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RESUMO - A nanotecnologia tem apresentado grandes avancos com o desenvolvimento de nanossensores de
cantileveres que podem ser utilizados para detecgdo de metais pesados em &gua. Para a interacéo entre o cantilever e 0
analito é necessério a funcionalizagdo da superficie dos mesmos. O 6xido de grafeno tem se apresentado como um material
de grande interesse nesta area, devido a seu baixo custo e grande area superficial. Entretanto uma etapa muito importante
para o desenvolvimento de nanossensores é a caraterizacdo de sua superficie. A técnica de obtencdo de imagens
topogréaficas de microscopia de forca atdbmica fornece informagfes de grande relevancia paras estudos morfologicos.
Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar nanossensores de cantilever funcionalizados com 6xido
de grafeno por meio de obtengdo de imagem topografica de microscopia de for¢a atbmica, quanto a morfologia e
rugosidade formada. As imagens obtidas demonstraram a formagdo de picos menores e definidos, sendo possivel a
realizagdo do calculo da rugosidade através do desvio médio quadratico, a qual apresentou diferenca nos valores obtidos,
indicando que houve a formagdo das camadas automontadas sobre a superficie do silicio, assim, pode-se dizer que a
funcionalizacgdo foi realizada de forma eficiente. Sendo assim, foi possivel verificar que o dxido de grafeno possui grande
potencialidade para utilizagdo em nanossensores de cantilever e assim, serem utilizados como uma ferramenta para a
deteccdo de metal pesado em aguas.
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1 INTRODUCAO

Recentemente a area de nanotecnologia tem apresentado grandes avangos, com o desenvolvimento de
nanobiossensores e nanossensores de hastes ultrassensiveis, chamados cantileveres, os quais podem ser aplicados em
muitas areas, como na deteccdo quimica: em diferentes tipos de gases (vapor de agua, hidrogénio, vapores metélicos,
compostos organicos volateis), ions metalicos (metais pesados), substancias toxicas; na detec¢do bioquimica: como no
controle de pH (importante nas rea¢fes bioquimicas), concentracdes de glicose e peréxido de hidrogénio na hibridizacao
especifica do DNA, desdobramento de proteinas e peptideos, na deteccdo quantitativa de esporos de fungos, bactérias e
virus; e também é possivel detectar alteraces em propriedades fisicas nos meios circundantes, tais como gas ou liquido,
ou de camadas depositadas sobre o proprio braco de suporte (LANG; HEGNER; GERBER, 2010; STEFFENS et al.,
2014).

Para a utilizac8o dos cantileveres como sensores de alta especificidade, ou seja, alta sensibilidade a um analito
especifico é necesséaria a deposicdo de uma camada sensora (funcionalizacdo) da superficie. Sua seletividade e
sensibilidade depende da deposicao uniforme de uma camada funcional em toda a superficie. A resposta deste dispositivo
depende da transducdo forcas de adsorcéo entre a camada seletiva e o analito a qual pode ser obtida por meio da deposicéo
eficiente de receptores seletivos na superficie (DESIKAN et al., 2007).

Vérios nanomateriais tém sido desenvolvidos e aplicados como camadas sensoras. Os hanomateriais a base de
carbono como os fulerenos, nanotubo, nanofibras, nanofios e derivados de grafeno tém sido considerados como materiais
promissores devido a sua relacdo custo-eficacia e sua grande area de superficial (SAINI; BAGRI; BAJPAI, 2017,
KURBANOGLU; OZKAN, 2018; ARDUINI et al., 2020).

Dentre estes os derivados do grafeno se destacam por ser um derivado de grafite naturalmente abundante o que
0 torna de baixo custo e pode ser obtido pelo uso de diferentes técnicas sintéticas, como esfoliacdo em fase liquida de
grafite, deposi¢do de vapor quimico, abordagem de automontagem e reducgdo quimica de dxido de grafite. A atracao pela
sua utilizagdo em nanossensore de cantilever deve-se as suas performances elétricas e propriedades superiores Unicas, tais
como boa estabilidade quimica, grande area de superficie, boa condutividade térmica e condutividade elétrica, alta
mobilidade de carga e transmitancia 6ptica (KIM et al., 2011; MAO; PU; CHEN, 2012).
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Neste contexto, uma etapa muito importante no desenvolvimento de nanossensores de cantileVeRsé
caracterizacdo da superficie que entrara em contato com o analito de interesse. A microscopia de forga atbmica (AF
uma tecnologia de microscopio que é capaz de caracterizar materiais em escala sub-nanométrica. Ao contrario do
métodos microscOpicos convencionais, a sua utilizacdo permite visualizar a amostra contornando a sua superficie
controlando as forcas entre uma sonda mindscula e pontiaguda ou a ponta e a superficie da amostra (WANG; NIE, 2019).
Sendo assim tornou-se uma técnica amplamente utilizada para estudos morfoldgicos, dimensionais e nanomecanicos de
varios tipos de amostras diferentes, gerando imagens tridimensionais de morfologia. Sendo possivel por meio dela
determinar aspectos estruturais e obter medicdes precisas das dimensdes (por exemplo, comprimento, altura e largura,
espessura e rugosidade) (RUGGERI et al., 2019).

Desta forma o presente trabalho tem como objetivo caracterizar nanossensores de cantilever funcionalizados com
oxido de grafeno por meio de obtencdo de imagem pela técnica de microscopia de forca atdbmica (AFM) quanto a
morfologia e rugosidade formada para posterior utilizacdo dos mesmo na detecgdo de metais pesados em agua.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Desenvolvimento de nanossensor de cantilever

Os cantileveres (ContGD-G) usados para o desenvolvimento dos nanossensores foram adquiridos
comercialmente (BudgetSensors), com as seguintes especifica¢des do fabricante: material de silicio revestido com 70 nm
de ouro em um lado da superficie, frequéncia de ressonancia de 13,0 (+4) kHz e constante de mola de 0,2 (0,07-0,4) N/m.
A baixa constante de mola (0,2 N/m) proporciona maior sensibilidade para as medi¢cGes no modo estatico em meio liquido
(CARRASCOSA et al., 2006; FRITZ, 2008).

O cantilever apresenta comprimento e a espessura do suporte de 3,4 e 0,3 mm, respectivamente, bem como a
espessura da haste (2 um) e o comprimento da ponta (17 um). O suporte possui a largura de 1,6 mm e a haste apresenta
450 pm de comprimento e 50 um de largura.

Os cantileveres com recobrimento de ouro (Au) foram escolhidos pela alta afinidade deste metal com o grupo
tiol (-SH). Como a camada de Au estd presente em apenas um dos lados do cantilever, ou seja, do lado superior, a
funcionalizacdo ocorre unicamente neste lado e, assim, 0 mesmo pode ser operado no modo estatico (TAMAYO et al.,
2013).

2.2 Funcionalizagdo da superficie dos cantilevers

A funcionalizac&o do cantilever foi realizada por meio da deposicéo da camada sensora no lado superior, onde
se encontra depositado o Au. Para isso, a técnica de SAM foi escolhida, empregando agentes reticuladores (EDC/NHS)
para ligacdo covalente com moléculas de alcanotiois. Segundo Galli (2009), esta técnica de formacéo de SAM com tidis
sobre superficie metalica, constitui um método de obtencdo de uma superficie com alto grau de ordenacdo controlada
quimicamente.

O procedimento de funcionalizagdo do cantilever foi baseado no trabalho de Velanki e Ji (2006) e Martinazzo et
al. (2018) consistindo das seguintes etapas:

e Etapa 1: Limpeza dos cantileveres, os quais foram transferidos individualmente para uma placa de petri, onde foram
imersos em alcool isopropilico isopropilico (Vetec, 99,5 %), durante 2 min, para lavagem, assim removendo interferentes
da superficie, e entdo secos, a temperatura de 20 °C, por cerca de 15 min.

e Etapa 2: Imersdo do cantilever em uma solugéo de acido16-mercaptohexadecandico (tiol) (Sigma Aldrich, 90 %) 2
mM em meio etanolico, por overnight (16 h). Apds, foi realizada a lavagem do cantilever com agua ultrapura (2 min) e
secagem a 20 °C por 15 min.

o FEtapa 3: Imersdo do cantilever em uma mistura de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (Sigma
Aldrich, 98 %) 1 mM/ N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma Aldrich, 98 %) 1 mM 4:1 (v/v) durante 10 min. A mistura de
EDC/NHS foi realizada no momento de funcionalizagdo. O EDC é usado para acoplar grupos carboxila ou fosfato a
grupos aminas primérias e melhorar a ligagdo quimica de enzimas ao carbono, materiais poliméricos ou superficie de
nanoparticulas sem modificacdo prévia. Uma das principais vantagens do acoplamento EDC é a solubilidade em &gua,
que permite a bioconjugacdo direta sem dissolucdo prévia de solvente orgénico. No entanto, o acoplamento deve ser
realizado rapidamente para garantir a eficiéncia do método (MORALES, 2016). O NHS pode ser usado para aumentar a
estabilidade deste éster ativo. A seguir, foi realizada a lavagem com agua ultrapura (2 min) e secagem a 20°C por 15 min.
e Etapa 4: O dxido de grafeno utilizado neste estudo foi gentilmente cedido pelo Instituto de Fisica da USP, Sao
Carlos/SP e pelo Grupo de Nanociéncias e Nanotecnologia (Nano) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz
de Fora/MG. O mesmo foi sintetizado utilizando o processo de esfoliagdo quimica pelo método de Hummers
modificado (LIMA et al., 2017) e encontrava-se diluido em &gua ultrapura na concentracdo de 0,1 mg/mL. Para a
funcionalizacdo o cantilever foi imerso nesta solucdo de 6xido de grafeno durante 10 min. Posteriormente, foi realizada
a lavagem do cantilever com agua ultrapura (2 min) e secagem a 20 °C por 15 min.
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As lavagens realizadas ap0s cada etapa tinham o objetivo de remover as moléculas que ndo ficaram ad
na superficie.

Os procedimentos de funcionalizacdo foram realizados em uma sala climatizada a 20 °C, pois temperaturas muitoss
altas diminuem a eficiéncia das ligacdes dos grupamentos envolvidos. Posteriormente, os dispositivos foram armazenados
sob refrigeracdo (4 °C), a seco sobre uma pequena placa de gel, dentro de placas de petri. Sendo que antes da realizagédo
de experimentos, 0s mesmos permaneciam a 25 °C por 30 min, para estabilizar sua temperatura.

2.3 Microscopia de Forga Atdmica

A caracterizacdo de topografia e rugosidade da superficie dos nanossensores foi realizada em uma placa de silicio
(1 cm?), ou seja, um material similar ao do cantilever, onde foi depositada uma camada de 20 nm de ouro por meio da
técnica Sputtering. Para tanto foi utilizado a microscopia de forca atdbmica (AFM). As analises foram realizadas em um
AFM Nanosurf (C3000 Controller, Suica), utilizando um cantilever de silicio, modelo Tap-150-G (BudgetSensors), de
frequéncia de ressonancia de 150 (£75) kHz e constante de mola de 5 (1,5-15) N/m. Todas as imagens foram obtidas em
modo dinamico e a varredura realizada no modo tapping. Para as analises de topografia e rugosidade, as imagens foram
obtidas em uma area de 25 pm?, com resolugdo de 512 x 512 pontos e velocidade de varredura de 2 s/linha. A raiz
quadrada da média da rugosidade (Rms) foi calculada usando o software Gwyddion (Versao 2.53), em diferentes locais
da imagem. Rms é uma func¢éo da média do desvio dos picos e vales presentes no perfil da superficie do material (LEITE
etal., 2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta as imagens topograficas, em 3D, obtidas da placa de silicio (cantilever) com ouro e apés
a funcionalizacdo da superficie com éxido de grafeno.

Figura 1. Imagens de AFM, em 3D, da superficie placa de silicio recoberto com ouro (a) e funcionalizado com éxido de
grafeno (b).
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Na Figura 1 pode-se observar diferencas topograficas da superficie da placa de silicio recoberto com ouro e ap6s
sua funcionalizagdo com 6xido de grafeno. Analisando o substrato de silicio com ouro (Figura la) observa-se uma
superficie com aglomerados, decorrentes do processo de deposicdo do ouro. A adi¢do do dxido de grafeno (Figura 1b)

FEAR - Faculdade de

UPF ‘ Engenharia e Arquitetura

ENGENHARIA DE ALIMENTOS



Producado de alimentos, saudabilidade
e sustentabilidade ambiental

ISSN 2236-0409
v. 11 (2021)

apos a etapa dos agentes reticuladores formou picos menores e mais definidos. A deposicdo de moléculas sobr
superficie pode ocorrer tanto nos vales quanto nos picos, que sdo, respectivamente, regides abaixo ou acima do p
médio da superficie (RODRIGUES, 2015).

A partir das imagens topograficas foi calculado o desvio médio quadratico da rugosidade (Rms) que esta
apresentado na Tabela 1. O calculo da rugosidade leva em conta a diferenca entre a dimensdo dos componentes da
superficie, ou seja os picos e os vales (KLAPETEK; NECAS; ANDERSON, 2016).

Tabela 1. Valores da raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) das superficies da placa de silicio recoberto com ouro
(a) e a funcionalizado com éxido de grafeno.

Etapa Rms (nm)*
Silicio + Ouro 22,035 +(2,128)
Silicio + Ouro + Tiol + EDC/NHS + Oxido de grafeno 17,133+ (1,965)

*Meédia (trés repeti¢des) + Desvio Padrao.

A rugosidade apresentada na Tabela 1 para a camada de ouro pode estar relacionada a formacdo de
conglomerados pela deposicdo de atomos de ouro pela técnica de Spputering, a qual pode haver a deposicdo de atomos
de ouro sob a forma de conglomerados, possivelmente esses conglomerados se depositaram nas regides de vale, existentes
na superficie de silicio, preenchendo os espacos vazios (RODRIGUES, 2015).

Na deposicdo da camada de 6xido de grafeno se observou uma reducgdo da rugosidade. Segundo Naghib et al.
(2018), a estrutura do oxido de grafeno em forma de folhas aumenta a &rea de contato, 0 que proporciona uma melhora
significativa da transferéncia de elétrons entre 0s mesmos, uma propriedade muito importante para sensores.

A diferenca nos valores obtidos de rugosidade da superficie em cada etapa de funcionaliza¢do é um indicativo
da formacdo das camadas automontadas sobre a superficie do silicio, dessa forma podendo-se dizer que a funcionaliza¢éo
foi realizada de forma eficiente.

4 CONCLUSAO

A caracterizac8o da superficie dos nanossensores de cantilever funcionalizados com dxido de grafeno pela
andlise de microscopia de forca atdbmica (AFM) confirmaram a funcionalizagdo da camada sensora pela técnica das
camadas automontadas (SAM), sendo possivel verificar a deposi¢do da mesma. Desta forma a funcionalizacdo com 6xido
de grafeno demonstrou ser um material com grande potencialidade para utilizacdo em nanossensores de cantilever e assim,
serem utilizados futuramente como uma ferramenta para a detec¢do de metal pesado em aguas.
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