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SENSORES A BASE DE POLIMERO CONDUTOR PARA DETECCAO
DE CIANOBACTERIAS

Victor Bertucci Neto"', Nélson Consolin Filho?, Luiz Henrique Capparelli Mattoso', Armando
Henriques Vieira®, Rodrigo Fernando Pepino?, Edinaldo José Ferreira', Helena Henriques Vieira?,

'Laboratorio Nacional de Nanotecnologia para o Agronegécio, Embrapa Instrumentagdo Agropecudria,
13560-970, Sao Carlos/SP *victor@cnpdia.embrapa.br;
2Depto. de Botéanica - UFSCar, 13560-905, Sdo Carlos/SP;
*Depto. De Ciéncias da Natureza — UF do Acre, Rio Branco.

Projeto Componente: PC2

Plano de A¢éio: 01.05.1.01.02.03

Resumo

Nos ultimos anos, devido principalmente a agdes antropicas, os blooms de cianobactérias toxicas
em lagos, reservatérios e outros corpos d'dgua sio cada vez mais freqiientes e maiores, podendo
acarretar em danos irreversiveis a satide humana e animal. Neste trabalho propde-se um conjunto de
sensores revestidos com polimero condutor, cuja medida capacitiva elétrica permite detectar e
classificar quatro espécies de cianobactérias toxicas assim como de suas toxinas em diferentes

concentragoes.

Palavras-chave: polimero, condutor, sensor, capacitancia, cianobactéria, toxina.

Introdugio

Nos ultimos anos, devido principalmente a
acOes antropicas, os blooms de cianobactérias
toxicas em lagos, reservatorios € outros corpos
d'agua menores sdo cada vez mais freqiientes e
maiores. O aparecimento relativamente rapido de
grandes florescimentos de C. raciborskii em regides
temperadas levou vérios autores a considerarem que
a espécie, de origem tropical, estd se reproduzindo
possivelmente devido ao aquecimento global
(BRIAND et al., 2004). Apesar de existirem relatos
desde o século XIX de acidentes envolvendo
cianobactérias toxicas (ou cianoficeas, ou algas
azuis, como também sdo conhecidas), o problema do
aumento de florescimentos desses organismos foi
negligenciado até recentemente. Cianobactérias
toxicas em corpos d'agua utilizados como fonte de
agua potavel para populagdes humanas e para gado
sdo potencial e extremamente perigosas e iniimeros
acidentes por todo mundo sdo relatados na literatura
especializada. Um dos primeiros relatos de acidente

com esses organismos talvez seja aquele de Francis
(1878), que descreve o envenenamento de pessoas e
gado no lago Alexandrina (Australia). Outros
acidentes sdo descritos relacionando o aumento da
incidéncia de cancer no figado em populagoes da
China com florescimentos de cianobactérias toxicas
(UENO et al., 1996). Porém, o mais famoso dos
acidentes relatados na literatura é o de Caruaru,
Pernambuco quando, em 1996, cerca 60 pacientes de
hemodidlise faleceram quando 4gua contaminada
com microcistinas foi utilizada nas maquinas de
dialise (JOCHIMSEN et al., 1998). O tratamento
primario para eliminagdo das cianotoxinas passa
pela retirada das células, evitando sempre sua lise ja
que elas sdo endocelulares e podem ser liberadas
para a agua na qual sdo bastante soluveis. Por isso, a
legislagdo nacional atual coibe a utilizagdo de
algicidas, como o sulfato de cobre, diretamente no
corpo d'agua. Entretanto, se as cianotoxinas ja
estiveram dissolvidas, alguns tratamentos como a
cloragdo, ozonizagdo, radiagdo UV e ultra-filtragdo
sao de razoavel eficiéncia. Contudo, tais tratamentos
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aplicados de modo continuo em grandes volumes de
agua representam elevados custos e uma maneira de
diminui-los é o constante monitoramento das
cianotoxinas nas dguas. Outro problema que ocorre é
devido ao processo relativamente demorado ¢ caro
para detectar todos os tipos de cianotoxinas, pois é
feito com analises por HPLC ou por imunoensaios
tipo ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay), mais baratos mas menos eficazes. Dessa
forma o desenvolvimento de uma metodologia que
possa monitorar espécies de cianotoxicas pode
impulsionar a solugdo de questdes ambientais, seja
na corre¢ao de superpopulagdes, seja na prevengao.
Neste trabalho, sdo apresentados alguns resultados
que comprovam a possibilidade de detecgdo destes
organismos, assim como de suas toxinas. O principio
sensor da técnica é baseado em medida de
capacitancia elétrica em sensores recobertos com
filmes de polimeros condutores.

Materiais e métodos

As cianobactérias, comprovadamente toxicas,
a empregadas neste trabalho sdo: Anabaena
spiroides (4), Cylindrospermopsis raciborski (C),
Microcystis aeruginosa (M), e Planktothrix
tropicalis (P). Os organismos foram isolados do
reservatorio de Barra Bonita (SP) e estdo sendo
mantidos, como cepas unialgais em fase de
axenizacdo, no acervo da Colegdo de Culturas de
Microalgas de Agua Doce do Departamento de
Botanica da UFSCar. (WWCM 835). Os organismos
foram cultivados em garrafoes pirex com vent-caps,
de 20 litros de capacidade e com 18 litros de meio de
cultura especifico. No final da fase exponencial do
crescimento de cada cultura, 30 a 50 dias, as células
foram separadas dos meios de cultura por filtragdo
tangencial em cartucho de fibra oca com poros de
0,65um. As células da cada organismo foram
suspensas em agua deionizada ¢ desintegradas por
sonificagdo. Os extratos de cada espécie foram
mantidos resfriados a 4 °C até o momento de serem
analisados pelos sensores. A preparagdo dos sensores
¢ feita através da deposigdo de uma ou mais camadas
poliméricas em substrato de vidro que ja contém
eletrodos de ouro depositados. Todos os filmes
foram fabricados pela técnica de automontagem (self
assembly) com POEA (poli o-etoxianilina),
concentragdo igual a 1 x 10° M em pH=3, variando-
se apenas o numero de camadas depositadas. A partir
de um conjunto de sensores previamente montados
foram organizadas as medidas de impedancia (parte
capacitiva e resistiva) com freqiiéncia do sinal igual
a 1 KHz, valor no qual ocorreu maior sensibilidade
em relagdo 4 amostra. Foi usado o equipamento
analisador de impedancia por ganho e fase, marca
Solartron, modelo SI 1260, com um multiplexador
para medidas em 10 sensores. As amostras usadas
nos experimentos tinham concentragdo maxima
igual a 8 Giga células por litro e também foram

diluidas em concentragdes de 80%, 60%, 40%, e
20% do maximo, respectivamente, sendo
comparadas com agua pura deionizada. Em seguida
foram misturadas as amostras em duas a duas, trés a
trés, e assim sucessivamente até serem feitas as
medidas com todos os tipos de cianobactérias na
mesma amostra. Essas medidas foram
reconfirmadas para andlise da repetibilidade do
sistema. Os dados foram compatibilizados de forma
que se verificassem agrupamentos apds o
processamento através de Andlise da Componente
Principal (PCA).

Resultados e discussio

Na Figura 1 é mostrado o resultado do
comportamento da medida de capacitancia ¢létrica
de cinco sensores com varia¢io da concentragdo de
microcistina entre 0% (dgua deionizada), 20 pg/litro,
40 pg/litro, 60 ug/litro, 80 pg/litro, 150 pg/litro, e
200ug/litro, quantidades acima do maximo tolerado
(8 pg/litro). Observa-se a tendéncia crescente da
capacitancia em fungdo da concentragdo. Na Figura
2 ¢ mostrado o resultado devido ao PCA com as
quatro espécies de microrganismos vivos € em
concentragdo maxima, com medidas em dez
sensores. Observa-se neste caso o comportamento de
agrupamento por espécies no PCA. Na Figura 3
repete-se o procedimento, porém com as células
rompidas por meio de aplicagdo de ultra-som,
mostrando novamente a capacidade de agrupamento
no PCA. Ja na Figura 4 observa-se o resultado do
PCA com as quatro espécies vivas em concentragoes
que vdo de 40%, 60%, 80% e 100% da maxima
cultivada, igualmente com os dados de dez sensores,
Novamente observa-se a capacidade de classificagéo
das espécies em fungdo também da concentragéo.

x 10
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0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Fig. 1. Medida com 5 sensores (A, *, 0, 0,x) com
concentragdes de microcistina entre 0, 20, 40, 60,
100, 150, e 200 pg/litro.
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Fig. 2. PCA das 4 espécies vivas (A, C, P, e M)
com 10 sensores e concentragdo maxima.
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Fig. 3. PCA das 4 espécies mortas (A, C, P, e M)
com 10 sensores e concentragdo maxima.
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Fig. 4. PCA das 4 espécies vivas (A, C, P, e M)
com 10 sensores e concentragdo maxima entre
40%, 60%, 80%, ¢ 100% da maxima.

Conclusoes

Os resultados mostram que o sistema sensor
pode discriminar razoavelmente as quatro espécies
de cianobactérias analisadas. A primeira
componente principal contém mais de 99% de toda a
informacdo em todos os diagramas apresentados,
mostrando a viabilidade de detecgdo de cada espécie
amostrada. Nos casos em que ocorreu aproximagao
entre os agrupamentos de espécies (C ¢ P) devem ser
revistos para melhoria de deteccdo. E interessante
frisar que os sensores ndo foram previamente
preparados para detectar qualquer uma das espécies,
ou seja, espera-se que através da inclusdo de
substdncias relacionadas as toxinas possa-se
aumentar a sensibilidade e conseqiientemente a
capacidade de selegdo do sistema.
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