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Resumo

RESUMO

O uso da &gua no ambiente hospitalar tem despertado grande atengédo pela probabilidade
de ocorréncia de patologias em decorréncia da ingestdo de aguas contaminadas, pela
excrecdo de medicamentos, pelo alto indice de microrganismo e espécies patogénicas nos
esgotos hospitalarese etc. O presente trabalho investiga o desenvolvimento de eletrodos
bioinspirados de tridéxido de tungsténio sem e modificados com Ag (W/WQO3 e W/WO:s-
Ag) e eletrodos nanoestruturados de W/WO3 formados por templates sintéticos e
eletrodeposicdo. Estes eletrodos foram aplicados na desinfecgdo de &guas de origem
ambiental e hospitalar utilizando-se a técnica de fotoeletrocatalise. Todos os eletrodos
foram caracterizados pelos métodos convencionais e os eletrodos W/WOs e W/WOs-Ag,
mostraram melhor atividade fotoeletrocatalitica para desinfec¢cdo do dialisato e do
dialisado contaminados com Candida parapsilosis na forma plancténica e de biofilme
sem adicdo extra de eletrolito em relacdo aos eletrodos W/WO3 convencionais. Apds
otimizacdo do método, a desinfeccdo fotoeletrocatalitica das cepas em concentragdo de
1,0 x 108 UFC mL™ em dialisato alcangou 99.99% de inativac&o apds 1 min de tratamento
sob potencial aplicado de 1,5 V vs. Ag/AgCl, irradiacdo UV/vis e nenhuma regeneracao
destas mesmo ap06s mais de trés semanas de incubacdo. Ainda foi observada alta remocéo
de carbono orgénico (60%) total (COT), eliminacdo da turbidez e reducdo da demanda
quimica de oxigénio. A inativacdo, morte dos fungos e remocao dos organicos lixiviados
da analise celular do microorganismo foi atribuida a agdo dos radicais hidroxilas
fotogerados no meio reacional. A desinfeccdo dos fungos em efluente proveniente da
hemodidlise (dialisado), também alcancou 99.9% de desinfeccdo apds 3 min de
tratamento sob irradiacdo UV/Vis e 15 minutos sob irradiacdo na regido do visivel. Para
biofilmes, alcangou-se 99,9% de inativagcdo em tempos de tratamento superiores a 120
min, e remocdo de COT de 60% das leveduras. Ainda neste trabalho apresentamos o
estudo do desenvolvimento de dois métodos imunoldgicos para deteccdo de Leginella
pneumophila. Foram usados o método de magneto-ELISA e biossensor impedimétrico
usando ensaio imunoldgico entre L. pneumophila e os anticorpos monoclonais especificos
para a bactéria que reagem com o epitopo LPS. A captura e pré-concentragdo da amostra
foi feita utilizando-se particulas magnéticas e transducao dptica e eletroquimica, para os
ensaios de magneto-ELISA e biossensor, respectivamente. Resultados mais satisfatorios
foram obtidos para imunossensor impedimétrico, utilizando-se particulas magnéticas
tosiladas com 450nm de tamanho modificadas com anticorpo Legionella Polyclonal
Antibody genus depositadas sobre eletrodo compdsito de grafite epoxi modificado por
ima. Valores de LD = 59,91 UFC mL™e LQ = 183,03 UFC mL"1 foram obtidos para
deteccdo de L. pneumophila em meio aquoso. O método foi aplicado na determinacgéo de
LP em agua de torneira e dialisato de hemodidlise, alcangando-se deteccéo de ao redor de
10° UFC mL, com recuperacdes superiores a 85%.

Palavras chave: Fotoletrocatalise, Candida parapsilosis, Legionella pneumophila,
imunossensores, eletrodos bioinspirados de trioxido de tungsténio, desinfeccéo



Abstract

ABSTRACT

The use of water in the hospital environment has attracted great attention due to the
probability of the occurrence of pathologies due to the ingestion of contaminated water,
the excretion of medicines, the high rate of microorganisms and pathogenic species in
hospital sewers, etc. The present work investigates the development of bioinspired
trioxide electrodes without and modified with Ag (W/WOs and W/WOs-Ag) and
nanostructured W / WOs electrodes formed by synthetic templates and electrodeposition.
These electrodes were applied to disinfect waters of environmental and hospital origin
using the photoelectrocatalysis technique. All electrodes were characterized by
conventional methods and the W/WO3 and W/WO3-Ag electrodes showed better
photoelectrocatalytic activity for disinfecting the dialysate and dialysate contaminated
with Candida parapsilosis in the plactonic and biofilm form without extra electrolyte in
relation to conventional W/WO3 electrodes. After optimizing the method, the
photoelectrocatalytic disinfection of strains at a concentration of 1.0 x 10® CFU mL™ in
dialysate reached 99.99% of inactivation after 1 min of treatment under applied potential
of 1.5 V vs. Ag / AgCl, UV / vis irradiation and no regeneration even after more than
three weeks of incubation. High removal of total organic carbon (60%) was also observed,
elimination of turbidity and reduction of chemical oxygen demand. The inactivation,
death of the fungi and removal of the leachate organics from the cell lysis of the
microorganism was attributed to the action of the photogenerated hydroxyl radicals in the
reaction medium. The disinfection of fungi in effluent from hemodialysis (dialysate) also
reached 99.9% disinfection after 3 min of treatment under UV / Vis irradiation and 15
minutes under irradiation in the visible region. For biofilms, 99.9% of inactivation was
achieved in treatment times longer than 120 min, and TOC removal of 60% of yeasts.
Still in this work, we present the study of the development of two immunological methods
for the detection of Legionella. pneumophila. The magneto-ELISA method and
impedimetric biosensor were used using an immunological assay between L.
pneumophila and the monoclonal antibodies specific for the bacteria that react with the
LPS epitope. The capture and pre-concentration of the sample was done using magnetic
particles and optical and electrochemical transduction, for the magneto-ELISA and
biosensor assays, respectively. More satisfactory results were obtained for impedimetric
immunosensor, using tosylated magnetic particles 450nm in size modified with
Legionella Polyclonal Antibody genus antibody deposited on a magnet electrode made of
magnetite-modified epoxy graphite. LD values = 59.91 CFU mL™* and LQ = 183.03 CFU
mL™ were obtained for the detection of L. pneumophila in an aqueous medium. The
method was applied in the determination of LP in tap water and hemodialysis dialysate,
reaching a detection of around 105 UFC mL 1, with recoveries above 85%.

Keywords: Photoletrocatalysis, Candida parapsilosis, Legionella pneumophila,
immunosensors, bioinspired tungsten trioxide electrodes, disinfection
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Introducéo Geral

1. INTRODUCAO GERAL

A agua é um bem de grande relevancia a vida na Terra, uma vez que esta atende
desde as necessidades basicas do homem para sobrevivéncia até a sua aplicagdo em
atividades correlacionadas a sua qualidade de vida, tais como fonte de energia, obtencéo
de matéria prima de producdo e via de transporte. De acordo com a portaria numero 36
do Ministério da Satde (2011), para a agua ser considerada como potéavel e adequada para
0 consumo humano € necessario obedecer a pardmetros fisicos, quimicos,
microbioldgicos e organolépticos pré-estabelecidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
Dentre estes, os parametros microbiologicos influenciam a satde diretamente e por isso
ndo devem ser negligenciados. Desta forma, sabe-se que o uso inadequado da agua coloca
em risco 0 seu consumo pela contaminagdo direta e indireta por microrganismos
patdgenos (MACHADO, 2006).

Em relacdo ao uso da agua no nicho hospitalar, um problema que tem despertado
a atencdo € a ocorréncia de patologias em pacientes hemodialisados decorrente do uso de
aguas contaminadas. Esta tem sido, por exemplo, a segunda causa de morte em pacientes
renais crénicos, que tem desenvolvido doencas infecciosas pelo uso de dialisatos ndo
totalmente livres de microrganismos (GOLDBLUM, E.S.; REED, 1980). Entre estes,
destaca-se a preocupagdo com microrganismos pertencentes ao Reino Fungi.

Adicionalmente, os hospitais em geral constituem um grupo importante de fontes
de poluentes oriundos das atividades laboratoriais e de pesquisa, diagnosticas, além da
excrecdo de medicamentos dos pacientes, o0s quais podem incluir componentes ativos de
medicamentos e metabolitos, produtos quimicos, residuos de produtos farmacéuticos,
marcadores radioativos, meios de contraste iodados, aléem do grande indice de
microrganismo e espécies patogénicas como fungos (MACHADO et al., 2014). O
descarte de residuos hospitalares e de aguas residuais, especialmente aqueles que nao
possuem o tratamento devido, pode culminar na exposi¢do da sociedade, aumentando
dessa maneira o risco de infeccdo. Em particular, no contexto da pandemia de COVID-
19 em todo 0 mundo, é de grande importancia reduzir os riscos a satde do publico e do

meio ambiente. Portanto, é necessario desinfectar e descartar adequadamente os residuos
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hospitalares e as aguas residuais antes de serem transportados ou descarregados (WANG
et al., 2020).

Além disso, os efluentes liquidos gerados por hemodialise possuem um
significativo impacto sobre 0 meio ambiente devido a sua elevada condutividade e
salinidade. No entanto, o risco resultante do seu descarte em corpos de dgua permanece
subexplorado. E evidente que a poluicdo pode ser substancialmente reduzida por meio do
reuso de &gua. Além disso, a limitacdo do descarte pode indiretamente ajudar na
manutencdo da qualidade da agua (TARRASS; BENJELLOUN; BENJELLOUN, 2008).
A contaminacdo dos corpos hidricos pode suceder através de diferentes fontes de
contaminacdo destes, um dos tipos de contaminacdo pode ser atribuido ao descarte de
efluentes com alto poder poluidor, os quais séo descartados diretamente sem nenhum tipo
de tratamento preliminar em rios ou sistema de tratamento de esgotos sem a capacidade
adequada para o tratamento deste tipo de efluente (AGAR et al., 2008).

Além da qualidade da &gua, um grande fator importante relacionado a satde e bem
estar das pessoas é a qualidade do ar. A partir da década de 70, observou-se um aumento
gradual de pessoas trabalhando em ambientes fechados como escritorios e edificios
comerciais (SEPPANEN; FISK, 2002). O ambiente normalmente é refrigerado/aquecido
por sistemas de ar condicionado, onde a circulacédo e distribuicéo rotineiramente ¢ feita
através de dutos que passam por um equipamento central. Tais dutos possibilitam a
circulacdo constante do ar dentro do edificio, resultando em pouca renovacao do ar e

acumulo de agentes tdxico, culminando em danos a saude.

Estudos apontam que a qualidade do ar influencia no rendimento, bem estar e
temperamento das pessoas enquanto desenvolvem suas atividades, dessa forma, a
manutencdo de um ambiente saudavel acarretard repercussbes positivas tanto a
produtividade, quanto a satde do ser humano (CARDOSO, 2016). Os contaminantes
bioldgicos atmosféricos ainda sdo pouco investigados e podem causar doengas por
transmissdo aérea. Sendo assim, indubitavelmente, a ocorréncia de microrganismos em
suspensdo no ar pode configurar um fator de risco as pessoas expostas. De acordo com
MORAWSKA (2006) dentre os diversos contaminantes biologicos presentes nos

ambientes internos estdo os virus (influenza, varicela), os fungos (em especial aos
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pertencentes ao género Aspergillus) e as bactérias, com destaque para Mycobacterium e

Legionella.

Diante desta conjuntura, para explicitar de maneira mais profunda e propiciar a
resolucédo das problematicas, a presente tese encontra-se dividida em dois capitulos. No
primeiro capitulo é abordado o desenvolvimento de eletrodos de W/WO3 e W/WO3-Ag
com diferentes morfologias aplicados para a desinfeccdo do dialisato e dialisado
provenientes da hemodialise, contaminados com Candida parapsilosis. Ja no segundo
capitulo, o desenvolvimento de métodos baseados em ensaios imunologicos para a

identificacdo e quantificacdo de Legionella pneumophila é explanado.
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Capitulo 1:

Eletrodos bioinspirados de WO3; e WO3-Ag aplicados na melhoria da

gualidade quimica e microbioldgica do dialisato antes e ap0s o processo de

hemodialise.

36



Capitulo 1: Revisdo da Literatura e Estado da Arte

1. REVISAO DA LITERATURA E ESTADO DA ARTE

1.1. Fungos: Uma abordagem geral sobre este Reino

A ocorréncia de sepse em pacientes hemodialisados decorrente do uso de aguas
contaminadas € um problema emergente. Como ja salientado, esta tem sido, por exemplo,
a segunda causa de morte em pacientes renais cronicos, 0s quais tem desenvolvido
doencas infecciosas pelo uso de dialisato, solugdo salina utilizada na hemodialise, ndo
totalmente livre de microrganismos (GOLDBLUM, E.S.; REED, 1980; MONTANARI
et al., 2009; REYES, 2016). Um fato veridico que constata tal afirmacédo é o acidente
ocorrido no Instituto de Doengas Renais (IDR) em Caruaru, PE, durante o més de
fevereiro de 1996. Esse evento transformou a historia e a pratica clinica da hemodialise
devido a contaminacdo da &gua utilizada para hemodialise com microcistina-LR, uma
toxina produzida por cianobactérias, causando a morte de 65 pacientes e possibilitando o
aumento do rigor da comunidade médica e civil quanto a qualidade quimica e
microbioldgica dos fluidos utilizados para estes fins (SANCHES, S. M.;VIEIRA, E.M.;
PRADO, E. L.;BENETTI; TAKAYANAGUI, 2007). Além das cianobactérias e
bactérias, € valido ressaltar que 0s microrganismos pertencentes ao Reino Fungi merecem
atencdo devido ao alto grau de viruléncia de muitas espécies componentes do reino
(PIRES et al., 2016b).

Desta maneira, no Reino Fungi, a espécie Candida albicans constitui o agente
etioldgico mais isolado em ambientes hospitalares, e em segundo lugar encontra-se
Candida parapsilosis. Tal espécie apresenta varias caracteristicas bioldgicas, sendo
algumas relacionadas com a sua viruléncia, devido a sua facilidade em formar biofilmes
nos dispositivos médicos implantados, o que aumenta a sua adesao a estes equipamentos
e contribui para a producdo de enzimas extracelulares. Além disso, C. parapsilosis
expressa diferentes fenotipos e possui a capacidade de proliferar na presenca de
concentracOes elevadas de glicose e lipidios (SILVA, 2012). Embora C. parapsilosis seja
muitas vezes considerado como um organismo menos virulento, quando comparado a C.
albicans, foi dessa espécie o maior aumento na incidéncia desde 1990, o que vem
despertando uma significativa atencdo para esse patdgeno emergente (NOSEK et al.,
2009; TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008).
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Capitulo 1: Revisdo da Literatura e Estado da Arte

Os fungos sdo classificados como organismos eucariontes que possuem
membrana chamada de carioteca, responsavel pela delimitacdo do ndcleo celular. E de
notério conhecimento que os fungos podem ser unicelulares, ou pluricelulares. A
membrana plasmatica nesses organismos possui caracteristicas Unicas por conter o
ergosterol. Este é composto do tipo esterol e difere de animais (colesterol) e das plantas
(fitosterol e B- sitosterol) pela estrutura e propriedades unicas (PELCZAR; CHAN;
KRIEGEL, 2011). A Figura 1 representa esquematicamente a estrutura de uma célula
fungica genérica e seus principais constituintes.

Inicialmente quando foram descobertos, os fungos foram comparados aos
vegetais, no entanto, sdo organismos que ndao possuem cloroplastos e nem clorofila em
suas celulas, ndo possuindo assim a capacidade de realizar fotossintese. Sdo conhecidos
como organismos heterotroficos, dessa maneira obtém nutrientes por absorcdo, ou seja,
langam enzimas aos substratos onde colonizam e absorvem os nutrientes atraves da
parede e membrana celular, formada pela bicamada lipidica (DEACON, 2006). Nas
células dos fungos filamentosos, ha a presenca de um fluxo citoplasmatico o qual permite
a difusdo de nutrientes solGveis possibilitando o metabolismo entre as células. Todos os
fungos séo eucariontes e podem ser unicelulares (leveduras, quitridias), ou multicelulares.
Normalmente possuem dois nucleos em suas células os quais podem ser visualizados pelo
microscopio oOptico empregando-se técnicas de coloracdo apropriadas (PELCZAR;
CHAN; KRIEGEL, 2011)

As leveduras, organismos unicelulares, podem apresentar morfologia oval,
arredondada ou alongada. A reprodugdo pode ocorrer por via assexuada (estado
anamorfo), brotamento ou fissdo de células somaticas. No processo de brotamento ocorre
0 surgimento de uma estrutura denominada blastoconidio (broto ou gema) na superficie
da levedura, que se separa, formando uma nova célula. Todavia, cabe-se ressaltar que em
alguns casos, pode ocorrer a permanéncia da célula filha a célula mée e este gerar um
novo blastoconidio. A repeticdo deste fenébmeno culmina na formacdo de um arranjo de
células que sdo separadas por uma constricdo no septo, originando uma estrutura
denominada de pseudo-hifa. E vélido lembrar que as hifas ndo possuem constrigdo em
sua estrutura e sim paredes celulares paralelas a seus septos. H& leveduras que se
reproduzem sexuadamente (estado teleomorfo), como as ascoporogeneas, por exemplo
(TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, 2000).
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Figura 1: Célula fungica com destaque para os envoltorios.
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Fonte: Proprio autor.

Uma peculiaridade desses seres € a presenca de parede celular, uma estrutura
rigida e essencial para a sobrevivéncia de suas células. As leveduras e 0s organismos
pluricelulares estdo envolvidos pela parede celular, sendo esta, uma camada protetora
externa, quimicamente diferente da parede celular encontrada nos vegetais ainda que
possa exercer os mesmos tipos de fungdes (CARNEIRO, LUIZ C. ; JUNQUEIRA, 2005).
A parede celular corresponde de 20 a 30% do peso seco da célula flngica, com
composicdo e dimensdo variantes conforme as condi¢cbes ambientais e/ou de cultivo
laboratorial, sendo essa formacao coordenada com o ciclo celular (IBRAHIM et al., 2009;
KLIS; BOORSMA; DE GROQT, 2006) .

A composic¢do quimica da parede celular possui uma complexidade significativa.
Em sua grande maioria, é constituida principalmente por polissacarideos, ligados ou ndo
a proteinas ou lipideos, polifosfatos e ions inorganicos formando a matriz de cimentacao.
Ademais, a presenca de Quitina, glucanas, galactomananas e proteinas sdo compostos
mais freqlientes, apesar da quantidade variar entre as diferentes espécies de fungos
(ADAMS, 2004).
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Como ja explicitado, os fungos foram agrupados em um Unico reino, Reino
Fungi, por Whittaker em 1969, onde se procurou reunir todos os fungos com
caracteristicas tipicas. ALEXOPOULOS et al. (1996) et al. propds a classificacdo dos
fungos que ainda é considera pelos micologistas, apesar de ja existir uma proposta mais
recente conforme publicada por KIRK et al., (2008) que agrupa os fungos com base em
estudos de biologia molecular. Entretanto, essa classifica¢do ainda néo é totalmente aceita
entre 0s micologistas. Dentre as leveduras, encontram-se as espécies de Candida,
pertencentes a divisdo ascomycota capazes de causar inimeras enfermidades ao homem
(PELCZAR; CHAN; KRIEGEL, 2011).

1.2. O género Candida e a presenca em hospitais

De acordo com a literatura, o género Candida, conforme ja salientado, pertence
ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales,
Familia Saccharomycetaceae (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

Pelo fato de possuirem dimorfismo invertido, as leveduras deste género crescem
como leveduras durante a fase saprofitica e filamentam-se quando expostos a
temperaturas em torno de 35°C e 37°C, com excecdo de C. glabarata, o que é classificado
como um organismo hapléide (BRANDT; LOCKHART; WARNOCK, 2011;
TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, 2000). Em relacdo ao tipo de reproducéo, em
geral, microrganismos pertencentes a este género normalmente se apresentam como
células individuais, podendo haver a formacao de pseudo-hifas ou ndo, e se replicam de
maneira assexuada por blastoporacdo e gemulacgéo, esquema que pode ser visto na Figura
1 a formacéo do broto (SCHULZE; SONNENBORN, 2009).

Apesar de serem usados em varias areas como gastronomia e producdo de
farmacos, desde os anos 80, os fungos surgiram como as principais causas de doencas
humanas, especialmente entre individuos imunocomprometidos e 0s pacientes
hospitalizados com condi¢des subjacentes de gravidade elevada (WAINWRIGHT, 2008).
Segundo TAMURA et al. (2007), as espécies pertencentes a este género correspondem a
80% das infeccBes fungicas de origem hospitalar. Além disso, tais espécies constituem a
quarta causa de infec¢Bes nosocomiais relatadas na literatura (BARADKAR et al., 2008).

Embora C. albicans seja 0 agente mais prevalente de candidemia, infec¢do causada por
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candida spp., a epidemiologia da candidiase mudou nas Ultimas décadas. Em estudos
epidemioldgicos realizados no Brasil, leveduras pertencentes a espécie C. parapsilosis
complexo além de C. tropicalis séo as espécies NCAC mais frequentemente isoladas de
hemoculturas (ALENCAR et al., 2017; MEDRANO et al., 2006).

A patogenicidade de Candida spp. pode ser atribuida a um conjunto de fatores
de viruléncia, incluindo a capacidade de aderir ao epitélio bucal humano e células
endoteliais, a transicdo de broto para pseudo-hifas (morfogénese, um fenémeno tipico de
C. albicans e C. parapsilosis), a producdo de enzimas liticas (proteinases, fosfolipases e
hemolisinas), a troca fenotipica, a formacdo de biofilme, muito comum em C.
parapsilosis, e também a capacidade de evitar as células do sistema imunol6gico por
diferentes mecanismos (LIN et al., 2015; TAMURA et al., 2007).

Em 1928, sucedeu o primeiro relato de C. parapsilosis quando Ashrford a isolou
a partir das fezes de um paciente com diarreia em Porto Rico (ASHFORD, 1928; NUCCI
et al., 2010) recebendo inicialmente 0 nome de Monila parapsilosis visto que era uma
espécie semelhante a Monila psilosis (hoje conhecido como Candida albicans) sendo
incapaz de fermentar maltose. De inicio, C. parapsilosis ndo foi considerado como
patogénico, embora posteriormente tenha sido responsédvel por um caso fatal de
endocardite em uma via intravenosa de um usuario de drogas em 1940. A partir dai,
pesquisadores prenunciaram a ligacdo de C. parapsilosis com instrumentacdo médica
(TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008).

A espécie C. parapsilosis € um comensal humano normal, que é frequentemente
isolado da pele da m&o. Apresenta uma forma oval, redonda ou forma cilindrica, sua
cultura em Agar Saboroud tem aspecto cremoso, branco, brilhante e suave. Embora seja
um organismo comensal, sua patogenicidade € notdria devido sua afinidade por materiais
cateteres ou protéticos, capacidade de formar biofilme e capacidade de crescer em solugédo
de hiperalimentacédo (LIN et al., 2015).

Até 0 ano de 2005, antes da publicacdo realizada por TAVANTI et al., (2005), a
espécie C. parapsilosis constituia um complexo constituido por trés grupos
geneticamente distintos (grupo I, Il e I11). Atualmente, estes grupos foram renomeados
em espécies diferentes estreitamente relacionadas entre elas: C. parapsilosis sensu stricto,
C. orthopsilosis, e C. metapsilosis (TAVANTI et al., 2005). Adicionalmente, é de grande

relevancia pontuar que C. parapsilosis apresenta a facilidade em formar biofilmes nos
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dispositivos médicos implantados, 0 que aumenta a sua adesdo a tais equipamentos,
contribuindo para a producéo de enzimas extracelulares. Tal caracteristica atrelada ao fato
de que C. parapsiolosis expressa diferentes fen6tipos e possui a capacidade de proliferar
na presenca de concentragdes elevadas de glicose e lipidios torna a mesma uma espécie
virulenta (SILVA, 2012; SOUZA et al., 2017).

Em alguns casos, C. parapsilosis tem ultrapassado C. albicans entre as espécies
que causam candidemia. O trabalho publicado por ALENCAR et al., (2017) mostra a
ocorréncia de C. parapisilosis em pacientes imunocomprometidos em um hospital na
regido Centro-oeste do Brasil, causando candidema. Alem disso, este trabalho apresenta
aborda um problema bastante pertinente relacionado com o aumento da resisténcia
antifngica principalmente de espécies ndo C. albicans. Dessa maneira, 0 monitoramento
continuo com o uso de testes de sensibilidade é requerido ou até mesmo, maneiras de
evitar contaminacdo por estas espécies. Outro estudo realizado aqui no Brasil em um
hospital na cidade de Fortaleza no ano de 2006, verificou que das 50 culturas de sangue
realizadas, 18 continham a presenca de C.parapsilosis, enquanto que 14 cresceram C.
albicans (MEDRANO et al., 2006).

Um estudo realizado na Espanha (BRANDT; LOCKHART; WARNOCK, 2011)
revelou que os principais fatores de risco relacionados a infec¢do por C. parapsilosis
incluem cateterismo vascular, historia prévia de antibidticos, terapia imunossupressora,
malignidade, recebimento de transplante e neutropenia. Uma quantidade significativa de
trabalhos publicados na literatura descreve o surto de infecgOes por C. parapsilosis em
unidades de terapia intensiva neonatal ou adulto. Métodos de tipagem epidemioldgica
revelaram uma ligacdo entre o transporte mecanico de C. parapsilosis dos profissionais
de salde e o patogeno para pacientes. Portanto, a infec¢do por este microrganismo este
diretamente ligada a higiene das maos por parte dos profissionais de saude. (CLARK et
al., 2004; HUANG et al., 1999; PAYAGALA et al., 2009; TROFA; GACSER;
NOSANCHUK, 2008)

Outro caso de ocorréncia de streptococos sp. em hospitais é reportado CAPPELLI;
TETTA; CANAUD (2005) no qual foi detectado a presenga de biofilmes presentes no
circuito hidraulico de méaquinas de hemodidlise, particularmente nos setores de baixo
fluxo, espacos mortos e ultrafiltros, com uma concentracdo microbiana na ordem de 1x103

a 1x10° células/cm? e nivel de endotoxina na faixa de 1-10 EU/cmz2. Outro ponto de grande
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relevancia a ser citado é que a liberacdo de endotoxinas produzidas por esse
microrganismo, constituintes da parede celular ou fragmentos de ADN no dialisato
podem induzir a producdo de citocinas integrantes da resposta autoimune (MONTANARI
et al., 2009).

Como ja explicitado nos paragrafos anteriores, muitas vezes conhecida como a
“doenca do doente”, a candidemia ¢ conceituada como a infec¢do na corrente sanguinea
causada por Candida sp., sendo responsavel pela formacdo de micro abcessos renais
hepatoesplénicos, endocardite, meningite, atrite, osteomielite, dentre outros (BARBEDO;
SGARBI, 2010; VALLE; RENDE; OKURA, 2010). Dessa maneira, a candidemia trata-
se da maior causa de mortalidade de pacientes imunocomprometidos, entre eles os
hemodialisados, 0s quais necessitam enormes quantidades de &gua potavel para o
funcionamento de "rins artificiais”, gerando uma grande quantidade de efluentes
(ARRAES, 2012).

Diante desta conjuntura evidenciada, a completa retirada de microrganismos
patogénicos do dialisato utilizado em sessfes de hemodialise é essencial para garantir o
seu uso seguro. Para solucionar os problemas relacionados a presenca de contaminantes
bioldgicos tanto no dialisato quanto nos dispositivos médicos, usam-se 0s processos de
desinfeccéo capazes de promover a inativacdo de microrganismos patogénicos.

Os processos quimicos de desinfeccdo consistem na adicdo de agentes quimicos
como hipoclorito de sodio, dioxido de cloro, ozbnio, peréxido de hidrogénio e
permanganato de potassio em amostras de agua. Dentre eles, 0 método mais convencional
de desinfeccdo de agua consiste no tratamento com hipoclorito de sédio e aplicacdo de
radiacdo UV em questdo. No caso de muitas estacdes de hemodidlise, este tratamento se
da com a administracdo de agentes a base de hipoclorito nos dispositivos empregados e
aplicacdo de radiacdo UV na &gua a ser utilizada futuramente na diluicdo para dialisato.
Contudo, tal atividade pode promover a formacéo de trialometanos in situ, como por
exemplo, o cloroférmio, apresentando alto risco a satde humana por ser carcinogénico
(SOUZA, 2015). Alem disso, a administracdo dessas espécies esta associada a um alto
nivel de resisténcia microbiana (YOU et al., 2019).

Devido as desvantagens inerentes a administracdo de cloro ativo em agua para
eliminacdo de microrganismos, diferentes alternativas de desinfeccdo de aguas estdo

sendo propostas. Dentre estas, destacam-se 0s tratamentos baseados na aplicacdo direta
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de energia na forma de calor, radiacdo ultravioleta, radiacdo ionizante, microondas,
ultrassom e fotocatéalise (IBGE, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Podemos
ressaltar que em decorréncia do seu baixo custo, alta eficiéncia no tratamento e
compatibilidade ambiental, a desinfeccdo por métodos oxidativos avangados emergiu
como uma alternativa promissora para a desinfeccdo primaria e residual
(PARAMASIVAM et al., 2012).

1.3. O processo de hemodialise e a geracao de efluentes

A hemodialise é conceituada como um método purificador extracorporeo no qual
pacientes com doenca renal crénica (DRC) sdo submetidos, o qual tende a remover os
residuos metabolicos, que sdo constituidos principalmente por agua, solutos e espécies
organicas excretada pelo organismo normalmente na urina (MOLLAHOSSEINI;
ABDELRASOUL; SHOKER, 2020). O processo utiliza membranas semipermeaveis
com varios mecanismos de separacdo para realizar a purificacdo do sangue e remover as
toxinas urémicas. Com base nos dados revelados para 2010, o nimero de pacientes com
servicos de hemodidlise atingiu mais de 2 milhdes de pessoas em todo 0 mundo e, de
acordo com os modelos preditivos, esse numero pode chegar a 4 milhdes em 2030
(WALKER; HOWARD; MORTON, 2017).

Durante o processo de hemodialise, o paciente é submetido ao tratamento
utilizando a mistura das duas solu¢Bes uma &cida e outra basica, cuja composi¢do esta
explicitada na Tabela 1 que sdo continuamente aspiradas, constituindo o banho de dialise
e com pH resultante na faixa de 6,8 a 7,3.(SOUZA et al., 2019). Todo 0 processo €
impulsionado por uma bomba de dialise presente no interior da maquina de dialise, a qual
direciona o sangue ao dialisador, regido onde esse é exposto ao dialisato separado por
meio de uma membrana semipermeavel de constituicdo polimérica, permitindo desta
forma as trocas de substancias entre o sangue e a solucdo de dialise, como pode ser visto
na Figura 2.

Apos ser retirado do paciente e passado pelo dialisador, o sangue é entdo
devolvido ao paciente pelo acesso vascular. Desta maneira, cada paciente € exposto a
volumes de agua que variam de dezoito mil a trinta e seis mil litros de agua por ano

(MONTANARI et al., 2009). Portanto, se a agua ndo for corretamente tratada, varios
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contaminantes quimicos e bacteriologicos possivelmente toxicos poderdo ser transferidos
para o paciente, causando danos ao mesmo (SILVA, 2012).

Conforme verificado na Tabela 1, o dialisato é constituido por até 99% da agua
tratada em sistema de osmose reversa e adi¢ao posterior de produtos quimicos, tais como
sais de cloreto e carbonato (PIRES et al., 2016). Uma unidade de dialise de tamanho
médio produz mais de um milh&o de litros de efluente da hemodialise como residuo por
ano. Em escala mundial, a producdo de liquido de dialise é por volta de vinte e cinco
milhdes de litros, tornando este um dos maiores produtos por volume utilizado na
medicina (NYSTRAND, 2008).

Tabela 1: Composicdo e concentragdo dos sais utilizados em uma maquina de

hemodialise.
Solucéo bésica (pH 7.5 a 8.2)
Componentes
Concentracdo (mEg/L) Quantidade (g\L)
NacCl 20 23.6
NaHCO3 39 65.9
H20 QS 1L
Solucéo acida (pH 1.7 a 2.6)
NacCl 80 172.20
KCI 02 5.50
CaCl2.2H20 2.5 8.00
MgCl2.2H20 1.0 3.72
H.0 QS 1L

Fonte: Souza et al., 2017.

45



Capitulo 1: Revisdo da Literatura e Estado da Arte

De maneira sucinta, pode-se dizer que o processo de hemodialise contribui para a
geracdo de dois problemas que carecem de atencdo. O primeiro, ja salientado, esta
associado a qualidade do fluido utilizado para a producdo do dialisato. O segundo
problema, nem sempre muito questionado, relaciona-se com a geracdo de um efluente
complexo (GRANADO et al., 2011).

No ano de 2012, foi realizada uma extrapolacdo de dados com a finalidade de
fazer uma breve estimativa em relacdo aos gastos de agua em um processo de hemodialise
em uma escala mundial. Levando em conta uma populacdo de 2 milhdes de pacientes
hemodialisados em todo o mundo, concluiu-se que aproximadamente 156 bilhdes de litros
de agua sdo utilizados em todos os centros de servi¢os de dialise do mundo por ano e que
aproximadamente um terco desse volume é descartado ap0s o processo de hemodialise
(AGAR et al., 2008). Isto é um problema de grandes proporc¢des se considerarmos que a
agua contendo o dialisato troca toxinas com o sangue por meio de uma membrana,
podendo conter diversos tipos de contaminacg6es oriundas dos residuos bioldgicos.

Além disso, os efluentes liquidos gerados por hemodialise possuem um
significativo impacto sobre o meio ambiente devido a sua elevada condutividade e
salinidade. No entanto, o risco resultante do seu descarte em corpos de agua
permaneceainda é um desafio. E evidente que a poluicdo pode ser substancialmente
reduzida por meio da reciclagem de agua. Além disso, a limitacdo do descarte pode
indiretamente ajudar na manutencédo da qualidade da agua (TARRASS; BENJELLOUN;
BENJELLOUN, 2008).
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Figura 2: llustracdo do processo de hemodialise
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Fonte: Adaptado de http://www.medicinanet.com.br/ acessado em 07/02/015.

A contaminacgdo dos corpos hidricos pode suceder através de diferentes fontes de
contaminacdo destes, um dos tipos de contaminacdo pode ser atribuido ao descarte de
efluentes com alto poder poluidor, os quais sdo descartados diretamente sem nenhum tipo
de tratamento preliminar em rios ou sistema de tratamento de esgotos sem a capacidade
adequada para o tratamento deste tipo de efluente (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-
HORDERN, 2014)

A maioria dos hospitais e centro de hemodialises no Brasil ndo possuem espagos
fisicos disponiveis ou recursos financeiros para investir na implantacao de estruturas que
possam tratar os efluentes liquidos gerados durante a prestacao dos servigos hospitalares.
De forma que os hospitais possam atender os padrdes aceitaveis, minimizando 0s
impactos sobre as redes de drenagem superficial e subterranea, os 6rgaos reguladores,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), decidiram transferir essa responsabilidade e adiar as medidas que
solucionariam este problema (VECCHIA et al., 2012). Diante os fatos salientados até

entdo, é de grande relevancia conhecer as caracteristicas fisico-quimicas e toxicoldgicas
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do dialisato antes e ap6s o processo de hemodialise, bem como buscar novas solucdes
para o tratamento do dialisato utilizado no processo de hemodialise bem como dos

efluentes produzidos apds o processo.

1.4.  Processos oxidativos avangados aplicados em tratamentos de

desinfeccao

No trabalho realizado por GLAZE; KANG; CHAPIN, (1987), os processos
oxidativos avancados (POAs) foram inicialmente propostos para o tratamento de &gua
potavel, sendo assim definidos como “processos de tratamento de d4gua a temperatura Sob
pressdo ambiente que envolvem a geracdo de radicais hidroxila (*OH) em quantidade
suficiente para realizar a purificacdo da agua ““. O conceito foi posteriormente estendido
a oxidagdo envolvendo outras espécies radicalares como exemplo: radicais sulfato
também (GAUTAM; KUMAR; LOKHANDWALA, 2019)

Os POAs usam fortes agentes de oxidacdo, como radical hidroxila, 0zénio (Os),
radical superoxido (O2) com a finalidade de degradar poluentes organicos (CARDOSO;
BESSEGATO; ZANONI, 2016; CHANG et al., 2009; NOGUEIRA; JARDIM, 1998;
SHAH, 2020). De acordo com as diferentes formas usadas para produzir agentes de
oxidacdo, os POAs podem ser classificados em oxidacdo de Fenton, oxidacao
fotocatalitica, oxidacdo eletroquimica e assim por diante (GAUTAM; KUMAR,;
LOKHANDWALA, 2019).

O fundamento béasico dos métodos POAs consiste na geracdo de radicais
hidroxilas via reacdes catalisadas pela acdo da luz ou substancias quimicas presentes no
meio reacional Em consequéncia da alta reatividade (E°=2,8 V contra o eletrodo padrao
de hidrogénio/ENH), o radical hidroxila pode promover a oxidagdo de uma infinidade de
compostos organicos e culminar a morte de microrganismos (BESSEGATO et al., 2015;
PIRES et al., 2016). Sendo assim, a geracdo de radicais hidroxila é um passo crucial para
a eficiéncia dos processos oxidativos avancados (KECSENOVITY et al., 2016;
NOGUEIRA, R. F. P.; JARDIM, 1998). Estas espécies podem ser formadas, por exemplo,
através da oxidagdo da agua na sobre a superficie de, um semicondutor fotoexcitado,

como mostrado na Figura 3.
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O principio basico da fotocatalise heterogénea (Figura 3) é a ativacdo de um
material semicondutor, como por exemplo, TiO2 ou WOz por irradiagdo de luz. Um
semicondutor € um material que possui propriedades de conducao elétrica intermediéarias
entre aquelas inerentes a um material condutor e isolante. Bandas de valéncia (BV) e
bandas de conducdo (BC) sdo caracteristicas de materiais semicondutores e a regido
localizada entre essas bandas ¢ denominada como “band gap” (Esg). Segundo a teoria de
bandas, em um material semicondutor, os orbitais atdmicos estdo tdo préximos ao ponto
que suas sobreposicbes geram regides continuas de energia, formando assim as
conhecidas bandas eletronicas de energia (FINKLEA, 1988).

Figura 3: Representacdo esquematica de um semicondutor fotoexcitado.
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Fonte: Proprio autor.

A fotocatalise heterogénea pode ser caracterizada como uma tecnologia verde
baseada em processos avangados de oxidacdo (AOPSs) e vem chamando a atencéo devido
as suas possiveis aplicacdes no contexto ambiental (NOSAKA; NOSAKA, 2017). Nesse
processo, 0s materiais fotocataliticos sdo submetidos a foto-excitacao por luz UV, visivel
ou infravermelha, os elétrons (e) na banda de valéncia (BV) do semicondutor sdo entédo

excitados para a banda de conducéo (BC), gerando buracos (h™) na banda de valéncia. Os

49



Capitulo 1: Revisdo da Literatura e Estado da Arte

pares elétron/buraco formados participam dos processos redox em cascata, levando a
mineralizacio da matéria organica (MARTINEZ-HUITLE; BRILLAS, 2009).

Com base no principio da fotocatalise, o buraco gerado na superficie do

fotocatalisador realiza a oxidagdo de espécies organicas adsorvidas na superficie do

semicondutor e/ou a oxidacdo de &gua, sendo a adsorcdo desta Ultima responsavel pela

formacéo de radical hidroxila, o qual pode atuar na degradacdo do material organico

presente. Sendo assim, diferentes mecanismos podem ser propostos:

A matéria organica (MO), como a parede celular de um microrganismo,
por exemplo, adsorve na superficie do fotocatalisador, sendo oxidada pelo
buraco formado na banda de valéncia (h*), formando um cation o qual

pode reagir rapidamente com o oxigénio (ANDREOZZI et al., 1999):

MO,q4s + hgyt - MOZE, )
A depender de algumas variaveis do sistema como o semicondutor
escolhido, pH do sistema, a 4&gua adsorvida sobre a superficie é oxidada a
radicais hidroxila através do buraco formado na banda de valéncia
(ANDREOZZI et al., 1999). Como mencionado anteriormente, o radical
hidroxila tem um alto poder de oxidacao e pode promover a oxidacdo das

espécies presentes no sistema, subsequentemente;

Semicondutor — hgy™ + H,0,4s — Semicondutor — OH,gqs + H™* (2)

i)

Outras espécies de radicais de oxigénio podem ser formadas no meio
reacional devido a captura de elétrons fotogerados no catodo, originando
um processo de oxidacdo secundario(LINSEBIGLER; LU; YATES,
1995):

e + 02 - 02" (3)
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O,"+H* - HOy 4)

A formacao dos buracos na banda de valéncia, bem como a formacao das espécies
radicalares sdo importantes na inativacdo de uma ampla gama de microbios transmitidos
pela 4gua através de um simples mecanismo redox fotocatalitico (LOPEZ; GOMEZ,
2012).

MATSUNAGA et al., (1985) foram os pioneiros a utilizar fotocatalise
empregando eletrodos de TiO, para a inativagdo de Escherichia coli, Lactobacillus
acidophilus e Saccharomyces cerevisiae. Eles comunicaram a sociedade cientifica um
novo conceito para esterilizagdo fotoquimica utilizando particulas de platina suportadas
sobre dioxido de titanio, TiO2/Pt. De acordo com o autor, a Co-enzima A presente nas
células é oxidada pelos radicais formados, promovendo a inibicdo da atividade
respiratéria do microrganismo e consequente a morte celular. Diante desta premissa,
suspensdes de Saccharomices cerevisiae, Lactobacilus acidophilus e Escherichia coli
foram incubadas em um reator fotoquimico juntamente com as particulas de TiO2/Pt e
Co-A, resultando em uma diminuicdo da concentracdo de Co-A concomitantemente a
inativagdo dos microrganismos. Desde entdo, varios fotocatalisadores foram avaliados
para atividades antimicrobianas contra bactérias, virus, fungos, algas e protozoarios.
(LIOU; CHANG, 2012).

O trabalho divulgado por CHO et al. (2004) avalia a presenca de uma correlacédo
linear entre a concentra¢do do radicais *OH e inativa¢do de E. coli sob tratamento por
fotocatalise usando eletrodos de TiO,. Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e radicais *OH séo os radicais livres que desempenham o papel de promover as
reacdes radicalares subsequentes, culminando na degradacdo da matriz organica presente
no meio reacional. Todavia, ha alguma controvérsia sobre a atuacdo dos principais
fotooxidantes (buraco ou radical hidroxila). No entanto, a maioria dos trabalhos sugere
que os radicais hidroxilas formados pela oxidacdo da &gua sdo as espécies oxidantes
primérias responsaveis pela inativacdo de E. coli no processo de fotocatalise (SOUZA,
2015).

Recentes esforcos na pesquisa envolvendo fotocatalise e desinfeccéo
concentraram-se na fotocatélise usando co-catalisadores a base de nitreto de carbono (g-
CsNa4), fulerenos, nanotubos de carbono e Oxido de grafeno, que aumentam a &rea

superficial especifica e favorece a maior mobilidade de espécies transportadoras de carga
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(MOKHTAR MOHAMED; OSMAN; KHAIROU, 2015). O uso de fotocatalisadores
hibridizados com um sistema n conjugado foi estabelecido como um meio eficaz para
aumentar a eficiéncia fotocatalitica do semicondutor. O g-C3N4 ¢é isento de metais e
robusto, possui um intervalo de banda moderado de 2,7 eV, podendo até ser fotoexcitado
na regido do visivel, adicionando vantagens como néo toxicidade, boa fotoestabilidade e
melhoramento nas propriedades estruturais do sistema, além do baixo custo.
Ultimamente, um grande interesse foi focado na formacdo de heterojungdes de g-CaN4
com TiO,, estendendo a banda de absorcdo do material para a regido do visivel. Por
exemplo, LI e colegas de trabalho (2015) estabeleceram que o hibrido g-CsN4/TiOg,
formado por microesferas de TiO2 recobertas com g-CsN4 lamelar, apresentou excelente
eficiéncia fotocatalitica para a inativacao de E. coli, devido a absorcdo aprimorada de luz

visivel e melhoramento na separacao de carga (LI e colaboradores, 2015).

De acordo com os exemplos anteriores, a oxidacdo fotocatalitica € uma boa opc¢éo
para a desinfeccdo de agua. Contudo, o seu desempenho é muito limitado justamente pela
rapida recombinagao do par elétron-buraco (e/h*), resultando na liberagdo de calor. Dessa
maneira, a velocidade de fotodegradacdo pode ser afetada e consequentemente diminuida
por adsorcOes superficiais, baixa transferéncia de carga, baixo transporte de reagente ou
produto gerado na superficie do semicondutor e recombinacédo das cargas fotogeradas em
sistema onde o catalisador esta suportado em um substrato. Tal limitac&o corrobora com
uma pequena eficiéncia quantica para a geracdo de radicais na superficie do
semicondutor, que em tono de aproximadamente 4%. Como uma primeira aproximacéo,
a origem do baixo rendimento quantico é a velocidade de recombinacéo entre elétrons e
buracos em relacdo a transferéncia de carga a aceptores em solucdo (BRUGNERA, 2013;
SOUZA et al., 2017).

Para atender a necessidade de melhorar a eficiéncia do processo fotocatalitico,
diversas metodologias sdo adotadas tais como: uso de dopantes, agentes de sacrificio e
fotoeletrocatélise (FEC). Esta ultima consiste na introducdo de um potencial de
polarizagdo no anodo revestido com o fotocatalisador (BYRNE; EGGINS, 1998;
WALDNER et al., 2003). A fotoeletrocatalise (FEC) € um processo que envolve a
formacéo de radicais hidroxila e consiste na introducdo de um potencial de polarizacdo

no anodo, revestido com o fotocatalisador. A Figura 4 resume graficamente um reator
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fotoeletroquimico. Isto é, quando o semicondutor é submetido a um gradiente de
potencial simultaneamente a fotoradiacdo, ha um entortamento de bandas na interface
semicondutor/eletrdlito e os buracos sdo direcionados prioritariamente para a superficie,
paralelamente ao direcionamento do fluxo de elétrons gerados pela irradiagdo de luz para
o0 catodo, promovendo a minimizacdo da combinacéo entre os buracos (h*) originados na
banda de valéncia e os elétrons presentes na banda de condugdo do semicondutor em
questdo (BESSEGATO et al., 2015). A oxidagdo da agua pelos buracos gerados pode
formar radicais hidroxilas ("OH) com alto poder oxidante (FINKLEA, 1988) e atua
preponderantemente na destruicdo da parede celular dos microorganismos. Dentro deste
contexto, investigar a potencialidade da fotoeletrocatalise como alternativa para a
inativacdo de microrganismos (BRUGNERA et al., 2012; KIM et al., 2019; SOUZA et
al., 2017), principalmente o reino fungo pode ser altamente relevante, principalmente em

sistemas para tratamento de agua de hemodialise.

Figura 4: Representacdo esquematica de um reator fotoeletrocatatalitico usando um
semicondutor tipo n sob irradiacdo de luz. principais constituintes sdo: (A) fotoanodo, (B)

catodo e (C) potenciostato.
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Fonte: Proprio autor.
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Para entender um processo fotoeletrocatalitico, € importante rever os conceitos
relacionados a um semicondutor. Uma propriedade importante em um material
semicondutor € a posicao do nivel de Fermi, que pode ser descrito termodinamicamente
como o potencial eletroquimico de elétrons em uma fase fisica em especial.
Estatisticamente, o nivel de Fermi trata-se da energia na qual a probabilidade de se
encontrar um elétron é 0,5. Dessa maneira, para um semicondutor se tornar condutor, é
necessario realizar a formacdo de portadores de carga nesse material através de algum
tipo de excitacdo, como a fotoexcitagdo, por exemplo. Ao ser excitado com uma luz de
conteudo energético superior ao band gap (hv > EBg), promove-se a geracdo do par
elétron/buraco devido a passagem do elétron da BV para BC, como descrito na
Equacdo 5 (BESSEGATO, 2017).

Semicondutor + hv - Semicondutor (h* + e~) (5)

Nesta condicdo na interface do semicondutor/eletrélito hd a formacéo de uma
juncdo, conhecida como juncdo de Schottky. Para estabelecer o equilibrio entre essas duas
fases, os potenciais eletroquimicos das espécies envolvidas tendem a se igualar e neste
processo, haverd um movimento de cargas entre as duas fases existentes. O potencial
eletroquimico do eletrdlito é determinado pelo potencial redox da solucéo eletrolitica e o
potencial eletroquimico do semicondutor é designado pelo seu nivel de Fermi. Em
circuito aberto, um eletrodo do tipo n apresenta o nivel de Fermi € geralmente mais
elevado que o potencial redox da solucdo eletrolitica, criando-se um actimulo de carga
positiva na regido denominada carga espacial, refletindo em um entortamento de banda
para cima na regido de interface. A dimenséo desse entortamento depende da diferenga
entre os valores do nivel de Fermi do semicondutor e potencial redox do eletrdlito
(BESSEGATO et al., 2015; RAJESHWAR, 2007), como pode ser visto na Figura 5c.
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Figura 5: Representacdo esquematica do diagrama de energia em um semicondutor do
tipo n. Em (a) encontra-se 0 mecanismo de geracdo de carregadores de carga por
fotoexcitacdo; (b) e (c) evidenciam as bandas energéticas antes e ap0s contato com um

eletrélito redox

Semiconduton Eletrolito

Semicondutor | Eletrolito BV Semicondutor I Eletrélito

Fonte: Préprio autor.

A regido onde ocorre esse entortamento de bandas na superficie do material
semicondutor é denominada de camada de deplecdo ou camada de carga espacial (do
inglés space charge laver (SCL), conhecida pelo esgotamento dos portadores de cargas
majoritarias (BESSEGATO, 2017).

O uso de materiais semicondutores em reagdes quimicas € bastante
limitada em decorréncia da baixa eficiéncia fotbnica ocasionada pela consideravel taxa
de recombinacdo dos pares elétron/buraco formados, como evidenciado na Equacéo 6
(BESSEGATO, 2017; LINSEBIGLER; LU; YATES, 1995; RAJESHWAR, 2007):

Semicondutor(e” + ht) » Semicondutor + calor (6)

Na fotoeletrocatalise o material semicondutor é ancorado em uma superficie
condutora (substrato), sendo constituido assim o fotoeletrodo, onde além da fotoexcitagdo
pela luz é possivel concomitante a aplicacdo do potencial externoAmbos atuam no
entortamento de bandas, aumentando assim a separacdo das cargas na interface (camada
de deplecdo,) culminando na maior concentracao dos agentes oxidantes na superficie do
eletrodo. A magnitude do entortamento de bandas na interface dependera do potencial

aplicado e do tipo de semicondutor utilizado.
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Assim, para um eletrodo do tipo n, como 0 WO3 deve-se levar em consideracao

trés eventuais situacdes descritas na Figura 6.

1) Figura 5a o potencial aplicado é igual ao potencial de circuito aberto
(OCP). O potencial (Ef) € a condigdo chamada de banda plana ou flat

band onde ndo ha transferéncia de cargas;

i) Figura 5 b, o potencial aplicado é maior que o potencial de banda plana,
promovendo um aumento no entortamento de bandas, sendo os elétrons

esgotados e os buracos disponiveis na superficie do semicondutor;

iii) Figura 5c, sob potenciais mais negativos que o Es, havera um excesso de
portadores de carga majoritarios, sendo a SCL denominada de camada de

deplecéo.

Figura 6: Comportamento de um semicondutor do tipo n quando submetido a potencial de: (a)
E = Efb; (b) E > Efb (formacdo da camada de deplecdo); e (c) E < Efb (formacdo da camada

de acumulacao).

E E E
E=E, A E2Eg A E<Ep A
. SCL :
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EBC E
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E redox E BC : E redox
EBg ————— . E -----
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Semicondutor|Eletrélito Egy . o ;
BV Semicondutor| Eletrolito Semicondutor! Eletrglito
@ (b) (c)

Fonte: Préprio autor.

Em reacdes deste carater conduzidas no escuro, a capacidade de transferéncia de
carga do semicondutor vai estar unicamente relacionada com a formacao da camada de
deplecdo ou acumulacédo originada. Na situacdo descrita em iii anteriormente, culminando

na formacdo da camada de acumulacdo, o comportamento do semicondutor sera
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equivalente a um eletrodo metélico, uma vez que havera um excesso dos portadores de
carga majoritarios disponiveis para transferéncia de carga. Em contrapartida, em uma
situacdo descrita pelo item ii, ter-se-4 o surgimento da camada de deplecdo, com uma
baixa quantidade de portadores de carga, dificultando a cinética do processo envolvido.
Porventura, se o eletrodo é exposto a uma radiacdo eletromagnética suficiente para
promover a fotoexcitacdo dos elétrons presentes da camada de valéncia, estes serdo
fotoexcitados para a banda de conducdo. Se este processo sucede no interior do
semicondutor, a recombinacédo elétron/buraco é predominante, concomitantemente com
a producdo de calor. Todavia, se ocorrer na regido de carga espacial, 0 campo elétrico
gerado promovera a separacdo de cargas, sendo os buracos direcionados para a interface
semicondutor/eletrélito. Tais buracos fotogerados sdo altamente reativos, atuando de
modo a promover a oxidacdo de moléculas passiveis de sofrer oxidacdo, situacdo
explicitada na Figura 7 (BESSEGATO et al., 2015). Isto é, a oxidagdo preferencial da
agua pode ocorrer neste processo € haverd aumento da disponibilidade de radicais *OH
na superficie do fotodnodo, radicais esses que sdo capazes de promover a degradacao de
uma matriz organica, como por exemplo a parede celular de um fungo (BRUGNERA,
2013; SOUZA et al., 2017).

A Figura 8 ilustra uma curva tipica de corrente vs potencial, na incidéncia e
auséncia de luz em um semicondutor tipo n. Em valores de potenciais mais negativos em
relacdo ao de banda plana (Regido A), ha a presenca de uma camada de acumulacao,
referente ao esquema visto na Figura 6¢. Dessa maneira, o eletrodo pode atuar como
catodo, realizando processos de reducdo na presenca ou auséncia de luz. No valor
referente ao potencial de banda plana aplicado (Regido B), ndo ha presenca de campo
elétrico para propiciar a separacdo dos portadores de cargas no sistema e
consequentemente auséncia de corrente. J& em valores superiores ao potencial de flat
band, ter-se-a4 a formacdo da camada de deplecdo (Figura 6c), e por isso, ndo havera
corrente anoddica no escuro. Entretanto, na presenca de radiacdo e, por conseguinte,
fotoexcitacdo do material, uma fotocorrente pode ser verificada em valores de potencial
superiores ao potencial de flat band (BESSEGATO, 2017; BESSEGATO et al., 2015;
EGERTON, 2011; RAJESHWAR, 2007).
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Figura 7: llustracdo das bandas em um eletrodo tipo n ao ser fotoexcitado com radiacao

superior ao potencial flat band (Efb).

E>Eq

Fonte: Proprio autor.

Figura 8: Curva tipica de fotocorrente vs potencial aplicado a um eletrodo com

semicondutor do tipo n na auséncia e presenca de luz.
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Fonte: Proprio autor.

O primeiro relato na literatura envolvendo fotoeletrocatélise aplicada a

desinfeccdo de &guas ocorreu em 1997 com a divulgacdo do trabalho realizado por
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BUTTERFIELD et al.onde os autores descrevem a desinfeccdo de solu¢es contaminadas
por E. coli e esporos de C. perfringens utilizando eletrodos com filme imobilizado de
TiO2. Apb6s 25 minutos de tratamento, houve total inativagdo dos microrganismos,
abrindo perspectiva para a realizagdo de novos estudos.

Outro trabalho pioneiro e de grande relevancia foi realizado por (CHRISTENSEN
et al., 2003). Neste trabalho, eletrodos de TiO2 obtidos por via térmica e método sol-gel
foram aplicados na inativacdo de 10° UFC mL™ de Escherichia. Coli, alcancando a
inativacao de 100% e 95%, respectivamente, apds 25 minutos. Estes estudos demonstram
que a fotoeletrocatélise pode ser uma técnica aplicada satisfatoriamente no tratamento
destes microrganismos. Adicionalmente, foi avaliada a influéncia do ion carbamato no
meio reacional e observou-se que a presenca desse ion dificultava a eficiéncia do
processo. O trabalho realizado por EGERTON; KOSA; CHRISTENSEN, (2006)
evidencia o uso de um reator do tipo fotoeletrocatalitico visando a oxidacao das solucdes
de nitrofenol na presenca de E. coli. Com o uso de um eletrodo de TiO», obteve-se uma
degradacéo de 80% do nitrofenol presente e total morte das bactérias apos 25 minutos de
tratamento.

BRUGNERA et al., (2012) reportam a inativagcdo de Mycobacterium smegmatis
apos 30 minutos de tratamento através da irradiacao na regido do visivel ao semicondutor
composto por Ti/TiO2-Ag. O método proposto também foi aplicado para uma populacéo
em torno de 5 x 108 UFC mL™! de Mycobacterium kansasii € Mycobacterium avium, para
estes dois ultimos microrganismos, obteve-se uma mineralizacdo de aproximadamente
99,99% do material organico apo6s 240 minutos de tratamento e inativacdo de 3 minutos
para estas micobactérias a uma concentracdo de 7,5 x 10* UFC mL™. No ano de 2014,
BRUGNERA et al. também evidenciam a inativacdo ap6s 3 minutos de tratamento
fotoeletrocatalitico dos patégenos Mycobaterium fortuitum, M. chelonae, e M. abscessos,
utilizando eletrodos de Ti/TiO2. Os metabolitos liberados durante lise celular também
foram degradados apds 240 minutos e verificou-se uma mineralizacdo superior a 70%.

O objetivo do trabalho de PABLOS et al. (2017) foi demonstrar a possibilidade
de usar fotodnodos em escala reduzida para inativar bactérias e oxidar compostos
organicos como tratamento terciario de desinfeccdo de aguas residuais. O fotoanodo de
titanio foi imobilizado em vidro condutor revestido por imersdo. A fotoeletrocatalise

levou a uma taxa de desinfec¢do mais alta em comparacdo a fotocatalise em todos os
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experimentos, dando origem a um aumento nos valores da constante cinética de
inativacdo bacteriana. Recentemente o trabalho realizado por KIM et al. (2019) reporta
a combinacdo eficiente de fotoeletrocatalise e ozonizacdo para tratar a agua da piscina
simulada e real contaminada com C. parapsilosis. Neste trabalho, a benzofenona-3 foi
usada como modelo de filtro solar comercial nocivo para testar a eficiéncia do reator. Os
resultados mostraram que o tratamento a base do acoplamento de ambas as técnicas
promoveu a oxidacao eficiente da benzofenona e inativacao total do microrganismo ap6s
20 minutos de tratamento, mostrando que a fotoeletrocatalise pode ser acoplada a outras
técnicas visando a melhoria da sua performance.

A maioria dos trabalhos envolve o uso de TiO, como semicondutor e o
microrganismo mais estudado € a E. coli. Dentre os trabalhos que ndo usam TiO2 como
semicondutor, pode-se destacar aquele divulgado por RATHER e LO (2020). De acordo
com o0s autores o tratamento fotoeletroquimico de esgoto de Hong Kong pode
concomitantemente contribuir para a producdo de H> no compartimento catddico. Para
isto foi estudado a degradacdo de poluentes emergentes simultaneamente a desinfec¢éo
de E. coli em eletrodos de g-C3sN4/Ag e AgCI/BiVOs. Para este fotodnodo, a densidade
de fotocorrente alcancada foi de 0,1-0,2 mA cm™ sob potencial de 1,23V vs. ENH,
exibindo a maior eficiéncia de degradacio de fotoeletrocatalise (11,15% h-1 cm) em
comparagao com outros materiais basicos como g-CsNs / BiVO4 ou Ag / AgCl / BiVOa.
O sistema gerou cerca de 118umol de gas H2 e uma eficiéncia faradaica de 69,4%.

O uso de eletrodos compostos de TiO» aplicados na desinfeccdo de aguas esta
bem consolidado na literatura (BRUGNERA et al., 2012, 2013, 2014; PIRES et al., 2016).
Todavia, € de notorio conhecimento que este material apresenta energia de band gap em
tono de 3,2 eV, conforme mostra a Figura 9. Isto mostra que o semicondutor apresenta
como limitagdo a necessidade de fotoexcitacdo em regido d do ultravioleta (<380nm).

Deste modo, uma alternativa promissora ao uso de TiO2 é o tridxido de tungsténio
(WO3) que apresenta energia de band gap menor (2,4 — 2,8 eV), podendo ser fotoexcitado
sob radiacdo eletromagnética na regido do visivel e com potencial suficiente para a
geragéo de radicais hidroxila no meio reacional, como demonstrado na Figura 9. (FRAGA
etal., 2017; FRAGA; ZANONI, 2011).
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Figura 9: Representacdo esquematica da posicdo das Ebg valores (em eV), posicdo de

BC e BV para semicondutores selecionados.
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Fonte: Adaptado de BESSEGATO et al.2015.

15. O wuso de trioxido de tungsténio (WOs3) em processos

fotoeletrocataliticos

Nas ultimas décadas, muitos 0xidos de metais de transi¢do foram explorados em
muitos campos desafiadores da ciéncia da informacdo, nano e microeletrénica, ciéncia da
computacdo, energia, transporte, engenharia de seguranca, tecnologias militares,
dispositivos optoeletronicos e eletrocrdmicos. Entre os Oxidos de metais de transigéo,
devido ao fato de possuir uma grande variedade de estruturas de cristal e ter muitos
atributos interessantes como  eletrocromico, &ptico-elétrico e propriedades
supercondutoras, 0 WO3 vem gradativamente atraindo atencdo da comunidade. E
interessante destacar que o tungsténio foi introduzido inicialmente por Peter Woulfe no
século XVIII, e como ficou originalmente conhecido como wolframita, explicando a
escolha de "W" por seu simbolo elementar. Posteriormente, em 1841, Robert Oxland

realizou a primeira sintese do WOs3, averiguando que este 6xido é um 6xido metalico com
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boa propriedade semicondutora para varias aplicacdes, incluindo materiais
eletrocrémicos e sensores de gas (BUCH; CHAWLA; RAWAL, 2016).

O WOs é bem conhecido por suas propriedades ndo estequiométricas derivadas
da presenca de numerosas vagas de oxigénio que podem diminuir a diferenca de banda
(WANG,; DI VALENTIN; PACCHIONI, 2011), vide Figura 10.

Dentre os semicondutores, o triéxido de tungsténio (WO3) é um dos mais
interessantes materiais exibindo uma ampla variedade de novas propriedades,
particularmente na forma de filme fino, atil para aplicacBes tecnoldgicas avancgadas
(RAO, 2013). Dentro desse contexto, os filmes de WOz podem ser considerados como
uma alternativa promissora a serem aplicados em células de maultiplas juncbes em
sistemas hibridos de fotoeletrodos (Esg = 2,5 — 2,7eV) , fornecendo uma interface
oxido/eletrdlito, onde reacBes de evolucao do oxigénio ocorrem. No entanto, a resposta
fotoeletroquimica do WOs3 ainda é pouco reportado na literatura, quando comparado as
investigacdes de TiO», por exemplo. Portanto, estudos direcionadas para a otimizacao da
resposta foto eletroquimica dos filmes WO3 constituem um fértil terreno para exploragao
técnica (AHN et al., 2007)

De acordo com a literatura, os trabalhos reportados na literatura envolvendo o
emprego do WOs3 em reacdes fotoeletrocataliticas para desinfeccdo sdo poucos.
Destacamos por aplicacdo de eletrodos de W/WO3z (FRAGA e ZANONI, (2011)
formacéo de cloro ativo e degradacdo de microcistina produzida pela M. aeruginosa.
Outro trabalho de relevancia consideravel foi o proposto por SOUZA et al. (2019), em
que eletrodos nanoporosos de WO3 foram reportados preliminarmente no tratamento de
dialisato empregado na hemodialise contaminado por C. parapsilosis. Os eletrodos se
mostraram bastantes satisfatorios, matando 99,9% de microrganismo ap6s 1 minuto de
tratamento e elevada taxa de mineralizacdo para as espécies organicas presentes no meio.

A obtencéo de filmes de WO3 por processo sol-gel (AHN et al., 2007), oxidagédo
anodica (SOUZA, 2015), eletrodeposicdo(XU CHUN SONG, XIA WANG, 2013) e
evaporacdo a vacuo (COLTON; GUZMAN; RABALAIS, 1978) sdo reportados na
literatura. E o filme obtido em cada processo apresenta baixo custo, reprodutibilidade e
diferentes  caracteristicas e eficiéncia quando aplicados em  processos

fotocatalitico/fotoeletrocatalitico. No entanto, a possibilidade de obtencdo de uma
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morfologia singular que resulte em maior area efetiva e maior velocidade de transferéncia
eletrénica tem sido explorada.

GUARALDO et al. (2013) tém investigado a confeccdo de eletrodos de W/WOs3
pelo uso de templates ou moldes e os eletrodos obtidos indicaram melhor desempenho
fotoeletrocatalitico em reacdes de degradacdo de corantes organicos. No entanto a
construgéo de eletrodos de W/WO3 por meio de biotemplates sdo escassos na literatura.
Tal fato destaca a caracteristica inovadora do presente trabalho.

Deste modo, o presente trabalho investiga a construcéo de eletrodos de WOz com
nanoestruturas controladas através do uso de biotemplates, tendo como base para a
modelagem os biofilmes construidos por microrganismos seguido de uma
eletrodeposicéo. Este arranjo permitiria contribuir com uma alternativa inovadora para a
construcdo de fotoeletrodos W/WQO3 com nanoestruturas controladas pelo uso de modelos
biotecnoldgicos, utilizando biofilmes de C. parapsilosis seguidos de um método de
eletrodeposicdo. Os biofilmes sdo um sistema dindamico complexo que, de acordo com as
condi¢bes microambientais (hidrodindmica e bioguimica, espessura e outros), pode
adquirir heterogeneidade espacial (canais e edificios) e a morfologia peculiar pode

conferir boa atratividade como fotocatalisador.
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Figura 10: Representacdo de estrutura da célula unitaria monoclinica de WOs. No
modelo, bolas verdes e vermelhas representam os &tomos de W e O, respectivamente. As
direcdes X, y e z das cadeias -W-O-W- com e sem vacancia de oxigénio sdo mostradas

em (em (b), (c) e (d), respectivamente. As distancias estdo em A

a)
b) ) d)
o o 190 1.91 | 215 1.77 | 175 2.22
Com vacancia de oxigénio O —We—Q02—y6— 0 | W— O W 0> er O—We- 0z Ws*_0
1.91 190 | 2151.77 | 2,22 1.75
1.94 1.94 | 218198 | 215 216
Sem vacancia de oxigénio O Wé .. 2e... WO | W—O—Wst-----WE o TS S oW
1.84 1.84 | 1.971.76 | 1.83w - w1-840

Fonte: Adaptado de WANG et al., 2011.

1.6.  Materiais semicondutores bioinspirados

Os sistemas bioldgicos presentes na natureza sdo 6timos exemplos de auto-
montagem na natureza. Exemplos de automontagem biologica podem ser encontrados em
uma vasta hierarquia de escalas de comprimento, desde a montagem de proteinas e acidos
nucléicos que formam virus em nanoescala até o desenvolvimento de anatomias
complexas em animais multicelulares. Em contrapartida, a capacidade dos cientistas em
geral, de projetar arquiteturas de montagem automatica com precisao em varias escalas,
permanece bastante limitada. Sendo assim, a possibilidade de projetar novos materiais
funcionais com estruturas e funcdes resultantes, precisamente adaptadas em escala

nanomeétrica, suscita um grande interesse na literatura (SELVAKUMAR et al., 2014).
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A biomodelagem surgiu do interesse pelos sistemas de automontagem bioldgica
encontrados na natureza e o desenvolvimento de materiais inorganicos nanoestruturados
com propriedades que excedem suas contrapartes volumosas. Uma grande variedade de
sistemas biologicos direciona o crescimento de estruturas minerais inorganicas
hierarquicas complexas, cujas fases cristalinas e arquiteturas de multiplas escalas sdo
ditadas precisamente por um modelo subjacente inspirado em estruturas ja presentes na
natureza (KRAJINA et al., 2018).

Neste contexto, inspirando-se nos processos de biomineralizagdo da natureza,
diversos pesquisadores tém investigado a sintese biotecnolégica de nanoestruturas
inorganicas com o intuito de construir biomoléculas automontadas com énfase nas
propriedades Unicas de reconhecimento. Um exemplo é a construcdo de biofilmes. Estes
podem ser definidos como uma massa microbiana proveniente da multiplicacdo e
desenvolvimento de microrganismos, aderidos a superficie de solidos, presa na matriz de
polissacarideo extracelular, em ambiente aquoso (COSTERTON, J. W.; LAPPIN-
SCOTT, 1995). Os biofilmes se desenvolvem por meio de uma associacdo comunitaria
constituindo uma cadeia alimentar (STOODLEY et al.,, 2002). Dessa maneira,
compreende-se que o biofilme é um sistema dindmico complexo que de acordo com as
condi¢Bes microambientais (hidrodindmica e condi¢des bioquimicas, espessura, tensao
de cisalhamento) adquire uma heterogeneidade espacial (canais e edificacdes) e
morfologia peculiar que séo caracteristicas do tipo de microrganismo envolvido.

A biomodelagem é, um dos campos da ciéncia que vem atraindo grande atencao
da comunidade cientifica pela possibilidade de planejamento de novas morfologias
usando recobrimento via uso do material biolégico. Um exemplo é o emprego de
biofilmes produzidos por microrganismos, seguido da calcinacdo com retirada total ou
parcial deste material. O potencial uso destes materiais associado a sua morfologia
complexa e ndo usual, possibilita 0 destaque desses materiais na quimica de materiais,
com especial énfase para os materiais estruturados a partir de DNA, bactérias e fungos
(SELVAKUMAR et al., 2014). A boa reprodutibilidade, associada a elevada variedade
de estruturas e ao alto controle morfol6gico, tornam esses materiais uma alternativa para
suprir as limitagdes dos materiais convencionais. Dentre 0s microrganismos ja

conhecidos, ha um notdrio destaque para as bactérias e fungos, cujas estruturas complexas
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e bem definidas os torna atrativos para a utilizacdo como moldes na preparacdo de
materiais, quando comparado ao custo de outras tecnologias.

Dentre os trabalhos presentes na literatura, pode-se destacar o trabalho de
BIGALL et al. (2008), onde foi evidenciada a habilidade de diversos fungos crescerem
em um ambiente rico em citrato e sua afinidade por nanoparticulas de ouro, prata, paladio
e platina. O sistema hibrido fungo-platina exibiu a capacidade de catalisar a reacao redox
do hexacianoferrato (I). SUGUNAN et al. (2007) também reportaram a preparacao de
nanofios de ouro revestidos por Aspergillus niger. SELVAKUMAR et al. (2014) também
reportam a construcdo de materiais bioinspirados usando o proprio microrganismo como
molde, o que torna a proposta deste trabalho ainda mais desafiadora.

Assim, considerando o desafio de melhorar a eficiéncia de eletrodos de W/WOs3
aplicados na desinfeccdo de amostras de agua de hemodidlise e dialisato seria de grande
relevancia buscar novos modos de construir os filmes de WO3 a partir de biofilmes de C.
parapsilosis a partir de arquiteturas capazes de funcionar tanto como material de

reconhecimento do fungo como ampliar a sua area efetiva para as rea¢des de degradacao.

1.7.  Crescimento de filmes semicondutores de W/WOs3 pelo uso de moldes

sintéticos (templates)

A obtengdo de materiais pelo método de molde ou “template” baseia-se na ideia
inicial de que a construgdo de poros em um determinado material hospedeiro (host)
podem ser uma excelente estratégia para ampliar a area superficial do material e orientar
o crescimento do filme no substrato. POSSIN (1970) foi o pioneiro na sintese de materiais
utilizando tal metodologia. Posteriormente, WILLIAMS e GIORDANO (1984)
refinaram o método de sintese pela preparacdo de nanofios metéalicos com a distribuicéo
de poros em torno de 10 nm.

Os métodos de obtencdo de membranas pelo método moldem usando técnicas
eletroquimicas de recobrimento merecem destaque. Dentre eles, ressalta-se o
desenvolvimento de membranas de alumina e membranas poliméricas modeladas (track-
etched) (BARTLETT, 2004). Quando o método de obtencéo via eletroquimica mostrou-
se adequado garantindo ao material depositado com estrutura porosa de alta densidade e

controle de poros de modo simples e versatil.
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O principio da eletrodeposicdo usando moldes em processos coloidais €
usualmente iniciado pela disposicdo de particulas esféricas como camadas cristalinas
coloidais no substrato (eletrodo condutor ou semicondutor). Na sequéncia, o material de
interesse € entdo eletrodepositado preenchendo as lacunas entre as particulas do cristal
coloidal. Apos a eletrodeposi¢cdo, o material utilizado como molde pode ser removido
através da dissolucdo em um solvente ou por tratamento térmico, possibilitando a
formacéo de um filme poroso com morfologia majoritariamente direcionada pelo molde
utilizado (ZANONI; GUARALDO, 2013).

Sendo assim, visando comparar o efeito da morfologia na eficiéncia dos métodos
fotoeletrocataliticos foi investigado também a construcdo de filmes usando esferas de
poliestireno como moldes e deposicdo eletroquimica de WOs3 no intuito de obter filmes
nanoestruturados de W/WQO3 com dimensdes controladas.

Portanto, o desenvolvimento de novos fotoanodos a base de WO3 com diferentes
morfologias (bioinspirados e pelo método de moldes) é de grande relevancia para
melhorar a eficiéncia do processo fotoeletrocatalico, bem como contribuir para o
desenvolvimento de metodos mais eficientes para a desinfeccdo do dialisato antes e apds
0 processo de hemodidlise e melhorar a qualidade de vida do paciente

imunocomprometido e da populagdo de modo geral.
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2. OBJETIVO

O objetivo desta parte do presente trabalho € investigar a potencialidade da técnica
de fotoeletrocatalise como método de desinfeccao do dialisato antes e apds tratamento de
hemodialise contaminado por Candida parapsilosis e seus biofilmes no intuito de
oferecer um método de tratamento mais eficiente para seu descarte.

Para isto, neste trabalho pretendeu-se desenvolver eletrodos com diferentes
morfologias de W/WOg3, sintetizados pelo recobrimento de chapas de W pelo proprio
fungo e moldes de poliestireno usando eletrodeposi¢do. O desempenho destes eletrodos
foi avaliado na inativacdo de C. parapsilosis em fluidos de hemodidlise e efluentes
oriundos deste processo. Parametros tais como: potencial aplicado, irradiagéo ultravioleta
e visivel, concentracdo do fungo e tempo de tratamento foram investigados pela avaliacéo

da eficiéncia usando contagem microbiana e remocao de carbono organico total.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e reagentes mais utilizados

Os reagentes utilizados na preparacdo das solugbes sdo de grau analitico,
utilizando &gua destilada purificada através do sistema Milli-QM (18,2MQ. cm
Millipore) para o preparo das mesmas. O tungsténio em pé utilizado no preparo das
solucbes e o regente N-dietil-p-fenilendiamina utilizado para medidas
espectrofotométricas foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich. O &cido cloridrico, o
perdxido de hidrogénio, fluoreto de sodio e alcool etilico foram adquiridos da empresa
Merck.

3.1.1. Obtengéo do efluente e dialisato

O dialisato e o efluente provenientes do processo de hemodialise foram
gentilmente cedidos pelo Dr. José Luiz Saheb, diretor da Unidade de tratamento Dialitico
da cidade de Araraquara — SP. Ambos foram caracterizados por meio de métodos
analiticos, microbioldgicos e fisico quimicos triviais como: Demanda quimica de
oxigénio por meio da reagdo com dicromato de potassio em termoreator, turbidez,
condutividade, pH e medida de carbono organico total antes e ap6s tratamento

fotoeletrocatalitico.

3.1.2. Obtencéo das Cepas de C. parapsilosis

As leveduras usadas no trabalho foram cordialmente cedidas pela Dr2. Maria José
Soares Mendes Giannini (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas- UNESP, Araraquara).
Inicialmente, estas foram previamente incubadas em meio YPD (Yest Peptome Dextrose:
1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de dextrose). Os microrganismos foram
incubados e armazenados em tubos de vidro em meio de Agar Saboroud e dextrose

(Acumedia), a temperatura ambiente. O manutencgéo da viabilidade celular foi realizada
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por inoculacdo do microrganismo objetivando a renovacdo das células foi feita

sistematicamente todo o més.

3.2.  Procedimento experimental

Para o desenvolvimento do trabalho foi escolhido o substrato de W/WQg3, onde o
filme de WOs foi construido previamente por meio de anodizagdo, mostrando morfologia
nanoporosa. A escolha de um substrato rugoso em detrimento de uma superficie metélica
favorece a capacidade de adesdo dos microrganismos em superficies defeituosas em
relacdo a superficies lisas justamente devido a presenca de sulcos, 0 que contribui para
uma melhor adsorcdo do microrganismo. A seguir é apresentada a metodologia adotada
para a construcdo de eletrodos por moldes de poliestireno e pelo método de bioformacéo

dos filmes.

3.2.1. Preparo dos eletrodos Bioinspirados de W/WOs3
3.2.1.1.  Preparo de eletrodo de W/WOs3 por eletrodeposicao

No preparo dos eletrodos bioinspirados utilizou-se metodologia descrita na
literatura (FRAGA et al., 2017; FRAGA; ZANONI, 2011; SOUZA, 2015). Uma placa
com dimensfes 1 x 1 cm? de tungsténio metalico (Alfa Aesar, 0,25 mm, 99,95%) foi
polida mecanicamente com lixas de diferentes granulometrias (800, 1000, 1200, 1500,
2000). Apos este tratamento, as placas foram lavadas em banho de ultrassom durante
cinco minutos em presenca de acetona seguida de isopropanol e agua. Posteriormente, as
placas foram submetidas a fluxo de ar comprimido com a finalidade de secagem. Para
realizar a anodizacdo, foi utilizada uma célula eletroquimica composta por dois eletrodos,
sendo a placa de tungsténio o eletrodo de trabalho e a rede de platina utilizada como
contra eletrodo. A placa de tungsténio foi imersa em uma solucéo de fluoreto de sodio de
concentracio 0,15 mol L, usado como eletrdlito suporte, sendo aplicada uma rampa de
potencial de 0,2 V por segundo, até ser atingido o potencial equivalente a 60V, mantido
durante duas horas. Ap6s o término da anodizacdo, os eletrodos foram cuidadosamente

lavados pela imersdo em agua deionizada, seguido da secagem por fluxo de ar
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comprimido. Para finalizar, aspirando promover a formacao da fase cristalina, estes foram

submetidos a um processo de calcinacdo a 450°C por duas horas.

3.2.1.2. Biofilmes de C. parapsilosis

O crescimento dos biofilmes de C. parapsilosis na superficie de W foram obtidos
pela incubacio do eletrodo previamente preparado a uma suspenséo contendo 1,0 x 10°
UFC mL?de C. parapsilosis em tamp&o PBS (8,0 g NaCl, 0,20 g KCI; 14,4 g NazHPOy4;
0,24 g KH2POs, &gua destilada g.s.p. 1,0 L, de acordo com metodologia adaptada de
MARCELINO (2018). Para isto, foram adicionados os eletrodos de W previamente
esterilizados e 5 mL da suspensdo preparada depositada em placa com 6 pocgos. Esse
sistema foi incubado e mantido em incubadora BOD — TECNAL TE-371 (demanda
bioldgica de oxigénio) por um periodo de 2 horas, sob temperatura de 37 °C, em agitacédo
constante de 80 rpm, buscando realizar a pré-adesdo das células na superficie desejada.
Em seguida, a suspenséo foi removida e a ela foi adicionado 5 mL de RPMI. Por fim, o
material foi incubado e mantido em incubadora BOD por 48 horas a 37 °C e sob agitacdo
de 80 rpm para a formacdo dos biofilmes para a formacéo do biofilme sobre o eletrodo
de W.

3.2.1.3.  Eletrodeposic¢ao dos filmes de WOs3 nos eletrodos com biofilme

de C. parapsilosis

Apds a formacdo dos biofilmes de C. parapsolisis, estes foram submetidos a
eletrodeposicéo de filmes finos de WO3 aplicando potencial de -0,45V durante quarenta
e cinco minutos, de acordo com metodologia adaptada (GUARALDO et al., 2013). Para
isto, utilizou-se uma solucdo precursora de tungsténio previamente preparada pela
dissolucdo do pd de tungsténio metalico de elevada pureza (99,96%) em 10 mL de
peréxido de hidrogénio (30 volumes). Apds a dissolucdo total, a solucdo preparada foi
diluida em 250 mL de &gua deionizada, pH= 1,5. A seguir a fase cristalina foi obtida pela

total remocdo da matéria organica apos processo de calcinacdo a 450°C por duas horas.
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O eletrodo obtido foi obtido foi aplicado nesta forma, ou submetido a deposicdo de Ag

como descrito a seguir.

3.2.1.4.  Modificagdo dos eletrodos de W/WO3 com Ag

A incorporacdo de nanoparticulas de prata ao eletrodo bioinspirado de W/WQj3 foi
realizada por meio do recobrimento prévio com dopamina como agente ancorante
(TRIPATHY et al., 2016). A incorporagdo de prata foi realizada usando solugéo de
3 mg mL* de AgNOs, com o deposito prévio de dopamina de acordo com procedimento
otimizado pelo nosso grupo de pesquisa (PERINI et al., 2019). Para isto o eletrodo de
W/WQO3 previamente construido com o template de biofilmes de C. parapsilosis foi
imerso em uma solugdo de 13 mmol. L™ de dopamina em tamp&o Tris (pH 8,5) mantido
sob agitacao durante 8 h. A seguir, o eletrodo foi lavado em agua deionizada e imerso em
uma nova solugio de 3 mg mL™ de AgNOs durante 8h (XU et al., 2017). Apds lavagem

e secagem a temperatura ambiente o eletrodo ficou pronto para uso.

3.2.2. Preparo dos eletrodos de W/WQOs3 por moldes sintéticos

As placas de W (Alfa Aesar, 0,25 mm, 99,95%) com dimensdes de 1 x 1 cm?
foram polidas,lavadas e anodizadas, conforme metodologia apresentada no item 4.2.1.1.
A sequir, estes eletrodos foram recobertos com uma camada de esferas de poliestireno,
depositada através do uso de suspensbes aquosas de esferas de poliestireno
monodispersas diluidas a 0,5 % m/v (Thermo Scientific) contendo o surfactante Triton
X-100. Esta suspenséo foi previamente mantida em banho de ultrassom por dois minutos
e a amostra a seguir foi mantida em camara umida (10cmx10cmx5cm) para permitir uma
lenta evaporacdo durante 24 h. Posteriormente, outra aliquota da suspensao foi aplicada
e o eletrodo foi novamente mantido na cdmara Umida por mais 24 h. Apds evaporacao, 0
substrato (com as particulas de poliestireno) foi submetido a um tratamento térmico por
uma hora em estufa (SOLAB — SL 100) a 100 °C, para a evaporacdo de agua.
Posteriormente, sobre este substrato, foi eletrodepositado filmes de WO3 de acordo com
procedimento descrito no item 4.2.1.3. Por fim, os templates de poliestireno foram

retirados da superficie através da imerséo por uma hora em tetrahidrofurano (THF). Apds
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lavagem o eletrodo foi submetido a um processo de calcinacao a 450°C por duas horas

em mufla MODELO, com rampa de temperatura de 2°C/s.

3.2.2. Determinacéo da concentragdo de prata

A concentracdo de prata incorporada na superficie do eletrodo de W/WOj3 durante
a modificacdo e lixiviada durante o uso do eletrodo em medidas de fotoeletrocatélise foi
determinada pelo método de voltametria de redissolucao anddica, de acordo com método
proposto por KUMAR e MUSTEDT (2005). Para isto utilizou-se uma célula
convencional de 25 mL e sistema eletroquimico convencional de trés eletrodos: eletrodo
de carbono vitreo (ECV) como eletrodo de trabalho, eletrodo de Ag/AgCl como
referéncia e um fio de Pt como eletrodo auxiliar (BRUGNERA 2013). A esta célula
convencional foi introduzido uma aliquota de 10,0 mL de eletrdlito suporte, KNOs+
HNO;3 0,10 mol L™ e concentrag@es pré-definidas do analito. A solugéo foi entdo agitada
magneticamente a velocidade constante e submetida a analises voltamétricas. Apos
otimizacdo das melhores condigfes experimentais obteve-se um pico bem definido em
potencial de 0,15 V correspondente a reoxidacdo de Ag/Ag+ previamente depositada sob
potencial de -0,7 V, tempo de acumulo de 800 s e velocidade de varredura de
100 mV st

Uma curva analitica foi construida no intervalo de 1,0 x 10 a
1,0 x 10° mol L™, segundo a equagéo Ip(HA) = 3,72 + 7,45 x 10° [Ag], com sensibilidade
de 7,45 x 10° uL mol™. Calculando-se o limite de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ)
para a curva utilizando-se o método estatistico: (3xSD/b) e (10xSD/b), em que SD
representa o desvio padrdo de dez medidas do branco obtidas no mesmo potencial de
oxidagdo da Ag+ e b a inclinagdo da reta obtida para a curva analitica. Os valores obtidos
foram LD = 8,74 x 10 mol L e LQ = 5,10 x 10° mol L™ Apos as analises de
fotoeletrocatalise a 4gua tratada foi submetida ao método proposto e usado para avaliacdo
da concentracdo de prata no eletrodo e a quantidade liberada pelo eletrodo W/WOQO3-Ag

em funcdo do tempo durante as reacGes fotoeletrocataliticas usando a curva analitica.
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3.2.3. Caracterizacéo dos eletrodos

As propriedades morfoldgico-estruturais dos filmes foram investigadas por
anélise de microscopia eletrdnica de alta resolucdo (FEG-SEM) e difracdo de Raios-X
(DRX). As medidas de microscopia eletronica de varredura foram obtidas em um
microscopio eletronico de varredura FEG-SEM de alta resolugdo, com fonte de elétrons
por emissdo de campo, da marca JOEL, modelo JSM - 7500-F e também pelo modelo
JSM-7401-F. Medidas de difracdo de Raios X foram obtidas em um equipamento Rigaku
RINT 1500 usando radiagdo Cu K na regido de 10-70°. Espectros de Reflectancia Difusa
na regido do UV-vis foram obtidos em um espectrofotdmetro da marca Perkin Elmer
Lambda 35. Os valores de band gap foram estimados por graficos de Tauc (funcéo de

Kubelka — Munk vs energia do foton).

3.2.4. Medidas fotoeletrocataliticas, fotocatalitcas e fotoliticas

3.2.4.1. Preparo das suspensdes e crescimento dos Biofilmes de C.

parapsilosis para degradacao fotoeletrocatalitica

Inicialmente, as cepas ATCC 22019 das leveduras de trabalho foram incubadas
em meio Agar Saboraud Dextrose, ideal para o cultivo de leveduras. Apds o crescimento
do microrganismo, foi preparada uma suspenséo deste na solucéo de NaCl 0,1 mol L.
Posteriormente, o microrganismo foi quantificado pelo auxilio de um microscépio éptico,
da marca Olympus e modelo CH30, em uma camara de Neubauer (Neubauer Improved
KASVI, resolugéo de 0,0025mm? e profundidade de 0,100mm) e transferido para o reator
fotoeletroquimico e diluido para as concentracdes de interesse.

Para a obtencédo dos biofilmes de C. parapsilosis, as leveduras foram incubadas
em 20,0 mL de meio YPD (Yeast Peptone Dextrose: 1,0 % de extrato de levedura, 2, 0%
de peptona, 2,0 % de dextrose) em tubos conicos tipo Falcon com capacidade de 50,0 mL,
em agitador orbital (150-180 rpm) a 30 °C por 24h. Em seguida, procedeu-se a lavagem
das células em solugéo salina tamponada com tampao fosfato de PBS. A suspenséo foi
diluida 1:10 (v/v) e o valor ajustado para pH =7,4. Em seguida, 0s microorganismos foram
suspensos em tamp&o PBS e, a concentracio ajustada para 1,0 x 109 UFC mL™ em RPMI

com 2% de glicose. Nesta etapa fez-se quantificagdo com auxilio de um microscépio
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Optico e uma camara de Neubauer. Laminulas de vidro circulares de 13 mm de diametro
(Boeco, Hamburg, Germany) foram previamente lavadas, esterilizadas e secas. Apds esta
etapa, as mesmas foram postas no fundo de cada um dos 24 pocos de placas de
microtitulacéo e posteriormente inoculados com 300 pL da suspenséo de C. parapsilosis.

Posteriormente, o sistema foi incubado por 24 horas a 37°C, para formacéo do biofilme.

3.2.4.2. O reator fotoeletrocatalitico

Os experimentos de fotoeletrocatalise, fotocatalise e fotdlise foram realizados em
um reator fotoeletrocatalitico de vidro separado em dois compartimentos concéntricos de
250 mL. No compartimento anodico foi introduzido o eletrodo de trabalho (4cm x 4cm),
um eletrodo platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCIl como eletrodo de
referéncia, e tubo de quartzo de 2,5 cm de diametro e 15 cm de profundidade. O reator
possui um sistema de resfriamento dos dois compartimentos e a temperatura mantida a
19 °C por um meio de um banho termostatico HAAKE DC 30. Para iluminacdo do
fotoanodo foi utilizado uma lampada de vapor de mercdrio Philips de 125 W de poténcia
(1= 9,23 W m) sem o bulbo inserida em tubo de quartzo no compartimento anodico. Para
medidas com radiacdo preponderante na regido do visivel, foi utilizado um tubo de vidro
para filtrar a radiacdo UV/Vis. O sistema foi submetido a agitacdo usando uma barra
magnética de 3 cm de comprimento e agitador magnético (FISATOM 720)

As medidas de fotocorrente vs potencial para os eletrodos foram realizadas em
uma célula eletroquimica de um compartimento contendo trés eletrodos, uma rede de Pt,
como eletrodo auxiliar, eletrodo de Ag/AgCl, KCI saturado como eletrodo de referéncia
e eletrodo bioinspirado de W/WOs3,eletrodo de W/WO3z-Ag ou eletrodo de W/WOs feito
por template como eletrodo de trabalho. Como fonte de iluminagdo utilizou-se uma
lampada de Hg 125 W (I= 9,23 W m-2) sem bulbo conforme descrito previamente. Um
potenciostato/galvanostato  AUTOLAB® modelo PGSTAT 305 acoplado a um
microcomputador e gerenciado pelo software NOVA 2.1.2 para aquisi¢ao dos dados, foi
utilizado nos experimentos de voltametria linear do semicondutor. As medidas de
fotocorrente foram obtidas utilizando-se como eletrdlito suporte o proprio dialisato e o

efluente oriundo do processo de hemodialise e velocidade de varredura de 10 mV s,
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Antes de iniciar os experimentos todo material foi autoclavado, a fim de evitar
contaminagOes provenientes de outras especies. Todas as medidas eletroquimicas e
fotoeletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato AUTOLAB®
modelo PGSTAT 302 com potencial controlado pelo software NOVA 2.1.2. Todos 0s
experimentos foram realizados em capela de fluxo laminar e os residuos tratados

adequadamente.

Figura 11: Esquema de reator fotoeletrocatalitico: (A) saida de agua, (B) entrada de
agua, (C) eletrodo de trabalho, (D) eletrodo de referéncia, (E) eletrodo auxiliar, (F)

Agitador magnético.

Fonte: Préprio autor.
3.2.5. Avaliacéo da eficiéncia dos métodos de tratamento
Todas as solugBes tratadas pelos diferentes métodos foram analisadas por
contagem de leveduras, medidas de condutividade, demanda quimica de oxigénio e

turbidez. Adicionalmente, foram feitas medidas de carbono organico total, investigacdo
da formacéo de cloro ativo por meio de medidas espectrofotométricas e avaliacdo da
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formacao de espécies cloradas por cromatografia gasosa acoplada a espectrofotdmetro de

massas, como descrias a segulir.

3.2.5.1. Contagem microbiana

Amostras das solugdes contaminadas propositalmente com C. parapsilosis foram
submetidas a desinfeccdo usando tratamento fotoeletrocatalitioc e removidas apés 0, 1, 3,
5, 10, 30, 60 e 120 minutos. Em cada analise de contagem microbiana removeu-se 100
uL de cada amostra, inoculada e posteriormente adicionada em Agar Saboroud Dextrose
e diluidas sucessivamente em agua para 1/10 v/v e 1/100 v/v, em uma placa de Petri e
submetidas a incubacdo a T=37 °C por periodos de 3 a 30 dias. A partir destas realizou-
se a contagem de coldnias visualmente. Foi padronizada a contagem de col6nia apds 48

h de incubacéo.

3.2.5.2. Carbono organico total (COT)

A mineralizacdo da matéria organica proveniente da lise celular de C. parapsilosis
durante o processo de desinfec¢do foi monitorada pela anélise de carbono orgénico total
(COT) das amostras removidas, em um Analisador de Carbono Orgéanico Total Shimadzu,
modelo TOC-V CPN. Para a determinacdo de carbono total (CT), a amostra injetada foi
carregada para um tubo de combustdo contendo Pt suportada em alumina a 680 °C.
Posteriormente a amostra sofreu oxidacdo catalitica a CO,. Para a determinagdo de
carbono inorganico (Cl) a amostra injetada reage com o reagente Cl (&cido cloridrico
25%), onde todo carbono inorgénico foi convertido a CO> e detectado por absorg¢éo no
infravermelho néo dispersivo. O COT foi obtido pela subtracdo de CT e ClI. Padrdes de
Cl e CT foram preparados e armazenados conforme instru¢cdes do manual do equipamento
e posteriormente diluidos para concentragdes necessarias para a construcao das curvas
analiticas, assim amostras de leveduras foram submetidas a analise antes e ap0s as rea¢des

de desinfeccéo.
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3.2.5.3. Formacao de cloroativo

O monitoramento da possivel formacéo de cloro ativo nas amostras tratadas por
fotoeletrocatélise foram realizadas em vista das amostras de dialisato e efluente da
hemodidlise (dialisado) conter alta concentragdo de cloreto, e sob condigdes de potenciais
anodicos poder gerar cloro ativo por oxidacdo (ZANONI, MARIA VALNICE B.; SENE,
J.; SELCUK, H.; ANDERSON, 2004). A possivel formacéo de cloro ativo foi investigada
realizando-se utilizando o método espectrofotométrico na regido do visivel em
espectrofotdbmetro UV-VIS de arranjo linear de diodo da Hewlett Packard, modelo 8453,
interfaciado a um programa UV-visible Chemstation Software, da Hewlett Packard
modelo HP-854X. Todas as medidas foram realizadas utilizando-se cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho Optico. O teste foi realizado por meio da reacdo da solugéo tratada
por fotoeletrocatalise, com solugdo 1,0 mol L de N, N-p-fenilenodiamina em tampao
fosfato pH 7. Na presenca de cloro ativo hd a formacdo de um produto colorido com

maxima absor¢ao em (A=514 nm).

3.2.5.4. Formacéo de espécies organocloradas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas

Por considerar que na presenca de cloreto pode haver a formacgdo de espécies
organoclorada durante a oxidacdo de compostos organicos provenientes da lise da parede
celular em meio de cloreto, o produto gerado no tratamento fotoeletrocatalitico foi
submetido a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As
amostras foram analisadas em um cromatdgrafo gasoso modelo Agilent CG / MS 7890B
equipado com uma coluna capilar HP-5MS (5% de fenilpolimetilsiloxano). Como gas de
arraste foi utilizado gas hélio com fluxo de 1 mL min-. A injecéo de amostra de 1 pL foi
realizada no modo “splitless”. A temperatura do forno da coluna foi mantida a 40 ° C por
4 min e depois programada até 280 °C com a rampa de 16 ° C min%, que foi mantida por
5 minutos. As temperaturas da entrada de injecdo e do detector foram de 250 e 280 ° C,
respectivamente. O espectrometro de massa foi operado com resolugdo de 1000 no modo

de ionizag&o positiva por impacto eletronico (EI +), energia eletrdnica 70 eV. A analise
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qualitativa por GC-MS foi realizada através da deteccdo do composto-alvo pelo

monitoramento de ions simples.

3.2.5.5. Medidas de pH, condutividade, turbidez e demanda quimica de
oxigénio (DQO)

Os valores de pH foram medidos em um pHmétro (fon PHB 500). As medidas de
condutividade da amostra antes e apds tratamento foram realizadas em um turbidimetro
da Quimis. As medidas da demanda quimica de oxigénio foram realizadas usando um Kit
Nano color 1500 (Macharey-Nagel, Diren, Deustchland). A variacdo de turbidez foi
realizada em um turbidimetro previamente calibrado modelo 0-1000 FTU Fast Tracker
EPA Ref. HI98703-02, da Hanna, S&o Paulo, Brasil
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao morfoldgica e eletroquimica dos eletrodos de W/WO3

Nos topicos a seguir serdo comparadas as morfologias dos eletrodos preparados
por diferentes metodologias, bioinspirados de W/WO3, W/WOs3-Ag e para os eletrodos
de W/WOs feitos por templates sintéticos de poliestireno.

4.1.1. Eletrodos Bioinspirados de W/WOs3

A formacéo de biofilmes sobre chapas de W foi testada usando diferentes meto-
dologias. Apds otimizagdo observou-se que o crescimento do biofilme microbiano sobre
os eletrodos ocorre de forma preferencial sobre triéxido tungsténio em detrimento do
tungsténio metalico riscado mecanicamente. A Figura 12 mostra as imagens de FEG-
MEV obtidas para a formacdo dos biofilmes sobre W e W/WOs. Nesta figura, constata-
se que ha forte adesdo dos microorganismos a superficie nanoporosa de WQOs, distribu-
idos de maneira uniforme na regido. Dentre os diversos parametros investigados, ob-
serva-se que a velocidade de formacdo do biofilme depende de algumas condicOes
hidrodindmicas do meio, pH do sistema e rugosidade. Sendo assim, as melhores
condigdes obtidas foram aquelas usando a rugosidade da superficie, pH 7,1 e agitacdo de
80 rpm, com melhor adsorcao e proliferacdo das células na superficie (CHAMBERLAIN,
1992). De acordo com a literatura (BOZORG; GATES; SEN, 2015), o depoésito do
biofilme sobre a superficie nanoporosa de W/WO3 ocorre interagdo eletrostatica entre a
superficie do semicondutor e a parede celular do fungo de estudo. Levando em
consideracdo que o trioxido de tungsténio e as estruturas que compdem a parede celular
fangica (glucano e quitina) sdo espécies polares, verifica-se que ha a possibilidade de
ocorrer interacbes de Van der Waals principalmente do tipo dipolo-dipolo, tipo de
interacdo inexistente no sistema com apenas tungsténio, contribuindo assim para uma
maior adsorcao das células fungicas na superficie oxidada (BOZORG; GATES; SEN,
2015; ZHANG et al., 2020).
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A literatura relata que a formacéo in vitro do biofilme de Candida spp. envolve
trés estagios bem consolidados. O primeiro estagio consiste na adsor¢do das células no
substrato de trabalho seguida da proliferacdo destas formando uma camada basal e por
fim a formacdo de hifas ou pseudo-hifas, a depender da espécie, simultaneamente a
producéo de matriz celular (MARCELINO, 2018).

Figura 12: Microscopia eletronica de alta resolucdo (FEG-MEV) dos biofilmes microbia-
nos obtidos na superficie metélica de tungsténio (A) e (B) e biofilmes microbianos obtidos

na superficie nanoporosa do trioxido de tungsténio (C) e (D).

A C

— 100pm IQ-UNESP 6/9/2017

190um, 1Q-UNKSR §/8/2087 2.00kV SEI P WD 6.0mm  3:11:49

2.00kV SEI M WD 6.0mm 2:24:24

B

— 10pm IQ-UNESP 6/9/2017 —-— 10pm IQ-UNESP 6/9/2017
2.00kv SEI LM WD 6.0mm 2:25:46 x 2.00kV SEI M WD 6.0mm 3:13:06

Fonte: Proprio autor.

A seguir foi investigado o efeito do tempo de crescimento sobre o recobrimento
da superficie, para isto foi investigado tempos entre 24 h, 48 h e 72 h, cujas imagens de
FEG-MEV sdo apresentadas na Figura 13. Analisando-se as superficies, observou-se que
a melhor formacéo de biofilme de C. parapsilosis ocorre em 48 h. Em 24 horas néo ha

tempo suficiente para que ocorra total adesdo primaria e proliferagdo das células. O
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decréscimo de células presentes apds 72 h pode ser atribuido ao fato que a Ultima etapa
do crescimento do biofilme envolve a disseminacédo da progénie das células do biofilme
(sésseis) com caracteristicas diferentes (transcricdo de genes de resisténcia) de suas
homologas (CHAMBERLAIN, 1992; STOODLEY et al., 2002). Dessa maneira, a célula
é liberada na sua forma planct6nica para promover o crescimento de biofilme em uma
outra regido. Portanto, o tempo equivalente a 48h otimizado como tempo habil para

proporcionar a melhor morfologia do filme do material semicondutor.

Figura 13: Microscopia eletronica de alta resolugdo (FEG-MEV) dos biofilmes
microbianos obtidos com 24 (A), 48 (B) e 72 h de crescimento (C).

X 1,500 2.00K

Fonte: Proprio autor.

A Figura 14, compara a morfologia dos eletrodos obtidos apds otimizacdo das
condigcBes experimentais para formacdo dos eletrodos nanoporos de W/WO3 ap6s a
anodizagdo da placa de W (1,0 cm2) em meio de NaF 0,15 mol.L? sob potencial
controlado de 60 V e subsequente eletrodeposicdo em solugdo precursora de W por 45
min a -0,45 V (Imagens A-C) na presenga do biofilme microbiano. As imagens D-F
mostram o eletrodo bioinspirado com recobrimento pelo filme de WO3 com a morfologia
bioinspirada (Imagens D-F), usando as condi¢Ges otimizadas anteriormente. Nesta
Figura, observa-se que ap6s a calcinagdo os eletrodos bioinspirados apresentam uma
estrutura onde o WOs crescido sobre o fungo manteve a estrutura do molde (fungo),
mesmo apoés a calcinacdo a 450 °C e retirada do material biolégico. Desta forma temos
um eletrodo com a morfologia inspirada na estrutura do microrganismo previamente

aderido na superficie, com um recobrimento homogéneo e uniforme.
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Em ambos os processos para a formacao de filmes nanoporoso ou bioinspirado,
depositos de WO3 foram obtidos pelo processo de crescimento eletroquimico do filme de
WO3 em meio aquoso conforme descrito previamente na literatura (LAI, W., 2014; ZHU
et al. em 2014). Inicialmente ha uma etapa de oxidacdo anddica do tungsténio resultando
na formacéo de mistura de 6xidos como WO, W20s e WOs, sendo as espécies contendo
tungsténio com estado de oxidacdo W6* predominantes no sistema, como pode ser visto

através da andlise das Equacdes de 7 a 10
a) ReacGes que ocorrem no catodo
2H,0 +2e~ —» H, + 20H™ (7)

b) Reacdes que ocorrem no anodo

W+ H,0 — WO, +4H" + 4e” (8)
2W0, + H,0 — W, Os + 2H™ + 2e~ (9)
W, 0s + H,0 — 2W 05 + 2H* + 2e~ (10)

A Figura 15 apresenta o espectro de EDS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy)
para os elerodos bioinspirados de W/WO3. O espectro mostra a presenca de tungsténio e
oxigénio, sugerindo a formacdo do 6xidos de tungsténio. Para a obtencéo deste dado, foi

utilizada uma voltagem de aceleracdo de 10 KV e amplificacdo de 5.000 vezes.
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Figura 14: Imagens de microscopia eletronica de alta resolucdo (FEG-MEV) de (A) folha de W, (B) eletrodos de W/WO3 ap0s a anodiza¢ao em
NaF 0,15 mol.L™%, 60 V, 2h e ap6s o crescimento do biofilme (C) seguido da eletrodeposicio eletroquimica por 45 min a -0,45 V e calcinagio a

450°C por 2h (D), (E) e (F).

Fonte: Proprio autor.
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Figura 15: Imagem de microscopia eletronica de alta eficiéncia dos eletrodos bioinspirados de

WO3 com o respectivo resultado das anélises de EDS da regido escolhida.
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 16 ilustra os difratogramas de raios-X da folha de tungsténio sem
modificacdo (A) e ap6s todas as etapas para a construgdo do eletrodo bioinspirado de
W/WO3 (B). Neste observa-se que a formacao de WO3 na sua forma monoclinica, forma
mais fotoativa deste 0xido, pela presenca dos picos em (26 = 23,06; 26= 23,71; 20 =
24,36; 20 = 33,16 20 = 33,65 e 20 = 34). Os picos em 26=40 e 26=58 podem ser
atribuidos ao do tungsténio metalico.
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Figura 16: Difatogramas de Raios-X obtidos para a folha de tungsténio sem modificacdo (A) e

anodizada em NaF 0,15 mol.L? e eletrodepositada em solugdo de precursora a 0,45 V (B).
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Fonte: Proprio autor.

Na Figura 17 pode-se observar uma curva tipica de reflectancia difusa (Curva A)
obtida para o eletrodo bioinspirado de W/WO3 e o grafico proposto por Kubelka-Munk
(Curva B), onde estimou-se os valores da energia de banda proibida (Ebg). A andlise
mostra que o material apresenta uma intensa banda de absor¢do na regido do visivel
abaixo de 450nm de comprimento de onda sugerindo sua potencializacdo de
fotoexcitacdo tanto na regido do ultravioleta quanto na regido do visivel. A partir da
construcdo do gréfico de Tauc foi calculado o band gap para o eletrodo bioinspirado de
W/WOs mostrou Ebg= 2,9 eV, equivalente ao encontrado para o0 WO3 na literatura
(GONZALEZ-BORRERO et al., 2010; SOUZA et al., 2017).

Estes resultados indicam que eletrodo bioinspirado de W/WO3 ter um bom
desempenho quando submetido a irradiacdo com lampada de vapor de mercurio usada
neste trabalho com emissdes tanto no UV quanto no visivel, como pode ser visto no
espectro de emissdo da lampada obtido na Figura 18, ou ser fotoexcitado na regido do

visivel, melhorando economicamente o desempenho do sistema fotoeletroquimico.
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Figura 17: Curva de reflectancia difusa obtida para o eletrodo bioinspirado de W/WOs3 (A).
Gréfico de Tauc construido para o calculo do band gap do eletrodo de W/WQO3 obtido (B).
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 18: Espectro da lampada de Vapor de Mercurio (125W) utilizada na fotoexcitacao

do semicondutor construido.
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Fonte: BESSEGATO et al., 2014.

A Figura 19 apresenta as curvas de fotocorrentes vs potencial obtidas para o
eletrodo bioinspirado de W/WO3 em amostras de dialisato (Curva A) e efluente de
hemodialise coletado na Unidade de tratamento dialitico de Araraquara (Curva B) na
auséncia de luz e iluminado por uma lampada de 125W na regido Visivel, radiacao filtrada
com tudo de vidro - e UV-Vis. Os voltamogramas de varredura linear foram registrados
sob velocidade de varredura de 10 mVs™, no intervalo de potencial entre -0,5 a 2,0V.
Como previsto para um fotoanodo do tipo n (ver Figura 8), a fotocorrente € praticamente
negligenciavel na auséncia de luz. No entanto, quando o eletrodo é exposto tanto a
radiacdo UV quanto visivel no dialisato, hd um aumento pronunciado da fotocorrente para
valores de potencial maior que 0V, mostrando que ha separacao de cargas fotogeradas a
partir deste potencial.

O fotodnodo mostra que as cargas fotogeradas sao formadas tanto sob radiacdo
UV quanto sob luz visivel, com decaimento de apenas 40% sob luz visivel para
fotocorrente tomada em potencial de +1.5V. Tal fenémeno observado pode ser atribuido

a presenca majoritaria de cloreto de sodio no dialisato (Tabela 1) que quando adsorvido
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no eletrodo pode gerar adicionalmente ao radical hidroxila - proveniente da oxidacao da
agua, o radical cloro, como pode ser visto na Equacdo 5 (SOUZA, 2015). Este
comportamento indica que o uso de NaCl como eletrolito suporte, embora presente em
aguas de hemodidlise, pode ser um agente complicador pela possibilidade de gerar radical

cloro, que por sua vez pode ocasionar a formacdo de cloro ativo, conforme a seguinte

equacéao:
WO05; —hiy, +Cl” > W05 — Cl; 4 (11)
2(W0;3 — Clygg ) — Cly(g) + 2W0; (12)

O cloro ativo corresponde ao somatorio das espécies em meio aquoso em
equilibrio (PARRA, 2013; PASCHOAL ; ANDERSON; ZANONI, 2009):

Clyaq) + H20, 2 HClOg; + Hgg + Clg, (13)
HClO 2 ClO~ + H;07 (14)

No entanto, os valores da fotocorrente decaem 50 % quando o mesmo eletrodo é
exposto ao efluente proveniente da hemodialise, provavelmente devido a complexidade
da amostra por conta de uma alta matéria organica. Do mesmo modo, observa-se que
embora o sistema responda a irradiacdo visivel, hd& um decaimento de 80 % na
fortocorrente tomada sob potencial de +1.5 V.

De acordo com a literatura, este comportamento indica que a geragdo de
fotocorrente anodica corresponde a geracdo do par e-/h+ fotogerados, segundo a
Equacdo 15. A separacdo de cargas propicia maior formacdo de buracos, que séo
responsaveis pela oxidacdo da agua e geracdo de radicais hidroxilas na superficie do

eletrodo (Equagdo 16). Reagdes que ocorrem no fotodnodo:

W03 + hv - W03e§(; + W03 - h;y (15)
WOz — higy + Hy0pqs > W05 — OH 3o + HY (16)
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A amostra do efluente contém grande quantidade de espécies organicas na

composicdo (Demanda quimica de oxigénio igual a 1200 mg mL ™ proporcionando menor

condutividade para o efluente. A Tabela 2 mostra os valores de condutividade, carbono

organico total (TOC) e demanda quimica de oxigénio (DQO) medidos para o dialisato e

para a 4gua de hemodialise.

Tabela 2: Valores iniciais de TOC, DQO e condutividade e pH medidos para o dialisato

e efluente
pH Condutividade DQO
Dialisato 7,3 16,6 uS -
Efluente 6,8 14,3 uS 1200 mg L

Fonte: Proprio autor.

Figura 19: Curvas de fotocorrente vs potencial obtidas para o para o eletrodo bioinspirado

de W/WOs3 na auséncia de luz e iluminado por uma lampada de 125W na regido UV/Vis

e Vis em meio de dialisato (A) e dialisado (B). Variacdo de potencial de -0,5 a 2,0V,

velocidade de varredura igual a 10 mVs™,
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UVNis B
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Fonte: Proprio autor.
Adicionalmente, foi calculado o potencial de banda plana (E) para o fotodnodo

em dialisato, utilizando-se a equagao de Butler (BUTLER, 1977):

2 12 2
7 =(25) (5 50) a7

Sendo Jf= densidade de fotocorrente, q= carga do elétron, &= constante dielétrica,
E0= permeabilidade no vacuo, 10= fluxo fotonico, a= coeficiente de absorcdo, Nd=

densidade efetiva de estados na banda de conducdo, E= potencial aplicado e Efb =

potencial de banda plana.
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Figura 20: Quadrado da densidade de fotocorrente vs. potencial aplicado para eletrodo

de W/WOj3 em dialisato sob irradiagdo UV, sendo a area dos eletrodos 1 cm?,

-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
E/V vs Ag/AgCl

Fonte: Préprio autor.

O gréfico do quadrado da fotocorrente vs. potencial resulta em uma reta, cujo
intercepto corresponde ao Efb. A Figura 20 ilustra o potencial de banda plana calculado
para o eletrodo bioinspirado de W/WOs irradiado com energia na regido do UV-Vis na
presenca do dialisato como eletrélito suporte. Para este eletrodo, sob essas condigdes, foi
encontrado um valor de aproximadamente 0,5 V vs. Ag/AgCl, corroborando com valores
encontrados na literatura (FRAGA; ZANONI, 2011).

4.1.2. Eletrodos bioinspirados W/WQOz-Ag
Visando melhorar a eficiéncia fotoeletrocatalitica do material produzido, a
construgcdo dos eletrodos de bioinspirados W/WO3-Ag foi investigada utilizando a

deposicdo quimica de nanoparticulas de prata usando polidopamina (PDA) como agente

ancorante. Tal metodologia é baseada na reacdo de polimerizacdo da dopamina na
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superficie do substrato, formando a PDA in situ (TRIPATHY et al., 2016; XU et al.,
2017), conforme 0 mecanismo presente na Figura 21.

Trabalhos recentes na literatura reportam a atuacdo da polidopamina como um
excelente agente redutor de metais devido a presenca do seu grupo catecol, formando o
complexo dopamina-metal (XU et al., 2017). Partindo desse principio, o eletrodo foi
modificado conforme descrito procedimento experimental no item 3.2.4.1.

PDA é um polimero, capaz de aderir a quase todos os substratos simplesmente
através da imersdo do substrato em uma solugdo de dopamina previamente preparada, de
acordo com estudos publicados recentemente (GAN et al., 2020). Trabalhos recentes na
literatura reportam a atuacdo da polidopamina como um excelente agente redutor de
metais devido a presenca do seu grupo catecol, formando o complexo dopamina-metal.
Partindo desse principio, o eletrodo foi modificado conforme descrito procedimento
experimental no item 3.2.1.4

Por causa da sua alta biocompatibilidade e 6timas propriedades optoeletronicas,
a PDA vem sendo utilizada para uma ampla gama de aplicagdes em tratamento de
efluentes, sintese de material de revestimento, liberacdo controlada de farmacos e
sensores (YE; ZHOU; LIU, 2011).

Figura 21: Rota de reacdo para a polimerizacdo da dopamina

0.
\.l ‘\‘;w[/‘.“
@) T Nﬁf‘l
Hs o+ PY 0
N H2 2 N ‘[ [
) } N\ . . ‘\\)_}_,,_.» -\__\‘-“:;"_. A O_
g\ Oxidagdo - /N H Polimerizagio
4 > 7 > A
N/ \ Oxidagdo 1{\1 'H,
HO OH HO
OH won o
- 0" \'O-
Dopamina 5,6 dihidroxiindol Polidopamina
(PDA)

Fonte: Adaptado de QI YAWEI et al., 2019
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A Figura 22 mostra a imagem de microscopia eletrdnica de alta resolucédo obtida
para o eletrodo em questao.

Dessa maneira, pode-se verificar que a modificagdo ocasionou na perda da
morfologia inicial dos eletrodos bioinspirados. Apesar de se observar a presenca das
nanoparticulas de prata no sistema (imagem C), a PDA formou um filme bastante espesso
na superficie do eletrodo, contribuindo para a perda da morfologia inicial. Embora a
morfologia inicial tenha sido perdida, os eletrodos foram aplicados em medidas
fotoeletrocataliticas.

E de grande relevancia salientar que a modificagdo com Ag foi proposta devido
basicamente as propriedades antimicrobianas atribuidas a esse material e pelo fato da
prata também ser bastante utilizada como segundo metal na preparacdo de eletrodos
bimetalicos por apresentar uma significativa atividades catalitica (BRUGNERA, 2013;
MOKHTAR MOHAMED; OSMAN; KHAIROU, 2015).

Figura 22: Microscopia eletronica de alta resolucdo (FEG-MEV) dos eletrodos
bioinspirados de W/WO3z modificados com Ag pela deposi¢édo quimica de PDA com

diferentes escalas.

N Al

[ { o ) > X
W 00pm IQ-UNESP  10/3/2018 g 10-UNESP  10/3/2018 . j00nm IQ-UNESP  10/3/2018
X 100 2,00k SEI  IM WD 5.5m 2:38:34 X10,000 2,00V SET  SEM 2 X50,000  2,00kv SEI SEM WD 5.3m 2;21:50

Fonte: Proprio autor.

A Figura 23 mostra os resultados provenientes da analise da difragdo de Raios-X

a qual confirma a presenca de prata na superficie do material. Apesar de apresentar um
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resultado inferior quando comparado ao eletrodo bioinspirado de W/WO3 estes também

foram aplicados em reacdes fotoeltrocataliticas.

Figura 23: Difatograma de Raios-X obtidos para o eletrodo bioinspirado W/WO3-Ag.
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 24 apresenta as curvas de fotocorrentes vs potencial obtidas para o
eletrodo bioinspirado de W/WOs3-Ag em amostras de dialisato de hemodialise (A) quanto
efluente (B) coletados na Unidade de tratamento dialitico de Araraquara na auséncia de
luz e iluminado por uma lampada de 125W na regido Visivel e UV-Vis . Os
voltamogramas de varredura linear foram registrados sob velocidade de varredura de 10
mVs?, no intervalo de potencial entre -0,5 a 2,0V. Como previsto para um fotoanodo do
tipo n e semelhante ao eletrodo bioinspirado de W/WOs3, a fotocorrente é praticamente
negligenciavel na auséncia de luz. No entanto, quando o eletrodo é exposto tanto a
radiacdo UV quanto visivel no dialisato, hd um aumento significativo da fotocorrente para
valores de potencial mais positivo que 0V, mostrando que ha separacdo de cargas
fotogeradas a partir deste potencial. O fotodnodo mostra que as cargas fotogeradas sao
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formadas tanto sob irradiacdo UV quanto sob luz visivel, com decaimento de apenas 61%

sob luz visivel para fotocorrente tomada em potencial de +2.0V.

Figura 24: Figura 24: Curvas de fotocorrente vs potencial obtidas para o para o eletrodo
bioinspirado de W/WO3-Ag na auséncia de luz e iluminado por uma ldampada de 125W
na regido UV/Vis e Vis em meio de dialisato (A) e Efluente (B). Variacéo de potencial

de -0, de -0,5 a 2,0V, velocidade de varedura igual a 10 mVs™.

uwvsA 10 4 B

J/mA cm™2
s
1

05 00 05 10 15 20 05 00 05 10 15 20

E/Vvs Ag/AgCl E/Vvs Ag/AgCl

Fonte: Proprio autor.

Como ja esperado, as fotocorrentes medidas utilizando o efluente como eletrolito
suporte foram menores quando comparadas apenas ao dialisato devido ao fato da
complexidade dessa matriz, rica em material orgénico. Entretanto, ainda foi observada
uma fotocorrente de aproximadamente 9 mA cm, mostrando a viabilidade do uso do
presente eletrodo neste meio. Ademais, quando se compara o eletrodo modificado com
prata em relacdo ao eletrodo sem modificacéo, verifica-se que este Ultimo apresentou
melhores valores de fotocorrente o que corrobora com os valores de band gap e flat band
previamente calculados.

Na Figura 25 encontra-se o grafico de densidade de corrente utilizado para o
calculo de potencial de flat band para o eletrodo de W/WQ3-Ag através da Equacao de

Buttler. O potencial obtido foi de 0,6 V, superior ao eletrodo bioinspirado de W/WQOs3,
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Figura 25: Quadrado da densidade de fotocorrente vs. potencial aplicado para eletrodo

de W/WOs - Ag em dialisato sob irradiagio UV, sendo a area dos eletrodos 1 cm?,

0,04 /
/

—_—
-0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0
E/V vs Ag/AgCI

Fonte: Proprio autor.

4.1.3. Eletrodo de W/WOs feito por template sintéticos de poliestireno

O processo de producdo do eletrodo W/WO3 construido por moldes sintéticos
utilizou processo de eletrodeposicdo apos recobrimento prévio da superficie com esferas
de poliestireno. Neste trabalho utilizou-se o método “casting”, que consiste na deposigao
de um volume fixo da suspenséo de esferas com uma pipeta (GUARALDO et al., 2016).
A primeira etapa de otimizacéo, foi a investigacao da adi¢éo do surfactante Triton X-100,
vide Figura 26, o qual é uma molécula de carater anfifilico (anidnico) que promove
melhor adsorcdo de poliestireno sobre a superficie metélica, permitindo a distribuicdo
homogénea das particulas. O carater hidrofilico/hidrofébico dos substratos ira também
determinar a concentragdo de surfactante ideal de Triton X-100 (BESSEGATO;
GUARALDO; ZANONI, 2014; GUARALDO et al., 2016).
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Figura 26: Estrutura molecular do Triton X-100

Fonte: Préprio autor.

A influéncia da concentracgéo de Triton X-100 foi investigada no intervalo de 1,0
x 107 a 1,0 x 10 mol L%, adicionando-se um volume fixo de 70 pL de suspenséo sobre
a superficie do eletrodo. Imagens FEG-SEM destes depdsitos sdo mostrados na Figura 27
(Imagens A.1 a A.4). Os resultados obtidos para os eletrodos recobertos com esferas de
poliestireno monodispersas (500nm) em surfactante Triton X-100 apds recobrimento
pelos filmes de WOs crescidos na superficie por eletrodeposi¢édo (Imagens B.1 a B.4).

As imagens identificadas como A mostram total recobrimento da superficie, com
ligeira diferenca apenas nas concentracGes mais baixas do surfactante. A organizacao das
esferas sobre a superficie do substrato aumenta com 0 aumento da concentracgao de Triton
X-100 em todas as imagens. Além disto, observa-se que a distribuicdo das esferas pelo
substrato difere ligeiramente no centro e nas extremidades. No centro, as esferas tendem
a se separar e nas extremidades observa-se uma maior concentracdo das esferas, formando
uma camada mais espessa. Este comportamento é conhecido como efeito “coffee ring”
que ocorre devido ao angulo de contato entre a gota depositada e o substrato, que faz com
que as esferas se separem no centro e se juntem nas extremidades. Tal fendmeno
observado ocorre devido a diferenca de hidrofobicidade/hidrofilicidade do material que
forma o substrato (GUARALDO et al., 2013).

Quando séo analisadas as imagens B das figuras apresentadas, verifica-se que o
filme eletrodepositado ndo se formou adequadamente, exceto na concentracdo mais alta
de Triton-X. Os demais apresentam uma morfologia nanoporosa. Sendo assim
concentragéo de 1,0 x 10 mol L™ foi adotada. A composicdo do filme eletrodepositado

nessa condi¢édo foi confirmada por EDS, como mostrado na Figura 28.
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Figura 27: Microscopia eletrénica de alta resolucdo (FE-SEM) dos eletrodos de W/WO3 recobertos por nanoesferas de poliestireno a uma
concentracéo de Triton X-100 de 1,0 x 10 mol.L* (A) e depois do filme eletrodepositado (B) para as concentra¢des de 1 X 107(1), 1,0 x 10
(2),1,0x10°(3) e 1,0 x 10 (4) mol L
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 28: Imagens de microscopia eletrénica de alta eficiéncia dos eletrodos de WO3

com o respectivo resultado das anélises de EDS da regido escolhida para as concentracfes
de 1,0 x 107" mol L (A), 1,0 x 10 mol.L* (B), 1,0 x 10° mol L (C) e 10 mol L™ (D).
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Fonte: Proprio autor.

Com base nos dados obtidos, verifica-se qualitativamente a presenca de tungsténio
e oxigénio no eletrodo construido. Em seguida, investigou-se o efeito do volume das
esferas no filme formado. A Figura 29 ilustra os difratogramas de raios-X da folha de

tungsténio sem modificacdo (A) e para os eletrodos construidos por templates em
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diferentes concentrac@es de Triton X-100. 1,0 x 107 mol L™ (B), 1,0 x 10® mol L™ (C),
1,0 x 10-5 mol L (D) e 10-4 mol L (E).

Observa-se claramente que houve uma alteracao da placa de W apdés a anodizacao
devido & formacdo de WO3 na sua forma monoclinica, forma mais fotoativa deste 6xido,
pela presenca dos picos em (20 = 23,06; 26= 23,71; 20 = 24,36; 20 = 33,16 20 = 33,65
e 206 = 34). Os picos em 20=40 e 20=58 sdo provenientes do tungsténio metalico
(FRAGA et al., 2009).

Diante dos resultados obtidos, otimizou-se a concentragdo do surfactante
empregado para 1 x10™ mol.L, uma vez que esta propiciou uma melhor formagio do
filme nanoestruturado e de acordo com os espectros de DRX, maior intensidade dos picos
correspondente a fase monoclinica do WOs, 0 que corrobora com os valores de
fotocorrentes medidos e encontrados na Tabela 3.

Uma vez otimizado a concentracdo de Triton X-100, a proxima etapa de
otimizacédo foi a determinacdo do volume de suspensdo das esferas monodispersas de
poliestireno sobre a superficie do eletrodo de W, o qual tem influéncia direta na qualidade
da deposicdo e por consequéncia, na formacdo do filme que serad eletrodepositado
posteriormente. Para isto, estudou-se o efeito da adigao de 50, 70 ¢ 90 puL da suspensdo
de esferas monodispersas (500 nm) em Triton X-100 1,0 x 10® mol L. Analises de
microscopia eletrénica de alta eficiéncia (FEG-SEM) foram realizadas e os resultados sao
apresentados na Figura 30.

A andlise da Figura 30 revela que o aumento do volume de suspensdo depositado
ocasiona em um melhor preenchimento da superficie de tungsténio pelas esferas. O
volume de 50uL (Figura 30 A) néo foi suficiente para o total recobrimento da superficie
¢ o volume de 70uL (Figura 30 B) de templates demonstrou um melhor recobrimento que
0 anterior, entretanto ainda assim apresentou falhas no preenchimento da superficie. Os
melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo de um volume de 90uL da suspensao
precursora de templates que demonstrou um preenchimento mais homogéneo, sem

grandes regides expostas do substrato.
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Figura 29: Difatogramas de Raios-X obtidos para a folha de tungsténio sem modificacdo (A) e para os eletrodos construidos por templates em
diferentes concentragdes de Triton X-100. 1,0 x 10* mol L™ (D), 1,0 x 10° mol L* (E), 1,0 x 10® mol L (F) e 10" mol. L
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Fonte: Préprio autor
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Figura 30: Microscopia eletronica de alta resolucdo (FE-SEM) dos eletrodos de W
recobertos por nanoesferas de poliestireno a uma concentracao de Triton X-100 de 1,0 x
10 com diferentes volumes: 50uL (A), 70 uL (B) e 90 pL(C).

Fonte: Proprio autor.

A seqguir avaliou-se a fotoatividade dos eletrodos de W/WO3 construidos por
moldes de poliestireno usando diferentes concentragdes de Triton X-100.

A Tabela 3 mostra os valores de fotocorrente obtidos dos voltamogramas lineares
registrados para o eletrodo de W/WO3 construido por anodizagdo seguido de
eletrodeposicdo com moldes sintéticos. Os eletrodos foram denominados de eletrodo 1,
2, 3 e 4 de acordo com a concentracdo de surfactante utilizada. As voltametrias lineares
foram em meio de dialisato e efluente de processo de hemodidlise, sendo os fotoanodos
irradiados com radiacdo UV/VIS e VIS. A maior fotocorrente obtida foi observada para
0 eletrodo produzido com a maior quantidade de surfactante (eletrodo 4) corroborando
com os dados anteriores que indicam melhor recobrimento, maior uniformidade e
crescimento dos filmes obtidos por eletrodeposi¢cdo no template e foi utilizado nas

medidas posteriores de fotoeletrocatalise do dialisato e da &gua de hemodiélise. Para este
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eletrodo foi calculado o potencial de banda pelo Equacéao de Butler e foi obtido um valor

equivalente a 0,28 V.

Tabela 3: Efeito do eletrodo sobre os valores de fotocorrente observados para diferentes

concentragOes de Triton X-100 em meio de dialisato efluente utilizando radiagdo UV/Vis
e Vis. Eletrodos 1) 1x107 mol L, 2) 1x10° mol L 3) 1x10° mol L*e 1x10* mol L*,
90 pL de suspenséo.

Radiacdo UV\VIS

Eletrodo Triton-X 100 Fotocorrente (mA) | Fotocorrente (mA)
Mol L* Efluente Dialisato
1 1x107 4 9
2 1x10® 5 11
3 1x10° 5 10
4 1x10* 11 19
Radiagéo Vis
Eletrodo Triton-X 100 Fotocorrente (mA) Fotocorrente (mA)
Mol L* Efluente Dialisato
1 1x107 1 7
2 1x10® 1 10
3 1x10° 2 5
4 1x10* 5 8

Fonte: Proprio autor.
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4.2. Medidas fotoliticas, fotocataliticas e fotoeletrocataliticas

Nos topicos a seguir estdo descritas as analises referentes as medidas de
desinfeccéo realizadas para C. parapsilosis na sua forma livre (plancténica) e de biofilme
em meio de dialisato e efluente utilizando os trés eletrodos produzidos. As medidas foram
conduzidas utilizando o reator presente na Figura 11 e monitoradas com as técnicas

relatadas anteriormente.

4.2.3. Aplicacéo dos eletrodos bioinspirados de W/WOs3

4.2.3.1. Reac0es fotoeletrocataliticas realizadas utilizando dialisato como suporte e
microrganismo na sua forma plancténica

Os eletrodos bioinspirados produzidos foram aplicados em sistemas
fotoeletrocataliticos, conforme a Figura 31.

Objetivando realizar a desinfeccdo do dialisato e do efluente provenientes da
hemodialise. Para esta etapa, foram utilizados eletrodos com dimens6es de 4 x 4 cm2 e
ambos os dialisatos foram fortificados propositalmente com 1,0 x 106 UFC mL™* de C.
parapsilosis.

A Figura 31 mostra a curva do decréscimo da contagem microbiana durante 120
min de tratamento. Adicionalmente, uma suspensao de C. parapsilosis foi preparada e
mantida sem nenhum tratamento por duas horas e usada como controle.

Os resultados indicam que ha total inativacdo apés 1 min de tratamento,
mostrando promissora aplicacdo da metodologia. A seguir foram investigados alguns
parametros que poderiam afetar o sucesso da aplicacdo da metodologia em amostras de

agua residuais de hemodialise, para isto utilizou-se o dialisato como modelo.
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Figura 31: Curva de contagem microbiana obtida durante 120 min de tratamento
fotoeletrocatalitico para o dialisato (pH 7,2) fortificado com 1,0 x 108 UFC mL™* de C.
parapsilosis, E =+ 1,5V sob irradiagdo UV/Vis.
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Fonte: Préprio autor.

4.2.3.1.1. Otimizagéo de parametros para um melhor desempenho
fotoeletrocatalitico

4.2.3.1.1.1.Efeito do potencial aplicado

A influéncia do potencial externo aplicado no fotoanodo bioinspirado de W/WO3
sobre a eficiéncia do processo foi testada em dialisato fortificado com
1,0 x 10 SUFC mL™ de C. parapsilosis, no intervalo de 0,5 a 2,0 V vs e irradiagdo UV-
VIS. Aliquotas do tratamento foram retiradas e submetidas a contagem microbiana
durante 120 minutos de reacdo. Para a contagem microbiana, observa-se que ha total
remocao da C. parapsiloiss ap6s 1 min de tratamento em qualquer dos potenciais testados
entre 0,5 e 2V, possivelmente porque estes potenciais sdo superiores ao potencial de

banda plana do semicondutor (0 V) mostrando que ¢é possivel promover a separacdo de
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cargas mesmo em potencial ao redor de 0,30V, corroborando com o valor band gap
calculado.

A Figura 32 mostra a variacdo de carbono organico total dissolvido durante as
fotoeletrocatalises conduzidas para o dialisato fortificado com 1,0 x 10 UFC mlI de C.
parapsilosis durante os 120 min de tratamento fotoeltrocatalitico. Embora tenha ocorrido
a morte das leveduras ap6s um minuto de tratamento para todos os valores de potenciais
estudados, as porcentagens de mineralizacdo obtidas ap6s 120 minutos de tratamento
apresentaram cinéticas de remocdo de COT diferenciadas, principalmente para os 10

minutos iniciais de reagdo, como pode ser visto no grafico inserido na Figura 32.

Figura 32: Remocio de carbono organico total (COT inicial = 60 mg mL™) de acordo
com o potencial aplicado. Condigdes: 1,0 x 10® UFC mL™ de C. parapsilosis em dialisato,
pH =7,2. Eapp = +1,5 V tempo de reacdo de 120 min. Radiagdo UV/Vis.
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Fonte: Préprio autor.

A seguir, na Figura 33 estd evidenciado o decréscimo da turbidez do sistema
medido durante os tratamentos fotoelerocataliticos nas mesmas condi¢des experimentais.

A reducéo de carbono orgénico dissolvido sugere que a técnica propicia a degradacéo do
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material organico lixiviado pela ruptura da parede celular do fungo, alcancando-se 70%
de degradacéo da matéria organica apds 120 min de tratamento sob potencial aplicado em
+1,5V, por exemplo. Do mesmo modo, os resultados envolvendo a turbidez do sistema
mostra que apds a reacdo os resultados sdo bastante condizentes. Considerando que a
diminuicdo da turbidez provavelmente comprova que a técnica remove também o
material organico lixiviado durante a lise celular. Dessa maneira, por apresentar uma boa
taxa de mineralizacdo e remocdo de turbidez do sistema com menor gasto energético,
optou-se por adotar E= +1.5 V  como potencial de trabalho para as futuras medidas

fotoeletrocataliticas.

Figura 33: Efeito do potencial aplicado na variacdo da turbidez da solugdo durante
120min de tratamento fotoelerocatalitco. Condigfes: 1,0 x 10° UFC mL™ de C.
parapsilosis em dialisato, pH =7,2. Eapp = +1,5 V. Radiagdo UV/Vis.
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Fonte: Préprio autor.
4.2.3.1.1.2. Efeito do tempo de tratamento fotoeletrocatalitico

O efeito do tempo de tratamento fotoeletrocatalitico sobre a remocéo de carbono

organico total foi investigado para amostras do dialisato fortificado com 1, 0 x 10% UFC
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Fonte

4.2.3.1.1.3.Influéncia da concentracéo de C. parapsilosis no processo de desinfec¢ao

fotoeletrocatalitica

Um outro parametro que pode ser investigado de modo a ndo interferir na
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isto, testou-se o efeito da concentragdo de C. parapsilosis no intervalo de 1,0 x 10° a
1,0 x 108 UFC mL* em dialisato, pH 7,3, E= +1,5 V e irradiagdo UV-Vis 125 W. O
intervalo de concentracdo estudado foi em virtude da concentracdo minima de unidades
formadoras de colonia para promover a formac&o de biofilmes (1,0 x 108 UFC mL™).
Apos a realizagdo do experimento, observou-se que ap6s um minuto de
tratamento ocorre a morte celular de todas as células presentes. Embora os resultados
provenientes da contagem microbiana indicarem 99,9% da morte celular, é de grande
relevancia degradar as possiveis toxinas e os componentes liberados durante a lise celular,
convertendo toda matéria organica a CO- e 4gua. Desta forma, os resultados obtidos para
medidas de carbono organico total no intervalo de duas horas de degradacdo para C.

parapsilosis em diferentes concentracdes sdo apresentados na Figura 35.

Figura 35: Efeito da concentracdo de C. parapsilosis na conversdo da matéria organica
a CO; durante 120 minutos de tratamento fotoeletrocataliticao conduzido no dialisato, pH
7,2, E= +1,5V. Radiacdo UV/Vis
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados indicam que o aumento da concentracdo de C. parapsilosis interfere
na velocidade do processo de remocdo de carbono organico total, embora promova a

inativagdo do fungo em apenas 1 minuto para qualquer concentracdo de C. parapsilosis.
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O decréscimo no desempenho da fotoeletrocatalise pode ser atribuido pela turbidez
adquirida pela solucdo em altas concentracdes da levedura, o que dificulta a penetracdo
da luz até a superficie do eletrodo e a alta presenca de matéria organica. Estas conclusdes
sdo corroboradas pelos graficos da variacdo da turbidez em funcdo da concentracéo
mostrado na Figura 36. Deste modo, o0 método mostrou-se eficiente mesmo em altas
concentracdes do fungo estudadas, requerendo um tempo maior de tratamento para uma
maior mineralizagdo para concentra¢cbes maiores. A Tabela 4, resume a seguir 0S

principais parametros otimizados.

Figura 36: Variacéo de turbidez no tratamento fotoeletrocatalitico conduzido no dialisato
pH 7,2. E= +1,5 V conforme o aumento da concentracdo de C. parapsilosis no meio.

Tempo de tratamento: 120 min. Radiacdo UV/Vis
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Fonte: Préprio autor.
Observando a mineralizagdo da matriz organica para a condi¢do otimizada,

observa-se uma reducdo de carbono organico total equivalente a 65%. Estes resultados

sugerem que o método é potencialmente eficaz para causar a mortalidade das leveduras e
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promover a degradacdo dos produtos liberados ap6s a clivagem celular e melhor

desempenho em meio neutro.

Tabela 4: Pardmetros avaliados e otimizados para a desinfeccdo e degradacédo

fotoeletrocatalitica de C. parapsilosis no dialisato utilizado na hemodialise

Parametros intervalo de estudo Condicao 6tima
observados
Potencial aplicado 0,5V -2V 1,5V
Tempo de reacéo 30min — 180min 120 min

Concentracao de C. 1,0 x 10* UFC mL*-1,0 x 108 UFC mL™* 1,0 x 10 UFC mL™?

parapsilosis

Fonte: Proprio autor.

4.2.3.1.2. Determinagao da constante cinética de desinfecgdo microbiana conduzida

com radiacdo UV/Vis

Como pode ser visto nos resultados obtidos até o presente momento, pode-se
averiguar que para todas as condicOes realizadas, a morte microbiana ocorre com 1
minuto de tratamento. Portanto, uma investigacdo mais acurada da cinética de
desinfeccdo microbiana € de extrema relevancia para compreender o sistema estudado.
Desta forma, realizou-se uma degradacdo fotoeletrocatalitica com 1 minuto de duracéo,
sendo retiradas aliquotas a cada 10 segundos de reacdo. Os resultados sdo mostrados na
Figura 37.

O grafico sugere que 99,9% de morte do microrganismo ocorre com 30 segundos
de reacdo. Em estudos preliminares realizados (SOUZA et al., 2017), foi observado que
em pH ligeiramente alcalino hd um decréscimo na eficiéncia da técnica, que requer
aproximadamente 60 minutos para morte do fungo. Isto pode ser explicado de acordo
com o potencial de carga zero do eletrodo que em valores altos de pH, a superficie estara
altamente carregada com cargas negativas em pH> 7, permitindo uma menor adsorcao
das moléculas de 4gua e do fungo (ANIK; CANSIZOGLU, 2006; SOUZA et al., 2017).
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Utilizando a Equacéo 18, foi verificado um comportamento de pseudo primeira ordem,
com constante cinética igual a 0,051 s para a reacdo conduzida nessas condicdes
previamente otimizada. Uma vez que a relacédo entre In [C. parapsilosis]t/t apresentou
comportamento linear nos 30 segundos iniciais de tratamento, demonstrando uma cinética

de pseudo-primeira ordem.

In[C.parpsilosis], = —kt + In[C. parapsilosis]., (18)

Sendo que: In [C. parapsilosis]t € o logaritimo neperiano da concentracdo do
microrganismo no determinado tempo, t é igual ao tempo de reacdo, In [C. parapsilosis]o
é o logaritmo neperiano da concentragdo inicial do microrganismo e k a constante cinética

de velocidade.

Figura 37: Contagem microbiana para os sessenta segundos iniciais da degradacdo de
1,0 x 10 ° UFC mL de C. parapsilosis em dialisato, pH 7,2, E= +1,5 V, Radia¢do UV/Vis
(A) e In[C. parapsilosis]/Ln[C.parapsilosis]w vs tempo para os 30 primeiros segundos de

reacdo para o calculo da pseudoconstante cinética (B).
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4.2.3.1.3. Avaliacdo da formacdo de Cloro ativo pelo método DPD durante

processo fotoeletrocatalitico

Considerando que a fotoeletrocatalise em meio de cloreto pode promover
formacéo de cloro ativo (Cl,, HCIO e CIO"), construiu-se uma curva analitica para a
determinacdo de cloro ativo, a ser usado para monitoramento do mesmo durante o

tratamento empregado.
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A quantificacdo de cloro ativo pelo método colorimétrico é baseada na reacéo
instantanea com N, N-Dietil-p-fenilediamina (DPD) em meio tampdo fosfato. O produto
intermediario da reacdo entre DPD e cloro ativo, Figura 38, possui um produto de cor
vermelha com espectros na regido do visivel tipicos, e méaxima absorbancia em
comprimento de onda de A = 515 nm. O tempo de residéncia do intermediario colorido

formado é muito baixo, ocorrendo em poucos segundos a minutos (ZANONI et al., 2004).

Figura 38: Formagao do intermediério colorido proveniente da reacdo entre Cl, e DPD
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Fonte: Préprio autor.

A Figura 39 representa a curva analitica de acordo com os valores de maxima
absorbancia em 515 nm do espectro. A equacao da reta é: A = 0,0115[CI2] +0,01108,
r=0,9998 (n= 11) e limite de detecgéo igual a 23,36 pugL ™.

Dessa maneira, para a condi¢cdo otimizada, foi feita a analise de cloro ativo e ve-
rificou-se a formacéo de aproximadamente 1,2 mg L de cloroativo, quantidade irriso-
ria. A baixa formacdo de cloro ativo no meio pode ser atribuida ao pH neutro do siste-
ma, pois, estudos anteriores comprovam que a formacgdo de cloroativo do meio esta
intimamente ligada ao pH do sistema no qual a reacdo ocorre (FRAGA, 2008; SOUZA,
2016). A geracdo de cloro ativo pelo processo de fotoeletrocatalise ocorre
prioritariamente em meio &cido pela adsor¢do do cloreto na superficie do eletrodo de
trabalho carregado positivamente (FRAGA, 2008; SOUZA, 2015). As reacOes

fotoeletrocataliticas conduzidas em meio neutro poderiam ser uma grande vantagem nos
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processos de desinfeccdo neste caso, visto que o dialisato contendo ions cloreto em sua

constituicdo atuara apenas como eletrélito suporte, ndo sofrendo reac6es secundarias.

Figura 39: Curva analitica obtida para a determinacéo de cloro ativo. A = 0,0115[CI2]
+0,01108, 515 nm.
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Fonte: Préprio autor.

4.2.3.2. Avaliacdo da formacdo de espécies organocloradas por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Adicionalmente, foi investigado a possibilidade da formacao de espécie cloradas
no meio. Para isso utilizou-se um cromatografo a gas acoplado a um espectrofotbmetro
de massas como detector e extracdo por head space. Inicialmente, fez-se apenas uma
exploracdo qualitativa para avaliar a presenca ou nao de uma espécie organoclorada no

meio.
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Para a condicdo devidamente otimizada, apds os 120 minutos de reacdo, tomou-
se duas aliquotas de 50 mL, onde uma foi fortificada com 0,1 mol L de cloroférmio,
espécie organoclorada e um dos ultimos subprodutos de degradacdo formado. A outra
aliquota foi injetada sem nenhuma fortificagdo. O método utilizado foi de acordo com
GIOIA et al. (2004).

A Figura 40 traz os cromatogramas obtidos. A analise destes permite constatar a
ndo formacdo de cloroférmio e nenhuma outra espécie organoclorada no meio ap6s as
duas horas de reacdo, sugerindo que ndo ha a existéncia de reacdes paralelas no meio.
Uma vez que ha a inexisténcia de um pico em torno de 2,1 minutos no cromatograma
apresentado em B, pertencente ao cloroférmio. Desta maneira, os ions cloreto no meio
estdo atuando apenas como eletrdlito suporte, sem formacéao de subprodutos indesejaveis.
Ademais, estudos anteriores comprovaram a nao formacao de ions clorato e perclorato no
meio (SOUZA et al., 2017), o que estd de acordo com a ndo formagao de espécies de
cloroativo no meio, corroborando com resultado anteriores, comprovando a necessidade

de um pH acido no meio.
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Figura 40: Cromatogramas obtidos para a aliquota proveniente da degradacdo
fotoeletrocatalitica de 120 minutos de C. parapsilosis no dialisato fortificada com 0,1 mol
L de cloroférmio (A) e aliquota sem fortificagdo. Condigdes: 1,0 x 108 UFC mL-1 de C.
parapsilosis no dialisato fortificada com 0,1 mol L™ de cloroférmio (B) e aliquota sem
fortificagdo . CondigBes: 1,0 x 10° UFC mL* em dialisato, pH 7,2, E= +1,5 V, Radiacio
UV/Vis.
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Fonte: Préprio autor.

4.2.3.3.Estudo da eficiéncia do processo fotolitico, fotocatalitico e
fotoeletrocatalitico na degradacdo de C. parapsilosis sobre eletrodos

bioinspiradosde W\WQOg e irradiagéo UV-Vis

A seguir comparou-se a eficiéncia da fotoeletrocatélise (E= +1,5 V e irradiacéo
UV-Vis ) utilizando eletrodo bioinspirado de W/WO3 frente a outras técnicas como
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fotocatalise (irradiacdo UV-Vis sobre eletrodo de W/WQO3) e fotolise (irradiacdo UV-Vis)
usando dialisato fortificado com C. parapsilosis de 1,0 x 108 UFC mL* durante 120 min

de tratamento. Os resultados para inativagao do fungo s&o mostrados na Figura 41.

Figura 41: Contagem microbiana obtida para de fotolise., fotocatalise. e
fotoeletrocatalise. CondicOes experimentais: 1,0 x 108 UFC mL™* de C. parapsilosis em

dialisato, pH 7,3 durante 120 min
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Fonte: Proprio autor

Sob luz ultravioleta e potencial de + 1, 5 V, observa-se 99,9% e morte do fungo
ap6s um minuto de tratamento utilizando radiacdo UV-Vis. A fotocatélise permitiu a
morte microbiana total em torno de 5 minutos. No entanto, para a fotdlise foram
necessarios 30 minutos para 99,9% de desinfeccao. Nos trés processos, ndo foi verificada

a formacéo de organoclorados.

Com base nos resultados obtidos, pode-se sugerir que no processo
fotoeletrocatalitico deve haver uma maior formacéo de radicais hidroxilas (BRUGNERA,
2013). A literatura relata que os radicais *OH sdo altamente letais para microrganismos e
muito reativos para substancias organicas, danificando os &cidos nucléicos e a parede

celular (OZYILDIZ etal., 2010). Em acréscimo, devido a forte reatividade destes radicais
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frente ao material organico pode ser responsavel pela degradacdo dos produtos oxidados
da lise celular durante o processo. Durante a fotolise, a formacao de radicais hidroxilas é
negligenciavel e os danos causados podem ser atribuidos a luz UV que promove estresse
oxidativo e formacdo de radicais de oxigénio dentro da célula (BOCK et al., 1998).
Existem na literatura diferentes tipos de danos ao ADN, como, por exemplo, a ruptura da
dupla fita e foto-modificacdo das bases nitrogenadas. Entretanto, estes tipos de danos
podem ser reparados pelas células apos determinado tempo, o que explica uma menor
cinética de desinfeccdo observada. Se o estresse da célula excede determinado limite, a
célula morre ou torna-se incapaz de futuras divisdes. A extensdo deste tipo de efeito
depende do tipo de microrganismo e de sua fisiologia (fase de crescimento, estado de
nutricdo, condi¢cdes de crescimento, entre outros). Deste modo, apenas a utilizacdo da
fotdlise ndo € muito efetiva (BRUGNERA et al., 2013). Por outro lado, na fotocatalise ha
formacdo de radicais hidroxilas pela oxidacdo da agua pelos buracos gerados durante a
irradiacdo sob o semicondutor. Contudo, o processo é complicado pela recombinacdo de
cargas que diminuiu a eficiéncia do processo(SOUZA et al., 2017). A Figura 42 resume
graficamente os mecanismos envolvidos em cada técnica. A Tabela 5 traz os valores de
constantes cinéticas de velocidade calculadas para as técnicas empregadas e reducéo de
DQO e turbidez do sistema.

Tabela 5: Valores de constantes cinéticas obitidas para FEC, fotocatalise e fotélise

realizadas com os eletrodos bioinspirados de W/WO3 em meio de dialisato

k (s1)

Fotoeletrocatalise 0,051
Fotocatalise 0,0037
Fotdlise 0,00125
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Figura 42: Diferentes mecanismos para fotélise (A), fotocatalise (B) e fotoeletrocatalise (C)
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A mineralizacdo da matéria organica proveniente do tratamento do fungo foi

comparada para as trés técnicas e o resultado encontrado é mostrado na Figura 43. Os

resultados mostram que 17% de mineralizac&o € obtida para a fotdlise (apenas a presenca

da luz). A fotocatélise permite uma mineralizacdo de 26%, resultado inferior ao

apresentado pela fotoeletrocatalise de 70%. A fotocatalise e fotoeletrocatalise trata-se de

processos oxidativos avancados e possuem 0S mesmos principios. Apesar disso, a

aplicacdo de potencial diminui a possibilidade de recombinacéo do par elétron/buraco,

possibilitando a obtencdo de melhores resultados, fato este que pode explicar o resultado

encontrado.
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Figura 43: Gréafico de porcentagem de mineralizacdo para fotoeletrocatalise realizada
com luz na regido do ultravioleta e visivel, na regido do visivel sobre eletrodo W/WQO3
(E=+1,5 V vs. Ag/AgCl) obtido para desinfec¢do de C. parapsilosis 1,0 x 10° UFC mL"
! no intervalo de 120 minutos em dialisato' pH 7, 2, fotocatalise e fotdlise.
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Fonte: Préprio autor

O trabalho realizado por KUHN et al., (2003), reporta que a reducdo microbiana
tem comportamento decrescente na seguinte ordem: Escherichia coli > Pseudomonas
aeruginosa > Staphylococcus aereus > Enterococcus faecium > Candida albicans. Essa
ordem estd intimamente atrelada a complexidade e densidade da parede celular dos
microrganismos em questdo. Portanto, E. coli e P. aeroginosa possuem uma parede
celular fina e fraca (gram-negativa), S. aureus e E. faecium parede celular mais espessa e
densa (gram-positiva), e C. albicans tem uma parede celular e trata-se de um organismo
eucarionte, portanto é necessario a ruptura da parede celular, membrana plasmatica e
membrana nuclear para causar algum dano ao ADN. A ordem de precedéncia apresentada
aparece razodvel considerando-se que 0 primeiro passo na decomposicao

fotoeletrocatalitica consiste no ataque de radicais *OH sobre a parede celular (KUHN et
al., 2003).
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Assim, considerando-se a eficiéncia do método proposto para desinfeccao de C.
parapsilosis, que € um microrganismo pertencente ao género mais resistente aos
processos de desinfeccdo, este método € uma excelente alternativa para desinfeccéo de
aguas contaminadas com microrganismos unicelulares de diferentes géneros. Ademais,
os resultados observados revelam que a fotoeletrocatalise é a técnica mais eficiente a ser
empregada em detrimento das demais para a desinfeccdo de C. parapsilosis nas condicdes

otimizadas.

4.2.3.4.Estudo da Influéncia da radiag&o visivel na degradacéo de C. parapsilosis na

sua forma livre em meio de dialisato

Devido ao fato que o triéxido de tungsténio também absorver na regido devisivel
(Figura 17), podendo ser fotoexcitado por este tipo de radiacao, investigou-se a eficiéncia
da técnica de fotoeletrocatalise sob fotoexcitacdo do semicondutor construido com luz
visivel. Para promover a filtracdo da luz UV, utilizou-se um tubo de vidro. Na Figura 44
estdo os resultados referente as medidas de carbono organico total.

Pode-se observar que o semicondutor construido é facilmente fotoexcitado com
auxilio de luz visivel, o que corrobora com os resultados obtidos até entdo e com a
literatura. O desempenho das fotoeletrocatalises realizadas sob luz UV-Vis e Visivel é
bastante similar, com porcentagem de mineralizagcdo de 70% e 56%, respectivamente. A
diferenca observada entre a FEC-UV-Vis e FEC-UV pode ser atribuida a uma melhor
excitacdo do eletrodo por conta da contribuicdo da radiacdo na regido do visivel e violeta,
visto que o tungsténio absorve em ambas as regides, aumentando a geracdo de cargas na
superficie do semicondutor, vide Figura 17. A curva de contagem microbiana para o0s
primeiros 60 segundos de reacdo encontra-se na Figura 45 . Observa-se que a
fotoeletrocatalise realizada com a luz de maior conteddo energeético requer cerca de 30
segundos para a morte do microrganismo, o que pode ser atribuido a uma maior

quantidade de radicais hidroxilas formados no meio reacional.
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Figura 44: Gréafico de porcentagem de mineralizacdo para fotoeletrocatalise realizada

com luz na regido do ultravioleta e visivel, na regido do visivel sobre eletrodo W/WQO3

(E= +1,5 V vs. Ag/AgCl) obtido para desinfeccio de C. parapsilosis 1,0 x 10°

UFC mL no intervalo de 120 minutos no dialisato (pH 7,2)
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Figura 45: Contagem microbiana para tratamento fotoeletrocatalitico de C. parapsilosis

em pH 7,2, em dialisato, irradiacdo UV-Vis (125W), E =1,5 V para os 60 segundos

iniciais.
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4.2.3.5.Aplicacdo dos eletrodos bioinspirados de W/WOs3 na desinfeccdo do

dialisato na presenca de biofilmes

Com o progresso do conhecimento cientifico, admitiu-se como verdadeiro que a
formacdo de biofilmes pode causar danos para a salde, em diversos segmentos de
atividades humanas. Como ja explicitado, os biofilmes microbianos podem ser
conceituados como comunidades de células aderidas a determinada uma superficie em
um invélucro composto por uma matriz de substancias extracelulares poliméricas,
compostas pelos proprios microrganismos visando o aumento de sobrevivéncia com o
meio (STOODLEY et al., 2002). Na natureza, 0os microrganismos que vivem dispersos
em um meio liquido estdo na sua forma plancténica. Quando aderidos em uma superficie,
a forma planctonica passa a ser denominada de séssil. O estagio séssil ¢ um tipo de
comunidade cuja qual propicia vantagens de sobrevivéncia ao fungo ou bactéria. A Figura

46 resume graficamente o mecanismo de formagéo de um biofilme.

Figura 46: Mecanismo de formacéo de um biofilme em uma superficie solida com todas

as fases envolvidas.
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Fonte: Proprio autor.
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C. parapisilosis tem uma grande aderéncia em dispositivos plasticos, bastante
utilizados em processos de hemodidlise (MARCELINO, 2018; PIRES et al., 2016a),
dessa maneira, uma vez que ha possibilidade do microrganismo estar na sua forma séssil

no sistema, torna-se necessario estudar o desempenho dos eletrodos em dialisato na
presenca de biofilmes.

4.2.3.5.1. Comparacdo entre luz UV/Vis e visivel na degradacéo
fotoeletrocatalitica dos biofilmes de C. parapsilosis

Os biofilmes de C. parapsilosis foram crescidos em laminulas de vidro com
protocolo experimental igual ao descrito no item 4.2.1.3 e aplicados nas medidas
fotoeletrocataliticas em meio de dialisato, conforme método previamente otimizado. Os
resultados de porcentagem de mineralizacdo obtidos para ambas as irradiagfes apds 120
minutos de reagédo sao apresentados na Figura 47.

Figura 47: Porcentagem de mineralizacdo para a degradacdo fotoeletrocatalitica do
biofilme de C. parapsilosis sob radiagdo UV/Vis e Vis em dialisato.
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Foram necessarios cerca de 5 minutos e 16 minutos para a morte total dos fungos
presentes no meio para as reacoes feitas sob radiacdo UV/Vis e Vis respectivamente. Este
maior tempo para morte de 99,9% das células do fungo em questéo pode ser atribuido a
forma séssil que as células encontram na estrutura do biofilme, portanto a matriz
polimérica presente no biofilme contribui para uma maior protecdo da célula.
Adicionalmente a turbidez do sistema prejudica a penetracdo da luz na superficie do
eletrodo, o que dificulta a fotoexcitacdo deste.

Analisando a Figura 47, nota-se que houve uma mineralizacdo de 35% e 22% da
matéria organica no meio para as rea¢Oes sucedidas com radiagdo UV/Vis e Visivel,
respectivamente. A baixa mineralizacdo pode ser explicada pela alta quantidade de
carbono organico no meio decorrente da matriz polimérica que constitui o biofilme.
Contudo, o resultado é bastante promissor. A Tabela 6 reiine os dados provenientes da
reducdo da demanda quimica de oxigénio e turbidez do sistema com a reacdo

fotoeletrocatalitica.

Tabela 6: Reducdo de DQO e turbidez para a degradacdo fotoeletrocatalitica dos

biofilmes ap6s 120 minutos de reagdo em dialisato.

Tempo (min) UV/Vis Vis
Reducéo de turbidez (%) 50% 47%
Reducéo de DQO (%) 29% 18%

4.2.3.5.2. Comparacdo entre as técnicas de fotoeletrocatalise, fotocatalise e

fotolise na desinfeccdo de degradacao dos biofilmes de C. parapsilosis

A sequir, para comprovar a eficiéncia da fotoeletrocatalise em detrimento de
outras técnicas, foram realizadas reaces fotoliticas e fotocataliticas. A Figura 48 traz a
porcentagem de mineralizacdo da matriz organica do meio de acordo com as reacfes

sucedidas.
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A avaliacdo do grafico permite inferir que a fotoeletrocatalise foi a técnica mais
eficiente para a degradadacdo do biofilme, possuindo maior porcentagem de
mineralizacéo.

Adicionalmente, a morte de 99,9 % dos fungos ocorreu com 5,10 e 30 minutos
para fotoeletrocatalise, fotocatalise e fotdlise, respectivamente, mostrando que, como ja
esperado, para este tipo de tratamento a fotoeletrocatalise é a técnica mais adequada, uma
vez que possui um desempenho superior em detrimento das outras técnicas, como pode
ser explicado pelo mecanismo presente na Figura 42

Figura 48: Porcentagem de mineralizacdo para a degradacdo fotoeletrocatalitica,
fotocatalitica e fotolitica do biofilme de C. parapsilosis sob radiacdo UV/Vis e Vis em
dialisato. CondicGes: Meio reacional dialisato, pH =7,2. Eapp = +1,5 V tempo de reagédo
de 120 min. Radiacdo UV/Vis.
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Fonte: Préprio autor.
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4.2.3.6. Aplicacdo dos eletrodos bioinspirados de W/WQO3 em efluentes hospitalares

provenientes do processo de hemodialise

Apos otimizacdo do processo, 0s eletrodos bioinspirados de W/WO3 foram
aplicados em tratamento fotoeletrocatalitico do efluente coletado do processo de
hemodialise, usando potencial equivalente a + 1,5 V, fortificacdo proposital com
1,6 x 10° UFC mL de C. parapsilosis. A Figura 49 é referente a contagem microbiana

realizada para acompanhar de qual maneira se d& a desinfeccéo.

Figura 49: Contagem microbiana para tratamento fotoeletrocatalitico de C. parapsilosis
em pH 6,7, em efluente, irradiacdo UV-Vis e Visivel (125W), E = +1,5 V para os 120

minutos de reacao
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Fonte: Proprio autor.

A andlise da Figura acima permite a conclusao de que sdo necessarios 3 minutos
e 15 minutos para ocorrer a morte de 99,9% das células da levedura em questdo para as
radiaces UV/Vis e Visivel, respectivamente. O maior tempo necessario para a
desinfeccdo ocorrer pode estar atrelado a composic¢do do efluente, uma vez que esta
matriz possui uma matriz organica muito mais complexa e além disso, o efluente ja possui

uma turbidez significativa inicial (135 NTU), o que pode dificultar a penetracdo da luz
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sobre a superficie do eletrodo e consequentemente a sua fotoexcitacdo, diminuindo a
quantidade radicais hidroxila formados no inicio da reacao.

Em relacdo a conversdo matéria organica em CO; e &gua, a Figura 50 mostra o
grafico de remogdo de carbono organico total do sistema usando potencial equivalente a
+ 1,5 V, fortificagdo com 1,0 x 108 UFC mLde C. parapsilosis. A avaliagio prévia do
grafico permite a constatacdo que o método proposto é eficiente para a diminuicdo de
espécies organicas no meio. Entretanto, necessita-se de um maior tempo de reacdo para
uma melhor mineralizagdo, uma vez que foi obtido 48% e 29% de mineralizagdo para a
fotoeletrocatélise realizada com luz UV/Vis e luz Visivel apds 120 minutos,
respectivamente, o que concorda com os dados de reducdo de contagem microbiana
turbidez e DQO obtidos.

Figura 50: Porcentagem de mineralizacdo para a degradacdo fotoeletrocatalitica do
biofilme de C. parapsilosis sob radiacdo UV/Vis e Vis em efluente
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A demanda quimica de oxigénio, € um pardmetro fisico-quimico muito utilizado

para a indicacdo do potencial poluidor de um efluente, cujo qual é baseado na quantidade
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de oxigénio consumida por diversos compostos sem a intervencdo de microrganismos.
Portanto, a medida de DQO é uma forma indireta de se medir o teor de matéria organica
oxidavel por meio do consumo de oxigénio no processo de oxidacdo da matéria organica
presente no efluente. Dessa maneira, este € um pardmetro de relevancia significativa para
ser medido durante as anélises. A Tabela 4 mostra a reducéo de DQO do dialisato durante
a reacao realizada.

A Tabela 7 retine os dados proveniente das reducGes de DQO e turbidez do
sistema. Nota-se que 0 houve uma reducdo de 47% e 28% para as reagdes conduzidas sob
radiagbes UV/Vis e Vis, respectivamente, mostrando a potencialidade do eletrodo em

uma futura etapa de pré-tratamento do efluente antes do seu descarte.

Tabela 7: Reducdo de DQO e turbidez para a degradacado fotoeletrocatalitica dos

biofilmes ap6s 120 minutos de reacdo em dialisato.

UV/Vis Vis
Reducéo de turbidez (%) 99% 99%
Reducdo de DQO (%) 47% 28%

Fonte: Préprio autor

Apesar de apresentar um resultado promissor, outra alternativa para melhorar a
eficiéncia da técnica utilizando este tipo de eletrodo é fazer um estudo de pH e avaliar
qual condicdo contribui para uma maior mineralizagdo dos compostos organicos
presentes, uma vez que o efluente proveniente da hemodialise possui uma concentracédo
de matéria organica muito elevada (DQO =1500 mg L™). Como j4 salientado, em meio
acido, a formacdo de cloro ativo no meio pode contribuir para uma desinfeccdo mais
répida, uma vez que este possui propriedades antimicrobianas. Adicionalmente, estudos
na literatura relatam que em meio &cido, ha uma melhor oxidacao de espécies organicas.
Nota-se que ambas as radiaces foram suficientes para a diminuicdo da turbidez do meio,
entretanto para a remocdo de DQO e conversdo da matéria organica a CO. e agua, a
radiacdo com maior contetdo energético é mais eficiente, uma vez que esta promovera

uma maior formacao de radicais hidroxila no meio.
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4.2.3.6.1. Efeito do pH na degradacao fotoeletrocatalitica de C. parapsilosis na

presenca do efluente proveniente do processo de hemodialise

Com o objetivo de investigar as melhores condigOes para a desinfeccdo
foteletroquimica do fungo C. parapsilosis, estudou-se a influéncia do pH no efluente
utilizado como eletrélito suporte, em pH 3, 6,7 e 10. As fotoeletrocatalises foram
conduzidas em meio do efluente, em pH adequado controlado pela adicdo de NaOH ou
H>SOs, aplicando-se um potencial de 1,5 V vs. Ag/AgCl e irradiacdo UV, conforme
método previamente otimizado. Aliquotas provenientes do tratamento durante 0, 1, 3, 5,
10, 30, 60 e 120 minutos foram retiradas e submetidas a contagem microbiana, analise de
carbono organico total e geracdo de cloro ativo durante o processo fotoeletrocatalitico
usando método espectrofotométrico. Os resultados provenientes da inativacdo de C.

parapsilosis nas condigdes previamente descritas sdo mostrados na Figura 51.

Figura 51: Contagem microbiana para tratamento fotoeletrocatalitico de C. parapsilosis
em pH 3, 6,7 e 10. Eletrolito suporte: Efluente da hemodidlise, irradiagdo UV-Vis
(125W), E=1,5 V.
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Fonte: Proprio autor.
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Os resultados mostram que houve 99,9% de morte do microrganismo apos 3
minutos de tratamento sob pH 3 e 6,7. Contudo, tal comportamento néo é observado para
o pH 10. Em meio alcalino ha um decréscimo na eficiéncia da técnica, que requer
aproximadamente 60 minutos para morte do fungo. Isto pode ser explicado de acordo
com o potencial de carga zero do eletrodo que em valores altos de pH, a superficie estara
altamente carregada com cargas negativas em pH> 7, permitindo uma menor adsorcao do
fungo, carregado negativamente, na superficie do eletrodo e menor velocidade de
degradacdo (ANIK; CANSIZOGLU, 2006).

Analises de remocdo de COT correspondentes as amostras de interesse tratadas

em efluente sob diferentes valores de pH sdo mostradas na Figura 52.

Figura 52 : Efeito do pH na mineralizacdo vs. tempo para desinfeccao fotoeletrocatalitica
de C. parapsilosis em pH 3, 6,7 e 10 sob eletrodo bioinspirado de W/ WOz (E= 1,5V vs.
Ag/AgCl), em efluente e irradiacdo UV-Vis (125W). No insert do grafico ha um melhor

detalhamento dos primeiros 25 minutos iniciais de reagéo.
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No entanto, comparando-se as trés curvas de mineralizacdo para C. parapsiloisis,
pode ser visto que a velocidade de degradacdo € maior em valores de pH 3 e 6,7 em
detrimento do pH 10. Considerando que em meio de cloreto pode estar ocorrendo a
formacéo de cloro ativo, avaliou-se a seguir a geragédo de cloro ativo em durante tempo
de fotoeletrocatalise de C. parapsilosis. A Figura 53 exibe o0s resultados obtidos.

A andlise da Figura 53 permite verificar que nos 30 primeiros minutos de
fotoeletrocatélise, somente a curva de pH 3 apresentou um aumento significativo na
geracdo de cloro ativo. A geracdo de cloro ativo em pH 6,7 e 10 é negligenciavel,
concordando com os dados da literatura que indicam que em pH neutro e alcalino a
oxidacdo fotoeletrocatalitica de cloreto € irriséria devido a fraca adsorcao do cloreto na
superficie do eletrodo também carregado negativamente. No estagio de 60 minutos de
fotoeletrocatélise, a curva de pH 3 apresentou 0 maximo de cloro ativo gerado, onde a
mesma permanece constante até o final do processo. As curvas de pH 6,7 e 10
apresentaram-se constantes a partir de 30 minutos de reacdo gerando aproximadamente

2,1 mg L™ de cloro ativo.

Figura 53: Efeito da variacdo do valor do pH em relacéo ao tempo de fotoeletrocatélise
na geracao de cloro ativo utilizando eletrodo de W/WOg3, sob irradiagdo UV-Vis 125W.
pH 3, 6,7 e 10.
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Fonte: Proprio autor.
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Deste modo, pode-se verificar que a geracdo de cloro ativo pelo processo de
fotoeletrocatélise ocorre prioritariamente em meio &cido pela adsor¢do do cloreto na
superficie do eletrodo de trabalho carregado positivamente (FRAGA; ZANONI, 2011;
SOUZA et al., 2017). As fotoeletrocatalises conduzidas em meio &cido poderiam ser uma
grande vantagem nos processos de desinfeccdo neste caso, visto que a geracdo de
cloroativo no meio ajudaria a eliminar os microrganismos presentes no meioe, sob
essas condigdes, ha uma significativa remocdo de matéria orgénicas presentes no meio
reacional. A Tabela 8 resume os valores de reducéo de DQO e turbidez para as reag0es

realizadas ap6s 120 min.

Tabela 8: valores de reducdo de DQO e turbidez para as reacGes realizadas apds 120 min

sob eletrodos de bioinspirados de W/WO3 em presenca de efluente.

pH 3 pH 6,7 pH 10
Reducdao de turbidez (%) 92% 87 81
Reducéo de DQO (%) 56 46 27

Fonte: Proprio autor.

Diante destes resultados, o pH 3 seria a melhor condi¢cdo experimental para

desinfeccéo fotoeletrocatalitica de C. parapsilosis em presenca do efluente.

4.2.3.6.2. Comparacdo entre as técnicas de fotoeletrocatélise, fotocatélise e fotolise
na degradacao do efluente proveniente da hemodialise fortificado com C.

parapsilosis

A avaliacdo da potencialidade da fotoeletrocatélise (aplicacdo de potencial e
irradiacdo UV-Vis) utilizando eletrodo nanoporoso de W/WO3 frente a fotocatalise
(irradiagdo UV-Vis sobre eletrodo de W/WO3) e fotdlise (irradiacdo UV-Vis) €
imprescindivel para estabelecer o efeito de cada parametro na desinfec¢do. Os
experimentos foram realizados em efluente pH 3 com concentracdes de C. parapsilosis
em torno de 1,0 x 10° UFC mL™.
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Adicionalmente, cabe ressaltar que uma suspensdo de C. parapsilosis foi
preparada e mantida sem nenhum tratamento por duas horas. Tal analise foi realizada com
a finalidade de investigar se o eletrélito suporte poderia estar influenciando na morte de
C. parapsilosis. Esta amostra foi denominada controle.

A Figura 54 compara a eficiéncia da técnica de fotoeletrocatalise usando eletrodo
bioinspirado de W/WO3 fotoexcitado com irradiagdo UV-Vis com as técnicas de fotdlise
e fotocatalise. O monitoramento da desinfecgdo de 1,0 x 108 UFC mL*de C. parapsilosis

em efluente pH 3 durante 120 min é explicitado na Figura 54.

Figura 54: Porcentagem de mineralizacdo para a degradacdo fotoeletrocatalitica,
fotocatalitica e fotolitica de 1,0 x 10® UFC mLde C. parapsilosis sob radiagio UV/Vis
em efluente. Condicdes: Meio reacional efluente, pH =3. Tempo de reacdo de 120 min.
Radiacdo UV/Vis.
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Fonte: Proprio autor.

Em relacdo a contagem microbiana, a morte do fungo atingiu 99,9% apés 3

minutos de tratamento utilizando radiacdo UV-Vis para a fotoeletrocatalise. A
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fotocatalise permitiu a morte microbiana total em torno de 30 minutos. No entanto, para
a fotolise foram necessarios mais de 60 minutos para 100% de desinfeccdo. Nos trés
processos, ndo foi verificada a formacéo de cloro ativo, clorato juntamente com perclorato
durante a reacdo. A fotoeletrocatalise permitiu uma reducdo de 48% de DQO enquanto

foram obtidos uma reducédo de 8% e 4% para fotocatélise e fotolise respectivamente.

4.2.4. Aplicacdo dos eletrodos bioinspirados de W/WOs-Ag na degradacao

fotoeletrocatalitica de C. parapsilosis na presenca de dialisato e efluente

Uma vez preparados e depois da metodologia previamente otimizada, conforme
explicitada nos itens anteriores, os eletrodos bioinspirados de W/WO3-Ag foram
submetidos as reacOes fotoeletrocataliticas na presenca de dialisato e efluente na forma
livres de C. parapsilosis. A seguir estdo os resultados obtidos no laboratdrio. A Figura 55
retine os valores obtidos de porcentagem de mineralizacdo e DQO obtidos para a reacao
fotoeletrocatalitica conduzida em meio de dialisato fortificado com 1,0 x 10® UFC mL™*
de C. parapsilosis com aplicacédo de potencial de +1,5 V e pH igual a 7,2.

Verifica-se um comportamento semelhante, porem inferior ao eletrodo
bioinspirado de W/WO3 uma vez que foram obtidos cerca de 58% de mineralizacéo da
matéria organica e 51% de reducdo de DQO para os eletrodos de W/WO3-Ag. Para
contagem microbiana, conforme esperado, houve morte de 99,9% do fungo estudado apos
um minuto de tratamento e total reducdo da turbidez do sistema ap6s 120 minutos de
tratamento fotoeletroquimico.

A Figura 56 traz os resultados provenientes da comparacdo das técnicas de FEC
conduzida com radiacdo UV/Vis e Visivel, fotocatalise e fotdlise para as condicOes

experimentais relatadas.
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Figura 55: Reducdo na quantidade de carbono organico total (em preto) e demanda

quimica de oxigénio na desinfeccdo de C. parapsilosis em dialisato sob eletrodo de

W/WOs-Ag. Condigdes: 1,0 x 105 UFC mL™ de C. parapsilosis em dialisato, pH =7,2.
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Conforme esperado, verificou-se um melhor desempenho para a técnica de

fotoeletrocatélise conduzida sob radiagdo UV/Vis em detrimento das demais técnicas.

Valores que corroboram com os dados de contagem microbiana presentes na Tabela 9.

Tabela 9: Tempos de inativagdo microbiana para os experimentos realizados com o0s

eletrodos de W/WO3-Ag

Técnica

FEC UV/Vis

FEC Vis

Fotocatélise

Fotélise

Tempo de inativagao (min)

1

1

10

30

Fonte: Proprio autor
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Figura 56: Porcentagem de mineralizacdo para a degradacdo fotoeletrocatalitica,
fotocatalitica e fotolitica de 1,0 x 108 UFC mL*de C.parapsilosis sob radiacdo UV/Vis e
Visivel em dialisato sob eletrodos de W/WO3-Ag. Condicdes: Meio dialisato, pH =7,2.
Tempo de reacdo de 120 min.
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Fonte: Préprio autor.

Os eletrodos de W/WOs3-Ag também foram submetidos as reacdes
fotoeletrocataliticas no meio contendo o efluente, ajustado para pH 3, como meio
reacional na presenca de 1,0 x 108 UFC mL™ de C. parapsilosis. Os resultados obtidos
encontram-se na Tabela 10.

Né&o foi observada reducdo total de turbidez para todas as técnicas empregadas.
Tal resultado sugere que ainda hd a presenca de espécies em suspensdo na amostra
empregada, fato este que se encontra de acordo com os baixos valore de reducdo da
matéria organica e DQO. Embora o eletrodo tenha sido satisfatorio para propiciar a morte
do microrganismo, 0 mesmo nao teve desempenho semelhante em relacdo a degradacao
da matéria organica proveniente da lise celular de C. parapsilosis em meio de efluente.
Cabe ressaltar que tanto para as medidas realizadas no dialisato quanto no efluente ndo

foi detectada a lixiviacao da prata da superficie. Tal fato pode ser explicado pelo fato de
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haver uma alta intera¢do quimica entre a prata e 0s grupos catecois da dopamina utilizada

como agente ancorante para a modificacao do eletrodo (XU et al., 2017).

Tabela 10: Tempos de inativacdo microbiana para os experimentos realizados com 0s

eletrodos de W/WOs-Ag, % de mineralizagéo e % de redugao em meio de efluente.

Técnica FEC UV/Vis | FEC Vis | Fotocatéalise | Fotdlise
Tempo de inativagao (min) 1 1 30 30
%mineralizacio 26,5 17,2 11,5 9,3
% Reducédo DQO 18 12 8 4

4.2.5. Aplicacéo dos eletrodos de W/WOs preparado por templates a degradagéo

fotoeletrocatalitica de C. parapsilosis em sua forma planctonica e de

biofilme na presenca de dialisato e efluente

Uma vez preparado, o eletrodo desenvolvido foi aplicado na degradacéo

fotoeletrocatalitica de C. parapsilosis com o objetivo de comparar o seu desempenho ao

eletrodo bioinspirado preparado previamente na condigdo otimizada anteriormente (E=
+1,5V, fortificagdo com 1,0 X 10° UFC mL* de C. parapsilosis). A Figura 57 traz a

remocdo de carbono orgénico total em funcdo do tempo para a desinfecgdo

fotoeletrocatalitica de 1,0 x 106 UFC mL " de C. parapsilosis na sua forma plancténica.

141



Capitulo 1: Resultados e Discusséo

Figura 57: Porcentagem de mineralizacdo para a degradacdo fotoeletrocatalitica do
biofilme de C.parapsilosis sob radiacdo UV/Vis e Vis em dialisato para os eletrodos de

W/WOs feitos por templates sintéticos em dialisato' pH 7, 2, Eapp =1,5 V.
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Fonte: Proprio autor.

Houve morte microbiana de C. parapsilosis ap6s um minuto de tratamento para a
degradacdo com radiacdo UV/Vis e Vis, e retirada total da turbidez do sistema apds 120
minutos de tratamento, resultado semelhante ao encontrado com o eletrodo bioinspirado.
Em relacdo a mineralizacdo da matriz organica, obteve-se de 64% e 48%,
respectivamente. Para o eletrodo bioinspirado, a degradacdo com radiacdo UV/Vis e Vis,
nessas mesmas condicdes (E=+1,5V, 10 x 10® UFC mL™ de C. parapsilosis, 120 minutos
de reacdo), a reducdo de carbono organico total foi de 70% e 57%, respectivamente.

Ao comparar as técnicas de fotoeletrocatalise, fotocatélise e fotdlise, verifica-se
que a FEC apresentou melhor redugdo de matéria organica em detrimento das demais, de

acordo com o gréafico presente na Figura 58.
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Figura 58: Porcentagem de mineralizacdo para a degradacdo fotoeletrocatalitica,
fotocatalitica e fotolitica de 1,0 x 108 UFC mL*de C.parapsilosis sob radiacdo UV/Vis e
Visivel em dialisato sob eletrodos de W/WOQs3 construidos por templates. Condicdes:
Meio dialisato, pH =7,2. Tempo de reacdo de 120 min.
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Fonte: Proprio autor.

Ainda em meio de dialisato, os eletrodos em estudo foram aplicados na
desinfeccdo fotoeletrocatalitica (com radiacdo UV/Vis e visivel), fotocatalitica de C.
parapsilosis na forma de biofilme. Os dados obtidos se encontram na Tabela 11.

Os dados obtidos mostram que os eletrodos feitos com templates sintéticos sdo
eficientes para o tratamento do dialisato contaminado por C. parapsilosis. Ao realizar
uma comparagdo com os eletrodos bioinspirados de W/WQs, isso mostra que a
morfologia bioinspirada contribui para um melhor rendimento da reacdo, tendo um
desempenho superior ao eletrodo feito com moldes sintéticos
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Tabela 11: Resultados obtidos para os diferentes experimentos realizados com o0s

eletrodos feitos por templates sintéticos de W/WOs3 na presenca de biofilme em meio de

dialisato.
Técnica FEC UV/Vis | FEC Vis | Fotocatalise | Fotolise
Tempo de inativagdo (min) 5 15 20 30
% mineralizacdo 29 20 14 9
% redugéo DQO 27 18 14 8
% reducdo Turbidez 72 59 54 20

Fonte: Préprio autor

Os dados obtidos mostram que os eletrodos feitos com templates sintéticos sdo
eficientes para o tratamento do dialisato contaminado por C. parapsilosis. Ao realizar
uma comparacdo com os eletrodos bioinspirados de W/WOQOs3, isso mostra que a
morfologia bioinspirada contribui para um melhor rendimento da reacdo, tendo um
desempenho superior ao eletrodo feito com moldes sintéticos

A Ultima aplicagdo deste material foi no efluente proveniente da hemodialise.
Conforme feito sistematicamente, o efluente foi fortificado com 1,0 x 106 UFC mL? e
ajustado para pH 3. A Figura 59 relne os resultados obtidos da as degradacOes
fotoeletrocataliticas conduzidas sob irradiagdo UV/Vis e visivel, degradacdo
fotocatalitica sob radiagdo UV/Vis e fotolise. Para contagem microbiana, foram
necessarios 10 minutos para 99,9% de morte do C. parapsilosis sob radiacdo UV/Vis

seguido de 30 minutos tanto para fotocatalise e fotolise.
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Figura 59: Porcentagem de mineralizacdo para as técnicas de FEC UV/Vis, fotocatalise
e fotdlise conduzidas sob eletrodos construidos por templates de W/WOQO3 em presenca de

efluente.
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Fonte: Proprio autor.

De maneira geral, os eletrodos bioinspirados tiveram um melhor desempenho
frente aos sintéticos em relacdo a degradacdo, o que pode estar relacionado com a
morfologia do material, evidenciando assim a dependéncia entre desempenho e
morfologia do eletrodo. Contudo, os eletrodos feitos por templates sintéticos tiveram
resultados bem promissores. Principalmente quando é levado em conta a complexidade

das matrizes empregadas.
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5. FUTUROS EXPERIMENTOS

Em virtude da grande complexidade da constituicio do efluente oriundo
proveniente da hemodidlise, aspira-se desenvolver uma metodologia
cromatografica para a analise e acompanhamento das espécies majoritarias
presentes: creatinina, acido urico e ureia. Dessa maneira, poder-se-a fazer uma

analise cinética de todos os tratamentos e eletrodos aplicados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos indicam que o eletrodo bioinspirado de W/WO3 preparado
eletroquimicamente apresenta estrutura semelhante ao filme do microrganismo
previamente depositado e fase monoclinica com band gap em torno de 2,8 eV. O eletrodo
é fotoativo e absorve na regido do visivel e do ultravioleta e apresenta maior fotocorrente

no dialisato e radiacdo UV-Vis (aproximadamente 30 mA).

Parametros tais como: potencial aplicado, tempo de reacdo e concentracdo de C.
parapsilosis e tempo de reagdo foram otimizados eletrolito suporte. As melhores
condicdes observadas foram para uma concentracéo de 1 x 10° UFC mL™, tempo de 120
minutos de reacdo e aplicacdo de um potencial equivalente a +1,5 V. Durante um minuto
de tratamento foi diagnosticada a morte das leveduras quando o fotoanodo era irradiado
com luz UV-Vis e Vis com auxilio da lampada de vapor de Hg 125W. Né&o foi verificada
a formacdo significativa de cloro ativo nas condi¢gdes empregadas assim como ndo ha
formacéo de ions clorato e perclorato e espécies organocloradas durante a degradacao

fotoeletrocatalitica.

A comparacdo entre fotdlise, fotacatalise e fotoeletrocatalise mostra que esta
altima se mostrou mais eficiente, obtendo uma mineralizagdo de materia orgénica de
70%, levando a conclusdo de que a metodologia adotada € bastante promissora para a
desinfeccédo do dialisato contaminado com C. parapsilosis. O eletrodo proposto também
foi aplicado para a desinfeccdo de degradacdo do microrganismo em questéo na forma de
biofilme e observou-se uma mineralizagdo de aproximadamente 35% e morte das células
em 5 minutos de reacdo. Para o efluente proveniente da hemodialise, 0 método mostrou-
se bastante auspicioso com uma degradacdo de 47% da grande matéria organica e 3
minutos para morte de qualquer microrganismo presente. A modificacdo com prata ainda
ndo foi feita de maneira satisfatoria, o que requer uma investigacdo maior sobre melhores

condicges experimentais.

Os eletrodos bioinspirados modificados com prata, embora tenham perdido sua
morfologia em decorréncia da modificagdo com polidopamina, apresentou bons
resultados tanto em presenca de dialisato quanto efluente. Em sua melhor condigéo, o
mesmo possibilitou a morte de 99,9% do microrganismo empregado em um minuto de

reacdo e uma mineralizacao superior a 60%.
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Paralelamente foram desenvolvidos eletrodos de W/WOs com filmes
nanoestruturados designados por templates de poliestireno. Os eletrodos apresentaram
um bom desempenho fotoeletrocatalitico para o tratamento de C. parapsilosis na sua
forma planctdnica e presente no dialisato e efluente.

Através dos resultados preliminares obtidos, pode-se concluir que o uso de
eletrodos de W/WO3 pode ser uma promissora alternativa para desinfec¢do de agua e
efluente oriundo do processo de hemodialise. O trabalho é de cunho totalmente inovador
para o tratamento da agua de hemodalise. A fotoeletrocatalise € uma técnica eficiente para
a desinfeccdo de aguas, considerando-se que permitiu 99,9% de desinfec¢do em curtos
tempos de tratamento para microrganismo altamente resistente aos tratamentos
convencionais, sem gera¢do de subprodutos téxicos até 0 momento. Entretanto, formas
de diminuir o tempo de tratamento e aumentar a porcentagem de mineralizacdo da matriz
organica sdo completamente pertinentes aspirando uma melhoria na eficiéncia da técnica

empregada
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1. INTRODUCAO

Legionella pneumophila é uma bactéria flagelada, gram negativa, saprofita da
agua, pertencente ao género Legionella o qual tem recebido destaque na literatura desde
1976, apds um surto epidémico de pneumonia rica em manifestagdes sistémicas e de alta
mortalidade ocorrida durante uma convengdo em um hotel na Philadelphia, EUA
(PEREIRA GOMES et al., 1989).

Por serem consideradas saprofitas aquaticas, as espécies de Legionella sp. sdo
mais facilmente encontradas em ambientes aquaticos e estdo associadas a duas doengas:
a Doenca dos Legionarios ou legionelose e a febre de Pontiac. A legionelose trata-se da
manifestacdo clinica mais expressiva da infec¢éo e costuma evoluir para uma pneumonia
atipica, com um periodo de incubacédo 2 a 10 dias. Surge habitualmente de forma aguda
e, Nos casos mais graves, pode culminar na morte do paciente (FERREIRA; CUNHA,
2007a; GUTIERREZ et al., 2006; MOBED et al., 2019).

A legionolese é contraida através da inalacdo de 4gua contaminada por Legionella
sp. ou na forma de aerossol, possivelmente, por aspiragdo pulmonar. A capacidade da L.
pneumophila de causar a doenca depende da sua multiplicacdo no interior dos macrofagos
pulmonares. Dessa maneira, as bactérias produzem citotoxinas, que podem destruir 0s
macrofagos e seriam liberadas no meio extracelular, recomecando o ciclo infeccioso
intracelular em outro macréfago (FERREIRA; CUNHA, 2007b; STOUT J. et al., 2007)

A principal fonte de L. pneumophila é o sistema de distribuicdo de 4gua, podendo
entrar nos sistemas de dgua do hospital em quantidade ndo detectavel. Dessa maneira, a
agua preparada para a producao do dialisato em sistemas de hemodialise possui um risco
em potencial de contaminacgdo por esse tipo de bactéria (STOUT J. et al., 2007; VAN
KENHOVE et al., 2019). As esta¢fes municipais de tratamento de 4gua também podem
sofrer contaminacdo, no entanto a contaminacgao do dialisato é potencialmente prejudicial
aos pacientes em hemodiélise.

Existem alguns pardmetros ambientais que condicionam tanto a colonizagéo,
quanto a multiplicacdo de bactérias e os outros fatores artificiais que influenciam sua

amplificacdo e disseminacdo. Dessa forma, observando os sistemas de abastecimento de

150



Capitulo 2: Introducéo

agua, pode-se destacar alguns pardmetros que favorecem condi¢des ambientais 6timas

para o desenvolvimento de Legionella. sp. Os parametros sao:

1) Temperatura da agua entre 20 e 50°C; o microrganismo tem crescimento
6timo entre 35 e 45°C;

i) CondicGes de pH entre 5 e 8;

iii) Zonas de estagnacdo de agua (reservatdrios, tubulacdes dos sistemas
prediais, pontos de extremidade das redes etc.);

V) Presenca de matéria organica e biofilmes;

V) Presenca de materiais porosos e de derivados de silicones, potencializando
a proliferacdo de bactérias (FERREIRA; CUNHA, 2007b; LIN et al.,
1998)

Equipamentos e sistemas que produzem aerossodis sdo aqueles que proporcionam
um maior risco para a contaminacgdo pelo microrganismo, uma vez que, as gotas de agua
contaminadas (com tamanho em média de 5 pm) podem penetrar no sistema respiratorio
de maneira profunda, chegando nos alvéolos pulmonares, causando assim a infecc¢éo.
Cabe ressaltar que, apesar de se conhecer cerca de 48 espécies pertencentes ao género
Legionella, 65 sorogrupos foram identificados e apenas 20 deles estdo associados a
estados patologicos em seres humanos. Os 20 sorogrupos identificados podem ser capazes
de gerar algum tipo de acometimento severo, COmo pneumonia, em pessoas expostas a
agua contaminada.

A permanéncia e a multiplicacdo de espécies de Legionellas, em especial L.
pneumophila, no ambiente sdo muito favorecidas pela presenca de protozoarios
(Hartmanella vermiformis, Tetrahymena pyriformes) e amebas (Acanthamoeba
castellani, Naegleria spp.). O mecanismo infeccioso se sucede por meio da invasao de L.
pneumophila nestes hospedeiros e consequentemente ocorre a apropriagdo das
macromoléculas intracelulares visando a multiplicacdo intracelular. Posteriormente
ocorre a fase de replicacdo intracelular até o ponto em que ocorre a ruptura da célula
hospedeira e o ciclo se reinicia (CIRILLO; FALKOW; TOMPKINS, 1994; PHILIPPE;
BLECH; HARTEMANN, 2006), vide Figura 60. Diante deste contexto, pode-se inferir
que quanto mais livre de microrganismos em geral esteja a adgua, melhor sera sua

qualidade microbiologica. Dessa forma, é imprescindivel criar metodologia de
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tratamentos de desinfecgdo como abordado no Capitulo 1 e de identificacdo rapida de

patdgenos.

Figura 60: Processo de infecéo e replicacdo de Legionella pneumophila no interior da
célula hospedeira

Fonte: Adaptado de (AMBROSIO, 2017).

De acordo com SCHULZE; SONNENBORN, (2009), a pneumonia nosocomial -
diagnosticada de acordo com os parametros do Centers for Diseases Control and
Prevetion (CDC), é responsavel por aproximadamente 15% de todas as infeccbes
hospitalares. Neste trabalho também é explicitado que nos EUA ocorrem por volta de
23.000 casos de legionelose. Adicionalmente, L. pneumophila é a segunda maior causa
de pneumonia, sendo suplantada apenas por Streptococcus pneumoniae e responsavel por
uma quantidade significativa de surtos anuais de pneumonias de origem hospitalar. Cabe
ressaltar que cerca de 40% dos pacientes com infeccdo hospitalar chegam a o6bito por
conta deste tipo de infeccdo (BRADLEY; BRYAN, 2019).
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As pneumonias em geral sdo consideradas como a primeira causa de morte entre
as doencas respiratorias e, abstraindo-se as causas externas, estdo em quarto lugar no
ranking de mortalidade geral. Avalia-se que cerca de 19.000.000 casos de pneumonias
ocorram por ano e que L. pneumophila é responsavel por 6% dessa morbidade (SCHULZ
et al., 2005). Pacientes com enfermidades graves ou imunodepressédo possuem um alto
risco de infeccdo por Legionella spp. Neoplasias ndo hematoldgicas, doenca pulmonar
crbnica, tabagismo e idade avangada sdo comorbidades que contribuem para um aumento
pronunciado na taxa de morte uma vez que pesquisas apontam que pessoas mais velhas
e/ou com doengas adjacentes s&o mais propensas a morrer desta infeccdo (CDC, 2017).

Um estudo realizado pelo Grupo Europeu de Estudos de Infecgcdo por Legionella
spp (EWGLI- European Working Group of Legionnaires’ Infection) evidenciou um
aumento pronunciado no numero de ocorréncias de legionelose, principalmente na
Europa, o que explicita a preocupacao por parte dos paises europeus em diagnosticar e
identificar com rapidez a fonte dessas infeccbes (European Working Group of
Legionnaires Infection - EWGLW,2008 apud AMBROSIO, 2017).

Em um inquérito soroldgico realizado em doadores de sangue e trabalhadores de
Unidades de Tratamento Intensivo de trés hospitais em S&o Paulo foram encontrados
anticorpos em 19% das amostras testadas em um universo amostral de 800 pacientes
(CARDOSO, 2016). Ja LEVIN et al., (1991) investigaram um surto epidémico em uma
unidade de transplante renal em S&o Paulo e identificaram L. pneumophila como causa
do surto, evidenciando a necessidade de um monitoramento regular deste bacilo no
ambiente hospitalar.

Em um estudo realizado por FERREIRA (2004), L. pneumophila foi encontrada
em amostras de aguas oriundas dos sistemas de distribuicdo de agua de hospitais, no Rio
de Janeiro. Dos 16 hospitais inspecionados, em 5 foi verificada a presenca de L.
pneumophila sorogrupo 1, 3,4,5 e 6. Os resultados mostraram que a rotina de vigilancia
da rede de distribuicdo de um hospital € imprescindivel para garantir que ndo ocorram
agravos a saude associados a presenca desse agente etiologico.

Diante deste panorama, tendo em vista que a prevencéo e controle de danos a
salde, evidencia-se a relevancia de se implementar normas preventivas neste sentido.
Quando comparado a outros paises no mundo, o quadro epidemioldgico no Brasil é
bastante semelhante a nivel mundial, onde FERREIRA E CUNHA (2007) estimam 6.000
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mortes no Brasil por ano em decorréncia de pneumonias causadas por L. pneumophila,
casuistica semelhante a tuberculose e superior que meningite.

Nos ultimos anos, houve um aumento da preocupacdo com agentes infecciosos
transmitidos pela agua, como exemplo a Legionella sp., e novas estratégias de detectacdo
das mesmas sdo vitais tanto para detectar a contaminagdo quanto para minimizar a
proliferacdo em sistemas de agua hospitalar (CAICEDO et al., 2019; WARD, 2011). Uma
alternativa viavel para a deteccdo dessas espécies € 0 desenvolvimento de
imunossensores, que podem ser classificados como dispositivos envolvendo o
acoplamento de reac@es imunoquimicas a transdutores apropriados. O principio geral de
funcionamento dos imunosensores é baseado no reconhecimento imunoquimico
especifico de anticorpos (antigenos) imobilizado em um transdutor para antigenos
(anticorpos) sendo capaz de produzir sinais analiticos que variam dinamicamente com as
concentracOes de analitos de interesse(WANG; SHEN; YU, 2008).

1.1. Deteccéao de Legionella em amostras ambientais

O método mais recomendado e utilizado para a deteccdo de Legionella em
amostras ambientais de agua em acordo com a norma ISO 11731:2017, consiste em
método decultura em meios seletivos (European Centre for Disease Prevention and
Control, 2017; Instituto Portugués da Qualidade, 2014). De acordo com a norma ISO
11731:2017 Water quality — Enumeration of Legionella (2017), é necessario realizar uma
filtracdo em membrana, com a finalidade de pré-concentrar a amostra, seqguida da dilui¢éo
e inoculacdo da amostra em meios de cultura seletivos com origem e caracteristicas das
amostras coletadas.

Objetivando a reducéo do crescimento de microrganismos interferentes na analise,
a amostra pode sofrer alguns pré-tratamentos térmicos ou acidos. Tal método de filtracdo
por membrana é sem diavida o método mais utilizado, uma vez que a concentracdo de
Legionella e geralmente desconhecida. A filtracdo pode ser realizada em dois métodos
distintos:

1) Método de filtragdo de membrana e inoculacéo direta dos filtros nos meios

de cultura;

i) Método de filtracdo de membrana seguido de processo de lavagem.
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Apos filtracdo em membranas, as aliquotas sdo inoculadas nos respectivos meios
de cultura especificos para o tipo de crescimento de Legionella. Comumente 0s meios
mais usados sdo: agar BCYE, BCYE-Cys, BCYE+AB e agar GVPC (Glicina,
Vancomicina, Polimixina b, Ciclohexamida). O tempo de incubacéo utilizado é de 7 a 10
dias com uma temperatura de incubacdo em torno de 36°C. Apo6s o periodo de
crescimento, deve-se avaliar se ha a formacgédo de col6nias de Legionella com auxilio de
uma lampada ultravioleta que emite luminosidade em torno de 360 nm. Ao ser submetido
a essa radiacdo, as coldnias da bactéria em questdo apresentam uma cor levemente
esverdeada, sendo esta técnica muito aplicada para realizar especiacdo do microrganismo
em detrimento de outros potencialmente presentes na amostra. Posteriormente, para
confirmar a identificacdo de Legionella, deve-se inocular a amostra em meio BYCE-cys
e BYCE por mais 5 dias a 36°C. Por fim, devera considerar as colénias que cresceram no
altimo meio e que ndo exibiram crescimento no meio com cisteina (Norma 1SO
11731:2017 Water quality — Enumeration of Legionella, 2017). Apesar de ser um método
relativamente seletivo, o método apresenta algumas limitagcbes como alto tempo de
analise (total de 15 dias), incapacidade para a deteccdo de bactérias em estado VBNC,
baixa sensibilidade e perda da viabilidade das amostras (BURILLO; PEDRO-BOTET;
BOUZA, 2017; DIAZ-FLORES et al., 2015).

Um método alternacdo para a verificacdo da presenca de Legionella em amostras
ambientais € através do método PCR em tempo real que possibilita uma deteccdo mais
rapida e bastante especifica (DITOMMASO et al., 2015; WHILEY et al., 2014). Para a
execucdo deste método é utilizado a norma ISSO/TS 12869:2012 (EUROPEAN
CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2017; KIRSCHNER,
2016). Através da amplificacdo da sequéncia de DNA bacteriano, na quantificacdo de
copias presentes na amostra € possivel. Entretanto, o0 método apresenta algumas
limitacbes. Como o método determina toda a quantidade de DNA bacteriano presente na
amostra, 0 que faz com que o método ndo diferencie as bactérias que se encontram em
atividade das demais (DITOMMASO, RICCIARDI, GIACOMUZZI, ARAUCO
RIVERA, & ZOTTI, 2015). Dessa forma, o resultado das concentracdes presentes podera
estar muito acima da realidade. Sendo assim, o emprego de PCR ndo é muito indicado
para monitorar niveis de Legionella, uma vez que os resultados de concentragcdo ndo séo
fidedignos. Dessa forma para uma deteccdo rapida meramente qualitativa o método €

amplamente emprego, embora seja falho na quantificacéo.
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Uma outra desvantagem atrelada ao método de PCR ¢é a expressdo dos resultados.
Geralmente, o método atinge concentragdo ao redor de pg mL™, dificultando assim a
interpretacdo dos resultados obtidos, pois de acordo com as diferentes diretrizes, 0s niveis
de Legionella sdo expressos em UFC mL}(AMBROSIO, 2017).

1.2. Biossensores e imunosenssores aplicados a detecgdo de bactérias

Levando em consideragéo a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), um biossensor é um dispositivo integrado, capaz de fornecer informagéo
quantitativa ou semi-quantitativa especifica. Para isto, utiliza como receptor bioquimico
um elemento de reconhecimento bioldgico, o qual, € mantido em contato direto com um
elemento de transducdo (POSTHUMA-TRUMPIE; KORF; VAN AMERONGEN, 2009).
A Figura 61 exemplifica um dispositivo biossensor, combinando uma determinada
componente bioldgica (fita de DNA, enzima, anticorpos etc) com um transdutor fisico-
quimico para deteccdo do analito em questdo, como por exemplo um virus, fungo,
bactéria, células ou uma substancia quimica.

A aplicacdo de um biossensor é diversa e vai desde a area clinica permeando por
ambiental e bioprocessos, sendo o principal foco voltado para desenvolvimento de testes
de diagnostico rapido, point-of-care (POC). Tais testes podem ser aplicados em varias
areas como por exemplo: agricultura, satde animal, ciéncia forense, diagnéstico médico,
seguranca alimentar, dentre outras (YU et al., 2011).

Com o advento do primeiro biossensor para a deteccdo de glicose realizado por
Clark e Lyons em 1962 (CLARK; LYONS, 1962), a comunidade cientifica tem
trabalhado no desenvolvimento de dispositivos com essa configuracdo, podendo-se
exemplificar o proprio biossensor para deteccdo de glicose que ainda hoje é alvo de
estudos, com mais de 40 tipos de dispositivos no mercado (FRANCO, 2010). Este
comportamento demonstra a evolugdo dos sistemas e a procura incessante pela melhoria
nas deteccBes, visando sistemas cada vez mais sensiveis e seletivos. Na arquitetura de um
biossensor, o transdutor e o modo de interacdo do analito com a camada de

reconhecimento constituem a chave para a construgéo destes dispositivos.
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Figura 61: Representacdo esquematica de um biossensor
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Enzimas, anticorpos,
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antigeno, modelos
biomiméticos etc

Fonte: Préprio autor.

Considerando a camada de reconhecimento bioldgica, esta pode ser composta por
diferentes tipos de biomoléculas como: enzimas, antigenos, anticorpos e fragmentos de
ADN. Tecidos e microrganismos também podem ser usados, mas ha uma menor
proporc¢do de trabalhos envolvendo estas espécies (FRANCO, 2010).

Dentre as diversas moléculas bioldgicas aplicadas, os anticorpos (Abs) podem ser
conceituados como glicoproteinas de formato globular as quais sdo secretadas por
linfdcitos B, conferindo uma caracteristica de especificidade de resposta imune humoral
adquirida. Estas macromoléculas sdo compostas por duas cadeias polipeptidicas: sendo
duas cadeias idénticas entre si, denominadas cadeias pesadas, e outras duas cadeias
idénticas entre si, denominadas de cadeias leves. Sendo assim, as cadeias leves se ligam
quimicamente as cadeias pesadas por ligacdes de dissulfeto. Ao longo das cadeias, estdo
as estruturas conceituadas como dominios, sequéncias repetitivas de aminoéacidos que
acabam assumindo uma conformacdo peculiar, podendo ser constantes ou variaveis.

Dessa forma, os anticorpos séo classificados de acordo com o tipo de cadeia pesada que
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possuam. No caso de uma molécula do tipo 1gG, as cadeias pesadas interagem até o fim
e depois se ramificam separadamente com cadeias leves, originando assim uma molécula
em forma de Y. As imunoglobulinas podem ser clivadas por proteases nas dobradicas de
separacdo. A clivagem com a papaina libera o fragmento basal denominado de Fc devido
a sua cristalizacdo imediata e duas ramificagcbes menores, chamadas Fab, as quais sdo
fragmentos de ligacdo dos antigenos. Nestas por¢Ges ha a ocorréncia da interacdo
especifica antigeno-anticorpo pois, cada uma das ramificacdes apresentam um sitio de
ligagdo com seus respectivos antigenos (LEHNINGER, 2004). A estrutura de um
anticorpo tipo 1gG, a mesma classificagdo empregada neste presente trabalho, pode ser

vista na Figura 62.

Figura 62: Estrutura do anticorpo e suas principais partes
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Fonte: Préprio autor.

Antigeno (Ag) pode ser definido como uma molécula ou patdgeno que tem a
capacidade de gerar uma resposta imunoldgica. Dessa forma, pode ser um virus, uma

parede celular bacteriana, uma proteina ou qualquer outra macromolécula. Um receptor
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da célula T ou um anticorpo individual se liga a estrutura molecular dentro do antigeno,
conhecido como determinante antigénico ou epitopo. A ligacdo estabelecida entre o
antigeno e o anticorpo € resultado de diferentes tipos de interacGes e diferentes nimeros
de ligacbes. Costumam ser forcas quimicas ndo covalentes reversiveis que acabam
controlando essa interacdo(BAE et al., 2004; FRANCO, 2010; LEHNINGER, 2004)
Diante do que foi exposto, a construcdo de biossensores baseados na interagdo existente
entre 0 antigeno e o0 anticorpo se tornou importante, sobretudo na area médica, onde esta
muito bem fundamentado o estudo do sistema imunolégico.

Os imunossensores sdo definidos como um dispositivo sensorial composto por
um anticorpo (ou antigeno) imobilizado na superficie transdutora, que converte o sinal
bioldgico de imunoafinidade em um sinal analitico mensuravel (JUSTINO; DUARTE;
ROCHA-SANTOS, 2016). No ambito dos biossensores, 0s imunossensores representam
um grupo que merece uma atencdo especial, pois a sua forma deteccdo é muito sensivel
e seletiva. Quanto a classificacdo, os imunossensores podem ser classificados em dois
tipos: os diretos e os indiretos. Os imunossensores diretos permitem o controle da
interacdo de fato entre o antigeno e o anticorpo. Em relacdo ao imunossensores indiretos,
estes mensuram o resultado desta interagdo por meio do uso de um marcador
qguimicamente ativo (FRANCO, 2010) .

Os Imunossensores em geral tém como fundamento bésico o principio de
imunoabsorcdo enzimatica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Ensaios
ELISA sdo largamente empregados na deteccdo de antigenos e anticorpos (Figura 3) em
uma amostra envolvendo o uso de seus respectivos anticorpos e antigenos especificos.
Para realizar a deteccdo, € necessario 0 uso de enzimas e substratos especificos.
Comumente sdo empregados marcadores enzimaticos como as enzimas Horseradish
peroxidase (HRP), Beta galactosidase e a Fosfatasealcalina, uma vez que estas
apresentam alta pureza, alta atividade especifica e substrato estavel (VICKERS et al.,
2011). Ha a necessidade de se utilizar substratos cromogénicos e especificos para cada
enzima, os quais sdo hidrolisados, gerando pela formacédo de espécies coloridas, onde a
intensidade de cor é proporcional a concentracao do analito. Adicionalmente, tais enzimas
quando em contato com seus substratos, geram espécie eletroquimicamente ativas que
podem oxidar ou reduzir normalmente de forma reversivel (CRISTEA et al., [s.d.]).

A enzima peroxidase HRP, a qual é obtida de raiz forte, conforme dito

anteriormente € empregada com marcador nesses ensaios como marcador devido a suas
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significativas propriedades redox, que além do seu custo ndo muito elevado, proporciona
uma resposta relativamente estavel. A HRP trata-se de uma glicoproteina de que possui
308 residuos de aminoéacidos, com dois fons Ca?* e um grupo heme ligado ndo
covalentemente a cadeira polipepitidica, formando assim o grupo prostético que tem
como funcdo reduzir o peroxido (VAN HAANDEL, 2000).

Podem ser utilizados diferentes arranjos do método em questdo utilizando enzimas
e anticorpos, onde varios tipos de ligagbes do tipo ndo covalentes possibilitam para a
interacdo entre antigeno e anticorpo estabelecida. Dentre estes tipos de forcas, podemos
destacar as forcas de Van der Waals, ligages de hidrogénio e intera¢des hidrofébicas. A
afinidade entre o anticorpo e antigeno é calculada pela constante de afinidade (Ka), vide
Equacdo 19, que por sua vez esta intrinsecamente relacionada com a formacdo do
complexo antigeno/anticorpo. Métodos com altas sensibilidades sdo obtidos pelos
imunoensaios, como resultante dos altos valores de constante de afinidade, que variam de
10* a 10*2 L mol (RICCARDI, SANTOS; YAMANAKA, 2002).

_ [AbAg] (19)
47 [Ab][Ag]

Onde Ab é correspondente ao anticorpo, Ag relacionado com o antigeno e AbAg, 0
complexo anticorpo-antigeno formado.

Considerando o tipo de analito de interesse pode-se construir diferentes
configuragdes de ELISA, como por exemplo: direto, indireto, competitivo e sanduiche
indireto. A Figura 63 apresenta graficamente algumas configuracdes possiveis para o
imunosensaio ELISA. Na configuracdo direta, um antigeno, ou um anticorpo é
imobilizado na superficie dos pocos da microplaca. Posteriormente uma proteina
(albumina do soro bovino, caseina, etc) € adicionada em excesso com objetivo de fazer o
bloqueio dos sitios de ligacdo livre. Um Ab marcado com uma enzima é adicionado ao
poco. O Ab interage com seu Ag, formando o complexo Ab/Ag e 0 excesso de anticorpo
marcado com a enzima é entdo lavado. A etapa a seguir consiste na adi¢cdo do substrato
da enzima o qual sera convertido em um composto que fornecera um sinal mensuravel
diretamente ligado a quantidade de Ag. A intensidade da cor produzida é medida por uma
leitora de placas espectrofotométrica que medem a absorbancia em cada poco utilizado
(ANJOS, 2019).
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O ELISA indireto ocorre em duas etapas que envolvem dois processos de ligagao
do anticorpo primario e do secundario para se ligar no Ag de interesse. Dessa forma,
inicialmente o Ab primario é incubado juntamente com seu Ag, seguida da incubacdo do
anticorpo secundario. E oportuno salientar que esta configuragio pode levar a geracio de
sinais ndo especificos decorrente da reacdo cruzada entre que o Ab secundario pode
ocasionar. Durante a execugdo do experimento, o antigeno é incubado, seguido do
bloqueio, seguidamente a solucdo contendo os anticorpos € adicionada no meio para a
fixac&o, apds a incubacdo do Ag com Ab primério, o Ab secundario marcado é adicionado
ao meio. Cabe ressalta que entre todas as etapas do ensaio, torna-se necessario uma
lavagem para a retirada de espécies que ndo interagiram no meio reacional, para melhor
entendimento, observe a Figura 4B.

O terceiro tipo de ELISA é o competitivo. O evento central € um processo de
ligacdo competitiva pelo Ag da amostra (a ser determinado) e o Ag adicionado. Em
guestdo de procedimento, os ensaios ELISA do tipo competitivo divergem dos demais
tipos. As etapas principais sao:

i) O Ab primario é incubado com a amostra de interesse, formando o complexo

ADb-Ag;

ii) O complexo formado é adicionado na placa de 96 poc¢os as quais sdo pré-
revestidas com 0 mesmo Ag;

iii) O Ab ndo ligado € removido com a lavagem da placa. Cabe pontuar que quanto
mais Ag na amostra, menos Ab primarios vdo se ligar aos Ags que estdo
revestindo a placa.

iv) Incubacdo com o Ab secundario;

v) Adicdo de um agente cromogénico ou fluorescente para analise

Dessa forma, quanto maior o sinal obtido, menor a concentracdo de Ag na
amostra. Uma grande vantagem desse tipo de ELISA ¢é a possibilidade de usar amostras
brutas e impuras e ainda ligar seletivamente qualquer Ag que possa estar presente.

Por fim, o ELISA tipo sanduiche, mais rotineiramente utilizado para a
quantificacdo de antigenos, consiste na quantificagdo do Ag entre duas camadas de
anticorpos, de captura e deteccdo. Ao invés de ligar o antigeno diretamente na placa, os
anticorpos primarios sdo imobilizados, seguido da adi¢do do Ag e por fim, incubacdo com

o0 anticorpo marcado. Entre todas as etapas, sao necessarias as lavagens para retirada de
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excesso de espécies. Por fim, a adi¢do do substrato da enzima para formagdo de uma
espécie colorida mensuravel é realizada. Para este tipo de ensaio, 0 Ag a ser analisado
deve possuir no minimo dois epitopos para se ligar aos Abs. A vantagem do emprego
deste tipo de ELISA é a ndo necessidade de um grande preparo de amostra e 0 aumento

na sensibilidade do método (duas a cinco vezes mais que o ELISA direto e indireto).

Figura 63: Tipbs de imunoensaio ELISA: (A) bonfiéuragéd direta, (B) bonfiéuragéo indireta,

(C) competitiva e (D) indireta do tipo sanduiche.
Substrato
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Fonte: Adaptado de (ANJOS, 2019).

Ab primario

Uma alternativa bastante utilizada para melhorar a eficiéncia de ensaios ELISA e
dos imunossensores em geral tem sido 0 emprego de particulas magnéticas. Estas podem
ser consideradas como ferramentas poderosas para o desenvolvimento e aplicacdes em
imunoensaios (GESSLER et al., 2006; ZACCO et al., 2007). A utilizacdo de imuno-
particulas melhora a eficiéncia da reacdo imunoldgica devido ao aumento da area
superficial, assim como a cinética do ensaio, pois partindo da premissa que as particulas
estdo em suspensdo, a probabilidade do anticorpo se ligar ao analito é muito maior.
Ademais, o uso de imas permite a facil manipulacdo dessas particulas, onde o efeito de
matriz pode ser minimizado devido as melhores condi¢cdes de lavagem e passos de
separacdo sem perdas significativas. Adicionalmente, tal estratégia possibilita analise de
amostras sem pré-tratamento, como normalmente é requerido.

O emprego de imunoparticulas vem sendo constantemente utilizado no
desenvolvimento de biossensores para diversas aplicac@es, podendo destacar a deteccdo

de zearalenona em amostras alimenticias, alcancando-se um limite de deteccdo de 0,011
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ng mL* (HERVAS; LOPEZ; ESCARPA, 2009) &cido fdlico em leite com LD
equivalente a 0,027 nmol L™, Plasmodium faciparum, associado & malaria. LD de 0,36
ng mL* (CASTILHO et al., 2011).

Em relacdo ao transdutor, este pode variar em forma e fungéo para se adequar ao

interesse em questdo. Os principais transdutores sao:

i)

Piezoelétricos: Avaliam as variagdes de frequéncia de um cristal de quartzo
oscilante oriundas de um aumento ou diminuigdo de massa na superficie.
Dessa forma um biossensor composto por uma biomolécula imobilizada sob
um cristal de quartzo funciona de acordo com o principio da molécula alvo em
solucdo interagir de maneira especifica com a camada de reconhecimento,
possibilitando uma alteragéo na frequéncia de oscilagdo e consequentemente
um aumento de massa do sistema (AFONSO, 2012; SKLADAL, 2003);

Opticos: Em anélises bioquimicas, sistemas do tipo colorimétricos sio
amplamente utilizados em analises bioquimicas de rotina, como ensaios tipo
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), 0s quais promovem reagdes
tipo substrato-produto com variacdo de cor nas solucdes. Os compostos
fluorescentes ou quimioluminescentes sdo vastamente empregados como
marcadores Opticos nas medidas fluorescentes de excitacdo e emissdo dos
compostos ou de seus respectivos compostos derivados. Tais propriedades sdo
baseadas em fendmenos dpticos, possibilitando a deteccdo através das
diferencas nos indices de refracdo e espalhamento de luz. Os transdutores
geralmente combinados a estas técnicas sdo as fibras Gticas, que transmitem
luz tendo como principio o fendmeno da refletancia interna total (RIT),

geralmente compostas por plastico ou silica (FRANCO, [2010])

Térmicos: Estes tipos de transdutores sdo utilizados nas reacdes bioldgicas de
interesse cujas quais sucedem com liberacdo ou absorcdo de calor, 0 que é
refletido no aumento ou decréscimo de temperatura no meio reacional. Com
auxilio de dispositivos termométricos, € possivel realizar a mensuracdo da

variacdo de temperatura de um fluido circulante seguindo uma reacgéo sobre o
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transdutor contendo a fase reconhecedora imobilizada. Baseados nos
principios de funcionamento de termémetros convencionais, estes
transdutores medem calor a partir de termistores. Partindo dessa premissa, a
liberacdo ou absorcdo de calor total é proporcional a entalpia molar e ao
namero de moléculas de produtos criadas na reacdo envolvida. Os termistores
geralmente sdo resistores com um coeficiente de temperatura de resisténcia
relativamente baixo. Costumam ser materiais semicondutores fabricados pela
mistura de 6xidos de niquel, ferro, cobalto, entre outros (RAMANATHAN;
DANIELSSON, 2001)

Eletroquimicos: Sem duavidas, os transdutores eletroquimicos sdo 0s mais
encontrados na literatura. Isto justifica-se pela vasta gama de técnicas e
materiais para construcdo dos transdutores atrelados a facilidade de manuseio.
Adicionalmente, os sistemas podem ser miniaturizados em eletrodos
impressos (screen-printed), que oferecem dispositivos debaixo custo, facil
manuseio e requer baixa quantidade de amostra. A presenca de grupos
passiveis de sofrer reacdes de oxi-reducdo nas estruturas bioldgicas pode ser
detectada por medidas de corrente e carga. Dentre as diferentes técnicas que
podem ser empregadas para o desenvolvimento de biossensor eletroquimico,
estd a Espectroscopia de Impedéancia eletroquimica (EIS) (ANJOS, 2019;
FRANCO, [s.d.]; MOURA et al., 2020; ZACCO et al., 2007).

Espectroscopia de impedancia eletroquimica aplicada ao

desenvolvimento de Imunossensores

O principio basico da Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) consiste

na aplicacédo de uma perturbacédo senoidal de tensdo de pequena amplitude e de frequéncia

o, ao sistema que esta sendo estudado. A origem da impedancia, (Z) relaciona-se com 0

aparecimento de uma corrente AC (alternating current), oriunda de um potencial, de

modo analogo ao proposto pela Lei de Ohm (Equacédo 20).
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R = (20)

Partindo do conceito de resisténcia (R), pode-se verificar que ha uma relacdo
simples entre potencial (E) e corrente (I) em sistemas DC (direct current). Em sistemas
AC, a impedancia é a relacdo que surge entre o potencial e a corrente. Portanto, de modo
geral, a impedancia pode ser compreendida como um tipo de resisténcia que surge em um

dado sistema.

As equacOes 21 e 22 expressam a impedancia como uma funcdo transferéncia
entre o potencial e a corrente de acordo com, que possui uma onda senoidal, devido ao
sistema de corrente alternada. Por isso, conforme foi dito anteriormente, a partir de uma
pequena perturbacdo de potencial ou corrente sobre o sistema, a resposta de corrente ou
de potencial que aparece pode se encontrar ou ndao em fase ou até mesmo em angulos
intermediarios (®: angulo de fase) a outra fung¢ao (SKINNER; HALL, 1994).

E; = AE sen(wt) (21)
ir =Adisen (wt+¢) (22)

Uma vez que a frequéncia (o) com que a perturbagdao de potencial ou corrente
aplicada é variada em uma medida sob um intervalo determinado previamente, acontece
deste modo, uma varredura de frequéncias, onde em cada frequéncia operante € obtida
uma resposta em relacdo ao potencial-corrente medidos. Por isso que a palavra
espectroscopia é satisfatoriamente empregada para denominar esta técnica. Dessa forma,
é possivel perturbar o sistema utilizando diferentes valores de frequéncia, uma vez que a
onda de potencial € do tipo senoidal. Sendo assim, é possivel empregar a técnica para
analise de etapas de um mecanismo reacional a partir da obtencdo de informacGes
provenientes da impedéancia eletroquimica. Esta pode ser realizada aplicando diferentes
modelos de medida, como os circuitos equivalentes ou modelos matematicos
(BARSOUKOV; MacDONALD,2005)

Um dos modelos mais utilizados para apresentar as medidas de impedancia €
através do grafico de Nyquist (Figura 64), onde se pode verificar os valores da parte
imagindria de impedancia (Z’) em funcao da impedancia real (Z2’’). O diagrama ideal de

Nyquist € composto por um semicirculo na regido de altas frequéncias e uma variacao
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linear na regido de médias e baixas frequéncias. Sendo assim, na regido de frequéncias
altas, o efeito da relaxacdo de transferéncia de carga é evidenciado através de um
semicirculo, onde através da sua analise, é possivel obter os valores de Re (resisténcia do
eletrolito e eletrodo), Rtc (resisténcia de transferéncia de carga) e Cd (capacitancia da
dupla camada elétrica (ORAZEM; TRIBOLLET, 2008).

Figura 64: Representacdo de um diagrama de Nyquist tipico

1

N

z

ancia imaginaria

Imped

R, R.+ R, Impedancia real Z’

A = Regiao de altas frequéncias (100 a 70kHz)
B= Regido de baixas frequéncias ( 103 a 10 Hz)

Fonte: Proprio autor.

A resisténcia associada a solucéo eletrolitica, Rs, pode ter seu valor encontrado
através da primeira interse¢do do semicirculo com o eixo real. Ja a segunda intersecdo do
semicirculo como o eixo real oferece o valor da resisténcia associada a solucéo eletrolitica
com o valor da resisténcia relacionada com o processo de transferéncia de carga associada
(Rs +Rcy).

O valor de Rt esta intimamente atrelado a transferéncia de elétrons que ocorrem
nos processos de 0xido-reducdo na interface eletrodo-solucédo. A transferéncia eletronica
sucede na superficie do eletrodo empregado, que impreterivelmente devera estar em
solucéo, funcionando como uma sonda. Partindo desse principio fundamental, o valor de
Rct terd uma relagdo direta com a facilidade ou dificuldade com a qual ocorre o fenémeno

de transferéncia eletrdnica da sonda na superficie do eletrodo.
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O valor de capacitancia da dupla camada elétrica, Cd, também pode ser obtido
através da analise do presente grafico. Tal capacitancia surge em decorréncia do acumulo
de cargas que se forma na interface eletrodo-solucéo, tipico de um capacitor. O valor
dessa capacitancia pode ser obtido atraves da Equagdo 23 onde fé equivalente a
frequéncia onde ocorre o valor maximo do semicirculo (ORAZEM; TRIBOLLET, 2008).

1 (23)
Cd =
2nrf R

Um outro grafico muito utilizado para explicitar os dados obtidos da EIS é a curva
de Bode (Figura 65). Para a construcdo dessa curva € realizada a plotagem de log|Z|, onde
|Z| é igual ao modulo da impedancia e o angulo de fase (¢) versus o log da frequéncia.
Deste grafico pode-se obter informag6es complementares aquelas obtidas no diagrama de
Nyquist. As mudancas no modulo da impedancia apontam os efeitos da resisténcia a
transferéncia de carga de um dado sistema. Contudo, com 0 aumento da frequéncia,
observam-se alteragdes no angulo de fase entre o potencial aplicado e a corrente
resultante. Tal alteracdo observada no angulo de fase contribui para a obtencdo de
informacdes em relacdo a componente capacitiva do sistema, pois estas componentes
introduzem um comportamento co-senoidal na corrente (ORAZEM; TRIBOLLET, 2008
:ROCHA, 2014).
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Figura 65: Grafico tipico de Bode

Log | Z|

Log f

Fonte: Proprio autor.

Em adicdo, nos sistemas que apontam efeitos significativos da impedancia a
transferéncia de massa, é conveniente a introducdo de um elemento denominado
“impedancia Warburg” com a finalidade de simular caracteristicas do sistema
experimental. Dessa maneira, alguns fatores podem influenciar a impedancia do sistema,
podendo ser destacados os processos faradaicos, os processos de adsorcao de espécies
eletroativas e ndo eletroativas, reacdes no eletrodo envolvendo a formagéo de compostos
intermediarios estaveis, heterogeneidade de superficies, de forma a possibilitar a EIE um
vasto campo de aplicagdo (FRANCO,2010; ROCHA, 2014; YANG et al., 2009).

Com o propésito de dar uma finalidade analitica, os parametros da EIS (Rct e Cd)
podem ser associados a concentracdo do analito de interesse uma vez que o0 aumento ou
diminuicdo da quantidade de uma substancia que esteja imobilizada na superficie do
eletrodo, um elemento de reconhecimento biol6gico, por exemplo, provocara mudancas
nos valores destes parametros. Ademais, A EIS é amplamente empregada como técnica
de caracterizacdo de eletrodos ja que a modificacao desta superficie acarretara alteracdes
em toda a dinamica da interface do eletrodo, culminando em uma alteracéo do valor da
impedancia obtida.

No campo dos imunossensores, a EIS configura uma técnica que permite a
manipulacdo da resposta emimunossensores livres de marcadores (label-free), pois a
formacdo do par antigeno-anticorpo culmina em uma mudanca nas caracteristicas de

resposta do eletrodo, dispensando o uso de medidas indiretas. Tal caracteristica implica
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em uma maior simplicidade e menor custo atribuido ao sensor, pois 0 ensaio necessitara
de um namero inferior de etapas, dispensando o uso de anticorpos marcados (BAE et al.,
2004; DANIELS; POURMAND, 2007; VENKATANARAYANAN; KEYES;
FORSTER, 2013). Em adicéo, a EIS é uma técnica ndo destrutiva, podendo ser realizadas
medidas sucessivas em um mesmo eletrodo sem causar muitos danos as eletrodo.

Entre os trabalhos envolvendo imunossensores, pode-se destacar o trabalho
realizado por SIAVASH ETEMADINEZHAD (2012) no qual, com auxilio de uma folha
de ouro, como eletrodo de trabalho e imobilizacdo dos anticorpos em particulas
magnéticas de FesOs modificadas com grupos carboxilicos e uso da técnica de
voltametria de onda quadrada, foi desenvolvido um imunossensor eletroquimico para a
deteccdo do virus de hepatite B. O presente biossensor apresentou uma faixa de
concentracéo linear de 0,3-1000 pgmL* e limite de deteccdo de 0,19 pgmL™. Entre os
escassos trabalhos envolvendo imunossensores impedimétricos, o trabalho realizado por
HUSHEGYIET al. (2017) foi bastante relevante, principalmente quando avaliamos o
atual contexto de pandemia. Neste estudo, um ultra-sensivel imunossensor label-free foi
construido para a detec¢éo do virus da gripe H3N2. Uma vez aplicado para a identificagcdo
e analise do virus, o presente biossensor apresentou um LOD de aproximadamente 13
pariculas virais, sendo menor dos valores de LOD encontrados até hoje para estes virus.

Embora a literatura mostre que varios métodos para a detec¢édo de L. pneumophila
tenham sido explorados, tais métodos demandam grande tempo de preparacdo de amostra
e elevado custo de andlise. Diante deste contexto, torna-se imprescindivel o
desenvolvimento de novos métodos para determinacéo e quantificacdo de Legionella spp.
Nesta parte do trabalho investigou-se o desenvolvimento de novos métodos de deteccdo
e quantificacdo de Legionella spp usando reacdes imunologicas pelo método de ELISA,

magneto-ELISA e biossensor eletroquimico.
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2. OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi investigar o desenvolvimento de um biossensor
impedimétrico utilizando-se eletrodo epdxi-magneto, bem como o uso de ELISA e
magneto-ELISA para determinacdo de Legionella sp. em amostras de dgua e ambiente
hospitalar. Estes métodos serdo baseados em ensaio imunoldgico entre a bactéria e
anticorpos monoclonais especificos para Legionella pneumophila que reagem com o
epitopo LPS, fazendo uso de particulas magnéticas para captura, seguido da transdugéo
Optica e eletroquimica, para o0s ensaios de magneto- ELISA e biossensor,

respectivamente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e Equipamentos

As particulas magnéticas de 280 e 450 nm de didmetro modificadas com grupo
tosil (Dynabeads MyOneTM Tosil ativadas, catdlogo n° 665.01) foram obtidas da
Invitrogen Dynal AS (Oslo, Noruega). Estas particulas magnéticas sdo formadas por
magnetitas do tipo y-Fe2O3 e Fes04 paramagnéticas, dispersas em uma matriz de polimero
com conteldo magnético médio de 17% (m/m). Os anticorpos utilizados nos ensaios
foram: o anticorpo Legionella LPS monoclonal, Invitrogen, extraido de rato e Legionella
Polyclonal Antibody, HRP, policlonal, Invitrogen extraido do coelho, ambos adquidos da
ThermoScientific. Caseina foi adquirida da Sigma. Aldrich Legionella pneumophilla
ATCC 33152 foram crescidas em placas de Legionella MWY selective Agar (Scarlau
Chemie, Espanha), e as culturas incubadas a 37 °C, onde foi realizada a contagem
microbiana. A contagem também foi realizada por microscopia apés realizacdo da
coloracdo Ziehl — Neelsen e observacdo em microscopio Leica- DMRBE (Leica,
Alemanha). Todas as solu¢des aquosas foram preparadas com agua Milli-Q (Millipore
Inc., 18 MQ cm). As solugdes utilizadas para imobilizacdo do anticorpo a particula
magnética foram: tampdo de acoplamento (borato 0,10 mol L™ , pH 8,5), sulfato de
amonia (3,0 mol L? preparado em tampao de acoplamento), PBS (tamp&o fosfato 0,01
mol L™ + NaCl 0,15 mol L *, pH 7,4), tamp&o de incubagio (PBS com Caseina 2,0%
m/v), tampao de bloqueio (PBS com Caseina 0,50% m/v e PBS com Glicina 0,50% m/v)
, tampédo de lavagem (PBST com Caseina 0,10% m/v) e tampao de estoque (PBST com
caseina 0,10% m/v e azida de sodio 0,02% m/v).

A deteccdo dptica para os ensaios ELISA foi feita através da adi¢do de 100 pL de
solucéo do substrato H20, 0,004% (v/v) e TMB 0,01% (v/v) em tampdo citrato e incubada
por 30 min a temperatura ambiente no escuro. A reacdo enzimatica foi interrompida
adicionando-se 100 uL de H2SO4a uma concentracdo de 2,0 mol L. A solugdo para
deteccdo da atividade de HRP possui uma coloracdo azul (Absorbancia maxima (Amax)
em A=370 e 652 nm) que muda para amarelo (Amax em A=450 nm) apds adicdo da
solucdo de acido sulfurico para interromper a reacdo (GIJS, 2004). A medida de
absorbancia do sobrenadante foi realizada com microplaca de leitura usando um filtro de

450 nm. Placas de micropocos de polipropileno e poliestireno utilizadas em ELISA foram
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adquiridas da Maxsorp (Catalogo n° 153364) e Nunc (Catalogo n° 269787, Roskilde,
Dinamarca), respectivamente. A separacdo magnética das particulas durante as lavagens
foi feita com auxilio de um separador magnetico de tubos Eppendorf Dynal MPC-S
(Produtos n° 120.20D, Dynal Biotech ASA, Noruega) ou placa magnética de 96- pogos
(Product no. 21358, Thermo FisherScientific, Waltham, USA). As incubacdes e lavagens
com as placas de micropocos foram realizadas sob agitacdo utilizando um Minishaker
MS1 (IKA, Alemanha), e a incubacédo a temperatura controlada em tubos Eppendorf foi
realizada em um Eppendorf Thermomixer compacto.

As medidas dpticas foram realizadas em um leitor de microplacas TECAN Sunrise
com o software Magellan 4,0.

As medidas impedimétricas foram realizadas em um potenciostato AUTOLAB
302N. Utilizando-se uma célula eletroquimica convencional de 3 eletrodos: platina como
eletrodo auxiliar Ag/AgCl como eletrodo de referéncia (Orion 900200) com solugéo
externa de KCI 3 mol L e eletrodo de trabalho o magneto sensor previamente preparado.

3.2. Imobilizacdo do Anticorpo monoclonal anti-Legionella na particula magnética
(MP)

A imobilizacdo do anticorpo Legionella LPS monoclonal na particula magnética,
tanto as de 280 e 450 nm, foi feita de acordo com protocolo do fabricante Dynal. Um
volume de 165 pL de particulas magnéticas modificadas com tosil (Dynabeads M-280 e
450 Tosylactivated) foram lavadas 2 vezes com 1 mL de tampdo de acoplamento, sendo
0 sobrenadante removido. Em seguida, as particulas magnéticas foram resuspendidas em
250 pL, sendo 125 pL de tampao de acoplamento, 25 pL. do anticorpo e 100 uL de sulfato
de aménio 3 mol L em tamp&o borato (pH 9,5). As particulas foram incubadas por 19 h
(17 h em thermomix a 800 rpm e 37 °C, seguido por incubagdo em rotor a baixa rotacao
e temperatura ambiente por 2 h). Ap6s a incubacdo, as particulas modificadas foram entédo
resuspendidas ao mesmo volume (250 pL) de tampao bloqueante e incubadas por 2 h em
thermomix a 37 °C, para inativacdo dos grupos tosil restantes. As particulas foram
posteriormente submetidas a 2 lavagens com tampédo de lavagem. Finalmente, foram
resuspendidas em tampdo de estoque para alcangar uma concentracgdo final de 3,75 mg

mL™ para as Mps 280nm e 1 x10® mps mL™ e estocadas a 4° C. Antes de cada ensaio as
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particulas modificadas foram lavadas 3 vezes com PBS (tampdo fosfato 7,4) e
resuspendidas a volume final adequado para obter-se a concentracdo desejada
(BRUGNERA, 2013).

3.3. Ensaios ELISA e magneto-ELISA

O ensaio de magneto-ELISA sanduiche foi baseado na reacdo de captura
imunoldgica a partir do emprego das particulas magnéticas com anticorpo imobilizados,
marcacao enzimatica baseada na reagdo imunoldgica sanduiche, e deteccdo Optica. Foi
sucedido conforme descrito a seguir: O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos
seguindo 0s seguintes passos:

)] Captura de L. pneumophilla (100 pL) pelas particulas magnéticas imobilizadas
com o anticorpo monoclonal de acordo com o que foi supracitado, este passo
envolve a reacdo imunoldgica entre o anticorpo e a bactéria flagelada adicionada
em meio de agua ultrapura por 1 h sob agitacdo (450 rpm) a temperatura ambiente;

ii)  Marcacdo enzimatica, baseada em uma reacdo imunoldgica sanduiche, com 100
uL de anticorpo policlonal marcador com HRP por 1 h, seguido por 3 lavagens com
200 pL de PBS. Apos essas etapas, de incubagdo e lavagem, as particulas
magnéticas foram separadas do sobrenadante colocando-se as placas sobre ima

iii) Deteccdo Optica com TMB e H20,. A Figura 66 mostra um esquema do ensaio de

Magneto-Elisa realizado.

Para otimizacdo da concentracdo dos reagentes utilizou-se um protocolo de
diluicdo (2D), sendo a concentragdo de um reagente variado na vertical e outro na
horizontal da placa de 96 pocos, permitindo a obtencdo da condicdo 6tima de ambos os
reagentes. Sendo assim, este ensaio foi realizado para otimizagdo da concentragdo das
espécies participantes do ensaio. E oportuno salientar que, por motivos de seguranca, a

bactéria utilizada em todos os ensaios realizados foi inativada a 100°C por 10 minutos.
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Figura 66: Esquema do ensaio de Magneto-Elisa realizado

Anticorpo LPS monoclonal

L. pneumophilla

Pa rticula Anticorpo policlonal com HRP
ativada

iMA

Fonte: Proprio autor.

3.4. Magneto Imunossensor impedimétrico

3.4.1. Construcgao do eletrodo Grafite-Epoxi

Os eletrodos magnéticos compdsitos de grafite- epdxi foram preparados como
descrito a sequir (BRUGNERA, 2013).

Primeiramente, um parafuso de metal com 6cm de didmetro foi fixado a um
contato elétrico do tipo fémea por meio de um metal de 2 mm de didmetro na extremidade
traseira. Simultaneamente, um disco de cobre de 5,9 mm foi mergulhado por poucos
segundos em uma solucdo de HNO3s/H.O 1:1 (v/v) com a finalidade de realizar um
tratamento quimico para remover o 6xido de cobre. Apds secagem, este foi soldado com
um fio de estanho na extremidade do contato elétrico fémea, o qual foi colocado dentro
de um tubo cilindrico de PVC (diamentro interno= 6 mm, diametro externo= 8 mm, e
comprimento de 18 mm). ApGs este processo, uma cavidade de 3 mm foi obtida no final
do corpo do eletrodo. Uma pasta de compésito de grafite- epoxi (GEC) foi preparada pela
mistura manual de resina epoxi (Epo-Tek H77) e endurecedor (ambos de Epoxy
Technology, EUA) a uma proporg¢éo 20:3, como indicado pelo fabricante. Grafite em po
(tamanho de particula de 50 um, BDH, UK) e resina epoxi em uma propor¢ao 1:4 (m/m)
foram misturadas manualmente até se obter uma dispersdo uniforme de grafite em p6 no
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polimero. Uma fina camada da pasta resultante foi inicialmente colocada no corpo do
PVC cilindrico, o qual possui um contato elétrico a 3 mm de profundidade para isolar o
disco de cobre. Um pequeno iméa de neodimio (diametro de 3 mm) foi colocado no centro
do eletrodo. Em seguida, realizou-se o completo preenchimento do corpo do eletrodo
com a pasta e por fim, o eletrodo foi curado a 90 °C por 5 dias, até a pasta tornar-se
completamente rigida. Para realizacdo das medidas o eletrodo foi lavado com &gua
duplamente destilada e polido, primeiramente com lixa e em seguida com papel de
alumina com o objetivo de atribuir o acabamento espelhado.

A aplicacdo e reprodutibilidade do sensor construido baseado em GEC e polimero
foi previamente reportado pelo grupo de pesquisa (CASTILHO et al., 2011; PIVIDORI,
MERKOCI; ALEGRET, 2001). Com o auxilio destes eletrodos (m-GEC) pode-se

capturar as particulas magneticas contidas em tubos de eppendorf de 2 mL.

3.4.2. Otimizacdo do magneto-Imunossensor impedimétrico

Com a finalidade de se obter um bom sinal eletroquimico, optou-se por realizar
algumas otimizag6es, como concentragdo 6tima de anticorpo e particula.
O ensaio foi realizado em eppendorff de 2 mL de acordo com as seguintes etapas,

vide Figura 67:

)} Captura de L. pneumophila (500 pL) pelas particulas magnéticas
imobilizadas com o anticorpo monoclonal LPS durante uma hora de
imobilizacao;

i) Lavagem com PBS para a retirada de espécies de néo interesse;

1)} Ressuspensao das particulas em agua ultrapura;

iv) Modificacdo do eletrodo m-GEC com o produto de imobilizacdo da etapa
passada com auxilio de uma micropipeta;

V) Leitura por Espectroscopia de impedancia eletroquimica

O sinal eletroquimico observado foi baseado na analise da impedéancia proveniente
da modificacdo do eletrodo com as espécies em questdo. A maior vantagem do emprego

dessa técnica é o uso dessa medida label free, ndo necessitando da presenca do anticorpo
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secundario, barateando o processo, uma vez que a medida que se adicionam espécies
organicas na superficie do eletrodo, estima-se que haja um aumento da impedancia do

sistema, deixando-o mais resistivo.

Figura 67: Esquema para o procedimento realizado na analise eletroquimica

N »
= »

M-GEC M-GEC
Moficado com
PMs+ a-L. pneumophila

PMs +a-L.pneumophiia

Medida por EIE em célula com 3 eletrodos

Fonte: Préprio autor.

3.5. Microscopia Confocal

Microscopica confocal foi realizada para verificar as interagcdes do imunoensaio e
checar de fato se as particulas capturaram o anticorpo primario, para isto os anticorpos
imobilizados nas particulas modificadas em questdo foram incubados com um anticorpo
anti-rato marcado com Alexa Fluor 488 por 1 h, as observacdes foram realizadas com
auxilio microscopio de varredura a laser confocal (Leica, Alemanha) usando Plan Apo 40
com objetivo de imersdo. O marcador foi excitado com diodo azul (405 nm) e detectado
na faixa de 415 a 460 nm.
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3.6. Aplicacdo do método propostos para determinagdo de L. pneumophila em

amostras ambientais e hospitalares

Os métodos propostos foram aplicados para determinagédo de L. pneumophila em
amostras de agua de torneira e agua utilizada no processo de hemodialise (dialisato) em
concentragéo de 1,0 x 10° UFC mL? e 1,0 x 10° UFC mL™,

Os ensaios de ELISA e magneto-ELISA, foram realizados utilizando o método de
filtracdo em membrana como técnica de pré-concentracdo, como padronizado pela
American Public Health Association (APHA). Membranas com poro de 0,45 um foram
utilizadas para filtracdo da &gua contaminada, utilizando-se 250 mL de amostra.
Posteriormente, os filtros foram macerados em 2,0 mL em agua e submetidos a vortex.
Para realizacao dos ensaios utilizou-se 100 pL da solucéo.

Em um método alternativo, as foram fortificadas com a suspenséo aquosa de L.

pneumophila e todo o processo de incubacdo ja explicitado foi realizado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo das particulas magnéticas modificadas com anticorpo

monoclonal LPS por microscopia confocal

A imagem obtida por microscopia confocal (Figura 68 A e B) mostra a
modificagdo das particulas magnéticas com anticorpo a-L. pneumophila. Apos o periodo
de incubacgdo com o anti-a-L. pneumophila marcado com Alexa Fluor 488 mostra que as
particulas foram completamente recobertas, sugerindo que a modificagdo foi feita de

maneira satisfatéria. O mecanismo de imobilizacdo esta explicitado na Figura 69.

Figura 68: Imagens de microscopia confocal obtida apds a modificacdo das MPs com o

anticorpo primario.

Fonte: Préprio autor.

Como pode ser visto, o mecanismo de modificacdo das particulas se da
primeiramente pelo ataque nucleofilico do grupamento amino ao carbono avido por
elétrons ligado ao grupamento tosil, configurando uma reagéo de substitui¢do nucleofilica
bimolecuar, do tipo SN. Este, por ser um excelente grupo abandonador, é substituido
pelo grupamento amino, modificando assim a superficie da particula. Por fim, a por¢éo
carbdxi-terminal do anticorpo sofre o ataque nucleofilico do grupamento amino presente
na superficie da particula magnética, formando assim uma ligacdo do tipo amidica,

acoplando o anticorpo a particula.
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Ao analisar a Figura 68, verifica-se que o mecanismo supracitado ocorreu
satisfatoriamente, possibilitando o uso da MPs nos posteriores imunoensaios.
Figura 69: Mecanismo proposto para modificacdo da MP com anticorpo o-Legionella
LPS

O
N? e+ ®_H4©7
R

[ o

Fonte: Préprio autor.

4.2. Ensaios ELISA e Magneto-ELISA para a detecgdo de L. pneumophila

Esta primeira etapa do trabalho foi utilizada para a investigacdo da possibilidade
de criar uma metodologia analitica baseada em ensaios do tipo ELISA e magneto-ELISA
para a determinacao de L. pneumophila em amostras de agua. Inicialmente, foi realizada
a ativacao das cepas que estavam congeladas e foi estudada a cinética de crescimento da
bactéria em questdo ATCC 33152 em placas de Legionela MWY selective Agar (Figura
70 A e B) no periodo de sete dias, sendo as culturas cultivas a 37°C em estufa. Para atender
esta finalidade, foi utilizada a técnica de contagem microbiana. As curvas de crescimento
esta presente na Figura 70 C.
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Figura 70: Reativacdo das Cepas de L. peneumophila A e B. Curva de crescimento
microbiano obtida em C
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Fonte: Proprio autor.

A andlise do grafico permite verificar uma curva tipica de crescimento
microbiano. Entre os dois primeiros dias h& a fase tipo lag, com baixa ou auséncia de
divisdo. Esta faz trata-se de uma fase de adaptagéo de laténcia, marcada por uma intensa
atividade metabdlica. No segundo e terceiro dia, observa-se a fase log, onde ha um
periodo de reproducéo celular com grande atividade. No terceiro e quarto dia ja se verifica
a fase estacionaria sem aumento no nimero de células vivas. A partir do quinto dia j& ha
um decréscimo na quantidade de células presentes no meio, configurando o inicio da
morte celular. Baseando-se na curva obtida, o periodo de 3 dias de incubacéo foi definido
como tempo ideal de L. pneumophila, sendo este tempo usado para a obtencao das células

bacterianas utilizadas para 0s experimentos posteriores.

4.2.1. Otimizagdo Ensaios ELISA

O primeiro ensaio realizado foi um ensaio ELISA-2D do tipo indireto em carater
exploratdrio para conhecer o sistema a ser estudado, variando as concentracfes de
anticorpo primario e secundario concomitantemente com a finalidade de verificar como
se da a captura da bactéria em questdo pelo anticorpo primario escolhido. A concentracédo

de bactéria foi fixada em 1,0 x 10° UFC mL™. O resultado encontra-se na Figura 71.
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Figura 71: Absorbancia obtida para diferentes concentracdes de no ELISA-2D indireto
inicial. Condic@es: [L. pneumophila= 1,0 x 10° UFC mL™, [Ac primario] = 10,1, 0,1 e
0,01 pg mL, Diluicdo Ab secundario: 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/5000, 1/10000, 1/20000

tempo de incubagéo= 1h
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Fonte: Proprio autor

Pode-se observar que houve uma boa captura da bactéria pelo anticorpo,
principalmente nas duas concentrages mais altas de ambos os anticorpos. Entretanto, é
necessario explorar ainda mais o sistema. Como o ensaio final do magneto-ELISA é um
ensaio do tipo sanduiche, optou-se por fazer um ensaio nessa configuracdo, de modo a se
aproximar do sistema final para poder fazer uma comparacao mais fidedigna. Todavia,
cabe salientar que o resultado observado foi satisfatorio.

Os anticorpos sdo caracterizados funcionalmente pelo epitopo que eles
reconhecem de maneira especifica. No caso em questdo, a ligacdo a um epitopo ocorre
através de interacdes ndo covalentes fracas, tais como: ligacdo hidrofdbica, forcas de van
der Waals, ponte de hidrogénio e interacGes idnicas, as quais sao aproximadamente 100
ou 1000 vezes mais fracas quando comparadas as ligacGes covalentes. A soma das
interacdes entre um epitopo e um sitio de ligacdo do anticorpo origina um complexo de
baixa constante de dissociacdo, Kd. Ademais, esses tipos de interacdo apenas sucedem a
distancias muito curtas e € uma forma de complementaridade entre um epitopo e um sitio
de ligacéo do anticorpo (modelo chave e fechadura) o qual possibilita a proximidade dos

181



Capitulo 2: Resultados e Discusséo

dois (CRISTEA et al., [s.d.]) . O anticorpo priméario interage com o componente LPS
celular da bactéria. O lipopolissacarideo (LPS) € o principal antigeno imunodominante
de todas as especies de Legionella, incluindo Legionella pneumophila , sendo o principal
antigeno reconhecido pelos soros dos pacientes infectados (RIGO, 2016). Trata-se de uma
endotoxina presente nas bactérias gram-negativas, onde a parede celular é formada por
uma camada fina de pepitideoglicanos e uma membrana lipidica externa cuja qual é
decorada por lipossacarideos em sua porcao externa, garantido uma barreira protetora
para a bactéria (PHILIPPE; BLECH; HARTEMANN, 2006). A estrutura da parede
celular de uma bactéria gram-negativa juntamente com a estrutura quimica do LPS

encontra-se na Figura 72.

Figura 72: Estrutura de uma membrana de uma endobactéria, com destaque para a estrutura

quimica do LPS
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Fonte: Adaptado de (RIGO, 2016)

Na Figura 73 encontra-se os valores de absorbancia encontrados no ensaio
ELISA-2D tipo sanduiche realizado variando as concentracGes de anticorpo primario e
secundario ao mesmo tempo, onde a concentracdo de bactéria permaneceu fixa em
1,0 x 10° UFC mL,
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Figura 73: Absorbancia obtida para diferentes concentragdes no teste ELISA-2D
sanduiche inicial. Condig@es: [L. pneumophila= 1,0 x 10° UFC mL™, [Ac primério] =
5e 10 ug mL?, Diluicio Ab secundario: 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/5000, 1/10000,
1/20000 tempo de incubacdo= 1h
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Fonte: Proprio autor

A analise do gréafico permite a observacdo de um comportamento sistematico, pois
a medida que se aumenta as concentracfes de ambos os anticorpos, hd um aumento da
absorbancia obtida. Dessa forma, a combinacgéo que envolvia 0 menor gasto de anticorpo
e uma significativa relacéo sinal/ruido foi a de concentracdo de anticorpo primario igual
a 10 mg mL* e diluicio de 1/2000 de anticorpo secundario para a construgdo da curva de

calibracdo analitica, conforme visto na Tabela 12.
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Tabela 12: Valores da relacdo sinal/ruido obtidos no Ensaio ELISA-2D Sanduiche

1/20000  1/10000  1/5000  1/2000  1/1000  1/500

Sinal /ruido 1,895 2,577 2,993 3,371 4,128 2,208
5mgmL*

Sinal/ruido 2,037 3,947 5,473 7,790 1,279 4,271
10mgmL !

Fonte: Proprio autor.

Uma vez determinadas as concentracdes de anticorpos a ser utilizadas, foi
construida a curva analitica de calibragdo por meio do ensaio ELISA tipo sanduiche,
utilizando-se as seguintes concentragdes de L. pneumophila:
0,10,100,1000,10000,100000,1000000 UFC mL™. Os resultados obtidos encontram-se
na Figura 74.

Figura 74: Absorbancia vs concentracdes de L. pneumophilaem UFC mL™ (A) e em Log
(B). Condigdes: [Ac primario] = 10 pg mL™, Diluicdo Ab secundario: 1/2000, tempo de

incubacdo = 1h
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Fonte: Préprio autor.
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Em concentragdes inferiores a 1,0 x 10* UFC mL™ n&o é possivel distinguir entre
o sinal da bactéria e o sinal proveniente do branco da amostra, realizado em agua (Figura
15B). Adicionalmente, pode-se perceber que a absorbancia em funcdo do log da
concentracdo apresenta uma forma signoidal, tipicas de ensaios ELISA.

A curva analitica obtida apresenta uma regido linear no intervalo de concentragao
de 1,0 x 10* a 1,0 x 10° UFC mL™. Os limites de deteccdo e quantificacio foram
calculados cujos valores sdo 5,0 x 10% e 1,7 x 10* UFC mL*. Adicionalmente, pode-se
verificar que ndo ha efeito de matriz pronunciado, uma vez que as bactérias foram
preparadas em agua, o que facilita quando for aplicar esta metodologia em amostra real.
A reprodutibilidade do método foi analisada através do desvio padrao relativo (DPR) de
10 medidas utilizando-se uma suspensdo de L. pneumophila 1,0 x 108 UFC mL™,
obtendo-se DPR de 2,71, mostrando que 0 método é bastante reprodutivel.

Por fim, o método proposto foi aplicado para a detecgdo de L. pneumophila em
agua de torneira coletada no Hospital Universitario da Universitat Autonoma de
Barcelona. Para isto, 250 mL da amostra, previamente autoclavada, foi fortificada com L.
pneumophila nas concentragdes 1,0 x 10%e 1,0 x 108 UFC mL . Para fazer a concentragio
da amostra, foi utilizado o método de filtracdo por membrana e posteriormente a amostra
foi re-suspendida em 1mL de &gua ultrapura. Os valores de unidades formadora da

bactéria encontrados com suas respectivas recuperacdes encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 : Amostra analisada e recuperagfes obtidas utilizando o método ELISA
sanduiche

L.pneumophila Adicionada L.pneumophila encontrada Recuperacao
(UFC mL7Y) (UFC mL7Y) (%)
1,0 x 10° 2,3x 10 23
1,0 x 106 2,7x 10° 27

Fonte: Proprio autor.

Os dados apresentados na Tabela 13 revelam que apesar de ser possivel a detec¢édo
de L. pneumophila, os valores de recuperacao foram relativamente baixos. Tal fato pode
ser atribuido principalmente as perdas provenientes do processo de filtracdo por
membrana, pois algumas bactérias podem ter ficado retidas na membrana utilizada. Dessa

maneira, uma melhor otimizagdo desta etapa seria de grande valia ser realizada. Estes
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sugerem uma grande perda de bactérias no procedimento de filtragdo. Embora seja
possivel quantificar concentragfes menores realizando-se a filtracdo de volumes maiores

de amostra, tal comportamento ndo foi observado.

4.2.2. Otimizagéo ensaios Magneto-ELISA

Os dados provenientes do ensaio ELISA ja foram bastante promissores, no que se
refere a estudo de reprodutibilidade e respectivos limites de deteccao e quantificacdo. No
entanto, com o intuito de melhorar a sensibilidade do método optou-se para 0 uso de
particulas magnéticas, que poderiam propiciar pré-concentracdo da amostra (ZACCO et
al., 2007). Deste modo, investigou-se a seguir o desenvolvimento da metodologia baseada
no ensaio magneto-ELISA. Para alcangar este objetivo, algumas otimizagdes precisaram
ser realizadas. Dentre estas otimizagdes estdo: tamanho e concentracdo das Mps
empregadas e concentragdo do anticorpo secundario, marcado com HRP.

Em relacdo ao tamanho das Mps, estudou-se duas concentrac6es diferentes com o
objetivo de verificar qual tamanho seria mais adequado para o desenvolvimento da
metodologia. Os tamanhos estudados de particula foram equivalentes a 280 e 450nm,
modificadas conforme relatado no item 3.2. A Figura 75 traz os resultados provenientes
dos do ensaio magneto-ELISA realizado. A analise do grafico permite concluir que as
particulas com 450 nm de diametro, embora estivesse 10 vezes mais diluida, possuiram
um melhor desempenho quando comparadas as particulas com 280 nm de diametro, pois
apresentam uma maior relacdo sinal/ruido. Tal comportamento pode ser justificado pelo
maior diametro das particulas, que propiciam maior area para imobilizacdo de mais
anticorpos, quepor sua vez interagem com um maior nimero de bactérias, tornando a
diferenga entre branco e amostra mais discrepante. Dessa forma, esse tamanho de
particula foi escolhido nas medidas posteriores. Cabe ressaltar que para as essas etapas, a

concentragéo de L. pneumophila foi mantida constante em 1 x 10° CFU mL™,
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Figura 75: Absorbancia obtida para diferentes concentra¢cdes tamanhos 280 e 450nm de
particulas magnéticas no magneto-ELISA. Condiges: [L. pneumophila] = 1,0 x 10° UFC
mL™, Diluicio Ab secundario: 1/2000, tempo de incubagdo = 1h
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Fonte: Proprio autor.

A seguir investigou-se a influéncia de dois outros parametros importantes no
desenvolvimento do ensaio magneto-ELISA , i) concentracio de particula em 1,0 x 10 ©
mpmL 2, 50x10°mpmL ™, 1,0x10°mpmL? 50x10*mpmL?, 1,0 x 10* mp mL
1e5x10° mp mL?; e ii)diluigdo adequada de anticorpo secundario, 1/10000, 1/5000 e
1/2000. Os resultados séo apresentados na Figura 76.

A partir da analise destas informacGes, observa-se que primeiramente, a dilui¢do
de 1/2000 do anticorpo secundario ndo é a mais adequada neste caso, uma vez que nao ha
uma diferenca significativa entre branco e amostra. Tal comportamento pode ser
explicado baseando-se no principio de que se a concentracdo do anticorpo secundario
estiver relativamente alta, mesmo com as lavagens e bloqueio do sistema, interacfes
inespecificas irdo ocorrer, saturando o sistema de modo a ndo ter uma diferenca
pronunciada entre branco e amostra. Ainda observando os graficos, pode-se inferir que a
diluigdo 1/10000 forneceu maiores valores de absorbancia e maiores valores da relagéo

sinal/ruido. Dessa forma essa diluicdo foi escolhida para medidas posteriores.
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Figura 76: Absorbancia obtida para diferentes concentracdes de particulas magnéticas
no magneto-ELISA. Condicdes: [L. pneumophila]= 1,0 x 10° UFC mL™, Diluicio Ab
secundario: 1/2000, 1/5000, 1/10000 (A), 1/5000 (B), 1/2000 (C). [PMs] = 1 x 10 *mp
mL?, 5x10°mpmL %, 1x10°mpmL?, 5x10*mpmL?, 1x10*mpmL te5x

10% mp mLtempo de incubacdo= 1h
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Fonte: Proprio autor.

No desenvolvimento do magneto-ELISA um ponto importante € 0 menor gasto de
anticorpo secundario. Dessa forma, a seguir investigou-se qual o melhoro desenho
experimental para uso de menor concentracdo de anticorpo secundario, e menor
concentragdo de HRP para marcagéo do anticorpo. Como as concentragdes de 5 x 10 4,
1x 10*e 5x 10 *mp mL " na diluicdo de 1/10000 conferiram maior valores de absorbancia
e conferiram uma boa diferenca entre branco e amostra, foi realizado um Ensaio magneto-
ELISA, variando-se esses valores de concentragcdo e mantendo-se a dilui¢cdo do anticorpo
secundario em 1/10000, previamente otimizada. O resultado obtido é apresentado na
Figura 77.

Observa-se que a melhor concentracdao corresponde a particula em suspensao de
equivalentea 5x 10 *mp mL %, a qual foi utilizada na construcéo da curva analitica. A
Tabela 14 retine os parametros avaliados e os respectivos valores otimizados no méetodo
desenvolvido.

189



Capitulo 2: Resultados e Discusséo

Figura 77: Absorbancia obtida para diferentes concentra¢des de particulas magnéticas
no magneto-ELISA. Condigdes: [L. pneumophila]= 1,0 x 10° UFC mL™, Diluigdo Ab
secundario1/10000. [MPs] = 1,0 x 10 ® mp mL %, 5,0 x 10 °mp mL %, 1,0 x 10 > mp
mL?, 5,0 x 10* tempo de incubagéo = 1h
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 14: Variaveis estudadas, intervalos avaliados e condi¢do otimizada para ensaio

magneto-ELISA para deteccéo de L. Legionella

Variavel Intervalo estudado Valor otimizado
Diametro de Mp 280 e 450 nm 450 nm
Diluigdo Anticorpo secundario 1/2000 — 1/10000 mp mL™! 1/10000
Concentracdo Mp 1x106-5x10°3 5x 10* mp mL*!

Fonte: Préprio autor.

Uma vez otimizados, 0s parametros necessarios, foi construida a curva analitica
de calibragdo por meio do ensaio Magneto- ELISA tipo sanduiche, utilizando-se as
seguintes concentracgdes de L. pneumophila: 0,1, 10, 100, 1000, 10000, 100000, 500000,
1000000 UFC mL™. Os resultados obtidos encontram-se Figura 78.
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Figura 78 Absorbancia vs concentragdes de L. pneumophila em UFC mL™ (A) e em Log
(B). Condigdes: [MP] = 5 x 10* mp mL™, Dilui¢do Ab secundario: 1/10000, tempo de
incubacao igual = 1h
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Fonte: Proprio autor.

Em concentragdes inferiores a 1,0 x 10° UFC mL néo é possivel distinguir entre

o sinal da bactéria e o sinal proveniente do meio do branco (Figura 19), adicionalmente,
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pode-se perceber que a absorbancia em funcdo do log da concentracdo apresenta uma
forma signoidal, tipicas de ensaios ELISA, conforme ja esperado (BRUGNERA, 2013;
CARDOSO, 2016; CASTILHO et al., 2011; ZACCO et al., 2007. )A curva analitica
obtida apresenta uma regio linear no intervalo de concentragdo de 1 x 10%a 1 x 10" UFC
mL, correspondente a uma maior faixa de trabalho quando comparada com os resultados
da ELISA sanduiche desenvolvido anteriormente. Os limites de detecgéo e quantificagdo
foram calculados cujos valores s30 1,3 x 10 * e 6,3 x 10 * UFC mL™. Ademais, também
pode-se verificar que ndo ha efeito de matriz pronunciado, uma vez que as bactérias foram
preparadas em agua, o que facilita quando for aplicar esta metodologia em amostra real,
semelhante ao sistema anterior. A reprodutibilidade do método foi analisada através do
desvio padrdo relativo (DPR) de 10 medidas utilizando-se uma suspensdo de L.
pneumophila 1,0 x 108 UFC mL™, obtendo-se DPR de 4,54, mostrando que o método é
bastante reprodutivel.

Por fim, o método proposto foi aplicado para a detecgdo de L. pneumophila em
agua de torneira coletada no Hospital Universitario da Universitat Autonoma de
Barcelona. O procedimento foi 0 mesmo realizado no item 3.6. Os valores de unidades
formadora da bactéria encontrados com suas respectivas recuperacdes encontram-se na
Tabela 4.

Tabela 15: Amostra analisada e recuperac@es obtidas utilizando-se 0 método magneto-
ELISA.

L.pneumophila Adicionada L.pneumophila encontrada Recuperacgao
(UFC mLY) (%)
(UFC mLY)
1,0 x 10° 5,2 x 10* 52
1,0 x 10° 5,4 x 10° 54

Fonte: Proprio autor.

Os dados apresentados na Tabela 15 revelam que apesar de ser possivel a detec¢édo
de L. pneumophila e os resultados serem mais satisfatorios quando se verifica o primeiro
sistema, os valores de recuperacao permanecem relativamente baixos. Conforme ja citado
anteriormente, tal fato pode ser atribuido principalmente as perdas provenientes do
processo de filtracdo por membrana, pois algumas bactérias podem ter ficado retidas na
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membrana utilizada. Dessa maneira, uma melhor otimizagéo desta etapa seria de grande
valia ser realizada.

Diante deste contexto, para compreender se a perda de amostra esta ocorrendo na
etapa de filtracdo por membrana, optou-se por um método mais simples de andlise de
amostra. Foi realizada uma fortificacdo de 1mL da amostra nas concentragdes de interesse
(5,0 x 10°5,0 x 10% UFC mL™). Ap6s esse processo, a amostras foram submetidas aos
ensaios imunoenzimaticos em questdo. Os valores observados encontram-se na Tabela
16.

Tabela 16: Amostra analisada e recuperacgdes obtidas utilizando-se o método magneto-
ELISA apenas com fortificacdo da amostra.

L.pneumophila Adicionada L.pneumophila encontrada Recuperacéo
(UFC mL7Y) (%)
(UFC mL?)
1,0 x 10° 8,6 x 10* 86%
1,0 x 10° 9,1x 10° 91%

Fonte: Proprio autor.

Os valores obtidos na Tabela 16 demonstram claramente que o processo de
filtracdo por membrana apresenta algumas limitacdes e, necessitam maiores etapas de
otimizacdo. Embora o método de filtracdo de membrana seja eficiente para pré-concentrar
as amostras, nova metodologia alternativa foram investigadas em experimentos

posteriores usando espectroscopia de impedancia eletroquimica.

4.2.3. Desenvolvimento magneto-imunosensor eletroquimico por Espectroscopia de

impedéncia eletroquimica
4.2.3.1. Otimizacdes parametros EIS
A seguir investigou-se o desenvolvimento de um imunosensor eletroquimico e

impedimétrico para a determinacdo de L. pneumophila, com o objetivo de buscar

melhores limites de deteccdo usando EIS, uma vez que neste método ndo é requerido a
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presenca de um anticorpo secundario e a deteccdo pode ser mais sensivel (DANIELS;
POURMAND, 2007).

Inicialmente, os parametros mais adequados para obtecéo da resposta analitica foi
estudada, iniciando-se pelo tempo de estabilizagdo de potencial de circuito aberto (Eoc)
durante imersdo do eletrodo m-GEC em solucéo de Fe (CN)6 */* 5 x 10-3 mol L
preparada em solucdo KCI 0,5 mol L™. Este parametro é importante para que o potencial
de circuito aberto esteja estavel durante a medida. Se 0 Eoc variar durante a medida
analitida, os dados obtidos perdem a confiabilidade, uma vez que estdo relacionados a
diferentes estagios do sistema, configurando medidas distintas, ndo representativas do
sistema em analise, no qual o pressuposto de estabilidade ja ndo estara mais sendo

obedecido. Os resultados s@o apresentados na Figura 79.

Figura 79: Variagdo do potencial de circuito aberto do eletrodo m-GEC ao longo de 1
hora. Medida realizada em solugdo de Fe (CN)6 3*/* 5 x 10-3 mol L preparada em
solugdo KCI 0,5 mol L.
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Fonte: Préprio autor.

Foi verificado que ao longo de 1 hora de experimento, o Eoc variou em 10 mV

(0,010 V) até o ponto final da medida. Dessa forma pode-se concluir que ndo ocorrem
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variagOes significantes de potencial neste estudo, uma vez que apds este tempo a variacao
de potencial que ocorre até o término da medida é inferior a 10 mV. Dessa maneira,
tempo de estabilizacdo de 120 segundos foi adotado nas medidas posteriores.

Outra variavel que requer ser avaliada em uma medida de EIS é a amplitude de
perturbacdo do potencial uma vez que a obediéncia ao principio da linearidade depende
da amplitude da onda senoidal aplicada. Esta deve a possuir um valor tal que esteja flutue
entre o desejo de minimizar uma resposta nao-linear, pelo uso de uma pequena amplitude,
e minimizar o ruido, pelo uso de uma amplitude grande de perturbacdo. Portanto, a
escolha de uma amplitude apropriada é sempre muito importante para garantir a melhor
resposta do sistema em cada frequéncia aplicada e isso deve ser demonstrado
experimentalmente (FERREIRA, A. A. P.; FUGIVARA, C. S.; YAMANAKA, H.;
BENEDETTI; V., 2011; ROCHA, 2014).

Partindo desse principio avaliou-se 0 sistema estd ou ndo sob o regime de
linearidade, séo realizadas diversas medidas de impedancia, aplicando diferentes valores
de amplitudes:5, 10, 15 e 20 (rms) mV, mantendo-se fixo 0s outros parametros.
Posteriormente, todos os valores de modulo da impedancia |Z| sdo obtidos a partir dos
diagramas para uma certa frequéncia fixada. HA& a possibilidade e liberdade de ser
escolher um ou mais valores de frequéncia, entretanto é de grande valia examinar a regido
de baixas frequéncias, ja que é a regido mais propensa a resposta nao-linear. Neste estudo

foi escolhida a frequéncia 50 mHz.
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Figura 80: Valores da razdo de |Z|/|Z| smv vs amplitude (rms) para o eletrodo m-GEC.
Medidas realizadas em solucio Fe (CN)6 */* 5 x 107 mol L™ preparada em solugdo KClI

0,5 mol L. A frequéncia analisada foi 50 mHz.
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Fonte: Proprio autor.

Pode-se observar que o sistema néo responde linearmente em amplitudes (rms)
inferiores a 10 mV na frequéncia de 50 mHz. Ademais, pode-se inferir que ndo ha
impedimento em se utilizar as amplitudes 10, 15 e 20 neste sistema, pois todas
responderam linearmente. Assim, adotou-se a amplitude de 10 mV (rms) como amplitude
otimizada. Outro pardmetro analisado foi o intervalo de frequéncia. Todas as medidas
realizadas até este ponto do projeto, foram realizadas no intervalo de frequéncia de 50
kHz a 10 mHz, que pode ser considerado um amplo intervalo, abrangendo frequéncias
altas, intermediarias e baixas. 1sso quer dizer que o sistema estd sendo perturbado em
frequéncias representativas que permitem visualizar diferentes etapas dos processos

eletroquimicos que ocorrem na superficie do eletrodo em estudo.

196



Capitulo 2: Resultados e Discusséo

4.2.3.2.0timizacao das etapas de construgdo do imunossensor

A Figura 81 apresenta a medida exploratoria de impedancia para o eletrodo antes
e ap6s modificacdo com as particulas magnéticas (MPs) imobilizadas com o anticorpo a-
L. pneumophila, em concentragéo de 1,0 x 10° mps mL™. em 5 x 10 mol L™ Fe (CN)s
/% em solucio de KCI 0,5 mol L. O gréfico de Nyquist mostra que ap6s adicdo dos
anticorpos sobre a superficie do eletrodo, o sistema fica mais resistivo, refletindo o

aumento da constante de resisténcia de carga do sistema.

Figura 81: Medidas obtidas com eletrodo m-GEC sem modificacdo e apos a modificacdo
com 1,0 x 10* mps mL*. Medidas realizadas em solucio Fe (CN)6 */* 5 x 10 mol L

preparada em solucio KCI 0,5 mol L™,
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Fonte: Préprio autor.

O efeito da concentracdo de MPs 450 nm modificadas com o anticorpo secundario

foi investigado apos adicdo em concentragdes de 1,0 x 10* mps mL?, 1,0 x 10° mps mL -

le 1,0 x10° mps mLtsobre a superficie do eletrodo.
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Figura 82: Gréaficos de Niquist (A) e variacdo de Rct proveniente da otimizacdo da
concentracdo de particulas magnéticas modificadas com anticorpo monoclonal anti-
Legionella. Medidas realizadas em solugdo Fe (CN)6 */* 5 x 10 mol L preparada em
solugdo de KCI 0,5 mol L.
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se um aumento da impedancia eletroquimica proporcionalmente ao
aumento de particulas sobre o eletrodo. Para as concentragdes de 1 x 10* e 1 x 10° mps

mL™* ndo foi observada uma diferenca significativa. Dessa forma escolheu-se a
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concentragéo de 1,0 x 10* mps mL* de MP para as medidas posteriores, diminuindo a
concentracdo em relacdo ao método de ELISA.

Outro parametro analisado foi o volume de amostra (20 30, 40 e 50 uL) adicionado
na superficie do eletrodo de trabalho, uma vez que afeta 0 nimero de particulas sobre a
superficie do eletrodo.

Entre o volume de 20uL de amostra adicionados e o branco ndo ha uma diferenca
significativa no sistema, sendo o valor de ARct muito proximo do branco. Em relagao aos
volumes de 30 e 40pL, observa-se um incremento na resisténcia do sistema, conforme
esperado, pois mais material organico e resistivo estd sendo acoplado ao sistema.
Entretanto, quando se adiciona o volume referente a 50uL, observa-se, contrariamente,
uma diminuicdo da impedancia do sistema. Pode-se inferir que neste volume, had uma
maior aglomeracdo de particulas, de modo que estas ndo se dispersdo homogeneamente
no eletrodo de trabalho, deixando parte da superficie livre para a ocorréncia de eventos
eletrénicos. Deste modo, o volume 6timo de particulas para o sistema foi o de 30pL.

Figura 83: Graficos de Niquist (A) e variagdo de ARct proveniente da otimiza¢ao do
volume de particulas magnéticas modificadas com anticorpo monoclonal anti-Legionella.
Medidas realizadas em solugéo Fe (CN)6 3/ 5 x 10 mol L™ preparada em solugdo KCI
0,5 mol L,
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300

Volume de particulas ( gL)

Fonte: Proprio autor.

O efeito do tempo de incubacdo também foi investigado comparando a resposta
impedimétrica para medidas realizadas ap6s 15 minutos, 30 minutos e 60 minutos de
reagdo entre a particula modificada e a bactéria em concentragdo de 1x10° UFC mL .
Os resultados sdo mostrados na Figura 84 . Observou-se que o tempo 6timo de 60
minutos propiciou melhor diferenca entre os valores de ARct e escolhido nas medidas a
seguir. O tempo de incubacdo 6timo encontrado, corrobora com 0s ensaios ELISA

realizados anteriormente.
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Figura 84: Graficos de Nyquist (A) e variagdo de ARct (B) proveniente da otimizacédo do

volume de particulas magnéticas modificadas com anticorpo monoclonal anti-Legionella.
Medidas realizadas em solucéo Fe (CN)6 >/ 5 x 10 mol L™ preparada em solugdo KClI

0,5 mol L.
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Fonte: Proprio autor.

201



Capitulo 2: Resultados e Discusséo

Os parametros avaliados e otimizados para o desenvolvimento do método foram
compilados na Tabela 17.

Tabela 17: Parametros avaliados e condicGes otimizadas

Variavel Intervalo estudado Valor otimizado

Concentragdo de MP 1x104-5x10°®mpmL-? 5x10* mp mL?
Volume de suspensdo de particula 20 - 50 pL 30uL
Tempo de incubacéao 15— 60 min 60 min

Fonte: Proprio autor.

4.2.3.3. Estudo de estabilidade do biossensor impedimétrico ap6s medidas
de EIS sucessivas

Figura 85: Valores de ARct obtidos em cada medida (A). Diagramas de Nyquist referentes a medida
Medidas realizadas em solugdo Fe (CN)6 */* 5 x 107 mol L™ preparada em solugdo KCI 0,5 mol L

(B).
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Fonte: Proprio autor.
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A estabilidade da resposta foi analisada comparando as respostas apds 5 medidas
sucessivas de EIS para a mesma imobilizacdo do anticorpo, usando etapa de enxague
entre as medidas e tempo de incubacgéo por 60 minutos em solucdo tampéo PBS 0,1 mol
L, pH 7,4. O diagrama de Nyquist obtido imediatamente apds o término do processo e
ao fim do estudo esté apresentado na Figura 85B.

Os valores de Rct obtidos variaram de modo negligencidvel (Figura 87A),

apresentando um desvio padréo relativo de apenas 1,23% entre as 5 repeticdes.

4.2.3.4.Determinacéo do Circuito equivalente

O software utilizado NOVA 2.1 possui uma ferramenta simples para analise de
dados de medidas de impedancia chamada ‘“electrochemical circle fit’. Com tal
ferramenta € possivel fazer a estimativa dos valores dos pardmetros de interesse a partir
de ajustes matematicos de determinados pontos da por¢do circular do diagrama de
Nyquist, referente a fenbmenos de transferéncia de carga. O circuito equivalente circuito

equivalente apresentado na Figura 86. Os elementos do circuito sdo:

1) Rs (Ohm): Simula o valor da resisténcia ndo compensada (solucao);

i) Rp (Ohm): Simular o valor da resisténcia de polarizacao, valor referente
a resisténcia de transferéncia de carga;

iii)  CPE: Trata-se valor do argumento do elemento de fase constante e n é o
valor do expoente do elemento de fase constante. O CPE substitui o
capacitor no circuito equivalente. Nas situacdes em que o CPE se encontra
em paralelo com Rp para formar um semicirculo “classico”, o valor da
capacitancia pode ser estimado e correspondera ao valor do CPE na
frequéncia mé&xima do eixo imaginario

iv) Impedancia de Warburg: J& mencionada anteriormente, responsavel por
simular caracteristicas do sistema experimental, como processos
faradaicos, de adsorcdo e reacdes secundarias na superficie do eletrodo
(DANIELS; POURMAND, 2007; TRIBOLLET, 2008).
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Figura 86: Circuito equivalente utilizado na ferramenta de analise “electrochemical circle

fit”.
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Fonte: Préprio autor.

Um pardmetro importante a ser avaliado é o valor de y 2. Valores de y 2 altos
sugerem que a qualidade dos dados € baixa. Valores baixos, por sua vez, geralmente
indicam um bom ajuste. O fator determinante para pré-dizer se o valor é alto ou baixo
serd 0 nimero de pontos e de seus valores. Como regra geral, valores inferiores a 10
indicam um excelente ajuste, valores entre 10 e 10 ajustes bons, valores entre 10 e
10 ajustes que estdo na margem do aceitavel, e valores acima disto indicam ajustes ruins.

Assim sendo, os resultados obtidos nessa caracterizagcdo indicam que os dados

obtidos estdo bons, ja que foram obtidos valores de y 2 ao redor de 107°.
4.2.3.5. Construcéo da Curva analitica

A curva analitica para L. pneumophila foi construida no intervalo de 1,0 x 10 2 a
1,0 x 10" UFC mLusando os parametros optimizados anteriormente e mostrada na
Figura 89. Uma relagdo linear entre ARct e a concentragdo de antigeno L. pneumophilla

foi observada no intervalo de 1 x 10 2 a 1 x 10° UFC mL?, com saturacio em
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concentracBes mais elevadas da bactéria. A relacdo linear segue a seguinte equagéo:
ARct = 217,51 + [L.pneumophila]0,56, R=0,9973/ n=4.

Os parametros correspondentes a um limite de detecgéo e quantificacdo calculados
pela utilizando-se 0 método estatistico: (3xSD/b) e (10xSD/b), em que SD representa o
desvio padrdo de dez medidas do branco obtidas e b a inclina¢do da reta obtida para a
curva analitica. Os valores obtidos foram LD mostraram valores iguais a LD= 59,91 UFC
mL'e LQ =183,03 UFC mL1. Os valores obtidos sdo baixos o suficiente para a
viabilidade de analise de L. pneumophila em amostras de agua tratada.

Os desvios padrao relativo das triplicatas registradas para cada concentracéo de L.
pneumophila, ficaram todos abaixo de 10%, demonstrando que o imunossensor também
apresenta boa repetibilidade.

Dessa forma, pode-se concluir que o biossensor teve um desempenho bem
satisfatorio para a finalidade proposta, desempenho este bastante superior gquando
comparado aos resultados obtidos com os ensaios ELISA. Adicionalmente, um gasto
menor de particulas modificadas juntamente com a ndo necessidade de um anticorpo
secundéario tornam o método mais viavel e requer um tempo muito menor de analise.

As interacGes estabelecidas entre o antigeno e o anticorpo sdo consideradas
bastante fortes, possuindo valores de constante de dissociacdo relatadas no intervalo de
concentracdo em ordem nanomolar a micromolar. Partindo dessa premissa, poder-se-ia
esperar que a camada de anticorpo na superficie do eletrodo se torne saturada até mesmo
em concentragcbes relativamente baixas de antigeno. |Isto foi verificado
experimentalmente pelo platd que pode ser observado na curva analitica construida, vide

Figura 87.
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Figura 87: Graficos de Nyquist (A) e: Grafico de ARct em fungdo da concentragio de L.

pneumophila expressa em escala logaritmica. As barras de erro mostram o desvio padrao

obtido a partir da triplicata dos dados dos experimentos.
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4.2.3.6. Aplicacdo do imunossensor em determinacdo de legionella em

amostra de agua

O desempenho do imunossensor construido foi avaliado para determinacdo de
Legionella em amostra de agua de torneira, coletada do Instituto de Quimica da
Universidade Paulista “Julio de Mesquita Filho”, localizado em Araraquara — SP. e
dialisato utilizado em tratamento de hemodialise, coletado no Centro de Tratamento
Dialitico da cidade de Araraquara — SP, Brasil.

Para isto o imunosensor foi aplicado em amostras reais coletadas como descrito
na parte experimental. N&o foi verificada diferenca significativa entre os valores de
constante de transferéncia de carga obtidos entre a medida do eletrodo antes e apos a
incubacdo por 60 minutos na amostra, 0 que indicou ndo haver presenca de L.
pneumophila em ambas as amostras estudadas. Assim, os resultados ndo apontaram
nenhuma detecgdo da bactéria.

Deste modo a seguir, a a analise foi realizada tanto para a &gua de torneira quanto
o dialisato contaminados propositalmente com concentragdes de 1 x 10%, 1 x 10 * e 1 x
10° UFC mL™ de L. pneumophila. As amostras foram entdo diluidas na proporcéo de 1:2
(v/v) em solugdo tamp&o PBS 0,1 mol L%, pH 7,5. Utilizando as condigBes experimentais
previamente otimizadas (tempo de incubacdo de 1 h, 30 uL de Mps a uma concentagdo
de 1,0 x 10* mps mL™, construiu-se a recuperacio da concentragio usando o par redox
Fe(CN)s 3/* como sonda eletroquimica a uma concentragio de 5 x 103 mol L™ preparada
em solugdo KCI 0,5 mol L. Os respectivos valores de concentracdo de L. pneumophila
encontrados em cada amostra estdo apresentados na Tabela 18.

A recuperacao entre a concentracao da bactéria adicionada e aquela determinada
pelo método proposto em ambas as amostras de dgua de torneira e dialisato mostraram

valores entre 81 a 97 %.
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Tabela 18: Valores adicionados e recuperados de L. pneumophila em amostras de agua

de torneira e dialisato

Valor adicionado  Valor encontrado  Recuperacgao
(UFC mLY) (UFC mLY) %

1x10° 9,3 x 102 93%

Agua de Torneira 1x10* 8,1 x 103 81%
1x10° 9,7 x 10* 97%

1x10° 8,5 x 102 85%

Dialisato 1x 10 9,6 x 10° 96%
1x10° 9,5 x 10* 95%

Fonte: Proprio autor.

Deste modo, é possivel concluir que o magneto-imunossensor eletroquimico

usando Espectroscopia de impedancia eletroquimica apresenta confiabilidade,

repetibilidade e sensibilidade compativel com o requerido para analise de legionella em

amostras de dialisato usado em processo de hemodidlise. Embora a anélise de

interferentes ndo foi realizada no periodo, sabe-se que o anticorpo de captura utilizado

reage especificamente com L. pneumophila por se tratar de um anticorpo monoclonal.

Todavia, seré realizado para publicagdes posteriores.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A deteccdo de L. pneumophila por método baseados em imunoensaios permitiu a
deteccdo da mesma em amostras ambientais e hospitalares. Cabe ressaltar que 0 método
em questdo poderia ser estendido a detec¢do de outras endobactérias do mesmo género,
uma vez que se que os anticorpos escolhidos reajam de maneira especifica com seu
respectivo antigeno. Para os trés métodos desenvolvidos, parametros experimentais para
construcdo do eletrodo foram otimizados com o objetivo de obter a melhor construgéo de
curva analitica.

A comparagéo entre os ensaios de ELISA e magneto-ELISA observou-se que a
construcdo do magneto-ELISA foi alcancada um maior desempenho. O limite de deteccéo
foi igual a 1,3 x 10* UFC mL™ e faixa linear de trabalho entre 1,0 x 10%a 1,0 x 10’ UFC
mL? de L. pneumophila, e limite de detecgdo de 59,91 UFC mL~ para 0 magneto-
ELISA.Para o método de ELISA o limte de deteccdo foi 100 vezes menor.e uma faixa de
trabalho em torno de 1,0 x 10 2a 1,0 x 10° UFC mL™.

Resultados mais satisfatorios entre todos os biossensores construidos foram
obtidos utilizando-se o imunossenor eletroquimico. O biossensor permitiu uma ampla
faixa linear para detecgdo na bactéria, quando comparado aos demais biossensores.
Adicionalmente, o biossensor eletroquimico, tornou 0 método mais barato e mais rapido,
sendo mais conveniente para analise em um ambiente hospitalar. Ao ser aplicado o
imunossensor em amostras de agua de torneira, este possibilitou uma recuperacdo
adequada e detectabilidade em niveis compativeis com o requerido pela ANVISA, onde
o nivel méaximo permitido de bactérias é de 2,0 x 10> UFC/g mostrando a viabilidade do

método na aplicacdo em amostras reais.
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