, 1994; Beech, 1996; Beech et al., 1996), 6xidos de
ferro (Maurice et al., 1996) e sobre interfaces 6leo-agua (Gunning et al., 1996). Estudos de
biofilmes bacterianos hidratados formados sobre superficies de cobre tém mostrado que as
bactérias sGo observadas ligadas a cavidades metdlicas adjacentes por meio de polimeros

extracelulares estendendo-se até estas cavidades (Bremer er al., 1992). Este fato é importante
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na explicagdo do papel dos polissacarideos extracelulares na formagdo de “buracos’ por

biocorrosdo em superficies metélicas.

85AFM EM TECIDOS

Com uma preparacdo adequada das amostras, tecidos também podem ser
estudados por AFM. Imagens no modo intermitente de segdes ultrafinas de tecidos coletados
de ratos revelaram detalhes de organelas citoplasmaticas (mitocdndrias e demais granulos),
componentes nucleares (nucléolo e cromatina), o reticulo endoplasmético rugoso e
ribossomos associados, microvilosidades e cilios, etc...(Yamashino e Shigeno, 1995).
Similarmente, imagens no modo de contato de secges ultrafinas de fibras da madeira
revelaram detalhes de sua composicéo celular (Titcombe et al., 1997). Cortes de tecidos do
intestino e do pancreas de ratos tém mostrado detalhes de sua superficie inacessiveis por
outras técnicas (Ushiki et al., 1994). As microvilosidades foram claramente identificadas no
intestino e imagens de alta resolucéo evidenciaram a presenca de estruturas globulares,
possivelmente glicoproteinas, sobre a superficie das microvilosidades.

Um dos beneficios adicionais do uso do AFM é possibilidade de realizacdo de
amostras em seu estado natural. Um exemplo do uso de cortes frescos e Umidos é o estudo da
coérnea bovina, onde foi possivel visualizar a rede de colégeno e detalhes da periodicidade de
suas fibras (Fullwood et al., 1994).

8.6 AFM EM BIOMATERIAIS

Biomateriais sdo provavelmente os materiais biolégicos menos estudados por
AFM. Estes materiais sdo geralmente complexos, mas seus componentes minerais formam um
meio rigido e provavelmente bem ordenado, possibilitando assim a obtencdo de imagens de
AFM.

A edtrutura final do osso é baseada na interagdo entre coldgeno e a apatita
depositada. Estudos combinados de TEM e AFM sobre tendbes mineralisados e
desmineralisados tém sido usados para refinar os modelos de composicdo para tenddes das
patas de peru. Estudos de TEM e AFM complementam ou ao outro, um revelando a estrutura
interna e outro, aspectos da superficie (Lee et al., 1994). Alteracdes topogréficas na estrutura
de ossos devido a osteoporose também podem ser analisas por AFM, que com sua
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sensibilidade é capaz de detectar flutuactes nas propriedades eléasticas a distancias na ordem
de 50 nm (Tao et al., 1992).

Existem inimeros trabalhos demonstrando o uso do AFM para estudar a dentina
(Kinney et al., 1993; 1996; Cassinelli e Morra, 1994; Marshall Jnr. et al., 1993; 1995) e o
esmalte dentario (Sollbohmer et al., 1995). A dentina é protegida da abrasdo e corrosao
durante a alimentacdo, de atagues quimicos oriundos dos &cidos dos alimentos ou de
metabdlicos bacterianos, por uma camada externa de esmalte composta de 86% de cristais de
hidroxiapatita. Foram verificadas alteragdes na rugosidade de superficies dentérias, medida
por AFM, em experimentos envolvendo a desmineralizacdo da dentina por acdo de acidos
(Marshall et al., 1995). Outros experimentos envolvem a agdo de substancias clareadoras e de
enxague bucal natopografia da superficie dentaria.

Conchas, cascos e carapacas sdo um dos poucos exemplos de materiais bioldgicos
sobre 0 qual é possivel observar detalhes com resolucéo atémica (Friedbacher et a., 1991;
Manne et al., 1994). Resolucbes em escala atbmica tém sido obtidas sobre a carapaca do
ourico do mar Stronglyocentrotus purpuratus, apés reducdo a po e compactacdo em discos de
KBr antes da andlise de AFM. (Friedbacher et al., 1991). Diatoméaceas sdo algas unicelulares
freqlientemente utilizadas no teste da resolucdo de objetivas de microscopios 6ticos. Suas
carapacas sdo basicamente de silicio, coberto por filmes de polissacarideos e lipideos. A
investigacdo de varias espécies de diatoméceas, por meio de AFM, mostrou poros e
ondulagcdes em seus nodos centrais (Linder et al., 1992). O nécar, a camada perolada das
conchas de moluscos, consiste de camadas de placas de aragonita cristalina, aderidas por uma
“cola” biologica. O AFM tem sido usado para examinar as diferentes distribuicdes das placas
de aragonita em um bivalve (Atina sp.) e um gastropode (Haliotis rufescens) (Manne et al.,
1994).
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ESTUDO TOPOGRAFICO DA FORMACAO DE
BIOFILMES DE ENTEROCOCCUS FAECALIS POR
AFM

9.1 INTRODUCAO

9.1.1 CELULAS PROCARIOTICASE EUCARIOTICAS

Todos as células vivas podem ser classificadas como procariéticas, da palavra
grega pro (antes) e karyon (nicleo), ou eucarioticas, de eu (verdadeiro) e karyon (nucleo). As
células procaritticas ndo possuem nicleo e outras estruturas contidas em membrana, ao passo
gue as eucaribticas possuem tais estruturas. Todos 0s grandes organismos procariontes sao
unicelulares, como exemplificado pelas bactérias. Os seres eucariontes incluem todos os
vegetais, animais, fungos e protistas (organismos como a Amoeba, 0 Paramecium e o0 parasita
da maléria). Tanto as células procaréticas quanto eucaridticas possuem membranas que
definem as fronteiras da célula viva, e ambas contém informacfes genéticas armazenadas no
DNA. Entretando, as procaridticas se diferenciam por ndo possuirem nucleo definido e
organelas envolvidas por membrana (exceto alguns corpos simples cobertos por membrana
em certos tipos de procariontes) (Black, 2002).

9.1.2BACTERIAS

Os seres procariontes podem ser classificados em dois grandes grupos (ou
dominios): Archaea (arqueobactérias) e Bacteria (eubactéria). Todos os membros dos grupos
Archaea e Bacteria sdo tradicionalmente denominados bactérias. As diferencas sGo mais
moleculares do que estruturais. A maioria das bactérias deste planeta pertence ao dominio
Bacteria (Borzani et al., 2001).

Os procariontes estdo entre 0s menores organismos. A maioria mede entre 0,2 e

5,0 micrometros. As bactérias geralmente apresentam as seguintes formas: esféricas (coco),
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em bastédo (bacilo), ondulados (espirilos), em forma de virgula (vibrides) e de espiral
(espiroquetas) (Fig.9.1). Algumas bactérias, chamadas cocobacilos, so pequenos bastonetes
com tamanho intermedidrio entre cocos e os bacilos. Outras bactérias ndo se encaixam em
nenhuma destas categorias, mas possuem um formato fino, comprido ou lobado e irregular.
Também j& foram observadas bactérias quadradas (Purges et al., 2002).

J

Coco

-

Cocobacilo

P

Vibrido

Bacilo
Espirilo

NAAA NN

Espiroqueta

Figura 9.1. Algumas formas tipicas de bactérias.

Além de serem encontradas em suas formas caracteristicas, muitas bactérias
formam grupos ou arranjos de células. Tais grupos se formam quando as células se dividem
sem separar. Nos cocos, estes arranjos incluem grupamentos como pares (indicado pelo
prefixo diplo), quatro células dispostas em um cubo (tédrade), oito células dispostas em cubo
(sarcina), grupos em forma de cacho de uva (estafilo) e em cadeias longas (estrepto)
(Fig.9.2). Os bacilos produzem células conectas pelas extremidades (como trens), ou lado a

lado; enquanto que as baterias espirais geralmente ndo sdo agrupadas (Blach, 2002).
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Figura 9.2. Arranjos mais comuns das bactérias: diplococo (a), estreptococos (b), térade (c), sarcinas

(d) e estafilococos (€).

Estruturalmente, as células bacterianas consistem de uma membrana celular,
geralmente envolta pela parede celular e as vezes por uma camada exterior adicional; de
citoplasma interno com ribossomos, regido nuclear e alguns casos granulos €/ou visiculas; e
uma variedade de estruturas externas, tais como capsulas, flagelos e pélos (Fig.9.3).

Cromossomo

Pilus (fimbria)

Ribossomos

Capsula ou
camada limosa

V4 Plasmidio  Gitoplasma Parede celular

Membrana celular

Figura. 9.3. Egtrutura tipica de uma célula bacteriana.

A parede celular € uma estrutura presente na maioria das bactérias conhecidas,
exceto em micoplasmas e algumas Archaea, que ndo a possuem. Corresponde a uma das
estruturas mais importantes nas células bacterianas, estando localizada na porcdo mais
externa, acima da membrana citoplasmética. E composta principalmente pelo polimero
peptidoglicano. A dureza da parede celular € responsavel por manter a forma do
microrganismo. Como o ambiente intracelular é bastante concentrado em relacdo a0 meio
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externo, a parede atua como uma barreira fisica rigida mantendo a forma celular e impedindo
o rompimento da célula em decorréncia do turgor. Além disso, a parede celular atua como
uma barreira de protecéo contra determinados agentes fisicos e quimicos externos, tais como
o choque osmatico. A parede pode ainda desempenhar importante papel em microrganismos
patogénicos, em decorréncia da presenca de componentes que favorecem sua patogenicidade,
tais como antigenos ou moléculas envolvidas no reconhecimento celular (Blach, 2002; Purges
et a., 2002).

Christian Gram desenvolveu em 1884 um método de coloracdo de bactérias que
permitia sua separacdo em dois grupos distintos, as Gram-positivas (coloracéo roxa) e as
Gram-negativas (coloragdo vermelha). Este método continua sendo um dos mais Uteis para
classificar bactérias. Neste método, as bactérias sdo submetidas primeiramente a acdo de um
corante violeta, seguido de fixacdo com iodo e depois um agente de descoloracéo, como o
metanol. Logo em seguida, sGo novamente coradas com safranina. As bactérias Gram-
positivas fixam o primeiro corante, devido a maior espessura da parede celular, e ficam
coradas de azul ou violeta; enquanto que as bactérias Gram-negativas, apds a descoloracdo
pelo metanol, sdo coradas pela safranina e ficam vermelhas. As bactérias que retém a
coloracdo violeta sdo designadas por Gram-positivas. As bactérias que perdem a coloracao
violeta depois de descoloradas e que adquirem um corante de contraste (ficando com um tom
cor-de-rosa) sdo Gram-negativas. A partir do advento da microscopia eletronica e do
aperfeicoamento das técnicas de andlise bioquimica dos diferentes componentes celulares,
verificou-se que esta diferenca era devido as diferencas de estrutura e composicao das paredes
celulares (Borzani et al., 2001; Black, 2002).

As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular espessa (de 20 a 80
nm), de aspecto homogéneo e superficie lisa, composta de peptidoglicano (formando até 20
camadas) e &cido teicdico. Cerca de 90% da parede celular é composta pelo peptidoglicano
(Fig.9.4). O rettante da parede é composto essencialmente por &cido teicéico. Ja as células
Gram-negativas exibem uma parede mais delgada (de 9 a 20 nm) de aspecto bastante
complexo e superficie mais rugosa, composta de peptidoglicano (uma ou duas camadas),
separada pelo espaco periplasmatico (espaco entre a membrana celular e a parede celular) e
envolta por uma membrana externa composta de lipopolissacarideo, ou endotoxina (Fig.9.5).
Apenas 10% da parede corresponde ao peptidoglicano (Purges et al., 2002).

A membrana celular ou plasméatica € uma membrana viva que estabelece a
fronteira entre a célula e 0 meio. Possui uma estrutura em mosaico fluido com fosfolipidios
formando uma dupla camada e proteinas espalhadas em forma de mosaico. A principal funcao
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da membrana celular é regular o movimento de materiais para dentro e paraforadacélula. As
membranas das células bacterianas também exercem funcbes geralmente realizadas por

organelas de células eucaridticas.

J Proteina associada & | | Acide

parede calular {eintico
}_“‘ Paptidoglicana
Membrana
calular

Figura 9.4. Parede celular de uma bactéria Gram-positiva.

Lipopolissacandios

Figura 9.5. Parede celular de uma bactéria Gram-negativa.

S80 exemplos de bactérias Gram-positivas varias espécies de: estreptococos,
estafilococos, enterococos. Sdo exemplos de bactérias Gram-negativas. vibrao colérico,
colibacilo, salmonelas (Purges et a., 2002; Borzani et al., 2001).
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9.1.3ENTEROCOCOS

Os Enterococos (género Enterococcus) sdo cocos, antes classificados como
estreptococos do Grupo D, que ocorrem como cocos individuais, aos pares e em cadeias
curtas. S8 anaerobios facultativos, que podem crescer em condicdes extremas e numa grande
variedade de meios, incluindo solo, alimentos, &gua e em muitos animais. O seu principal
habitat natural parece ser o tubo digestivo dos animais, incluindo o do homem, onde
representam uma porcao significativa da flora normal. Podem também estar presente, em
menor nimero, nas secrecdes orofaringeas e vaginais. Por viver mais tempo na égua do mar
do que os coliformes, o enterococos € considerado pela Agéncia de Protecdo a0 Meio
Ambiente dos Estados Unidos como um indicador mais adequado de doencas transmitidas
pelo contato com a gua (www.portalambiental.com.br; Black, 2002).

As infecgbes por enterococos ocorrem em doentes internados, freqlientemente
apos cirurgia ou instrumentacdo (por exemplo, algaliacdo). Os enterococos podem causar
superinfecgdes em doentes internados, sob terapéutica antibidtica. A superinfeccdo pode
ocorrer quando os antibiéticos alteram o equilibrio bacteriano no organismo, permitindo o
crescimento dos agentes oportunistas, como 0 enterococos. A superinfeccao pode ser muito
dificil de tratar, porque € necessario optar por antibiéticos eficazes contra todos os agentes
gue podem causa-la. As infeccBes por enterococos incluem: infecgdes urindrias; infeccbes de
gueimaduras e feridas cirlrgicas, bacteremia, endocardite, infeccBes intra-abdominais e
pélvicas (estas infeccbes sao habitualmente mistas, causadas por enterococos e outros agentes
patogénicos), infeccdes de feridas e dos tecidos moles, sépsis neonatal e Meningite (raro)
(www.portalambiental.com.br, Black, 2002).

Da grande quantidade de espécies do género Enterococcus descritas até agora, 0
Enterococcus faecalis € a mais freglientemente encontrada em casos clinicos humanos.
Inimeras infeccbes causadas por E. faecalis tém-se demonstrado resistentes ao tratamento
com as terapias antibidticas correntes, em parte devido a sua resisténcia intrinseca a
antibioticos e sua capacidade de formacdo de biofilmes (O’ Toole et a., 2000). Em estudos
clinicos, biofilmes de E. faecalis tém sido implicados como agentes etiolégicos de infeccbes
cronicas. Biofilmes de E. faecalis foram observados sobre cateteres uretais e vévulas
cardiacas (Carniol e Gilmore, 2004; Mohamed et d, 2004).
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9.1.4BIOFILMES

Procariontes crescendo como ceélulas individuais de maneira planctonica (livres,
em suspensdo) raramente sdo encontrados na natureza. Sabe-se atualmente que, quando em
seu habitat natural, as bactérias sdo encontradas em comunidades de diferentes graus de
complexidade, associadas a superficies diversas, geralmente compondo um biofilme, isto €,
um ecossistema estruturado altamente dindmico, que atua de maneira coordenada (Donlan e
Costerton, 2002).

Os hiofilmes (Fig. 9.6), complexos ecossistemas microbianos, podem ser
formados por populacBes desenvolvidas a partir de uma Unica, ou de multiplas espécies,
podendo ser encontrados em uma variedade de superficies bidticas e/lou abidticas. Desta
maneira, muitos autores definem biofilmes como associagcbes de microrganismos e de seus
produtos extracelulares, que se encontram aderidos a superficies bidticas ou abidticas.
Geralmente, a dindmica de formagaéo de um biofilme ocorre em etapas distintas. Inicialmente
temos os organismos denominados colonizadores primérios, que se aderem a uma superficie,
geralmente contendo proteinas ou outros compostos orgéanicos. As células aderidas passam a
se desenvolver, originando microcolénias que sintetizam uma matriz exopolissacaridica
(EPS), que passam a atuar como substratos para a aderéncia de microrganismos denominados
colonizadores secundérios. Estes colonizadores secundarios podem se aderir diretamente aos
primérios, ou promoverem a formagdo de coagregados com outros microrganismos e entdo se
aderirem aos primérios. Assim, o biofilme corresponde a uma "entidade" dindmica, pois, de
acordo com os microrganismos que o compdem, teremos estruturas fisicas, quimicas e
bioldgicas distintas. Estas alteracGes fazem com que cada biofilme seja Unico, de acordo com
0s microrganismos presentes. Neste sentido, ao longo do tempo a composicdo microbiana dos
biofilmes geralmente sofre alteractes significativas (Beveridge e Grahan, 1991).

Diversos estudos tém sido feitos sobre o processo de formagéo de biofilmes de
uma Unica espécie. Este processo, em geral, pode ser subdivido nas seguintes etapas. a)
Aderéncia inicial a superficie, b) Formacdo das microcolénias, ¢) Maturacdo das
microcolénias em um biofilme contendo a matriz de EPS, d) Crescimento do biofilme
(Fig.9.6).
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Figura 9.6. Esquema de formag&o de um biofilme sobre um substrato sdlido.

A formagdo de microcoldnias esta normalmente relacionada a producdo de EPS.
A maior parte dos biofilmes exibe uma certa heterogeneidade, existindo conjuntos de
agregados celulares distribuidos a0 longo da matriz exopolissacaridica, que exibem
densidades variaveis, originando aberturas e canais por onde a &gua pode trafegar. Os espacos
intersticiais (canais) também sdo componentes importantes do biofilme, pois permitem a
circulagdo de nutrientes e atroca de metabolicos (Dufréne, 2004).

Os microrganismos do biofilme sdo dificeis de erradicar com antibiéticos e levam
a infeccdo crénica. Métodos preventivos e terapéuticos devem ser desenvolvidos, para
monitorar os biofilmes relacionados as infecgbes (Gilbert et al., 1997).

9.1.5 CARACTERIZACAO DE BIOFILMES

A caracterizagdo de biofilmes, entre 1978 e 1990, foi baseada em técnicas de
observagdes diretas, como as de microscopia 6tica e microscopia eletrénica de varredura.
Entretanto, estas técnicas apresentam algumas dificuldades. Na primeira, ocorrem problemas
de perda de foco devido as diferencas topograficas na superficie do biofilme; e na segunda, a
necessidade da desidratacdo de uma matriz altamente hidratada, o biofilme, necesséria a
realizacdo da técnica. E uma técnica destrutiva. A microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL), inventada em 1950, produz cortes éticos de estruturas complexas de modo que 0s
efeitos da perda de foco quase ndo ocorrem. Esta técnica ndo necessita de uma preparacéo de
amostras complexa, tal que organismos vivos podem ser observados se fluorescéncia for
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utilizada para visualizar células. O primeiro estudo de biofilmes vivos realizados por MCVL
produziu uma série de revelagbes que formam a base dos conceitos atuais de biofilmes
(Donlan e Costerton, 2002). Parsek e Fuqua (2003) salientaram a importancia de observacoes
microscépicas no campo da microbiologia de biofilmes.

Kristich et al. (2004) analisaram por microscopia eletronica de varredura o
biofilme desenvolvido por um E. faecalis esp-negativo, descrevendo suas caracteristicas em 4,
8 e 24 horas. Os resultados mostraram que 0 processo de formagdo de um biofilme de E.
faecalis, nas condigcdes realizadas, seguiu 0s seguintes estagios. adesdo inicial de células
individuais (2,4 horas); formagdo de microcolonias (2,8 horas); e desenvolvimento de um
biofilme maduro com arquitetura complexa contendo espagos vazios correspondendo
presumivelmente a canais de &gua (20 horas).

Atualmente, a microscopia de forca atbmica (AFM) tem sido usada por diversos
pesquisadores para visualizar a arquitetura de células bacterianas (Morris et al, 1999).
Imagens de AFM sdo geradas pela interacdo de uma ponta fina (sonda) com a superficie da
amostra, revelando informacdes morfolégicas e fisicas de uma forma ndo destrutiva
(Bustamante e Keller, 1995; Hansma e Pietrasanta, 1998; Dufréne, 2002). Duas principais
técnicas de AFM sdo tilizadas para a formacdo de imagens de uma superficie bacteriana
modos de contato e intermitente. O modo de contato mede a topografia pelo deslizamento da
sonda através da superficie da amostra O modo intermitente mede a topografia pelo
deslizamento de uma sonda presa em uma haste oscilante. Este é 0 modo mais usado para o
estudo de superficies bioldgicas, pois elimina as forcas de contato, que pode danificar
amostras macias (Binnig et al., 1986; Jena e Horber, 2002). O uso do AFM para o estudo da
formacdo de biofilmes € novo (Ahimou et al., 2002). Tem-se demonstrado uma poderosa
ferramenta para caracterizar quantitativa e qualitativamente diversos aspectos das interagoes
do biofiles/substrato (Beveridge and Grahan, 1991; Beech et a., 2002; Dufréne, 2004).

Razatos et a. (1998) mostraram que medidas de forca de adesdo por AFM na
superficie de células de E. coli sdo afetadas pelas dimensdes das moléculas de lipideos e
polissacarideos sobre a superficie da célula. Medidas de rugosidade para descrever a
superficie de biofilmes tém sido relatadas na literatura (Gibbs and Bishop, 1995; Murgaet al.,
1995; Bishop et al., 1997). Auerbach et al. (2000) estudaram, por AFM, a morfologia e as
propriedades da superficie de biofilms de Pseudomonas putida, determinando a rugosidade e
as forgas de ades@o nas camadas de células de biofilmes frescos e dissecados. Camesano e
Abu-Lail (2002) analisaram a heterogeneidade de macromoléculas da superficie bacteriana de
Pseudomonas putida KT2442 via espectroscopia de for¢ca molecular, usando AFM. Junior e

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

9. Estudo topogréfico da formagao de biofilmes de Enterococcus faecalis por AFM 222

Teschke (2005) monitoraram a dindmica da acdo do poliptideo antimicronial PGLa sobre
Escherichia coli através de medidas de rugosidade, curvas de forca e imagens de AFM.

Para fazer imagens de AFM em biofilmes, métodos variados tém sido usados para
preparar células, incluindo aprisionamento de células vivas em filtros, captura do crescimento
de células em agar ou permitir que células colonizem uma superficie como cobre ou mica
(Casemano et al., 2000). A diferenca entre bactérias fixadas em uma laminula e depositadas
sobre um filtro é que os exopolissacarideos celulares (EPS) ndo estdo aderidos a laminula na
reacdo de fixacdo, mas o EPS é freglientemente visivel com as bactérias sobre o filtro. A
deposicdo de bactérias sobre filtros € o método mais viavel para o estudo de EPS celular,

contanto que a sonda ndo seja contaminada pelo EPS (Camesano et a., 2002).

9.1.6 OBJETIVOS

Neste capitulo, foi investigada por microscopia de forca atbmica, a alteracéo
topogréfica nas superficies de biofilmes de Enterococcus faecalis apés 24, 36, 72, 192, 360
horas de crescimento. Imagens de altura, gréficos de secdo e andlise de rugosidade foram
realizadas sobre biofilmes crescidos sobre membranas esterilizadas de nitrocelulose, buscando
parémetro topogréaficos qualitativos e quantitativos que caracterizem as diferentes etapas de
desenvolvimento do biofilme estudado.

9.2 MATERIAISE METODOS

9.2.1 PREPARACAO DASAMOSTRAS

Amostras de Enterococcus faecalis (ATCC 29212 / Culti-loops-OXOID) foram
inoculadas em um meio de cultura complexo formado pela infusdo de cérebro e coracéo (ICC)
estocada a 2-8°C e incubada a 37°C. Os biofilmes foram gerados em membrana estéril de
nitrocelulose (MN) com porosidade média de 0,22 um (Millipore) (Fig. 9.7). O inéculo foi
preparado em meio liquido conforme descricdo a seguir. Um volume de 50 pl de caldo de
|CC fresco com bactérias na turbidimetria de 6 MacFarland foi inoculado sobre amostras de
membranas de nitrocelulose colocadas sobre um meio solido de agae |CC. As amostras foram
incubadas aerobicamente durante 24 horas (Abdullah et a., 2005). Para o estudo topogréfico

da idade dos biofilmes de 24, 36, 72, 192, 360 horas, as amostras de membrana inoculadas

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

9. Estudo topogréfico da formagao de biofilmes de Enterococcus faecalis por AFM 223

(MNI) foram colocadas em meio solido de aga e ICC e incubadas aerobicamente até o
momento das andlises de microscopia de forca atbmica (AFM), conforme os periodos
estabelecidos para este estudo.

Figura 9.7. Membrana de nitrocelul ose.

9.2.2 ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

Para a realizac8o das medidas de microscopia de forca atdmica da superficie da
membrana de nitrocelulose em diferentes condi¢cdes experimentais, amostras de MN, MN em
meio sblido de aga e ICC (MN-ICC) e MN inoculadas em meio sdlido de aga e ICC por 24,
36, 72, 192 e 360 horas (M24, M36, M72, M192 e M 360 respectivamente) foram retiradas do
meio, secas em ar durante 5 min, cortadas com bisturi e colocadas sobre discos metalicos
(porta amostras do AFM) cobertos com fita adesiva dupla face. A superficie das amostras
sofreram uma varreduraem ar com um Nanoscope |1la Multimode AFM (Digital Instruments,
Santa Barbara, CA, U.S.A.) no modo intermitente com uma taxa de varredura de 0,400 Hz e
freqiiéncia de ressonancia variando entre 200 e 380 kHz. Foram utilizadas hastes de constante
elastica média igual a 40 N/m, com sondas de cristal de silicio de raio médio de 15 nm
(Digital Instruments). Foram realizadas varreduras de 30 x 30, 15 x 15, 10 x 10 e 5 x 5 um.
Os controles de varredura foram apropriadamente ajustados (forca de contato adequada e
elevados ganhos) para evitar artefatos provocados pela sonda durante a varredura. Para as
visualizagdes em duas e trés dimensdes dos dados de altura (imagem), foi utilizado o software
Nanoscope versdo 5.12 r3 da Digital Instruments. A representacdo esquematica da medicao
realizada por AFM € mostrada na Figura 9.8.
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Bactéria

Membrana de nitrocelulose Suporte de aco do AFM Fita dupla-face

Figura 9.8. Esquema de medic¢éo da superficie da membrana de nitrocelulose por AFM. Os elementos

ndo estéo em escala.
9.2.3 GRAFICO DE SECAO

Foi utilizado o software Nanoscope para construir graficos de secdo das imagens
de altura bidimensionais, nas varreduras de 30 X 30 um e 5 x 5 um. No gréfico de se¢do, um
“corte” por meio de uma linha reta pode ser realizado sobre qualquer parte da imagem e o
perfil de altura ao longo deste “corte” pode ser visualizado (Digital Instruments, 2001). O
limite de altura da imagem foi gjustado para 1500 nm e as se¢Oes foram feitas na regiéo

central da imagem, paralelo ao eixo horizontal (eixo x).
9.2.4 REALCE DE CONTORNOS

Foi utilizado o software Nanoscope, para acentuar os contornos ou bordas entre
areas diferentes de imagens com varredura de 5 x 5 um. Este procedimento € eficaz para a
deteccdo de estruturas na superficie analisada. A rotina para realce de contornos detecta 0s
contornos em imagens por meio da aplicacdo de um filtro Sobel em células de 3 x 3 pixels.
Este € um tipo especial de filtro “passa altas’ (filtros que eliminam as feicbes de baixa
freqliéncia, deixando apenas as de alta freqliéncia, expressas por bordas ou limites entre areas
de diferentes valores de cor).
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9.2.5 ANALISE DE RUGOSIDADE

Foi utilizado o software Nanoscope para calcular a rugosidade da superficie para
as imagens de altura na varredura de 30 x 30 um. As imagens foram suavizadas por meio do
software para a andlise. Trinta regifes por amostra foram aleatoriamente escolhidas para a
determinacéo do valor médio da rugosidade média (R,). R., € a média aritmética dos valores
de altura (Z), em relacdo ao plano central de referéncia, em uma dada regiéo, conforme a
seguinte relacdo (Digital I nstruments, 2001; Sayles, 1992):

y
alz- z«l
Ra: i=1

N ’

onde Z« € 0 valor Z do plano de referéncia, Z € o valor pontual de Z e N é o nUmero de
pontos dentro de uma dada area.

9.2.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica das medidas de rugosidade foi baseada em estatistica
descritiva (tendéncia central e disperséo), teste de Shapiro-Wilk (para determinar se uma
amostra aleatéria segue ou ndo uma distribuicéo normal) e teste de hipétese (para verificar a
existéncia ou ndo de diferencas significativas entre grupos amostrais) (Lindman, 1974,
Lehman, 1975; Mendenhall, 1990). O nivel de significancia usado foi de 5%. Todo o
tratamento estatistico foi realizado usando os softwares Excel 2002 e Origin 7.0.

9.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

9.3.1 IMAGENS DE AFM E GRAFICOS DE SECAO

Nas Figuras 9.9a e 9.9b sdo apresentadas imagens de AFM feitas sobre a
superficie da MN, em duas diferentes resolucdes, mostrando sua topografia rugosa formada
por projeces semelhantes a polipos de material polimero. O gréfico de secdo (Fig. 9.9¢)

evidencia a estrutura porosa da membrana.
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Figura 9.9. Imagens de AFM sobre amostras de MN com varreduras de 30 x 30 um (@) € 10 x 10 um
(b). O gréfico de secdo () mostra um corte transversal de 30 um da membrana. Escala de altura: 1408
nm (a), 1324 nm (b) e 1500 nm (c).

A solucéo utilizada como meio de cultura (ICC) pode ser observada sobre a
superficie da MN-ICC nas Figuras 9.10a e 9.10b na forma de estruturas globulares com
didametro médio de 500 nm (setas na Fig. 9.10b), aderidas sobre a MN. O gréfico de secéo na
Figura 9.10c mostra a alteracéo transversal sofrida pela membrana, devido a presenca da | CC.
Estas alteragdes podem ser vistas como um aumento da altura dos picos no corte transversal.
O ICC formou uma rede complexa e organizada pela estrutura de poros da membrana,
responsaveis pela difusdo da solucdo nutritiva para as regides superficiais.
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Figura 9.10. Imagens de AFM sobre amostras de MN-1CC com varreduras de 30 x 30 um (a) e 10 x 10
pum (b). A setas em (b) indicam algumas estruturas globulares oriundas do meio de cultura. No gréfico
de secdo (c) pode ser observada a alteracdo na topografia da membrana devido a presenca da ICC.
Escala de altura: 1687 nm (a), 1457 nm (b) e 1500 nm.

Apl6s 24 horas de crescimento bacteriano (M24), inUmeras células de
Enterococcus faecalis cobriram a superficie da membrana inoculada (Fig. 9.114).
Observaram-se células bacterianas esferoidais (indicadas por asteriscos na Fig. 9.11b) em
véarios estagios de crescimento e a presenca de alguns septos transversais (setas, na Fig.
9.11b), caracteristicos da divisdo celular. O aspecto homogéneo e liso da parede bacteriana
(caracteristico do peptidoglicano de bactérias Gram-positivas), a clara distingdo dos contornos
celulares e dos septos transversais foi um indicativo da reduzida quantidade de substancias
extracelulares (EPS) sobre a superficie, representando possivelmente, a fase de adesdo na
formacdo do biofilme. Foi evidente a reducdo dos picos no corte transversal (Fig. 9.11c)
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guando comparada com a MN-ICC, provocada pela presenca de células. Entretanto, a

irregularidade da superficie ainda é fortemente determinada pela porosidade da MN-ICC.
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Figura 9.11. Imagens de AFM sobre amostras de M24, com varreduras de 30 x 30 um (a) e 10 x 10
pum (b). Os asteriscos em (b) indicam algumas células bacterianas enquanto que as setas, septos
transversais. No gréfico de secéo (c) pode ser observada a alteracdo na topografia da membrana devido
a presenca de células bacterianas. Escala de altura: 837,7 nm (a), 510,9 nm (b) e 1500 nm (c).

Ap6s 36 horas de crescimento (M36), as imagens de AFM da membrana
inoculada (Figs. 9.12a e 9.12b) foram parcial e uniformemente obscurecidas pela presenca de
EPS, consolidando a formacdo do biofilme. Foram observadas depressdes associadas a
presenca de microcolbnias. A reducéo da rugosidade da superficie (quando comparado com
24 horas de crescimento), como mostrado no grafico de secéo (Fig. 9.12¢), é o indicativo de

um biofilme jovem e de uma influéncia reduzida da porosidade na irregularidade da
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superficie do biofilme. Provavelmente esta fase corresponde a de maturacdo das

microcol6nias, com producéo de EPS.
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Figura 9.12. Imagens de AFM sobre amostras de M 36, com varreduras de 30 x 30 um (a) e 10 x 10
pum (b). Um circulo em (a) indica a presenca de uma microcolénia. No gréfico de se¢éo (), pode ser
observada uma clara reducdo da rugosidade da superficie. Escala de altura: 900,2 nm (a), 461,9 nm (b)
1500 nm.

ApGs 72 horas de crescimento (M72), observou-se a formacdo de uma rede de
EPS (Fig. 9.13a) encobrindo células de estagios anteriores (< 72 horas). Poucas bactérias
foram observadas sobre a superficie. A presenca de canais (setas na Fig. 9.13b) e espacos
intersticiais (sinais de soma na Fig. 9.13b) sdo evidentes como estruturas integrantes do
biofilme. A superficie ndo obscurecida e os contornos bem definidos das poucas bactérias
presentes na superficie da rede extracelular (asteriscos na Fig. 9.13b) indicaram a pegquena

guantidade (ou auséncia) de EPS sobre sua parede celular (peptidoglicano). Isto € uma
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caracteristica de células jovens provavelmente originadas dagquelas abaixo da rede
extracelular. O gréfico de secdo mostrao perfil deste estagio de desenvolvimento do biofilme
(Fig. 9.13c), com aumento da irregularidade com relagdo a 36 horas de crescimento, devido
a0s espacos intersticiais presentes na rede de EPS. Esta fase deve representar os estégios
iniciais de crescimento do biofilme.

1504

15860
i

Figura 9.13. Imagens de AFM sobre amostras de M72, com varreduras de 30 x 30 um (a) e 10 x 10
pm (b). As setas, sinais de soma e asteriscos (b) indicam, respectivamente, a presenca de canais,
espacos intersticiais e batérias. O grafico de secdo (), indica o perfil desta superficie. Escala de altura:
2585 nm (@), 1416 nm (b) e 1500 nm.

Ap6s 192 horas de crescimento (M192), “ilhas’ de agregados bacterianos
(microcol6nias) e depressdes sdo observadas sobre a superficie. Muitas células estdo
presentes sobre a rede de EPS, que apresenta algumas regides ainda visiveis (setas na Fig.
9.144). A aparéncia de “bolas de algodao” das células bacterianas d&-se devido a presenca de
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grande quantidade de material extracelular sobre sua superficie (Fig. 9.14b). O gréfico de
secdo (Fig. 9.14c) mostra pequenas diferencas no perfil da superficie quando comparado com
72 horas de crescimento.
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Figura 9.14. Imagens de AFM sobre amostras de M192, com varreduras de 30 x 30 pum (a) e 10 x 10
pum (b). Um circulo em (a) indica a presenca de uma das “ilhas’ de microcolbnias presentes na
superficie e as setas, a presenca da rede polimérica. O perfil da superficie € mostrado no gréfico de
secdo (€). Escala de altura: 2268 nm (@), 1234,3 nm (b) e 1500 nm.

Ap6s 360 horas de crescimento (M360), um biofilme altamente complexo
formou-se sobre a superficie (Fig. 9.15a). As células bacterianas ndo sdo distinguiveis,
estando encobertas pela grande quantidade de EPS. Estruturas semelhantes a espiculas podem
ser vistas (Fig. 9.15b), dificultando a captura de dados de altura. A irregularidade da

superficie aumenta significativamente, conforme grafico de secéo (Fig. 9.15¢), com relacdo a
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192 horas de crescimento. Temos agui um biofilme totalmente desenvolvido e em pleno

crescimento.
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Figura 9.15. Imagens de AFM sobre amostras de M360, com varreduras de 30 x 30 pum (a) e 10 x 10
pum (b). As setas em (b) indicam algumas espiculas presentes na superficie. No grafico de secéo (c),
pode ser observada um aumento significativo da irregularidade da superficie. Escala de altura: 5159,6
nm (@), 2732,8 nm (b) e 1500 nm.

A Figura 9.16 mostra uma sequiéncia de imagens em trés dimensbes da MN-ICC e
M24-360 horas, feitas na varredura de 15 x 15 pm, mostrando a formagéo e evolugéo do biofilme

com 0 tempo nos experimentos realizados.
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Figura 9.16. Imagens de AFM sobre MN-ICC (a) e M24 (b), M36 (c), M72 (d), M192 (e), e M360 (f).
As medidas foram realizadas com varredura de 15 x 15 um. Diferencas topogréficas com a idade do
biofilme séo facilmente observadas. Escala de altura: 3,300 (@), 0,981 (b), 0,950 (c), 2,103 (d), 2,190
(e), €3,469 um (f)

Uma comparacdo mais detalhada entre as membranas de nitrocelulose inoculadas
de 24 e 36 horas (M24 e M36, respectivamente) é feita nas Figuras 9.17, em 5 x 5 um. Nesta
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varredura, poucas células bacterianas ficaram dentro da &rea analisada. Na Figura 9.17a e
9.17b, sdo mostradas imagens de AFM em trés dimensdes e gréficos de secdo (Fig.9.17c e
9.17d). Os picos e depressdes no gréfico de secdo representam, respectivamente, o limite
superior das superficies celulares e as regides de contato entre as bactérias. Foi possivel
identificar mais claramente a presenca de EPS devido a formacdo de um filme sobre a
superficie das bactérias.

nm L]

g
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Figura 9.17. Imagens de AFM e gréficos de secéo sobre MNI-ICC de 24 (a, ¢) e 36 horas (b, d)
realizadas em uma varredura de of 5 x 5 um. E possivel identificar a presenca de EPS devido a
formacao de um filme sobre a superficie bacteriana (obscurecimento da imagem das células) e reducao
da diferenca entre picos e depressdes no grafico de secéo de 36 horas. Escala de altura: 600 nm.

9.3.2 ANALISE DE RUGOSIDADE

As Figuras 9.18-9.24 mostram graficos de distribuicdo de freqiiéncia dos valores
de R, para a superficie da membrana de nitrocelulose MN, MN-ICC e M24-360, com
varreduras de 30 x 30 um. O valor médio, desvio padréo (o) e erro de estimacdo (e) de R, so
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apresentados na Tabela 9.1. O teste de Shapiro Wilk resultou em uma distribuicdo normal
para cada um dos grupos.
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Figura 9.18. Gréfico de freqliéncia para os valores de rugosidade R, da superficie da membrana MN.
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Figura 9.19. Gréfico de freqiiéncia para os valores de rugosidade R, da superficie da membrana MN-
ICC.
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Figura 9.20. Gréfico de freqliéncia para os valores de rugosidade R, da superficie da membrana M 24.
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Figura 9.21. Gréfico de freqliéncia para os valores de rugosidade R, da superficie da membrana M 36.
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Figura 9.22. Gréfico de freqliéncia para os valores de rugosidade R, da superficie da membrana M72.
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Figura 9.23. Gréfico de freqliéncia para os valores de rugosidade R, da superficie da membrana M 192.
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Figura 9.24. Gréfico de freqiiéncia para os valores de rugosidade R, da superficie da membrana M360.

Tabela 9.1. O valor médio, desvio padréo (o) e erro de estimacdo (e) de R, para a superficie da
membrana de nitrocelulose MN, MN-ICC e M24-360 horas. Varredura de 30 x 30 um e escala de

altura de 2000 nm.
MN MN-ICC M 24 M 36 M72 M192 M 360
R, médio 188,77 254,68 88,23 76,28 186,57 166,83 541,14
c 4.24 6,57 5,63 9,99 10,38 10,41 35,60
e 1.58 2,45 2,10 3,73 3,85 3,88 13,27

Como todos os grupos seguiram distribuicdes normais, dentro do nivel de
significancia adotado (5%), utilizou-se o tesse ANOVA com o procedimento Tukey, para a
verificacdo da existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os valores médios
de R.. A Tabela 9.2 apresenta os resultados resumidos do teste ANOVA. Com excecdo dos
grupos MN e M72, todos apresentaram diferencas significativas em suas médias.
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Tabda 9.2. Tabda simplificada dos resultados do teste ANOVA.

MN Diferencas significativas
MN-ICC Sim
MN-ICC de 24 horas Sim
MN-ICC de 36 horas Sim
MN-ICC de 72 horas N&o
MN-ICC de 193 horas Sim
MN-ICC de 360 horas Sim

MN-ICC
MN-ICC de 24 horas

Diferencas significativas
Sim

MN-ICC de 36 horas Sim
MN-ICC de 72 horas Sim
MN-ICC de 193 horas Sim
MN-ICC de 360 horas Sim

MN-ICC de 24 horas
MN-ICC de 36 horas

Diferencas significativas
Sim

MN-ICC de 72 horas Sim
MN-ICC de 193 horas Sim
MN-ICC de 360 horas Sim

MN-ICC de 36 horas
MN-ICC de 72 horas
MN-ICC de 193 horas
MN-ICC de 360 horas
MN-ICC de 72 horas
MN-ICC de 193 horas
MN-ICC de 360 horas
MN-ICC de 193 horas
MN-ICC de 360 horas

Diferencas significativas
Sim
Sim
Sim
Diferencas significativas
Sim
Sim
Diferencas significativas
Sim

O aumento de 65,91 nm no valor médio de R, entre CNM e CNM-BHI foi devido

apresenca dos glébulos da solucéo de crescimento (ICC); areducdo de 165,77 nm entre MN-
ICC e M24, a presenca de células bacterianas sobre a superficie; areducéo de 11,95 nm entre
M24 e M36, a formagdo do EPS; o aumento de 110,29 nm entre M36 e M72, a presenca da
rede de EPS, com seus intersticios e canais; a reducdo de 19,74 nm entre M72 e M192, a0
crescimento bacteriano sobre a rede de EPS; e finalmente, o aumento de 374,31 nm na
rugosidade entre M192 e M360, ao crescimento do biofilme. A igualdade estatistica entre os
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valores médios de R, entre MN e M72 ndo foi relevante ja que sdo estados qualitativamente
diferentes (sem e com bactérias). A superficie modificada foi a da membrana de nitrocelulose
com ICC (MN-ICC) e as ateracbes sobre a sua topografia € que sdo consideradas
importantes para efeitos de comparacao.
A Figura 9.25 mostra o gréfico de barras de R, médio para MN-ICC e M24-360.

As medidas de rugosidade da superficie puderam caracterizar inequivocamente 0s varios
estagios de formacdo e estrutura do biofilme:

24 horas — pouco ou nenhum EPS. Contornos das células e septos distinguiveis

(rugosidade determinada pela disposicao das bactérias sobre a superficie). Fase de adesdo;

36 horas — Biofilme jovem consolidado. Células bacterianas parcialmente obscurecidas

(pequena diminuicdo darugosidade devido a formacéo de EPS).

72 horas — Rede de EPS, com poucas bactérias na superficie (aumento da rugosidade

provocada pela grande quantidade de espagos intersticiais da rede);

192 horas — Formag&o de ilhas de microcol6nias bacterianas, por cima da rede de EPS.

Células com aparéncia de “bolas de algoddo”, devido a0 EPS sobre sua superficie

(diminuicdo da rugosidade devido ao recobrimento dos espagos intersticiais);

360 horas — Biofilme com grande quantidade de EPS, formando espiculas.

I mpossibilidade de distingdo de células bacterianas (aumento expressivo da rugosidade).

Biofilme em pleno crescimento.

Crescimento
do biofilme ]
5004 -
-,
400 4
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— !
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Figura 9.25. Valor médio de R, (+€) da superficie de amostras da membrana MN-ICC e M24-M360.
As medidas de rugosidade distinguiram as diferentes alteraces na topografia da superficie da
membrana de nitrocelulose: Adesdo de glébulos de ICC (a); adesdo de bactérias (b); formacédo de EPS

(c); rede de EPS (d); crescimento bacteriano sobre a rede de EPS (e), crescimento do biofilme (f).

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

9. Estudo topogréfico da formagao de biofilmes de Enterococcus faecalis por AFM 241

9.3.3REALCE DE CONTORNOS

Detalhes da superficie da parede bacteriana (peptidoglicano) com o tempo podem
ser vistos na Figura 9.26. Foi aplicado uma rotina de realce de contornos nas imagens de 5 x
5 um de membranas inoculadas M24, M36 e M 192 horas. Apos 24 horas (M24), a superficie
da parede bacteriana apresentou um aspecto homogéneo e liso, caracteristico do
peptidoglicano de bactérias Gram-positivas. Observou-se a presenca de material polimérico
(EPS) sobre a superficie da parede apds 36 e 192 horas de crescimento (M36 e M192)

{c)
Figura 9.26. Imagens de AFM com realce de contornos sobre M24 (a), M36 (b) e M192 (c) realizadas
em uma varredura de of 5 x 5 um. As ateracGes da rugosidade da parede celular bacteriana devido a
presenca de EPS sdo evidentes. Podem-se observar detalhes da estrutura polimérica. Escala de altura:
500 nm.
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9.4 CONCLUSOES

O estudo de biofilmes € importante na moderna medicina devido a sua influéncia
no tratamento de doencas infecciosas com antibiéticos. Bactérias patogénicas raramente
existem na natureza como uma cultura plancténica pura. Elas persistem aderidas a superficies
dentro do ecossistema de um complexo e estruturado biofilme no organismo infectado.
Biofimes bacterianos podem ser mais resistentes ao tratamento com antibiéticos do que uma
cultura pura (Gilbert et a., 1997). Assim, em qualquer estudo de infeccBes clinicas causadas
por bactérias deve-se considerar a formacao do biofilme. A compreensdo da acdo do biofilme
requer o conhecimento de sua estrutura e propriedades fisicas. Neste capitulo, foi
demonstrado que a microscopia de forca atbmica é uma poderosa técnica ndo destrutiva para
0 estudo qualitativo e quantitativo da evolucdo da superficie de um biofilme, possibilitando
diferenciar diferentes estégios de desenvolvimento e estruturas topograficas. Este fato abre
perspectivas para 0 estudo dos efeitos de agentes antibacterianos na topografia do biofilme,
fornecendo importantes informacdes para o tratamento deste tipo de infeccéo.

Este trabalho esta associado a um artigo submetido em 2006 (Anexo C.1): Cibele
Barreto Mano de Carvalho, Teodora T P Arruda, Marco Antonio Botelho, Benildo Souza
Cavada, Edson H. Teixeira, Ricardo P Santos. Topographical alterations and antimicrobial

effect of Lippia sidoides essencial oil against Enterococcus faecalis biofilms. Journal of
Ethnopharmacology, 2006; e resultou em outro, submetido em 2007 (Anexo C.2): Ricardo
P. Santos, Theodora T. P. Arruda, Cibele B. M. Carvalho, Victor A. Carneiro, Lara Q. V.
Braga, Edson H. Teixeira, Francisco V. S. Arruda, Benildo S. Cavada, Alexandre Hawt,
Taiana M. de Oliveira, Gustavo A. Bezerra, Valder N. Freire. Aging of Enterococcus faecalis
biofilms: observation of topographical changes by Atomic Force Microscopy. Microscopy

and Microanalysis, 2007.
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NANOESTRUTURA DA ESPOROPOLENINA DE GRAOS DE
POLEN DE ILEX PARAGUARIENSISST. HIL

10.1 INTRODUCAO

10.1.1 ESPERMATOFITAS

Espermatodfitas (que significa plantas com semente) sdo plantas superiores
caracterizadas por apresentarem raiz, caule, folhas, flores e sementes. Também sdo chamadas
de faner6gamas (por possuirem flor) ou ainda embridfitas sifonégamas, por formarem tubo
polinico. As espermatofitas podem ser classificadas como angiospermas (em que as sementes
estdo no interior dos frutos) e giminospermas (no qual ndo ha fruto, isto €, a semente € nua).
Como exemplos de angiospermas podemos citar as plantas frutiferas em geral (macieira,
laranjeira, goiabeira, etc...); de giminospermas, o0 pinheiro e o cipreste (Schultz, 1990;
Redondo e Thedfilo, 1997).

10.1.2 A FLOR

A flor pode ser considerada como um ramo modificado para a funcdo de
reproducdo, em que 0s entre-nds se encontram reduzidos e em cujos nos se encontram
estruturas que se podem considerar como folhas modificadas (Eames, 1961). E o aparelho
reprodutor das Espermatofitas. Nas gimnospermas, que surgiram primeiro, as flores sdo
incompletas, ou sgja, possuem sépalas e pétalas que formam o revestimento externo e néo
produzem os évulos dentro de um ovario. N&o formam, assim, frutos. Ja as angiospermas, por
outro lado, surgiram mais tarde e suas flores sdo completas. Isto significa que os 6vulos, que
irdo produzir as sementes, formam-se dentro de uma estrutura fechada, o ovario, que ira se
transformar no fruto (Esal, 1965).

A flor completa, ou seja, das angiospermas (Fig.10.1) é constituida das seguintes
partes (Rosique, 1978; www.herbario.com.br):
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Pedlnculo: € ramo de caule em cuja extremidade a flor se forma, sendo sua haste de
sustentacao;

Receptaculo: € a extremidade superior dilatada do peddnculo onde as pecas da flor se
fixam;

Sépalas. sdo folhas modificadas, geralmente verdes, cuja funcdo € de protecdo. As sépalas
fecham bot&o floral antes que este se abra. Seu conjunto denomina-se calice. Quando as
sépalas ndo sdo verdes e possuem a mesma cor das pétalas, o calice recebe 0 nome de
petalide e a flor é dita homoclamides;

Pétalas. sdo folhas profundamente modificadas, geralmente de diversas cores (raramente
verdes), cuja funcdo é proteger os 6rgdos reprodutores e atrair animais, que irdo
transportar os gréos de pélen de uma flor a outra. Seu conjunto forma a corolg;

Estames: Sdo folhas modificadas, formando os 6rgéos reprodutores masculinos do vegetal
e cuja funcdo é produzir os grdos de pblen. O conjunto de estames € chamado de
androcevy;

Carpelos. Séo folhas modificadas, formando os 6rgaos reprodutores femininos do vegetal.
Apresentam um ovario onde serdo produzidos os 6vulos. O conjunto dos carpelos forma o
gineceu ou pistilo.

Figura 10.1. As partes de uma flor completa (www.herbario.com.br).

O célice, a corola, o androceu e o gineceu formam juntos, o que se denomina
verticilos florais.
Cada estame (Fig.10.2) ¢é constituido de trés partes (Rosique, 1978;

www.herbario.com.br):
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Antera: é a parte superior do estame com forma globulosa e cuja funcéo é de produzir os
graos de polen;
Conetivo: é o local por onde o filete se fixa na parte superior do estame que € a antera;

Filete: € a haste que liga o estame ao receptéculo daflor;

Antera

Conectivo

Filete —

Figura 10.2. As partes de um estame (www.herbario.com.br).

O capelo (Fig.10.3) é condituido de trés partes (Rosique, 1978;

www.herbario.com.br):

Estigma: € a parte superior do carpelo, geramente achatada, suja finalidade é receber o
gréo de pdlen (elementos masculinos de reproducdo). Contém formagdes glandulares que
segregam uma substancia viscosa que fixa melhor o grao de polen.

Estilete: € a haste que se estende desde o estigma até o ovario, estando cheio de uma
substancia gelatinosa. E pelo estilete que o tubo polinico do gréo de pdlen atinge o ovério;
Ovério: € a porcao do carpelo, dilatada e que esta ligada ao receptéculo. E no seu interior

que se encontram os évulos.

Figura 10.3. As partes de um carpel o (www.herbario.com.br).
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A flor das gimnospermas (flor incompleta) € conhecida com o nome de estrébilo e
€ sempre unissexuada, isto €, existe uma flor com o aparelho reprodutor masculino e outra
com o aparelho reprodutor feminino. O aparelho reprodutor feminino é representado por um
Ovulo destituido de ovario e que guarda no seu interior o arquegbnio (6rgdo que da origem a

gametas femininos) (Raven, 2001).

10.1.30 POLEN

O pdlen (do grego “pales’ = “farinha” ou “pd”) é o conjunto dos mindsculos graos
produzidos pelas flores das plantas espermatéfitas. SGo normalmente arredondados, embora
os dos pinheiros sejam alados, e podem ser muito pequenos, apenas alguns micrémetros. O
menor gréo de pdlen conhecido é o do Myosotis, com cercade 6 um (0.006 mm) de diametro.
A forma e ornamentacdo dos gréos de pdlen sdo tipicas de cada familia ou mesmo espécies de
plantas (Fig.10.4).

Figura 10.4. Diferentes tipos de graos de pélen (www.pt.Wikipedia.org).

Como uma célula que €, o gréo de pdlen apresenta membrana (em nimero de
duas: exina e intina), citoplasma (chamado de fovila) e nlcleo (em nimero de dois: gerador e
vegetativo) (Fig.10.5). A exina é a mais externa, constituida por uma substancia resistente e
guebradica, chamada esporopolenina. A intina, localizada abaixo da exina, possui natureza
celulésica e € bem mais elastica que a anterior (Vidal, 2000; Esall, 1965).
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Fovila

Nucleo vegetativo Exina

Intina )
NUcleo gerador

Figura 10.5. Secdo de um gréo de pdlen, mostrando seus constituintes.

O pdlen contém uma grande proporcdo de proteinas (16 a 40 %) contendo todos
os aminoéacidos conhecidos, assim como humerosas vitaminas, principalmente as vitaminas C
e PP, sendo a principal fonte de alimentagéo das abelhas. Outro importante produto fabricado
com polen é a geléiareal. Esta composicdo do pdlen pode ser responsavel pelas alergias que
Ihe sdo atribuidas. O estudo do pdlen é a palinologia (Appezato e Carmelo, 2003).

10.1.4 1LEX PARAGUARIENSIS ST. HIL.
O llex paraguariensis St. Hil. conhecida como erva-mate (Fig.10.6), € uma planta

da familia Aquifoliaceae. Tem altura de 4-8 m, com tronco curto de 30-40cm de diametro e

folhas coréceas, de 8-10cm de comprimento por 3-4cm de largura (Lorenzi, 1980).

Figura 10.6. Arvore e detalhes das folhas de |lex paraguariensis (Lorenzi, 1980).

Floresce durante os meses de outubro-dezembro. Os frutos amadurecem em janeiro-marco
(Fig.10.7).
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Figura 10.7. llustracdo de llex paraguariensis, mostrando detalhes da flor e do fruto

(www.illustratedgardem.org).

Sua madeira pode ser empregada na confeccdo de lenha. Suas folhas sdo utilizadas
na preparacdo do "mate", o mais popular dos chés consumidos no pais e exportado paratodo o
mundo. Por essa razéo € muito cultivada no sul do pais; entretanto, a maior parte da producdo
ainda provém da exploracéo de ervais nativos. A arvore é ornamental e pode ser empregada
no paisagismo. Seus frutos sdo muito consumidos por vérias espécies de passaros. Pode ser
utilizada no plantio de areas degradadas destinadas a recomposicéo da vegetacao.

O cultivo da erva-mate abrange cerca de 180000 propriedades dos estados do
Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul. As propriedades em que ela
€ cultivada so, na maioria, pequenas e médias. Isto assegura sua importancia social
expressiva. Assim sendo, foi escolhida para dar inicio a uma série de Sistemas de Producdo
publicados em forma eletronica e que servirdo de base para uma agéncia de informagdo sobre
os principais produtos de origem florestal (Lorenzi, 1980).

Em relagdo a0 comportamento das flores, a erva-mate € unissexual em arvores
diferentes (espécie didica). As flores, que sdo pequenas, pedunculadas, agrupadas em cimeiras
fasciculadas nas axilas das folhas, possuem uma caracteristica especial, pois, embora em todas
elas se encontrem estames e pistilos, ocorre que, nas femininas, os estames ndo funcionam e,
nas masculinas, o pistilo aborta. Em fungdo disso, ocorre certa dificuldade na polinizacéo
natural (FerreiraFilho, 1957; Ferreiraet al., 1982).
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O gréo de polen de llex paraguariensis (Figs.10.8 e 10.9) é tricolporado,
circulaperturado, subprolato (subesferoidal), com relacéo entre o eixo polar e equatorial (P/E)

igual a 1,31. Apresenta tamanho pequeno. A exina é relativamente espessa.. O pdlen
apresenta-se clavado (Takeda et a., 2000).

-

FoEN -
(a) (b)

Figura 10.8. Imagens de microscopia ¢tica de gréos de pdlen de llex paraguariensis, nas vistas polar
(@) eequatorial (b). Barra= 10 um (Alvez, 1999).

Figura 10.9. Imagens de microscopia eetrénica de transmissdo (TEM) de gréo de gréos de pdlen de
Ilex paraguariensis (Santos e Mariath, 1999).
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10.1.5 A ESPOROPOLENINA

Os gréos de pdlen tém atraido a atencdo da ciéncia de materiais, pois 0
biopolimero formador da exina, a esporopolenina, € um dos materiais conhecidos como mais
resistentes a processos fisicos, quimicos e bioldgicos de degradacdo ndo-oxidativa, incluindo
a acetdlise. Esta propriedade permite que a esporopolenina mantenha-se intacta em
sedimentos muito antigos, como do periodo Ortoviciano, 400 milhdes de anos atras (Erdtman,
1960).

A esporopolenina € uma mistura de acidos graxos, fendicos derivados como o
&cido p-coumérico e carotenos (Scott, 1994). Sua subestrutura ainda ndo foi completamente
revelada e muitos estudos ainda estdo sendo feitos. Varios modelos tém sido propostos para a
nanoestrutura da esporopolenina de esporos e gréos de polén (Wittborn, 1998). Rowley
(Rowley, 1981) interpretou a estrutura da exina como sendo formada por subunidades
helicoidais, baseado em estudos com microscopios eletrénicos de transmissao e varredura
(TEM e SEM). Entretanto, a microscopia de forca atbmica (AFM) tem-se mostrado o método
ideal para o estudo deste tipo de estrutura (Xing, 2000), jA que a organizacdo de seus

componentes ndo € visualizada facilmente por meio de outras técnicas microscopicas.

10.1.6 OBJETIVOS

No presente capitulo, foi utilizado o microscépio de forca atbmica para estudar a
nanoestrutura da exina (esporopolenina) de gréos de pdlen de llex paraguariensis St. Hil,

visando caracterizéla qualitativamente e quantitativamente.

10.2 MATERIAISE METODOS

10.2.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Gréos de pdlen maduros e frescos de llex paraguariensis St. Hil. foram pré-
tratados em uma mistura de acido acético anidro e &cido sulfurico (solucdo de acetdlise) por
10 min, lavados em &gua destilada, desidratados em acetona e embebidos em resina Spurr de
baixa viscosidade (Erdtman, 1960, Spurr, 1969). Foram realizadas se¢des semifinas de gréos

de pdlen (1 um) em um ultramicrétomo Leica Ultracut equipado com navalha de vidro e
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depositadas em laminulas para corte histolégico. Parte das laminulas com seces semifinas
foram tratados com uma solucdo aguosa de 1% de permanganato de potassio (KMnQ,) por 24
horas (Claugher, 1986) e outra parte ndo foi tratada. A acetdlise remove a intina (camada de
polissacarideos da parede) e o KMnO, ataca a exina, tornando exposta a subestrutura da

esporopolinina.
10.2.2 ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

Para a realizacéo das medidas de microscopia de forca atdmica da superficie dos
polens, as laminulas com as se¢bes semifinas foram retiradas da solucdo de KMnQO, , lavadas
em &gua destilada por 5 min, secas em estufa a 36°C por 48 horas e montadas sobre discos
metélicos (porta amostras do AFM) cobertos com fita adesiva dupla face. Também foram
montadas as laminulas com segdes semifinas ndo tratadas com KMnO,. A superficie das
amostras sofreu uma varredura em ar com um Nanoscope |lla Multimode AFM (Digital
Instruments, Santa Béarbara, CA, U.S.A.) no modo intermitente com uma taxa de varredura de
0,400 Hz e frequéncia de ressonancia variando entre 200 e 380 kHz. Utilizou-se hastes de
congtante elastica média igual a 40 N/m, com sondas de cristal de silicio de raio médio de 15
nm (Digital Instruments). Foram realizadas varreduras de 70 x 70 pm , 30 x 30 um, 15 x 15
um, 1 x 1 um e 0,600 x 0,600 um. Os controles de varredura foram apropriadamente
gjustados (forca de contato adequada e elevados ganhos) para evitar artefatos provocados pela
sonda durante a varredura. Para as visualizactes em duas e trés dimensdes de dados de altura
(imagem), foi utilizado o software Nanoscope versdo 5.12 r3 da Digital Instruments. A

representacdo esquematica do experimento é mostrada na Figura 10.10.

Haste
Sonda
| | Pélen seccionado
J/ Laminula
Porta amostras do
AFM ~— : -

Figura 10.10. Representacdo esquemdtica do experimento de microscopia de forca atémica com

polens. Os e ementos do desenho ndo estéo em proporgao.
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10.2.3 GRAFICO DE SECAO

Foi utilizado o software Nanoscope para construir graficos de secdo das imagens
de altura bidimensionais, em varreduras apropriadas, para a obtencéo de medidas lineares. No
grafico de secdo, um “corte” por meio de uma linha reta pode ser realizado sobre qualquer
parte da imagem e o perfil de altura, ao longo deste, “corte” pode ser visualizado (Digital
Instruments, 2001).

10.2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

Amostras de gréos de polen intactas foram tratadas com 1% de KMnO, durante 24
horas, desidratados em acetona, montados sobre discos de Al e cobertos com uma camada de
20 nm de Au (metalizago). As amostras foram observadas em um microscopio eletrénico de
varredura JEOL JSM-5800 com atensdo de 20 kV.

10.2.5 MICROSCOPIA OTICA DE CAMPO CLARO

As segOes semifinas ndo tratadas/tratadas com KMnO, e montadas sobre
laminulas histolégicas foram observadas em um microscopio 6tico metalogréfico Olympus
BX51RF.

10.2.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica das medidas lineares feitas no grafico de secdo foi baseada
em estatistica descritiva (tendéncia central e dispersdo), teste de Shapiro-Wilk (para
determinar se uma amostra aleatria segue ou ndo uma distribuicdo normal) e teste de
significancia (para verificar a existéncia ou ndo de diferencas significativas entre grupos
amostrais). O nivel de significancia (a) usado foi de 0,05. Todo o tratamento estatistico foi

realizado usando os softwares Excel 2002 e Origin 7.0.
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10.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

10.3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

Ap6s o tratamento com KMnOs os gréos de pdlen ndo seccionados ainda
apresentaram um aspecto normal quando observada de baixa ampliagdo por meio da
microscopia de varredura. Nenhuma modificacdo aparente foi detectada (Fig.10.11a).
Entretanto, quando a clava foi examinada em alta ampliacdo, a superficie da exina revelou um
aspecto granular (Fig.10.11b), resultado tipico de um atague quimico por KMnO, (Rowley,
198; Wittborn, 1998).

10

Figura 10.11. Imagens de microscopia elerbnica de varredura de gréos de pdlen de llex
paraguariensis previamente tratados com KMnO, por 24 h. Muitas clavas (setas) podem ser
observadas na exina, exceto na regiao das aberturas (asterisco) (a); Detalhes da clava na superficie da
exina, mostrando sua irregularidade ap6s tratamento quimico (b).

10.3.2 MICROSCOPIA OTICA DE CAMPO CLARO

A Figura 10.12 mostra imagens de microscopia ¢tica de secdes semifinas de
polens tratados com KMnO, por 24 horas sobre uma laminula histolégica, montados sobre o
porta amostras do AFM. As imagens de polens ndo tratados apresentam 0 mesmo aspecto.
Podemos observar as clavas sobre as paredes dos polens. E sobre a superficie destas estruturas

gue a microscopia de forca atdmica foi realizada.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

10. Nanoestrutura da esporopol enina de gréos de polén de llex paraguariensis &. Hil 258

previamente tratados com KMnO, por 24 horas. Nela aparecem indicados a parede e as

clavas.

10.3.3 ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

As Figuras 10.13-10.16 mostram uma sequéncia de imagens de AFM sobre as
superficies das secBes semifinas de gréos de polens ndo tratados com KMnQO, , em diferentes
ampliacdes. A parede observada é formada apenas por exina, devido a acetélise (que degrada
a intina). Podemos observar na imagem sobre a clava (Fig.10.16) que nenhum detalhe da
nanoestrutura da esporopolenina é revelado, devido a auséncia do ataque com KMnQO,. A

clava e o restante da exina é formada por esporopolenina.
316.8 rm

4084 rim

40,0

0.0 nm

20,10

4]

] 20,0 40,0 6.0
Jam

Figura 10.13. Imagem de AFM de secBes semifinas de gréos de polens ndo tratado, em varredura de

70 x 70 mm. Nela esta indicando a clava, a parede e a fovina retraida.
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Figura 10.14. Imagem de AFM da secao semifina de um Unico gréo de pdlen, em varredura de 30 x 30

mm.
15.0 BI3.7 nm
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Figura 10.15. Imagem de AFM de secBes semifina de um Unico gréo de polen, em varredura de 15 x

15 nm. Podemos observar algumas camadas formadoras da exina, sobre a parede.
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97.5 nm

48 8 rm

0.0 rm

Figura 10.16. Detalhe da clava de uma se¢do semifina de um Unico gréo de polen, em varredura de 1 x

1 nm. A superficie ndo revela nenhum detal hamento da nanoestrutura da exina.

As Figuras 10.17-10.22 mostram imagens de AFM sobre a superficie das secoes
semifinas de gréos de polens tratados quimicamente com KMnQO, por 24 horas. Podem-se
perceber alteragdes na qualidade das imagens, devido a presenca de residuos resultantes da
decomposicdo de partes da exina e do citoplasma. Nas Figuras 10.17-10.19 (baixas
ampliagdes), as clavas e as paredes sdo distinguiveis, mas ndo é possivel mais diferenciar os
as diferentes camadas da exina. Alguma fovina ainda estd presente. Nestas ampliagdes,
nenhum detal he da sub estrutura da superficie da exina aparece.

Entretanto, em altas ampliacfes (Figs.10.20-10.22), as imagens de AFM da exina
tratada indicam a presenca de estruturas paralelas semelhante a helicéides (algumas indicadas
por setas na Fig.10.20) na clava da sexina (exina esculpida), conforme o modelo de estrutura
helicoidal de Rowley (1981). Uma destas estruturas (regido retangular na Fig.10.20) é
ampliada sucessivamente por meio da varredura de 600 x 600 nm na Figura 10.21 e por

“zoom” de software na Figura 10.22 (em trés dimensoes).

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

10. Nanoestrutura da esporopol enina de gréos de polén de llex paraguariensis &. Hil 261
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Figura 10.17. Imagem de AFM de secBes semifinas de gréos de pdlen tratados com KMnO, , na

varredurade 70 x 70 nm.

0.0 491 8 nm

246.9 nm

20.0

0.0 nm

13. 0
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Figura 10.18. Imagem de AFM da secéo semifina de um Unico gréo de pdlen tratado com KMnQO,, na

varredura de 30 x 30 nm.
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0.0 nm

a 5.0 0.0 15.40
M

Figura 10.19. Imagem de AFM da secéo semifina de um Unico gréo de pdlen tratado com KMnQO,, na

varredurade 15 x 15 nm.

aF. 5 nm

42. T nm

2.0 nm

Figura 10.20. Imagem de AFM da clava de uma secéo semifina de um Unico gréo de pdlen tratado
com KMnQ,, na varredura de 1 x 1 mm. Estruturas paralelas, semelhante a hdicdides, sdo visiveis

sobre a superficie (setas). A regido retangular é ampliada na Figura 10.21.
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Figura 10.21. Imagem de AFM da clava de uma secéo semifina de um Unico gréo de pdlen tratado
com KMnQO,, na varredura de 600 x 600 nm. Observa-se com mais detalhes as estruturas helicoidais

(setas). A regido retangular € ampliada por “zoom” de software na Figura 10.22.

20

Figura 10.22. Detalhe de uma estrutura helicoidal em uma clava da secdo semifina de um gréo de

poélen com “zoom” por software de 125 x 125 nm.
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O pré-tratamento (acetdlise) removeu a intina (camada de polissacarideos da
parede do pdlen) e parte do citoplasma enquanto que a exina permaneceu intacta devido a sua
resisténcia a oxidagao, nos polens que sofreram apenas acetdlise. O tratamento com KMnOs
gue tem sido relatado como um meio de degradar a exina e revelar detalhes de sua
nanoestrutura (Gabarayeva, 2003) mostrou-se eficiente neste processo. O modelo para a
nanoestrutura da esporopolenina de llex paraguariensis sugerido pelos dados experimentais
obtidos é mostrado na Figura 10.23.

a ™

(a) (b)

Figura 10.23. Modelo para a hanoestrutura da esporopolinina de llex paraguariensis: representacdo
pictogréfica (a) e modelo fisico (b). Dois parametros caracteristicos da estrutura (a e b), aparecem

indicados na Figura.
10.3.4 GRAFICOS DE SECAO

Foram medidos os parametros a (largura da helicéide) e b (espessura do braco da
helicoide) (Fig. 10.23) por meio de gréficos de secdo. Realizou-se duas medidas de cada
parédmetro em gréaficos de se¢do de 15 estruturas helicoidais de se¢des semifinas de 5 gréos de
polen tratados com KMnO,, resultando assim, em 30 medidas de a e b por pdlen (5 polens ao
todo). A andlise de secdo foi feita sobre o “zoom” de 125 x 125 nm de imagens com
varreduras de 600 x 600 nm (Figs.10.24 e 10.25).
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Figura 10.24. Gréficos de secdo para a medida de a de uma estrutura helicoidal feito sobre o “zoom”

de 125 x 125 nm de uma imagem com varredura de 600 x 600 nm.

Figura 10.25. Gréficos de secdo para a medida de b de uma estrutura helicoidal feito sobre o “zoom”

de 125 x 125 nm de uma imagem com varredura de 600 x 600 nm.

As Figuras 10.26-10.35 mostram graficos de distribuicdo de frequéncia dos
valores de a e b para estruturas helicoidais dos 5 polens analisados (polens 1, 2, 3, 4 e 5). O
valor médio, desvio padrdo (o) e erro de estimacao (€) paraa e b sdo apresentados nas Tabelas
10.1 e 10.2. O teste de Shapiro-Wilk resultou em uma distribui¢céo normal para os parametros
a e b de cada um dos grupos (polens) e o teste ANOVA indicou a inexisténcia de diferencas
significativas entre as médias destes pardmetros. Sendo assim, os valores médiosde a e b
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considerando 150 medidas para cada paréametro (30 medidas em 5 polens) com nivel de
significancia(a) = 0,05 et = 1,96 foram a = (34,27 £ 0,60) nm e b = (24,86 + 0,46) nm.
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Figura 10.26. Histograma de frequiéncia para os valores de a para a amostra de pélen 1.
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Figura 10.27. Histograma de frequiéncia para os valores de a para a amostra de pélen 2.
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Figura 10.28. Histograma de frequiéncia para os valores de a para a amostra de pélen 3.
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Figura 10.29. Histograma de freguiéncia para os valores de a para a amostra de pélen 4.
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Figura 10.30. Histograma de frequiéncia para os valores de a para a amostra de pélen 5.

Tabela 10.1. O valor médio, desvio padréo (o) e erro de estimacédo (€) de a para estruturas helicoidais
presentes na superficie de graos de pdlen tratados quimicamente com KMnQO,. Nivel de significancia
(@) = 0,05 e (t = 2,045).

Polen1 Pdlen2 Pdlen 3 Pdlen 4 Pdlen 5

améio 3418 3375 3506 34,24 34,07
o 3,04 2,75 411 4,09 3,33
e 1,13 1,03 1,54 1,53 1,24
20 —
15+
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Figura 10.31. Histograma de frequiéncia para os valores de b para a amostra de pélen 1.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

10. Nanoestrutura da esporopol enina de gréos de polén de llex paraguariensis &. Hil 269

f 3
=]
J

(%]
oh
| —

L]
(=]
i

]
h
| a

]
[ =]
i

Frequéncia (%)

=k ==
[ =] o
i & i

on
I —

e

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
b (nm)

Figura 10.32. Histograma de frequiéncia para os valores de b para a amostra de pélen 2.

40 =
30 -
3
@
S 20-
L]
s |
{=2
iy
“ 10
u L] = L) L L) - L] 2 L ] = L} = !"_i o L] o LI L
16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
b (nm)

Figura 10.33. Histograma de frequiéncia para os valores de b para a amostra de pélen 3.
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Figura 10.34. Histograma de fregquiéncia para os valores de b para a amostra de pélen 4.
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Figura 10.35. Histograma de frequiéncia para os valores de b para a amostra de pélen 5.
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Tabela 10.2. O valor médio, desvio padréo (o) e erro de estimacéo (€) de b para estruturas helicoidais
presentes na superficie de gréos de polens tratados quimicamente com KMnO,. Nivel de significancia
(@) = 0,05 e(t =2,045).

Polen1 Pdlen2 Pdlen 3 Pdlen 4 Pdlen 5

b médio 24,83 24,92 24,77 24,73 25,03
o 2,88 2,93 2,34 3,26 2,24
1,08 1,10 0,87 1,21 0,84

Estudos recentes da nanoestrutura da esporopolenina da exina de polens de
Cedrus e Metasequoia mostraram subunidades esféricas arranjadas de forma aleatéria, sem
formar estruturas helicoidais paralelas (Xing, 2000). Entretanto, os resultados apresentados
neste capitulo estdo de acordo com o modelo da estrutura helicoidal (modelo de Rowley). E
possivel que exista mais de um modo de polimerizagdo para a organizacdo da estrutura da
exina em gréos de polen, explicando as diferencas nos resultados para diferentes espécies.
Também os recentes estudos de Rowley (1981) tém mostrado que os parametros a (largura do
helicéide) e b (largura da espira) sdo caracteristicos da espécie analisada, sugerindo que o tipo
de polimerizacdo pode estar associado a fatores especificos do grupo taxonémico.

10.4 CONCLUSOES

Foi utilizada a microscopia de forca atbmica (AFM) para estudar a nanoestrutura
da exina de llex paraguariensis. As imagens revelaram estruturas paralelas supostamente
helicoidais, com parametros métricos a (largura da helicoide) e b (espessura do braco da
helicoide) caracteristicos. Estes resultados concordam com o modelo da estrutura helicoidal
de Rowley (1981), e que os parametros a e b podem ser caracteristicos da espécie. Novos
experimentos deverdo ser realizados, aumentando o tempo de ataque quimico e a resolucéo
das analises por AFM (scanner de maior resolucdo e sondas com raio menor que 15 nm) para
visualizar, mais detalhadamente, a estrutura das unidades helicoidais. Também outras espécies
deverdo ser analisadas, visando a comparacgao dos parametrosa e b.

Este trabalho resultou no artigo publicado em 2005 (Anexo A.1): R. P. Santos, L.
M. Rebelo, E. F. Costa, A. A. X. Santiago, V. N. Freire, JA.K. Freire, G.A. Farias, T. M.
Oliveira, G. A. Bezerra, and B. S. Cavada. Sporopollenin Nanostructure of Ilex
paraguariensis A.St.Hil Pollen Grains. Microsc Microanal 11 (supp 3) (2005).

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

10. Nanoestrutura da esporopol enina de gréos de polén de llex paraguariensis &. Hil 272

COLABORADORES

A.A. X. SANTIAGO ? C. A. A. GADELHA °, J. B. CAJAZEIRASS, B. S. CAVADA ¢, T. M. OLIVEIRA
¢, G. A. BEZERRA ¢, RINALDO. P. SANTOS ©, JA.K. Freire®, L. M. Rebelo ® E. F. Coga? V. N.
FREIRE &

& Departamento de Fisica, Universidade Federal do Ceard, Caixa Postal 6030, Campus do
Pici, 60455-900, Fortaleza, Ceard, Brasil.

P Departamento de Biologia Molecular, Universidade Federal da Paraiba, Campus Castelo
Branco, 58059-000, Jo&o Pessoa, Paraiba, Brasil.

¢ Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab), Universidade Federal do
Cearg, Caixa Postal 6020, Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, 60455-900, Brasil.

® Laboratério de Anatomia Vegetal, Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 9500, Avenida Bento Gongalves, 91501-970,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

10. Nanoestrutura da esporopol enina de gréos de polén de llex paraguariensis &. Hil 273

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

Alves, L. R., Araljo, A. A., Bastos, E., Neto, J. L. S. (1999). Aplicacdo da Computacdo na
Identificacdo de P6len em Produtos Apicolas. Minas Gerais: UFMG.

Appezato-da-Gloria, B., Carmelo-Guerreiro, S. M. (eds). (2003). Anatomia vegetal. Vigosa:
UFV.

Claugher, D. (1986). Scanning Electron Microscopy, 1, 291.

Eames, A. J. (1961). Morphology of the Angiosperms. New Y ork: McGraw-Hill Book Co.

Erdtman, G. (1960). Svensk Botanisk Tidskrift, 54, 561.

Esal, K. (1965). Plant Anatomy. 2nd Edition. New Y ork: John Wiley & Sons.

Ferreira Filho, J.C. (1957). Cultura e preparo da erva-mate. Rio de Janeiro: M.A. -Servico de
Informagdo Agricola

Ferreira, A.G., Kaspary, R., Ferreira, H.B., Rosa, L.M. (1983). Proporcdo de sexo e
polinizagdo em Ilex paraguariensis St. Hill. Brasil Florestal, 53, 29-33.

Gabarayeva, N. |. (2003). Review of Paleobotany and Palynology, 124, 203.

Lorenzi, H. (1980). Arvores Brasileiras. Manual de Identificagdo e Cultivo de Plantas
Arbdreas Nativas do Brasil. S&o Paulo: Ingtituto Plantarum Ltda.

Raven, P. H., Evert, R. F., Eicchorn, S. E. (2001). Biologia Vegetal. 6ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan.

Redondo, G., Thedphilo, R. (1997). Botanica Elementar. Fortaleza: Fundacdo \Waldemar
Alcantara

Rosique, I. R., Rosique, I., Chein, L. A. (1978). Fundamentos de Botéanica. Sao Paulo, FTD.

Rowley, J. R. (1981). Nordic Journal of Botany, 1, 357.

Rowley, J. R. (1981). Review of Palacobotany and Palynology, 35, 1.

Santos, Rinaldo P., Mariath, J. E. A. (1999). Storage substances in the androgametogenesis
and mature pollen grain of llex paraguariensis St. Hil. (Aquifoliaceae). Revta. Brasil.
Bot., 22, 125-131.

Schultz, A. Introdugéo a Botanica Sistemética — Volume 2. 6% ed. Porto Alegre: Editora da
Universidade/lUFRGS.

Scott, R. J. (1994). Molecular and Cellular Aspects of Plant Reproduction. England:
Cambridge University Press.

Spurr, A. R. (1969). Journal of Ultrastructure Research, 26, 31.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

10. Nanoestrutura da esporopol enina de gréos de polén de llex paraguariensis &. Hil 274

Takeda, 1. J. M., Farago, P. V., Souza, M. K. F., Gelinski, V. V. (2000). The Pollen catalogue
of the park of Vilha Velha, Parané. Biological and Health Sciences, 6, 61-73.

Vidal, M. R. R, Vidal, W. N. Botanica- Organografia. 4.ed. Vicosa: UFV, 2000.

Wittborn, J. (1998). Annals of Botany, 82, 141.

WWW.herbario.com.br, 2006.

WWW.illustratedgardem.org, 2006.

WWW.pt.Wikipedia.org, 2006.

Xing, S. (2000). Chinese Science Bulletin, 45, 1500.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.herbario.com.br
http://www.illustratedgardem.org
http://www.pt.Wikipedia.org
http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

11

CONCLUSOESE PERSPECTIVAS

Esta tese apresentou os resultados de pesquisas envolvendo a transformacéo,
caracterizacdo e o aproveitamento de residuos bem como a utilizacdo da microscopia de forca
atébmica (AFM) no estudo datopografia de superficies de algumas estruturas bioldgicas.

Trés residuos foram estudados. 0 bagaco do pedinculo de caju da agroindlstria
cajueira do Estado do Ceard; as cinzas volantes originadas da queima de carvao mineral paraa
geracdo de energia elétrica da termelétrica Presidente Médici do Estado do Rio Grande do Sul
e conchas de mexilh&o Perna perna da indUstria pesgueira do Estado de Santa Catarina. Estes
trés residuos se destacam pela sua elevada producdo, perigo potencial ao meio ambiente e
associagao a diferentes atividades econdmicas importantes nos estados citados.

O bagaco do pedinculo de caju, depois de queimado, transformou-se
predominantemente nos seguintes compostos inorganicos. KHCOs; (54,17%), K3SO4
(34,08%) e MgKPQO,4-6H,0 (10,06%). A presenca destes compostos transformou este residuo
agroindustrial em uma promissora fonte ndo perecivel de potéssio, enxofre, fosforo e
magnésio em fertilizantes e na racdo animal, além das diversas aplicagdes abrangidas pelo
bicarbonato de potéssio. Devido ao elevado contelido de carbono do bagaco, novas pesquisas
estdo sendo redlizadas através do tratamento térmico em atmosfera inerte (pirélise ou
carbonizacdo), para a sintese de carvao ativado.

As cinzas volantes de carvdo mineral demonstraram-se uma excelente matéria-
prima para a preparacdo de suportes ceramicos de baixo custo para serem utilizados na
imobilizacdo da enzima invertase, proporcionando um elevado rendimento no processo de
producdo de aclcar invertido. Reatores para a inversdo da sacarose, tendo como substratos
estas ceramicas, ja estdo sendo construidos, em parceria com a indUstria e com os laboratérios
de Ciéncia e Tecnologia de Materiais (LCTM-UFC), Keizo Assami (LIKA) e de Moléculas
Biologicamente Ativas (BioMol-L ab).

As conchas de mexilhdo Perna perna, quando submetidas a um tratamento
térmico, apresentaram estabilidade na composicdo da matriz organica com aumento da
microdureza até a temperatura de 300°C. Acima desta temperatura, a matriz organica sofreu
modificagBes composicionais, mecanicas e topogréficas. Somente em torno de 600°C, ocorre
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a completa decomposicdo da matriz organica. Também pode ser observada a transformacéo
da aragonita em calcita, iniciando-se em tono de 350°C e finalizando acima de 400°C. O
estudo do comportamento térmico e mecanico da superficie perolada é importante, pois estes
materiais tém aplicacdes em implantes e na regeneracdo 0ssea, onde processos de
esterilizac8o s80 necessarios. A matriz orgéanica da concha do mexilh&o Perna perna so sofreu
alteragbes significativas (composicionais, estruturais e mecanicas) acima de 300°C sendo
destruida somente em temperaturas acima de 500°C (em contraste com a matriz 6ssed),
facilitando os processos de esterilizacdo e consegientemente seu uso em implantes. Além
disto, verificou-se a predominancia do nacar sobre a camada prismatica nas conchas do
mexilhdo Perna perna, sendo este um resultado muito importante para a valorizagdo deste
residuo, visto que 0 nacar é a camada de maior interesse nos processos de regeneracdo 0ssea e
implantes. As propriedades ¢Gticas e eletrénicas do nacar também estdo em fase final de
investigacdo, com resultados promissores na aplicacéo de dispositivos optoeletronicos.

Na utilizacdo da microscopia eletrénica em materiais biolégicos, dois estudos
foram feitos. as alteracBes topograficas da superficie de biofilmes de Enterococcus faecalis
durante seu desenvolvimento e a nanoestrutura da exina de grdos de polen de llex
paraguarienss.

Foi mostrado que a microscopia de forga atbmica € uma poderosa técnica néo
destrutiva para o estudo qualitativo e quantitativo da evolucdo da superficie de um biofilme,
possibilitando diferenciar seus estagios de desenvolvimento e estruturas topogréficas. Este
fato abre perspectivas para 0 estudo dos efeitos de agentes antibacterianos na topografia do
biofilme, fornecendo importantes informagdes para o tratamento deste tipo de infeccéo.

Andlises por AFM da nanoestrutura da exina dos grdos de pdlen de llex
paraguariensis revelaram estruturas paralelas supostamente helicoidais, com parametros
métricos a (largura da helicoide) e b (espessura do braco da helicdide) caracteristicos dos
polens analisados. Novos experimentos deverdo ser realizados, aumentando-se o tempo de
ataque quimico e aresolucdo das analises por AFM (scanner de maior resolucdo e sondas com
ralo menor que 15 nm) para visualizar, mais detalhadamente, a estrutura das unidades
helicoidais. Também outras espécies deverdo ser analisadas para comparacao taxonémica.

Novos residuos estéo sendo estudados pelo LCTM-UFC e seus colaboradores, tais
como: Mesocarpo do coco, bagaco da cana-de-aclcar, residuos da parbolizacdo do arroz,
cinzas resultantes da incineracdo do lixo hospitalar, etc...A lista cresce a cada reunido (formal
e informal) de nosso grupo de pesquisa e colaboradores. E surpreendente o fato de que ainda
faltam pesquisas mais detalhadas sobre a caracterizagdo dos residuos oriundos de processos
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agroindustriais, domeésticos e hospitalares, fundamentais no desenvolvimento de uma ciéncia
e engenharia de materiais voltadas ao aproveitamento destes residuos. Isto limita as opces
para a sua reciclagem, ja que o desempenho de qualquer material passa pelo conhecimento de
suas propriedades, associadas diretamente com sua estrutura e processamento. Processamento,
estrutura, propriedades e desempenho sd0 quatro componentes bésicos da ciéncia e
engenharia de materiais. Sem isto, como aumentar o valor agregado do que ndo se conhece?

Também crescem os trabalhos com microscopia de forca atbmica em materiais
bioldgicos. Estudos como a acdo de medicamentos na parede celular, crescimento de fungos,
resolucéo da estrutura de cristais de proteinas, interacdo lectina/acUcar, efeito de doencas
sobre tecidos e células, nanoestrutura de compostos organicos, estudo conformacional de
polissacarideos, espectroscopia de forca em macromoléculas, etc. sdo algumas das pesquisas
em pleno andamento. Como diz o Prof. Benildo Cavada, “0 céu é o limite” ou ainda meu
orientador, Prof. Valder Freire, “podemostirar muito leite”.

De uma forma geral, esta tese mostrou mais do que o aproveitamento de residuos
e a utilizagdo da microscopia de forca atdbmica em materiais bioldgicos. Mostrou a
importancia da interdisciplinaridade por meio da interacdo com laboratorios e especialistas de
diversas &reas do conhecimento. De simples conversas na “mesa de um bar”, encontros em
congressos ou até mesmo no sagudo de um aeroporto podem nascer grandes parcerias. Foi 0
gue aconteceu com muitos dos trabalhos apresentados aqui. E destas interagoes, laboratérios
foram construidos e grupos de pesguisas consolidados. E assim a ciéncia deve caminhar. Ela é
uma sb. Divisbes académicas como Fisica, Quimica, Matematica, Medicina, Biologia, etc.
foram criadas pelo ser humano. O conhecimento ndo reconhece essas divisoes e lamenta a
formacdo de “tribos’ que muitas vezes criam barreiras a0 desenvolvimento em todos os
niveis.

Segundo alguns filésofos da ciéncia, existem cinco concepcbes de
desenvolvimento: econbmica, bioldgica, cultural, politica e integral. A concepcdo bioldgica
esta associada a uma melhoria das condigdes que procuram satisfazer as necessidades basicas
do ser humano (salde, aimentacdo, moradia, etc.). Na concepcdo econbmica, temos o
desenvolvimento identificado com o crescimento econémico. Na politica, o desenvolvimento
estq associado ao crescimento dos direitos politicos e humanos. A concepcéo cultural
considera o desenvolvimento como uma consequiéncia de atividades relacionadas as areas da
cultura e educagéo.

A sociedade ndo é um sistema estatico. N& podemos isolar suas variaveis

politicas, culturais, econémicas ou biolégicas, construindo um sistema com grau de resposta
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dependente unicamente de uma destas varidveis. Por exemplo, ndo podemos esperar que a
liberdade politica, propiciada pelo voto, seja utilizada de uma forma efetiva em uma
coletividade com um nivel cultural precério, que por sua vez influencia e é influenciada pela
politica econdbmica e social. Ou segja, temos um sistema ndo linear, realimentado, que
apresenta sensibilidade as condi¢des de suas varidveis sociais. Na verdade, os aspectos
politicos, econdmicos, bioldgicos e culturais estdo interligados, formando uma rede de
interacOes. Desta forma, o grau de desenvolvimento ndo pode ser avaliado sob qualquer uma
destas concepgdes isoladamente. Ao invés disto se procurarmos promover o desenvolvimento
simulténeo destes aspectos estaremos mais proximos de um desenvolvimento real, pleno.
Assim, chegamos na concepcdo integral de desenvolvimento. Nedsta, as varidveis que
interagem no sistema social sdo vistas de uma forma global, tendo igual importancia na
resposta do meio (desenvolvimento ou subdesenvolvimento).

Entdo, qual o papel da ciéncia no desenvolvimento? Assim como a arte e a
religido, a ciéncia entra como uma das ferramentas para o desenvolvimento. Entretanto, a
ciéncia encontrou a possibilidade de uma abordagem mais eficaz da realidade uma vez que
permite uma maior previsibilidade dos fendbmenos e, com isto, maior poder para provocar
transformacBes na natureza. Aliada a tecnologia, que é a técnica aprimorada pelo saber
cientifico, conseguiu alterar nossas vidas com grande velocidade a partir do século 20. O
poder da ciéncia e da tecnologia provocou maravilhas jamais sonhadas pelos nossos
antepassados. Contudo, este poder é ambiguo, pois também tem levado o homem a uma
sociedade voltada ao consumo e 0 nosso planeta, a um destino nada animador. O que ent&o
esta errado com a ciéncia? O erro esté na sua concepgao. A ciéncia deve ter uma concepcao
integral, onde cada parte contribui igualmente para a visdo gera do todo. Uma area ndo €
mais importante que outra. Um grupo ndo €, em tese, melhor que outro. Nada de “tribos’. No
desenvolvimento integral s6 ha lugar para uma ciéncia integral. Isto deveria ser ainda mais
evidente no meio publico académico, onde as verbas para o investimento em pesquisa
originam-se do Estado e, consequentemente, do povo. E a ele devemos satisfagéo.

O que foi descrito nesta tese representa apenas uma parte de todo o trabalho que
foi realizado durante meu periodo de pos-graduacdo. Néo tenho a pretensdo de que este texto
sirva como um “caminho das pedras’, mas espero que o material contido aqui possa servir
como uma orientacdo principal mente aos estudantes de iniciacdo cientifica, que representam o
futuro de nossa pés-graduacdo. Como esta tese nasceu de questionamentos, a estes estudantes
dou um conselho: questionem seus professores e seus orientadores. Nem sempre eles estéo
certos. Nao sejam meros espectadores do mundo ao seu redor. Como disse David Copperfield
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em David Copperfield de Charles Dickens. ”"Serei eu 0 heréi de minha propria histéria ou

alguém me substituird?’. Portanto, sejam vocés os herdéis das suas proprias historias.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

ANEXOS

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

ARTIGOSPUBLICADOS A

Al SPOROPOLLENIN NANOSTRUCTURE OF ILEX
PARAGUARIENSISA.ST.HIL POLLEN GRAINS (2005)
Periédico: Microscopy and Microanalysis 11 (supp 3), 2005

Sporopollenin Nanostructure of Ilex paraguariensis A.St.Hil Pollen Grains

R. P. Santos*, R. P. Santos®*, L. M. Rebelo*, E. F. Costa®, A. A. X. Santiago™, V. N. Freire*, J. A,
K. Freire*, G.A. Farias®, T. M. Oliveira***, G. A. Bezerra®**, and B. S. Cavada**+*

*Laboratério de Microscopia Atomica, Departamento de Fisica, Universidade Federal do Ceara, C.
P. 6030, Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, 60455-900, Brasil. e-mail: erivelton@fisica.ufe.br
*+Laboratdrio de Anatomia Vegetal, Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, 91501-970, Brasil.

*¥#*Laboratorio de Moléculas Biologicamente Ativas (BIOMOL), Universidade Federal do Ceara,
C. P. 6020, Campus do Pici, Fortaleza, Ceard, 60455-900, Brasil.

Keywords: atomic force microscopy. sporopollenin, nanostructure, exine. pollen grains, Ilex
paraguariensis

Pollens appear like a fine to coarse powder that is liberated by the microsporangia of Ginmosperms
and Angiosperms. The pollen grain wall. the sporoderm, envelopes the 111ictoEametophytes (male
Crfimetophytes} which p1ocluce the male gametes of seed plants. Pollen grains are interesting from
the material science point of view since the native polymer, the spmopollanm tound in the
sporoderm outer layer (exine), is one of the toughest known materials which 1s degraded by
oxidation but is resistant to reduction. This property permits the sporopollenin persistence as an
unaltered polymer in sediments of great age, e.g the Ordovician period. 400 nullion years ago.
Sporopollenin is a mixture of fatty acids, phenyl-derivatives as p-coumaric acid, and carotenes [1].
Its nanostructure is not yet completed revealed. Therefore, more studies must be performed. A
number of models have been proposed for the sporopollenin nanostructure of spores and pollen
grains [2]. Rowley er al. [3-4] interpret exine structure as being formed by helical subunits, based on
transmission and scanning electron microscope (TEM and SEM) studies. The atomic force
microscopy (AFM) is the ideal method to study the sporopollenin nanostrueture [5] since the
arrangement of components 1s not visualized easily through other microscope techniques (e.g. TEM
and SEM). In the present work, we used AFM to study the sporopollenin nanostructure of the llex
paraguariensis A St.Hil. exine, an Angiosperm (Aquifoliaceae).
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A.2 EVALUATION OF RED BLOOD CELLSOF HEALTHY SUBJECTS

AND PATIENTSWITH MYELODYSPLASTIC SYNDROM E (2005)
Periédico: Microscopy and Microanalysis 11 (supp 3), 2005

Evaluation of Red Blood Cells of Healthy Subjects and Patients with
Mpyelodysplastic Svndrome

E. F.Costa*, S. M. M. Magalhdes™ M. S. Pitombeira®, J. A. K. Frewre®, V. N. Freire™, M. S. F.
Barreto®*, L. M. Rebelo®. R. P. Santos™, and G. A. Farias™

*Laboratorio de Microscopia Atémica, Departamento de Fisica, Universidade Federal do Ceara, C.
P. 16030, Campus do Pici1. Fortaleza, Ceara, 60455-970, Brasil. e-mail: erivelton(@fisica.ufe.br
**#Unidade de Hematologia, Departamento de Medicina Clinica, Universidade Federal do Ceara,
Faculdade de Medicina, Campus do Porangabussu, Fortaleza, Ceara, 60435-160, Brasil.

Keywords: AFM, red blood cells, MDS, erythrocyte, membrane, hematopoiesis, holes

Atomic Foree Microscopy (AFM) is a recent technique that allows evaluation of features in
biological systems that could not be previously observed by other instruments. Red Blood Cells
(RBC) have been extensively studied because of their relatively simple membrane structure,
convenience of preparation and scanning [1]. As an ancillary way of confirming diagnoses, AFM
has mostly been used to determine shape and size of RBCs, which are important indicators of some
blood diseases or disordered erythropoiesis [2]. In Myelodysplastic Syndrome (MDS) hematopoiesis
15 inefficacious with consequent anemia that may evolve to acute leukemia. Genomic alterations
lead to structural defects in the biomolecular network that forms the erythrocyte membrane. The
deformation capability of the cells and their ifetime in circulation are diminished [5]. AFM allows
us to observe in a controlled way the response of these membrane molecular networks under
physical and chemical stimuli in many different physiological conditions, such as in air and liquids
[6]. Using this technique, many new characteristics have been found in erythrocyte membranes that
are still of undetermined significance [3.4]. The aim of our work 1s to compare membrane
morphology of two groups of blood donors, that is, healthy subjects and patients with MDS. The
images vielded by AFM confirm the structure of the erythrocytes and reveal interesting submicron
features on the cell, suggesting a way to distinguish between RBCs from healthy donors and RBCs
from patients with MDS,
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A.3 PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF THE CASHEW

(ANACARDIUM OCCIDENTALE L.) PEDUNCLE BAGASSE ASHES
(2007)

Periddico: Journal of Food Engineering 79 (2007) 1432-1437

Volume 78, lssua 4 158N 0E60-87T4

journal of
food engineering

ELSEVIER

This article was originally published in a journal published by
Elsevier, and the attached copy is provided by Elsevier for the
author’s benefit and for the benefit of the author’s institution, for
non-commercial research and educational use including without
limitation use in instruction at your institution, sending it to specific
colleagues that you know, and providing a copy to your institution’s
administrator.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Anexo A: Artigos publicados 284

Available online at www.sciencedirect.com

- r
- sy . . JOURNAL OF
*»” ScienceDirect FOOD
) ENGINEERING
ELSEVIE Journal of Food Engineering 79 (2007) 1432-1437

www elsevier.com/locate/jfoodeng

Production and characterization of the cashew (Anacardium
occidentale 1.) peduncle bagasse ashes
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Received 18 November 2005; accepted 21 April 2006
Available onling 11 May 2006

Abstract

A novel method for using residues from the cashew culture is presented. This work aimed to produce and characterize the incineration
ashes of the primary residue derived from the cashew’s juice extraction, the peduncle bagasse. Measurements showed that these ashes
represent only 3% of the incinerated material. EDX analysis indicated the presence of the following elements: C, O, P, K, Mg, S, Na,
Al and Si. X-ray diffraction and thermal analyses pointed KHCO; (54.17%), K580, (34.08%) and MgKPO, - 6H,0 (10.06%) as the most
significant crystalline phases. These results indicate a possible use of this material as an imperishable source of potassium, sulfur, phos-
phor and magnesium in fertilizers and animal ration. Moreover, it may have many applications since its most abundant component is
potassium bicarbonate, compound with several uses.
© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Anacardium occidenvale; Cashew apple; Peduncle bagasse; Incineration ashes; KHCO5; K180, MgKFPO, - 6H,0
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A4 AFM AND HYDRODYNAMIC ELECTROCHEMICAL

CHARACTERIZATION OF THE SELF-ASSEMBLED 1,4-DITHIANE ON
GOLD SURFACE (2007)

Periddico: Journal of Eletroanalytical Chemistry 603 (2007) 21-26

gournalior
Elecroanalynical
Chemistry

This article was originally published in a journal published by
Elsevier, and the attached copy is provided by Elsevier for the
author’s benetit and for the benefit of the author's institution, for
non-commercial research and educational use including without
limitation use in instruction at your institution, sending it to specific
colleagues that you know, and providing a copy to your institution’s
administrator.

All other uses, reproduction and distribution, including without
limitation commercial reprints, selling or licensing copies or access,
or posting on open internet sites, your personal or institution's
website or repository, are prohibited. For exceptions, permission
may be sought for such use through Elsevier's permissions site at:

http:/www elsevier.com/locate/permissionusematerial
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AFM and hydrodynamic electrochemical characterization
of the self-assembled 1,4-dithiane on gold surface

Pedro de Lima-Neto **, Marcelo M.V, Parente *, [caro S. Moreira b Tzaura C.N. Didgenes b
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Available online 15 February 2007

Abstract

Polyervstalline gold electrode swface spontancously modified by | 4-dithigne { 1 4-dt) organosullue species was characterized by rotat-
ing disk electrode (RDE) and electrohvdrodyvnamic impedance {EHD using Fe(CN 'I_: s the electrochemical probe molecule. The
eold(l 1 1) monocrystal surfice was also modified with 1 4-dt to assess the surface morphology by atomic force microscope (AFM).
The electrochemical measurements showed that the polyerystalline gold surface modified with [ 4-dt exhibits a typical behavior of a par-
tially bBlocked surface and that the blocking effect increases with the increase of the immersion time in the precursor solution. The AFM
image clearly shows the presence of defects on the modified surface. Even for 2 high immersion time (72 h) the elecrode surface was not
entirely blocked . The surface roughness of the Ao/l 4-dt is approximately three times greater than the surface roughness of the bare-gold
electrode.

@ 2007 Elsevier BV, All rights reserved.

Reyiwords: BAM; Rotating disk electrode; Electrohydrodynamic impedance; AFM
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ENTEROCOCCUSFAECALISBIOFILM S (2006)

Periddico: Journal of Ethnophar macology

Topographical alterations and antimicrobial effect of Lippia sidoides essential
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Running title: “Lippia sidoides essential oil Ultrastructure alterations”
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Abstract

To evaluate and compare the effects of a topical essential oil-based formulation
(Lippia sidoides) against two strains of Enterococcus faecalis grown as biofilm
using an atomic force microscope the study was done.The E. faecalis biofims
were grown at 8 days on cellulose nitrate membrane placed on agar medium.
The biofims were immersed in the Lippia sidoides 0 5% essential oil for 10
minutes. Sterile saline was used as a confrol. After the time tested aliquots of
the dilution were plated on D/E agar plates and incubated in conventional
atmosphere. Colony-forming units were then calculated. Biofilm topography
changes were evaluated by atomic force microscopy. There was significant
alteration on Enterococcus faecalis biofilm structure after the freatment in
comparison with the confrol These results demonstrated topographical
alterations of E. faecals 8-day biofilm and a statistically significant cels
reduction after the treatment with the essential oilbased formulation of L.

sidoides.
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ABSTRACT

Biofilms are assemblages of microorganisms and their associated extracellular products a an
interface and typically with an abiotic or biotic surface. The study of the morphology of
biofilms is important because they are associated with processes of biofouling, corrosion,
catalysis, pollutant transformation, dental caries, drug resistance, etc. Biofilms have been
examined by atomic force microscopy (AFM), which was proven to be a potent tool to
characterize, qualitatively and quantitatively, the aspects of biofilm/substratum interactions.
In this work, we used AFM to investigate topographical changes during the aging process of
Enterococcus faecalis biofilms, which were generated on sterile cellulose nitrate membrane
(CNM) filtersin brain heart infusion (BHI) broth agar blood plates, after 24, 36, 72, 192, and
360 h. AFM height images showed topographical changes due to biofilm aging, which were
used to characterize several aspects of the bacterial surface such as the presence of
extracellular polymeric substance, and the biofilm age. The mean roughness (R,) was shown
to quantify the general topographical changes in the biofilm surface due to its aging,
highlighting the technical power of AFM in the quantitative and qualitative, non-destructive
study of the Enterococcus faecalis biofilm surface.

Keywords: AFM, biofilm, cellulose nitrate membrane, Enterococcus faecalis, EPS, Mean

roughness, topographical behavior.
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B.3 DEFORMATION INDUCED MARTENSITE IN AN AlISI 301L N
STAINLESS STEEL: CHARACTERIZATION AND INFLUENCE ON
PITTING CORROSION RESISTANCE (2007)

Periddico: Materials Research Bulletin

Deformation induced martensitein an AlSI 301LN stainless steel: characterization and

influence on pitting corrosion resistance

Abreu, H.F.G.*"; Carvalho, S.S.%; Lima-Neto', P; L.*; Santos, R.P*; Frere, V.N.%Silva, P.O.%
Tavares, SSM.2,
'Universidade Federal do Cear4, Brazil, e-mail: hamilton@ufc.br
“Petrobras- Lubnor — Fortaleza —CE, Brazil.

3Universidade Federal Fluminense, Brazil

Abstract

In austenitic stainless steels, plastic deformation can induce martensite formation. The
induced martensite is related to the austenite (y) instability at temperatures close or below
ambient temperature. The deformation process can induce the formation of two types of
martensite: € and a’. In this work, the deformation induced martensite was analyzed by X-ray
diffraction, electron back scatter diffraction (EBSD), magnetic methods and atomic force
microscope (AFM) in samples of austenitic stainless steel AISI 301LN. Results did not show
the presence of ¢ martensite. Both techniques, x-ray diffraction and ebsd, presented similar
quantities for the a’-martensite. Texture results indicate that the crystallographic orientation
of the formed a’-martensite is {001} <110> and {103} <110> and the parent austenite is
{hkl}<111>. The morphology of a’-martensite was analyzed by AFM. Corrosion tests
showed that deformation reduces pitting corrosion resistance. All results were compared with
AIlSI 316L stainless steel.

Key words: Stainless steel, induced martensite, corrosion.
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B.4 OPTICAL ABSORPTION AN ELECTRONIC BAND STRUCTURE
FIRST-PRINCIPLES CALCULATIONS OF a-GLYCINE CRYSTALS
(2007)

Periddico: Physical Review B

Optical absorption and electronic band structure

first-principles calculations of a-glycine crystals

M.Z.S. Flores, V.N. Freire, R.P. dos Santos, G.A. Farias
Departamento de Fisica, Unwersidade Federal do Ceard,
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M.C.F. de Oliveira
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JLR.L. Fernandez, L.M.R. Scolfaro
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Departamento de Bioguimica, Laboratdrio de Bioguimica Molecular,
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(Dated: March 26. 2007)
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Abstract

Light ahsorption of a-glyeine cerystals grown by slow evaporation at room temperature was mea-
sured, indicating a 5.11 4 0.02eV energy band gap. Structural, electronic, and optical absorption
properties of a-glyeine crystals were obtained by first-principles quantum mechanical calculations
using demnsity functional theory (DFT) within the generalized gradient approximation (GGA) in
order to understand this result. The caleulated lattice parameters, hond lengths, and Mulliken
charges are in good agreement with experimental/theoretical results recently published. To take
into account the contribution of core electrons, ultrasoft (USP) and norm-conserving (NC) pseu-
dopotentials, as well as an all electron (AE) approach were considered to compute the electronic
density of states and band structure of a-glycine crystals. They exhibit three indirect energy band
gaps and one direct I' — T" energy gap around 4.95eV. The optical absorption related to transi-
tions between the top of the valence band and the bottom of the conduction band involves O-2p
valence states and C,0-2p conduction states, with the carboxyl group contributing significantly
to the origin of the energy band gap. The calculated optical absorption is highly dependent on
the polarization of the incident radiation due to the spatial arrangement of the dipolar glycine
molecules; in the case of a polycrystalline sample, the first-principles caleulated optical absorption

15 in good agreement with the measurement when a rigid energy shift is applied.
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B.5 DETERMINATION OF THE FRACTAL DIMENSION OF LEAF
VASCULAR SYSTEM SPECIES OF GENUS RELBUNIUM (ENDL.)

HOOK. F. (RUBIACEAE) (2007)
Periodico: Journal Theoretical Biology

Determination of the fractal dimension of leaf vascular system species of
genus Relbunium (Endl.) Hook. F. (RUBIACEAE)

RICARDO P. SANTOS ', RINALDO P. SaNTOS?, B. S. CAvADA®, J L. MARTINS', T. M.
OLIVEIRA®, G. A. BEZERRA®, J E. A. MARIATH?

'Departamento de Fisica, Universidade Federal do Ceard, Caixa Postal 6030, Campus do Pici,
60455-900, Fortaleza, Ceard, Brazil.

?_aboratério de Anatomia Vegetal, Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Campus do Vale, 91501-970, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil.

3Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas(BIOMOL), Universidade Federal do
Cearg, Caixa Postal 6020, Campus do Pici, 60455-900, Fortaleza, Cear4, Brazil

“Ingtituto de Quimica e Geociéncias (IQG), Universidade Federal de Pelotas, Campus do
Capéo do Ledo, 96160-000, Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil.

The fractal analysis has been used as a powerful tool to characterize the complexity of plant
structures. Trees ramification, root systems and vascular process are some examples of
patterns studied by this geometry. The fractal dimension quantifies the complexity of these
structures. In this paper, the fractal dimension of leaf vascular system was determined in three
species of genus Relbunium (Endl.) Hook. F.: R. megapotamicum (Spreng.) Ehreng., R.
hirtum (lam.) K. Schum, and R. hypocarpium Hemsl. The results showed significant
differences among the fractal dimension of these species: 1.387 (R. megapotamicum), 1.561
(R. hirtum) and 1.763 (R. hypocarpium), indicating that this parameter can to be used as
taxonomic attribute to distinguish species, and as numerical expression of the venation
density.

Key words: Biometry, fractal dimension, leaf, Relbunium, vascularization, venation density.
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C.1 IMMOBILIZATION OF INVERTASE INTO SINTERIZED COAL
FLY ASHES FOR HYDROLYSIS OF SUCROSE: STABILITY,
PROPERTIES AND APPLICATION IN BIOREACTORS (2007)

Periddico: a definir

Immobilization of invertaseinto sinterized coal fly ashesfor hydrolysis of sucrose:
stability, properties and application in bioreactors
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Abstract

Ceramics prepared with coal fly ashes added to non-porous glass beads were used as a support
for immobilization of invertase. The silanization of glass was gone with 2% 3-
aminopropyltriethoxysilane solution in toluene, through covalent binding immobilization of
the alkyl amine to glutaraldehyde and subsequent attachment of the enzyme molecule to
glutaraldehyde via Schiff’s base linkage. The protein amount and specific activity of the
immobilized enzyme on 0.438 M sucrose (pH 5.0 at 45°C) were 1.37 mg/ 0.25g of particles
and 0.67 U/mg protein (19.89 %) of that estimated for the free enzyme, respectively. The
apparent Ky, for immobilized invertase was approximately 10-fold lower than free enzyme.
Moreover, the results in bioreactor the effect of continuous flow injection (inffluent, effluent
and alternated) showed obtained 100% of inversion at 16h of reaction with alternated flow
injection.

Key words: immobilization; invertase; coal fly ashes; ceramics; glass; biorectors.
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C.2 X-RAY DIFFRACTION, FOURIER TRANSFORM INFRARED,
MICROHARDNESS, AND ATOMIC FORCE MICROSCOCOPY
ANALYSES OF THE OF THE PERNA PERNA MUSSEL SHELLS
THERMALLY TREATED (2007)

Periddico: a definir

X-ray diffraction, Fourier Transform Infrared, Microhardness, and Atomic Force

Microscocopy analyses of the of the Perna perna mussel shellsthermally treated
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Abstract: Mussel shells are extraordinarily tough natural nano-composites with crack- and
shatter-resistant properties due to their complex nano-architeture, inspiring material scientists
and having applications as biomaterial for implants and ceramics. They are formed by well
structured calcite (CaCOs) and aragonite (CaCOs polymorph) platelets glued by organic
matrix components. The nacre (mother pearl side) is formed of polygonal shaped aragonitic
platelet layers, separated by a thin layer of biological organic adhesive. Their nanostructure
can be strongly modified by heat, which acts inducing crystal structure and chemical
transformations, as well as protein denaturation. In this work, we used X-ray diffraction,
fourier transform infrared, microhardness, and atomic force microscopy in the study of Perna
perna mussel shells in natura and thermally treated in the 100-600°C range. Analysis
revealed physical and chemical changes in the shell associated to organic/inorganic phase
transformations, and degradation material organic.

Key words: AFM, FT-IR, microhardness, nacre, Perna perna mussel shells, XRD,
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LABORATORIO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE D
MATERIAS (LCTM)

O Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Materiais (LCTM-UFC) do
Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara nasceu de um sonho do Prof. Dr.
Valder Nogueira Freire. Até o momento da defesa destatese (11/04/2007), o LCTM-UFC esta4
divido em dois laboratérios: um de preparacdo de amostras e outro de caracterizagcdo de
materiais.

O laboratério de preparacdo de amostras foi montado com a seguinte
infraestrutura:

Pia;
Exaustor para saida de gases e ventilagdo do meio;
Instalagdo de gases (duas linhas);
Cilindro de N2 para uso comercial;
Dois desumidificadores;
Uma estufa para secarem e esterilizagéo;
Dois fornos tipo mufla até 1200°C;
Um forno tubular para queima em atmosfera controlada até 1200°C;
Um forno tubular para queima em atmosfera controlada até 1800°C (a ser adquirido, ja
aprovado em projeto);
Dois fornos de microondas adaptados para queima (temperatura estimada de 2000°C);
Dois tubos (reatores) de mulita para queima em atmosfera controlada;
Um peneirador automético (a ser adquirido, ja aprovado em projeto);
Peneiras com malhas de 22, 45 e 65 mm;
Uma capela para exaust@o de gases (a ser adquirido, ja aprovado em projeto);
Uma prensa para compactacdo uniaxial;
Um moinho de bolas (a ser aquirido, ja aprovado em projeto);
Vidrarias diversas (Becker, pipeta, placa de Petri, etc...);
Reagentes diversos,
As Figuras D.1-D.4, mostram detalhes de alguns equipamentos do laboratério de

preparacaéo de amsotras.
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(@) (b)

Figura D.1. Prensa Sky para compactacgo uniaxial (a) e estufa icamo para secagem e esterilizagdo de
materiais (b)

(b)

Figura D.2. Forno tubular para queima em atmosfera controlada (a) e detalhe interno do forno tubular

mostrando o tubo de alumina (b)
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(b)
Figura D.3. Muflas para tratamento térmico em atmosfera de ar. (@) e Forno de microondas adaptado
paratratamento em atmosferade ar (b).

(b)

Figura D.4. Forno tubular, microondas adapatado e os el ementos da linha de gases (a). Em (b), detalhe

da tubulagdo das duas linhas da instalagéo de gases.

O laboratério de caracterizacdo de materiais foi montado com a seguinte
infraestrutura:

Split de 18000 Btu's;

Rede com 8 pontos para conex@o com a Internet;

Trés microcomputadores IBM-PC para captura de dados e controle de equipamentos;
Uma balanca analitica;

Um espectrometro UV-VIS1V TIDAS;

Um medidor de é&rea superficial e porosidade AUTOSORB-1MP;

Um analisador térmico TGA/DTA-60 (a ser adquirido, ja aprovado em projeto);

Um microscopio 6tico metalografico Nikon LV 100D com camera de captura de imagens.
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As Figuras D.5-D.7, mostram detalhes de alguns equipamentos do laboratério de

caracterizacdo de materiais.

(b)

Figura D.5. Medidor de area superficial e porosidade AUTOSORB-1-MP (a) e balanca analitica
Bioprecisa (b) para a medicdo da massa de materiais.

Figura D.6. Espectrometro UV-VIS-IR TIDAS para andlise de solidos e solucfes (a) e microscopio
6tico metalografico LV 100D para o estudo de superficies (b).
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Figura D.7. Microcomputadores para a andlise de dados e control e de equipamentos.
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O MICROSCOPIO DE VARREDURA POR SONDA E
DO LMA

O Laboratério de Microscopia Atémica (LMA) do Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Ceard estd equipado com um microscépio de varredura por sonda
MultiMode SPM Nanoscope Illa, fabricado pela Digital Instruments Co., auamente
pertencente ao grupo Veeco Instruments Inc. Sua aquisi¢céo deve-se aos esforgos do Prof. Dr.
Valder Nogueira Freire, juntamente com pesquisadores associados. Este equipamento
representou uma grande conquista para o grupo de semicondutores, pois permitiu a interacao
através de pesquisas experimentais com diferentes areas do conhecimento (Medicina,
Microbiologia, Odontologia, Bioquimica, Zoologia, Veterinaria, dentre outras).

O MultiMode SPM € um microscopio de varredura por sonda capaz de realizar
véarios modos de andlise de superficie, dentre eles:

Contato — Mede a topografia da superficie de uma amostra através da varredura de uma
sonda mantida em contato com a superficie. Operaem ar e em fluidos;

Intermitente — Mede a topografia da superficie de uma amostra através da varredura de
uma sonda que toca a superficie de forma oscilatoria. Neste modo, aforca de atrito entre a
sonda e a superficie sdo eliminadas, reduzindo assim seu dano sobre amostras macias.
Tipicamente usado em amostras bioldgicas. Operaem ar e em fluidos;

Fase — Permite obter imagens contrastadas pelas diferencas na adesdo e na
viscoelasticidade da superficie;

N&o contato — Mede a topografia através das forcas de Van der Waals entre a superficie e
a sonda, acima da superficie;

Microscopia de forga magnética — Mede a distribuicdo do gradiente do campoe elétrico
em cima da superfice da amostra;

Microscopia de forca elétrica - Mede a distribuicdo do gradiente da forca magnética em
cima da superfice da amostra;

LiftMode™ — E uma combinaco de duas técnicas, que mede separadamente a topografia
e uma outra propriedade selecionada (magnética ou elétrica);

Modulacdo de forca— Mede a elasticidade relativa da superficie;

Microscopia de forca lateral — Mede as forcas de atrito entre a sonda e a superficie da

amostra;
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Microscopia de tunelamento — Mede a topografia da duperficie através da corrente de
tunelamento que depende da distancia de separacdo entre a sonda e a superficie da
amostra condutora

Microscopia eletroquimica — Mede a estrutura da superficie e propriedades de conducdo
de materiais imersos em solugdes eletrdlitas com ou sem controle de potencial.

O MultiMode SPM (Fig. E.1) consiste de um computador para o controle e
andlise, um video para a imagem, um video para 0 controle via programa, um controlador
Nanoscope Illa e o microscopio propriamente dito. Ele esta montado sobre uma mesa
peneumdtica, em cima e arreia, para evitar os efeitos de vibragdo. Também possui uma lupa
com camara digital acoplada a0 microscopio, conectada a um monitor de TV, para a
visualizagdo da haste, durante sua a proximacdo da superficie. A lupa possui uma fonte de

alimentacao parailuminacdo episcopica.

Figura E.1. O MultiMode SPM do LMA. MP = mesa pneumética; M = micrsocopio; LC = sistema
lupa mais camera de video; TV = monitor de TV; V = video de imagem; C = controlador Nanoscope

Illa; F = fonte de iluminacdo episcopica paraa lupa.
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O microscépio é a parte principal do sistema (Fig. E.2). Nele, a sonda interage
com a amostra colhendo as informacOes sobre a topografia e outras propriedades da
superficie. O micreoscopio é composto pelo cabecote, scanner e a base.

L

Figura E.2. O Microscopio. Ca = cabegote; Es = scanner; Ba = base

E no cabegote (Fig. E.3) que estdo localizados o arranjo de fotodiodos, o laser e o
porta sonda (tipholder) (Fig. E.4), onde a sonda € instalada. O cabecote esta fixado sobre um
posicionador X-Y que facilita um posicionamento macrocépico da sonda sobre a superficie.
Para que a deflexdo da haste seja percebida, o feixe de um laser incide sobre a mesma, de
modo que é refletido para o arranjo de fotodiodos onde a diferenca de potencial gerada da a
medida desta deflex&o.

A sonda (Fig. E.5) é instalada no porta sonda para permitir a colocacéo correta da
haste com a ponta na cavidade do cabecote, no feixe do laser. Este suporte fixa a sonda em

relacéo ao cabecote permitindo a operacéo em diferentes modos de microscopia.

Figura E.3. Detalhe do cabecote
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Figura E.4. Um dos porta sondas de AFM do SPM

Figura E.5. Caixa com sondas para AFM no modo intermitente

O scanner € a parte responsavel pela varredura da superficie. Quem se movimenta
€ 0 controlador e ndo a amostra. O controlador € responsavel pelos movimentos nos eixos X,
Y el

A base, além de sustentar 0 scanner e 0 cabegote, possui mostratores que indicam
as voltagens no arranjo de fotodiodos dependendo do modo de operacdo do microscopio.
Estas voltagens contém informacbes sobre o comportamento da haste na superficie da
amostra. Em modo STM, os mostradores ficam deslicados.

Existem diversostipos de sondas sendo cada uma para um tipo especifico de
interacéo sobre a superficie. As sondas sdo compostas por substrato, haste e ponta (Fig. E.6).
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substrato

/ \

Figura E.6. As partes de uma sonda de AFM

Na microscopia de forca atdmica (AFM) sdo utilizados dois tipos de sondas: uma
com quatro hastesem “V” e outra com apenas uma haste. A sonda com haste Unica € usada no
modo intermitente (“tapping mode”). Apresentam diversos tipos de constantes de elasticidade,
desde 0,2 a 42 N/m. S&o utilizadas, em geral, no estudo de materiais biolégico ou macios. Ja
as sondas com haste em “V”, utilizadas no modo de contato (“contact mode”’), s8o menos
susceptiveis a movimentos de tor¢do durante a varredura. Apresentam constantes de
elasticidade normalmente entre 0,06 e 0,58 N/m. S&o indicadas no estudo de superficies duras,

onde a quebra da ponta pode ocorrer facilmente.
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