
Introdução

A capacidade dos microcantilevers, usados na microscopia de força atômica, em mudar a 
frequência vibracional ou sofrer deflexão devido à adsorção de moléculas sobre sua 
superfície, os torna excelentes transdutores que podem atuar como sensores químicos, 
físicos ou biológicos. Alterações na frequência vibracional desses dispositivos 
micromecânicos podem ser utilizadas para a medição de viscosidade, densidade e variações 
de fluxo de diversos sistemas. Deflexões do cantilever são causadas devido à tensão de 
adsorção molecular em apenas um dos seus lados, as quais podem ter sentido ascendente ou 
descendente, dependendo da natureza da ligação química da molécula. Nestes sistemas, a 
mudança de frequência do microcantilever foi reportada como proporcional a magnitude da 
adsorção de massa (PEI et al., 2004; SUBRAMANIAN et al., 2002; HANSEN e THUNDAT, 
2005; DONG et al., 2010).

Avanços recentes no design e no desenvolvimento desses sensores proporcionam um 
sistema microeletromecânico simples, que pode ser facilmente fabricado, produzido em 
grande escala e capaz de detectar deflexões mecânicas muito pequenas. A constante de 

-3 1mola de um microcantilever é da ordem de 10  a 10  N/m, permitindo, dessa maneira, a 
-12 -9detecção de forças muito pequenas (10  a 10  N) (THUNDAT e MAJUMDAR, 2003). Estes 

fatores resultam em um tempo de resposta rápido, menor custo de fabricação, construção de 
um arranjo de sensores com pequenas dimensões possibilitando, dessa forma, a investigação 
de microambientes (FAGAN et al., 2000). Microcantilevers são normalmente elaborados em 
silício e/ou nitreto de silício ou materiais poliméricos com dimensões de 100 a 500 
micrômetros de comprimento e espessura de 0,5 a 5 micrômetros e, podem ter formato em 
“V” (triangular) ou em “T” (retangular), com uma agulha montada em sua extremidade livre 
(CARRASCOSA et al., 2006). 

Sensores baseados em microcantilevers funcionalizados podem operar em dois diferentes 
modos fundamentais: (1) modo estático: as medidas de deflexão do cantilever são baseadas 
nas mudanças de tensão induzidas por interação molecular sobre a superfície do cantilever 
(XU et al., 2002; STEVENSON et al., 2002); modo dinâmico:

“O material adsorvido na superfície do cantilever causa um decréscimo na frequência de 
ressonância. A relação da massa com a frequência de ressonância é descrita na equação (1)

Sendo,  a frequência de ressonância inicial,  a frequência de ressonância após a adição da 

massa e o valor de  conforme o cantilever utilizado, sendo, por exemplo, 0,24 para um 

cantilever retangular” (WANG, 
2001; LANGE et al., 2002; WANG 
et al., 2007).
            
A vibração do cantilever no modo 
ressonante geralmente é realizada 
por meio da utilização de materiais 
piezelétricos, como ZnO (LEE e 
WHITE, 1996) ou por fazer uso do 
efeito bilaminar, isto é, coeficientes 
de temperatura diferentes ou 
coeficientes de tensão mecânico 
dos materiais das camadas do 

cantilever (BERGER et al., 1997; HIERLEMANN et al., 2000). Essa diferença nas 
propriedades dos materiais que formam o cantilever dá origem a sua deflexão após o 
aquecimento ou a aplicação de forças mecânicas. Pulsos periódicos de aquecimento na base 
do cantilever podem ser utilizados para excitar termicamente o cantilever em seu modo de 
ressonância em 10-500 kHz (BERGER et al., 1997; HIERLEMANN et al., 2000). A detecção
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das mudanças de frequência pode ser feita por incorporar 
piezoresistores na base do cantilever (BERGER et al., 
1997; HIERLEMANN et al., 2000), por medir as variações 
de capacitância dinâmica ou por usar detecção óptica por 
meio de um laser (FRITZ et al., 2000; GIMZEWSKI et al., 
1994). Para que a sensibilidade ótima seja atingida em 
cada um dos modos é necessária a utilização de 
diferentes tipos de cantilevers. No método estático, para 
que deflexões grandes sejam alcançadas, é necessária a 
utilização de cantilevers com haste longa e constante de 
mola baixa (menores que 1 N/m), podendo ser utilizado 
tanto em meio gasoso como líquido. No modo dinâmico, 
para que frequências elevadas sejam alcançadas, faz-se 
necessário a utilização de cantilevers com haste curta e 
constante de mola grande (de 1 a 40 N/m). O modo 
dinâmico é mais difícil de ser utilizado em meio líquido.

Entre as diversas áreas em que os sensores de 
microcantilevers podem ser aplicados, devido à elevada 
especificidade de certas biomoléculas (anticorpos, 
enzimas, DNA, etc) há um grande interesse no 
desenvolvimento de biossensores de microcantilever. De 
acordo com a definição da IUPAC (MCNAUGHT e 
WILKINSON, 1997), um biossensor é um sensor que 
utiliza componentes biológicos (por exemplo, células, 
organelas, ou macromoléculas) e, detecta, por meio de 

*um mecanismo de transdução , a interação desses 
componentes com o analito. Como transdutor entende-se 
o dispositivo capaz de converter sinais físicos e químicos 
em sinais mensuráveis, usualmente sinais eletrônicos, 
cuja magnitude seja proporcional à concentração da 
espécie ou grupamento químico.

Potenciais aplicações de biossensores incluem análises 
em áreas como biomédica, ambiental e agrícola (GERARD 
et al., 2002; DENNISON e TURNER 1995; WILSON e
GIFFORD, 2005). Há uma crescente investigação do 
monitoramento de diversos patógenos por meio da 
imobilização de moléculas de DNA em matrizes 
poliméricas (LEONARD et al., 2003). Outras aplicações de 
interesse no agronegócio (GARCIA-VELASCO e 
MOTTRAM, 2003; ANDREESCU e MARTY, 2006) são o 
monitoramento de pesticidas e metais em água.

Em relação a determinação de metais pesados em água, é 
reportada a imobilização da enzima fosfatase alcalina em 
diversas matrizes para o desenvolvimento de biossensores 
para detecção de metais como cádmio, cobalto, zinco, 
níquel e chumbo em água (BEREZHETSKYY et al., 2008). 

Figura 1. Diagrama de fitas de uma estrutura dimérica de 
uma fosfatase alcalina

 

A fosfatase alcalina compreende uma ampla classe de 
enzimas distribuídas em células de diversos mamíferos e 
bactérias (COLEMAN, 1992). A Figura 1 ilustra a 
conformação desta enzima em um diagrama de fitas. 
Cabe salientar que os grupos amino-terminais estão na 
cor azul claro, enquanto os grupamentos carboxi-
terminais estão na cor vermelha.

Nos mamíferos as fosfatases alcalinas geralmente estão 
associadas com as membranas celulares, mas a sua 
função fisiológica exata ainda é desconhecida 
(FERNANDEZ e KIDNEY, 2007; COLEMAN, 1992). 
Apesar disso, a atividade da fosfatase alcalina é um 
indicador bioquímico muito útil para doenças hepáticas, 
como, por exemplo, doenças colestáticas (FERNANDEZ e 
KIDNEY, 2007). Já a fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) de 
Escherichia coli é uma das hidrolases mais estudadas 
(STEC et al., 2000) dentre os catalisadores de íons 
metálicos, portanto representa um sistema extremamente 
atraente para o estudo dos mecanismos de catálise em 
centros bimetálicos. Encontra-se na literatura (O'BRIEN e 
HERSCHLAG, 2002) um grande volume de dados 
cinéticos e fisico-químicos que permite afirmar que a 
interação da enzima fosfatase alcalina com cátions 
metálicos ocorre em um mecanismo de reação em duas 
etapas, com formação de fosfoserina como intermediário 
e um álcool e um fosfato inorgânico como produtos de 
final de reação (Esquema 1). 

Esquema 1. Hidrólise de um alquil fosfato pela ação da 
enzima fosfatase alcalina.

Os biossensores micromecânicos apresentam, em relação 
aos demais métodos de transducão, alta sensibilidade, 
baixo custo, procedimento simples, necessidade de 
utilização de baixas concentrações de analito e resposta 
rápida (HANSEN e THUNDAT, 2005). Desta forma, pode-
se afirmar que um biossensor micromecânico combina a 
especificidade e seletividade dos sistemas biológicos a 
uma medida direta da interação entre a biomolécula e seu 
substrato. Devido a estes fatos os biossensores 
micromecânicos tem a função de detectar e analisar de 
forma qualitativa e/ou quantitativa uma dada espécie 
química em tempo real e de forma contínua num meio de 
interesse.

Embora o campo de biossensores micromecânicos esteja 
crescendo rapidamente, um dos desafios-chave é a 
integração entre os componentes biológicos e não 
biológicos (superfícies microfabricadas). Esta etapa é 
crítica, uma vez que os componentes biológicos podem 
perder a funcionalidade natural quando imobilizados sobre 
as superfícies microfabricadas. A hibridização de DNA 
(HANSEN et al., 2001) e o reconhecimento específico 
antígeno-anticorpo (GROGAN et al., 2002) são alguns 
exemplos de aplicação dos biossensores baseados em 
microcantilevers.

Objetivos

Este trabalho propõe a deposição de biomoléculas 
sobre a superfície de cantilever e, a avaliação de suas 
características vibracionais.
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Resultados e Discussão

Verifica-se na Figura 3 que o ponto isoelétrico para as 
soluções empregadas na imobilização da fosfatase 
alcalina está em 3,5. Isto indica que no pH da 
imobilização há predominância de grupos carboxílicos 
protonados. Assim, pode-se afirmar que a enzima foi 
imobilizada na superfície do cantilever por meio da 
interação do grupo carboxílico presente no tiol e os 
poucos grupos amina que se encontravam protonados. 

Este fato é um indicativo de que a enzima foi fracamente 
imobilizada na superfície do ouro, o que permitiu uma 
maior mobilidade desta hidrolase na matriz de 
imobilização.

Figura 3. Influência do pH no potencial zeta da solução de 
fosfatase alcalina.

Na Figura 4, que relaciona a média das frequências de 
ressonância de cada etapa, observa-se um decréscimo 
gradual da frequência de ressonância com as deposições 
sobre o microcantilever. Este decréscimo da frequência 
pode ser relacionado com a massa (m) e a constante de 
mola (K) do cantilever por meio da equação (2):

(2)

Sendo a constante de mola de 0,11 N/m, a massa 
adicionada em cada uma das etapas sobre a superfície do 
microcantilever foi calculada por meio da equação (2). A 
Tabela 1 contém as frequências de cada uma das etapas 
de construção do dispositivo, a massa calculada por meio 
da equação (2) e, a densidade superficial considerando 

210500 m como a área de deposição sobre o cantilever. A  

temperatura foi monitorada durante todo o experimento 
(25  1 °C).

Figura 4. Frequências de ressonância do microcantilever 
nas diferentes etapas de construção do dispositivo de 
biossensoriamento (média de três medições).

.

Materiais e Métodos

Na Figura 2 estão representadas as características do 
microcantilever e as etapas de construção do dispositivo 
de biossensoriamento. 

Figura 2. (a) características do microcantilever e (b, c, d, 
e) etapas de construção do dispositivo de 
biossensoriamento.

Na Figura 2 (a) estão apresentadas as características do 
microcantilever utilizado: microhaste de silício adquirido 
da NT-MDT com as seguintes especificações, constante 
de mola (K) de 0,063-0,13 N/m e frequência de 
ressonância (Fres) de 4-17 ( 13) kHz. As etapas de 
construção do dispositivo de biossensoriamento sobre o 
microcantilever estão descritas na Figura 2 b – e:

Figura 2 (b): deposição de 20 nm de ouro sobre a 
superfície do microcantilever por meio da técnica de 
“Sputtering”.

Figura 2 (c): adição por gotejamento de 5 μL (2,5 mmol) 
de ácido 16-mercaptohexadecanóico (Sigma) sobre a 
superfície do ouro.

Figura 2 (d): imobilização por gotejamento de 10 μL (5 mg 
para 1 mL de solução) da enzima fosfatase alcalina 10 
U/mg (Sigma) em tampão fosfato pH=7,0 sobre a 
superfície do ouro modificada com tiol. 

Figura 2 (e): detecção de íons chumbo. Foi adicionado por 
gotejamento 10 L (10 ppm) de PbCl  (MERCK) sobre a 2

superfície da enzima.

A medição da frequência de ressonância do 
microcantilever e a imagem em 3D em todas as etapas de 
construção do dispositivo de biossensoriamento foram 
realizadas em um microscópio de força atômica 
Dimension V (Veeco) e, as imagens em 2D foram 
realizadas em um microscópio de varredura por emissão 
de campo (MEV-FEG) (Philips, XL30 FE-SEM).
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Tabela 2. Rugosidade dos filmes depositados sobre o 
microcantilever em todas as etapas de construção do 
biossensor.

Após a etapa de exposição a uma solução contendo íons 
chumbo (teste de reversibilidade), o sensor foi exposto a 
uma solução de tampão fosfato pH 7,0, utilizada com a 
finalidade de retirar os íons chumbo da superfície. Em 
seguida, o biossensor foi exposto novamente a mesma 
solução de íons chumbo. A frequência de ressonância foi 
medida e, também uma imagem 2D da superfície do 
microcantilever foi obtida por MEV-FEG., tanto após a 
passagem do tampão como após a re-exposição a solução 
de íons chumbo. Foram obtidas frequências de 
ressonância tanto para o cantilever com a enzima como 
com os íons chumbo próximas às frequências obtidas na 
montagem (erro de  0,01) e, imagens 2D semelhantes. Os 
resultados indicam que o dispositivo de 
biossensoriamento foi corretamente construído, pois 
manteve a enzima imobilizada na sua superfície.

                 ( a )                                      ( b )

                                    ( c )
Figura 6. Imagem 2D das superficies (a) do ouro com tiol, 

+2 (b) com a enzima e (c) com os íons Pb ligados, obtidas 
com MEV-FEG.

Conclusão

Os resultados demonstraram que foi possível funcionalizar 
o microcantilever com a biomolécula, no caso, a enzima 
fosfatase alcalina. Por meio do teste de reversibilidade 
pôde-se concluir que a enzima manteve-se imobilizada no 
decorrer das diversas medições. Este fato é um indicativo 
de que há possibilidade de que esse dispositivo de 
biossensoriamento possa ser utilizado em sistemas para a 
determinação de metais pesados.  
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imobilização da enzima sobre a superfície do ouro 
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Etapas de construção 
do dispositivo de 
biossensorimento

Frequência 
(Hz)

K  loaded

(N/m)

Densidade 
superficial 

-2(mg.m )

Microcantilever sem 
deposição

12,7461 0,11 6,6

Au 11,2952 0,11142 1,9

Tiol 11,2721 0,08728 0,1

Enzima 11,1998 0,08616 0,1

+2Pb 11,1534 0,08545 0,1
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