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RESUMO

Os metais pesados podem ser altamente toxicos aos seres humanos e outras formas de vida
animal e vegetal, dependendo da dose e da forma quimica. A industrializacéo e a urbanizacao
aumentam a concentracdo destes contaminantes nos corpos hidricos o que acaba
compromentendo a qualidade da &gua. Neste contexto, dispositivos de sensoriamento tém
surgido como uma alternativa aos métodos convencionais de analise para monitoramento da
contaminacdo nestes ambientes, como 0s nanobiossensores de cantilever, que estdo tendo
destaque por detectar substancias na micro e nanoescala por meio do uso de camadas
sensoras. No presente estudo foi desenvolvido e aplicado em amostras de 4agua,
nanobiossensores de cantilever para detecgdo de metais pesados (PbCl; 11, NiCl, 11, CdCl,,
ZnCly, CoCl; 11 e AICI3), utilizando como camadas sensoras as enzimas fosfatase alcalina e
urease. A funcionalizagcdo dos nanobiossensores foi realizada empregando a técnica de
monocamadas automontadas (SAM) sobre a superficie de silicio contendo ouro, &cido 16-
mercaptohexadecandico (AMHD), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC)/N-
hidroxi-succinimida (NHS) e as enzimas fosfatase alcalina e urease. Aplicacdo dos
nanobiossensores de cantilever em amostras reais de agua ocorreu em diferentes usos e
ocupacao no entorno destes corpos hidricos, localizado no municipio de Erechim e comparado
a um método convencional de deteccdo, levando em consideracdo os efeitos matriciais. Por
meio das curvas de calibracdo, utilizando o método estatistico da Analise de Componentes
Principais (PCA), foi possivel observar que os nanobiossensores foram altamente eficientes
na discriminacdo dos metais pesados e suas diferentes concentracdes. Além disto, foram
obtidos limites de deteccdo na gama de pg/L e alta sensitividade para os dois
nanobiossensores, além de serem 100% reversiveis, porém o tempo de estocagem afetou a
resposta dos mesmos. As técnicas de caracterizacdo de superficie por espectroscopia de
absorcao de reflex&o por infravermelho modulada por polarizagdo (PM-IRRAS), microscopia
de forca atbmica (AFM) e microscopio eletrdnico de varredura (MEV) confirmaram a
funcionalizagdo do cantilever pela técnica de SAM, sendo possivel verificar que ocorreu a
deposicdo da camada sensora e, a espessura desta camada sensora, apresentou a medida em
escala nanométrica (80,48 nm). Em relacéo a aplicacdo dos nanobiossensores em amostra real
de agua, pode-se dizer que os parametros fisico-quimicos das aguas coletadas ficaram dentro
da legislacdo vigente para aguas de rios e potavel, a resposta de detec¢do de chumbo pelos
nanobiossensores desenvolvidos se mostrou satisfatoria, o efeito da matriz pode ser
minimizado com a diluicdo da agua de rio na proporcdo 1:1 com a solucdo de trabalho e os
nanobiossensores promoveram uma adequada verificacdo de chumbo em amostras reais de
agua. Assim, os nanobiossensores de cantilever desenvolvidos mostraram-se apropriados para
a deteccdo de metais pesados em aguas, sendo uma ferramenta promissora na area ambiental.

Palavras-chave: Microscopio de forca atbmica. Monocamadas automontadas. Dispositivo de
nanobiossensoriamento. Fosfatase alcalina. Urease.



ABSTRACT

Heavy metals can be highly toxic to humans and other animal and plant life forms, depending
on the dose and the chemical form. Industrialization and urbanization increase the
concentration of these contaminants in the water bodies, which end up compromising the
quality of the water. In this context, sensing devices have emerged as an alternative to
conventional methods of monitoring contamination in these environments, such as cantilever
nanobiosensors, which are highlighting detecting substances at the micro and nanoscale
through the use of sensor layers. In the present study, nanobiosensor of cantilever for the
detection of heavy metals (PbCl, II, NiCl, IlI, CdCl,, ZnCl,, CoCl, Il and AICIl3) was
developed and applied in water samples using the alkaline phosphatase and urease enzymes as
sensor layers. The functionalization of the nanobiosensors was performed using the technique
of self-assembled monolayers (SAM) on the silicon surface containing gold, 16-
mercaptohexadecanoic acid (AMHD), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide
(EDC)/N-hydroxysuccinimide (NHS) and the enzymes alkaline phosphatase and urease.
Application of cantilever nanobiosensors in real water samples occurred in different uses and
occupation around these water bodies, located in the municipality of Erechim and compared
to a conventional method of detection, taking into account the matrix effects. By means of the
calibration curves, using the statistical method of Principal Component Analysis (PCA), it
was possible to observe that nanobiosensors were highly efficient in the discrimination of
heavy metals and their different concentrations. In addition, detection limits were obtained in
the pg/L range and high sensitivity for the two nanobiosensors, in addition to being 100%
reversible, but storage time affected their response. The techniques of surface characterization
by polarization-modulated infrared reflection absorption spectroscopy (PM-IRRAS), atomic
force microscopy (AFM) and scanning electron microscopy (SEM) confirmed the cantilever
functionalization by the SAM technique, being possible and the thickness of this sensor layer
showed the measurement at nanoscale (80.48 nm). Regarding the application of the
nanobiosensors in a real water sample, it can be said that the physicochemical parameters of
the collected waters were within the current legislation for river and drinking water, the
response of detection of lead by the nanobiosensors developed was satisfactory, the matrix
effect can be minimized by diluting the river water in a 1:1 ratio with the work solution and
the nanobiosensors promoted an adequate lead check on actual water samples. Thus, the
developed cantilever nanobiosensors proved to be suitable for the detection of heavy metals in
waters, being a promising tool in the environmental area.

Keywords: Atomic force microscope. Self-assembled monolayers. Nanobiosensor device.
Alkaline phosphatase. Urease.
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

Esta tese estd organizada em 6 capitulos. O Capitulo I apresenta uma introducédo geral
sobre 0 uso de nanosensores para deteccdo de metais pesados em agua. Também neste mesmo
capitulo os objetivos gerais e especificos sdo expostos. Na sequéncia, o Capitulo Il apresenta
0s aspectos tedricos que fundamentam esta tese.

Os resultados, obtidos estdo divididos em 2 capitulos, estes tratam, de forma
independente, cada um dos estudos realizados. Desta forma, os estudos experimentais
apresentados nos Capitulos 111 e IV foram estruturados com uma breve introducgéo,
metodologia utilizada, apresentagéo e discussdo dos resultados, as conclusdes e, por fim, as
referéncias utilizadas. No Capitulo V, é apresentada uma conclusdo geral da tese e no

Capitulo VI séo apresentados os apéndices.

1.1 Introducéo geral

O padrdo de qualidade de vida de uma populacdo estd diretamente relacionado a
disponibilidade e a qualidade de sua &gua, sendo esta, 0 recurso natural mais critico e mais
susceptivel a impor limites ao desenvolvimento, em muitas partes do mundo (MAGALHAES,
2004).

A industrializacdo e a urbanizacdo, juntamente com a intensificacdo das atividades
agricolas, tém resultado no aumento da demanda de agua, € por consequéncia aumentam a
contribui¢do de contaminantes nos corpos d’agua, dentre eles os metais pesados. Estes
possuem como maior e mais significativas rotas de contaminacgéo, a emissao direta e indireta
dos esgotos tratados e ndo-tratados, o escoamento e deposicdo atmosférica e o processo de
lixiviacdo do solo. Além disto, agrega-se a estes problemas, o fato da grande maioria da
populacdo brasileira estar concentrada em cidades, préximos de rios e mananciais,
desencadeando um duplo impacto negativo para os recursos hidricos: a intensificacdo do uso e
0 aumento da polui¢do (HOLT, 2000; RICO; VIGHI, 2016).

Em vista disso, um dos campos mais proeminentes da area ambiental é o estudo de
micropoluentes presentes em ambientes aquaticos, onde os metais pesados séo contaminantes
toxicos e persistentes deste ecossistema. Seu monitoramento ambiental em A&guas €

estritamente regulamentado (BRASIL, 2004; 2005; 2011), uma vez que estes metais tém sido
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associados a Vvarias patologias, pois seus tracos sdo persistentes, toxicos e bioacumulativos
(DESHOMMES et al., 2016).

Dessa forma a importancia da conservacdo dos recursos hidricos tem levado a
necessidade de monitorar e controlar a contaminacdo destes ambientes. Niveis elevados de
metais pesados, por exemplo, o chumbo, podem provocar mudangas de comportamento e
comprometimento intelectual nos seres humanos, pois provoca alteragdes no sistema nervoso
central (BEREZHETSKYY et al., 2008; DESHOMMES et al., 2016).

Para deteccdo destes metais pesados em Aaguas, geralmente sdo empregados oS
métodos de espectrometria de absor¢do atbmica com chama (FAAS - do inglés Flame Atomic
Absorption Spectrometry), que € um dos equipamentos mais utilizados para anélise de metais
em niveis de parte por milhdo (ppm), ou por espectrometria de emissdo atdmica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES - do inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry), com a vantagem da determinacdo multielementar dos elementos em
quantidades maiores, menores, tragos e ultracos, sem mudancas nos parametros experimentais
(ROBIN, 1988).

Porém estas técnicas sdo sofisticadas, a deteccdo é demorada, as etapas de pré-
tratamento sdo complexas e necessita-se volumosas quantidades de amostra (50 — 200 mL).
Uma alternativa seria 0 uso de nanobiossensores baseados em hastes ultra-sensiveis,
chamadas cantileveres, que originam-se da microscopia de forca atdbmica (AFM - do inglés
Atomic Force Microscope), que estdo apresentando resultados promissores na deteccdo de
substancias quimicas, toxinas, poluentes e analitos em geral na micro e nanoescala, além de
fornecerem recursos sensiveis para medir e mapear a informacdo quimica da superficie e
quantificar as forcas repulsivas e atrativas associadas a materiais inorganicos e amostras
bioldgicas, por meio de interacdes quimicas entre o cantilever e a amostra (SMITH et al.,
2003; LEITE; HERRMANN, 2005; STEFFENS et al., 2012; MUENCHEN et al., 2016;
MARTINAZZO et al., 2018).

Entretanto, para atuar como excelentes nanobiossensores, os cantileveres necessitam
ser recobertos com uma camada sensitiva (funcionalizados), a qual deve ser especifica e capaz
de reconhecer moléculas de interesse. A adsor¢do dessas moléculas no cantilever causa uma
tensdo superficial, resultando na curvatura do cantilever (deflexdo) (VLADKOVA et al.,
2009; SHARMA et al., 2010). A funcionalizacdo consiste em ligar quimicamente a superficie
do cantilever a uma camada de moléculas, cujos grupos funcionais reajam com o material
bioldgico, de forma a imobiliza-lo na superficie. Dentre as técnicas que podem ser utilizadas

para a funcionalizacdo, encontra-se a de monocamadas automontadas (SAM - do inglés Self-
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Assembled Monolayers), caracterizada pela formacdo espontanea de camadas ordenadas e
organizadas sobre uma superficie sélida, por meio de interacdo entre grupos quimicos
(AWASTHI et al., 2016).

Para a deteccdo dos metais pesados varias enzimas tém sido utilizadas, dentre elas a
urease e a fosfatase alcalina, por apresentarem grande potencial de aplicagdo como camada
sensora, em razdo de sua atividade ser inibida na presenca desses metais e também ja terem
sido utilizadas como elemento de reconhecimento bioldgico em biossensores, apresentando
como vantagem a deteccdo de baixas concentracdes do analito (10° — 10% (), alta
sensitividade, especificidade e resposta rapida (AYENIMO; ADELOJU, 2015).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de
nanobiossensores de cantilever funcionalizado com enzimas comerciais (fosfatase alcalina e
urease) para detec¢cdo de metais pesados (PbCl; I, NiCl, 11, CdCl,, ZnCl,, CoCl; Il e AICl3),

em amostras de 4gua, bem como, a aplicacdo dos mesmos em amostras reais.
1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e aplicar um biossensor nanoestruturado baseado em cantilever
funcionalizado com as enzimas fosfatase alcalina e urease para a deteccdo de metais pesados
(PbCl; 11, NiCl; 11, CdCly, ZnCl,, CoCl; 11 e AICI3) em aguas.

1.2.2 Objetivos especificos

e Estudar o processo de funcionalizacdo da superficie do cantilever com as enzimas
comerciais, fosfatase alcalina e urease, por meio da técnica de monocamadas
automontadas (SAM).

e Avaliar a resposta de voltagem dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados em
funcdo do tempo de contato em diferentes concentracGes dos metais pesados (PbCl; II,
NiCl; I, CdCl,, ZnCl,, CoCl; 11 e AICI5).

e Verificar a resposta dos nanobiossensores de cantilever quanto ao limite de deteccdo
(LD), sensitividade, reversibilidade e durabilidade.

e Caracterizar a camada sensora dos nanobiossensores de cantilever por meio das técnicas

de espectroscopia de absorcdo de reflexdo por infravermelho modulada por polarizacéo
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(PM-IRRAS), microscopia de forca atdmica (AFM) e microscopia eletronica de
varredura (MEV).

e Desenvolver metodologia para avaliar a qualidade das aguas de rios que abastecem a
bacia de captacdo de agua de Erechim/RS, em relacdo a presenca de chumbo, utilizando
0s nanobiossensores desenvolvidos.

e Avaliar o efeito matricial da agua de rio nos nanobiossensores de cantilever
funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease.

e Comparar a técnica de deteccdo de metal pesado por nanobiossensor de cantilever com a

técnica de espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GF AAS).
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CAPITULO Il
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item sera apresentada uma breve revisdo da literatura sobre a contaminacao do
ambiente aquéatico por metais pesados, suas implicacdes na saude humana e no meio
ambiente. Posteriormente sera discorrido sobre os métodos mais comumente utilizados para a
deteccdo destes metais pesados, e 0s avancos na area da nanotecnologia para se obter uma

deteccdo mais precisa por meio de nanobiossensores de cantilever.

2.1 Contaminacdo da agua com micropoluentes

O conceito qualidade da agua € muito mais amplo do que a simples caracterizacdo da
agua pela formula H,0O. Isso porque a agua, devido as suas propriedades de solvente e a sua
capacidade de transportar particulas, incorpora a si diversas impurezas, as quais definem a
qualidade da agua, o qual é resultante de fenbmenos naturais (estiagens, inundacdes,
composicdo e estruturas geoldgicas, bem como as rochas preexistentes) e da atuacdo do
homem (MHLONGO; MATIVENGA; MARNEWICK, 2018).

A 4gua, um recurso indispensavel para a sobrevivéncia humana e de todas as espécies
vivas, € 0 constituinte inorganico mais abundante na matéria viva: no homem, mais de 60%
do seu peso sdo constituidos por dgua, e em certos animais aquaticos esta porcentagem sobe a
98% (VON SPERLING, 2005). Além disso, € um importante insumo para a grande maioria
das atividades econémicas, nomeadamente da agricultura e da industria, exercendo influéncia
decisiva na qualidade de vida das populacdes, especialmente ao tanger a area do
abastecimento, o qual tem forte impacto sobre a salde publica (NETO; FERREIRA, 2007;
BEHMEL et al., 2016).

A falta de manejo e controle industrial, com processos mal estruturados e licencas
ambientais flexiveis quanto a categorizacdo de emissdes e volumes, tém sido um dos
principais responsaveis pela contaminacgéo das aguas e dos solos, seja pela negligéncia no seu
tratamento antes de despeja-las nos rios ou por acidentes e descuidos cada vez mais
frequentes, que propiciam o lancamento de muitos poluentes nos ambientes aquaticos e
terrestres (KAWAI et al., 2012). Sendo que a concentracdo, transporte, transformacdo e
disposicdo final de um contaminante introduzido no ambiente aquatico dependem,
principalmente, das propriedades do ambiente e das caracteristicas do contaminante
(BEHMEL et al., 2016).
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Um dos problemas que mais afetam o meio ambiente é a polui¢cdo quimica de natureza
organica ou inorganica, decorrente dos despejos residenciais e industriais. Estas emissdes de
contaminantes no ar, no solo e principalmente nas aguas estao relacionadas principalmente as
atividades humanas (HOLT, 2000; AGUIAR; NOVAES; GUARINO, 2002).

As fontes de poluicdo podem ser classificadas em pontuais e difusas. Um exemplo
tipico de uma fonte pontual é uma estacdo de tratamento de aguas residuais. Fontes pontuais e
difusas também diferem na maneira que os poluentes séo liberados para 0 corpo receptor.
Fontes pontuais geralmente resultam em descargas diretas para 0s cursos de agua, enquanto
que a rota para as fontes difusas podem envolver um caminho que resulta na deposicéo parcial
antes de chegar ao curso de &gua. Além disso, as concentracdes de contaminantes
provenientes de fontes difusas podem variar significativamente com o tempo e 0 espaco que
reflete tanto os padrbes de uso sazonal e da contribuicdo relativa dos processos destinos
(HOLT, 2000; JADHAV; MARATHE; RATHOD, 2016).

Dentre as fontes pontuais podemos citar as estagdes de tratamento de efluentes
industriais, redes de esgoto doméstico, derramamentos acidentais e mineracdo. As emissdes
de fontes pontuais sdo mais facilmente detectadas e controladas e, geralmente, resultam em
descargas diretas dos contaminantes nos corpos d'agua. Ao contrério, as emissdes de fontes
difusas que sdo de dificil controle, variam com o tempo e espaco e podem envolver rotas que
resultem na deposicao parcial dos contaminantes antes deles atingirem os corpos d'agua. As
principais fontes difusas estdo relacionadas a falta de manutencdo e controle de estruturas
como redes de coleta de efluentes, lagoas de decantacédo e deposicao de efluentes, estacbes de
tratamento de efluentes sem manutencdo e que geram infiltracdo, além de esterqueiras no
meio rural. Um exemplo tipico de fonte difusa € a utilizacdo de pesticidas e adubacéo no solo
(HOLT, 2000; NAPOLEAO, 2011).

A contaminacdo por pesticidas, metais pesados, hormonios, o tratamento inadequado
de efluentes industriais e a aplicacdo indiscriminada destes produtos tém contribuido para o
agravamento de problemas ambientais, notadamente nos grandes centros urbanos
(GONCALVES JUNIOR, 2013). Além disso, estes micropoluentes (pesticidas, metais
pesados, horménios) podem ainda ser encontrados na dgua mesmo apos a realizacdo dos
tratamentos convencionais (NAPOLEAO, 2011).

Entre os contaminantes mais importantes presentes em Aaguas subterraneas e
superficiais, estdo 0os metais pesados (como chumbo, arsénio, cadmio e mercurio); agrotdxicos

(nitratos, compostos organoclorados, organofosforados ou carbamatos) e compostos organicos
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voléateis (como produtos combustiveis e solventes halogenados) (HU; KIM, 1994; CLARKE;
KING, 2005).

O motivo da preocupacdo € que estes elementos sdo resistentes aos tratamentos
convencionais de agua. A biodegradacdo total dessas substancias em cada ecossistema nao
fica garantida, visto que seus coadjuvantes também geram produtos de transformacéo que por
sua vez interagem com a matéria organica em condi¢cdes especificas. Podem, inclusive,
tornarem-se cada vez mais toxicos e recalcitrantes poluindo nossos recursos naturais mais
caros: a agua e os alimentos. Por isso, a 4&gua, mesmo tratada, pode conter contaminantes
residuais que, ao atingir seus limites de concentracdo, passam a ser toxicos (BERNSTEIN,
2013).

Estudos mostram que varias dessas substancias sdo resistentes ao processo das
estacOes de tratamento de esgoto (ETES), permanecendo no meio ambiente por longos
periodos. Isso pode acarretar dois sérios riscos a populacdo e a natureza. O primeiro é a
contaminacdo dos recursos hidricos; o outro € que esses produtos destroem 0s micro-
organismos mais sensiveis, deixando vivos apenas os mais resistentes (KAWAI et al., 2012;
BERNSTEIN, 2013).

2.2 Metais pesados

Os metais pesados e/ou metais toxicos possuem diversas definicdes encontradas na
literatura para sua caracterizacdo, porém segundo Duffus (2002), metais pesados sao
elementos quimicos com elevado nimero atdémico (maior que 20), elevada massa atbmica
(massa atbmica igual ou maior a 23) e elevada massa especifica, sendo maior ou igual a um
determinado valor de referéncia que, em funcdo de cada publicacdo, varia entre 3,5 e
7,0 g/cm?.

2.2.1 Implicagdes na satde humana

As principais implicagdes dos metais sdo: toxicidade aos seres humanos e a outras
formas de vida animal e vegetal, dependendo da dose e da forma quimica. Muitos metais séo
essenciais para o crescimento de todos os tipos de organismos, desde as bactérias até mesmo o
ser humano, mas eles séo requeridos em baixas concentracdes e podem danificar sistemas

bioldgicos e sdo conhecidos como micronutrientes, caso suas concentragdes ultrapassem a
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chamada concentracdo limite eles se tornam toxicos e com riscos para a salude (VON
SPERLING, 2005; KAWAI et al., 2012).

De acordo com Von Sperling (2005) e Kawai et al. (2012), os metais podem ser
classificados como:

e Elementos essenciais: sodio (Na), potassio (K), calcio (Ca), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre

(Cu), niquel (Ni) e magnesio (Mg);

e Microcontaminantes ambientais: arsénico (Ar), chumbo (Pb), cadmio (Cd), mercurio

(Hg), aluminio (Al), titanio (Ti), estanho (Sn) e tungsténio (W) (sdo encontrados
naturalmente no solo em concentragdes varidveis, porém sdo inferiores aquelas
consideradas toxicas para diferentes organismos vivos).

e Elementos essenciais e simultaneamente microcontaminantes: cromo (Cr), zinco (Zn),

ferro (Fe), cobalto (Co), manganés (Mn) e niquel (Ni).

A maioria dos organismos Vivos precisa apenas de alguns poucos metais, e em doses
muito pequenas, caracterizando o conceito de micronutrientes, como é o caso do Zn, Mg, Co e
Fe. Estes metais tornam-se toxicos e perigosos para a salde humana quando ultrapassam
determinadas concentracdes limite. O Pb, Hg e Cd sdo metais que ndo existem naturalmente
em nenhum organismo, e tampouco desempenham func¢des nutricionais ou bioguimicas em
microrganismos, plantas ou animais, ou seja, a presenca destes metais em organismos Vvivos €
prejudicial em qualquer concentragdo (VON SPERLING, 2005).

No ser humano, o metal pode produzir varios efeitos, resultados da acdo sobre
moléculas, células, tecidos, 6rgdos ou mesmo sistemas inteiros. Além disso, a presenca de um
metal pesado pode limitar a absorcdo de outros nutrientes essenciais a atividade do
organismo. Os metais, ndo podendo ser metabolizados, permanecem no organismo e exercem
seus efeitos tdxicos, combinando-se com um ou mais grupos reativos, 0s quais S0
indispensaveis para as func@es fisiologicas normais. Dependendo do material envolvido e da
intensidade da intoxicacao, o efeito pode ser desde uma manifestacdo local na pele, membrana
pulmonar ou trato intestinal, até efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos, ou
mesmo a morte. Cabe ressaltar que o sinergismo é uma importante consideracdo em qualquer
estudo sobre composto tdéxico. Efeitos sinérgicos, em muito casos, podem ser muito
superiores a simples soma dos efeitos individuais (VON SPERLING, 2005; BERNSTEIN,
2013).

No entanto, nos tecidos vegetais 0 acimulo de metais toxicos provoca modificagdo em
varios processos metabolicos da planta, como a redugdo na taxa fotossintética liquida,

acarretando diminuicdo no crescimento e na produtividade, diminuicdo na concentracdo de
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carboidratos solUveis totais, e ainda, um declinio significativo na concentracdo de proteinas e

atividades enzimaéticas, sugerindo uma possivel interferéncia de ions metélicos na sintese de
proteinas (ALMEIDA et al., 2007).

A Tabela 2.1 apresenta uma sintese das principais fontes de contaminacéo e efeitos

sobre a salde humana dos metais mais frequentes no meio ambiente, revelando os sistemas

mais sensiveis a contaminacdo que sdo: sistema nervoso (central e periférico), sistema

gastrintestinal, cardiovascular e sistema renal.

Tabela 2.1 — Sintese das fontes de contaminacdo e efeitos sobre a salide humana dos metais

mais frequentes no meio ambiente

Metal Fontes de contaminacéo Efeitos sobre a satde

Cadmio Farinhas refinadas, cigarros, materiais E cancerigeno, provoca elevacio da pressdo
odontolégicos, industrias de ago, efluentes sanguinea e aumento do coragcdo. Queda da
gasosos industriais, fertilizantes, materiais imunidade. Aumento da préstata. Enfraquecimento
cerdmicos, solda, fundi¢do. Derivados de 0sseo. Dores nas articulagbes. Anemia. Enfisema
cadmio s8o utilizados em pigmentos e pulmonar. Osteoporose. Perda de olfato.
pinturas, baterias, estabilizadores de PVC,
reatores nucleares.

Chumbo  Baterias de automoveis, tintas, combustiveis, Irritabilidade e agressividade, indisposicdo, dores de
vegetais tratados com agrotoxicos, cigarros, cabeca, convulsdes, fadiga, sangramento gengival,
pesticidas, fertilizantes, poluigéo do ar. dores abdominais, nauseas, fraqueza muscular, perda

de memoria, insdnia, acidente vascular cerebral,
alteracdo de inteligéncia, osteoporose, doencas
renais. Afeta o sistema digestivo e reprodutor, e
acarreta mutagdo genética.

Niquel Utensilios de cozinha, baterias niquel — Cancerigeno, pode causar: dermatite de contato,
cadmio, joias, cosméticos, 6leos gengivite, erupcBes na pele, estomatite, tonturas,
hidrogenados, trabalhadores de ceramica, dores articulares, osteoporose e fadiga cronica.
soldas.

Zinco Metalurgia (fundicdo e refinagdo), indistrias  Sensacbes como paladar adocicado e secura na
recicladoras de chumbo. garganta, tosse, fraqueza, dor generalizada, arrepios,

febre, nduseas, vomito.

Aluminio Agua, queijos fundidos, farinha de trigo Constipacdo intestinal, perda de energia, célicas
branca, panelas de aluminio, cosméticos, abdominais, hiperatividade infantil, perda de
antidcidos, pesticidas e antitranspirante, memdria, dificuldade de aprendizado, osteoporose,
fermento de pao, sal. raquitismo e convulsdes. Doengas relacionadas:

Alzheimer e Parkinson.
Cobalto  Metalurgia (producdo de ligas metalicas), E bem absorvido pelo trato gastrintestinal e pela via

sinterizacdo e posterior usinagem do ago na
producdo de ferramentas e pecas para
maquindrios, tais como brocas e discos para
polimento, na producdo de catalisadores e
pigmentos.

respiratéria, podendo causar fibrose pulmonar,
inflamacdo da nasofaringe ou rinite alérgica,
produzir lesbes no miocardio, eczema e urticaria na
pele e, em casos mais graves, cancer no pulmao.

Fonte: Alves e Della Rosa (2003); Silva et al. (2005)
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Devido as suas altas toxicidades, os niveis de metais pesados sdo duramente
controlados nas legislagBes vigentes como, a Portaria 2914 do Ministério da Saude, que
dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para o
consumo humano e seu padrao de potabilidade, a Resolu¢cdo do CONAMA N° 357, de 17 de
marco de 2005 que dispde sobre a classificacdo dos corpos de &gua e diretrizes ambientais
para 0 seu enquadramento, bem como estabelece as condigdes e padrdes de langamento de
efluentes, e da outras providéncias, dentre outras legislacdes presentes no meio e a Portaria N°
518 de 25 de marco de 2004 que estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao
controle e vigilancia da qualidade da &agua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade, e da outras providéncias. A Tabela 2.2 apresenta os limites maximos permitido
para o lancamento de metais pesados por estas legislacdes, onde os mesmos variam de 5 mg/L

para o zinco e 0,0002 mg/L para o mercurio.

Tabela 2.2 — Limites de lancamento de efluentes e de potabilidade de 4gua de alguns metais

Concentragdo em mg/L

Metais pesados Resolugdo N° 357

Portaria N° 2914 Classe 1-2 Classe 3 Portaria N° 518
Aluminio (Al) 0,2 0,1 0,2 0,2
Antimdnio (Sh) 0,005 0,005 N&o consta 0,005
Arsénio (As) 0,01 0,01 0,033 0,01
Cédmio (Cd) 0,005 0,001 0,01 0,005
Chumbo (Pb) 0,01 0,01 0,033 0,01
Cobalto (Co) N&o consta 0,05 0,2 N&o consta
Cromo (Cr) N4&o consta 0,05 0,05 0,05
Ferro (Fe) Né&o consta 0,3 50 0,3
Mercurio (Hg) 0,001 0,0002 0,002 0,001
Niquel (Ni) 0,07 0,025 0,025 Nao consta
Selénio (Se) 0,01 0,01 0,05 0,01
Zinco (Zn) 5 0,18 5 5

Fonte: Brasil (2004, 2005,

2011)



28

2.2.2 Contaminagdo nos ecossistemas aquaticos

Alguns metais pesados, como ja dito anteriormente, sdo substancias altamente toxicas
e ndo sdo compativeis com a maioria dos tratamentos biologicos de efluentes existentes.
Dessa forma, efluentes contendo esses metais ndo devem ser descartados na rede publica, para
tratamento em conjunto com o esgoto domeéstico e industrial, pois na maioria das cidades,
apos o tratamento prévio, é permitido que as empresas emitam seus efluentes aos corpos
receptores. Sendo que as principais fontes de poluicdo por metais pesados sdo provenientes
dos efluentes industriais, de mineracdo e das lavouras (AGUIAR; NOVAES; GUARINO
2002).

De maneira geral, os metais que mais representam risco ambiental sdo, em ordem
decrescente de toxicidade: Cd, Pb, Hg, Cr, Co, Cu, Ni, Zn e Al. Os trés primeiros sdo 0s mais
prejudiciais tanto ao homem quanto ao meio ambiente, enquanto cobre, cromo, zinco e niquel
afetam os humanos por contato direto pois sdo muito utilizados na fabricacdo de diversos
acessorios (adornos e utensilios domésticos) (VOLESKY, 2001).

Os metais pesados, também ocorrem no ambiente aquatico sob diversas formas: em
solucdo na forma idnica ou na forma de complexos sollveis organicos ou inorganicos;
formando ou ficando retidos as particulas coloidais minerais ou organicas, permanecendo
retidos no sedimento incorporados a biotas. A interconversao entre essas diferentes formas é
dependente, principalmente, das condicGes de pH, forca idnica, temperatura, as presencas de
ligantes disponiveis, da velocidade das correntezas e da atividade biologica. As formas em
que 0s metais encontram-se em solucdo determinam o tratamento especifico a ser escolhido
ou a adaptacdo do tratamento convencional (JORDAO et al., 1999; AGUIAR; NOVAES;
GUARINO 2002; SCHULZ et al., 2015).

Estes metais podem ser introduzidos nos ecossistemas aquaticos de maneira natural ou
artificial. Naturalmente, por meio do aporte atmosférico e chuvas, pela liberacdo e transporte
a partir da rocha matriz ou outros compartimentos do solo onde estdo naturalmente (PAULA,
2006). De modo artificial, por fontes antropogénicas de diversos ramos: esgoto in natura de
zonas urbanas, efluentes de industrias, atividades agricolas, e rejeitos de &reas de mineracao e
garimpos (MORAES; JORDAO, 2002; GOMES; SATO, 2011; ARENAS-SANCHEZ; RICO;
VIGHI, 2016).

A agricultura constitui uma das mais importantes fontes ndo pontuais de poluicéo por
metais em corpos d’agua. A aplicacdo de agroquimicos aos solos e culturas se tornou uma

pratica comum na agricultura. Os principais objetivos do uso desses agroquimicos sdo o
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aumento do suprimento de nutrientes, corre¢do do pH do solo, através do uso de fertilizantes e
corretivos (Cd, Cr, Pb e Zn) e a protecdo das lavouras pelo controle de doencas e pragas
utilizando agrotoxicos (Mn, Cu, Pb e Zn). Além disso, os preservativos de madeira (Cu e Cr)
e dejetos de producdo intensiva de bovinos, suinos e aves (Cu, As e Zn) contribuem ainda
mais para a degradacdo quimica do solo, como resultado do acimulo de elementos e/ou
compostos toxicos em niveis indesejaveis (RAMALHO; SOBRINHO; VELLOSO, 2000;
PEDROSO; LIMA, 2001; SANTOS et al., 2002; DATRY; BONADA; HEINO, 2016).

Estes metais lancados no solo, principalmente a partir desta atividade, séo lixiviados
para os rios pelo escoamento de &guas superficiais provenientes das chuvas, persistindo no
meio aquético, podendo também ocorrer a contaminagdo de aguas subterraneas, dessa forma
causando outros problemas ambientais (RIBEIRO-FILHO et al., 2000; VINODHINI;
NARAYANAN, 2008).

Véarios mananciais necessitam de estudo da geologia prevendo esta forma de
contaminacdo, gerando zonas de controle de usos antropicos devido ao potencial de infiltracdo
e transporte das dguas contaminadas pelos sistemas fraurados.

Dependendo da espécie metalica, a disponibilidade de absorcdo do elemento e sua
acumulacdo pela biota irdo variar, prejudicando, assim, 0 ecossistema, pois 0s metais possuem
caracteristicas atdbmicas peculiares, dando-lhes elevada resisténcia a degradacdo quimica,
fisica e bioldgica no sistema aquético. Isto os leva a persistirem no ambiente aquatico por
muito tempo, mesmo depois da proibi¢ao de sua utilizagdo ou despejo nos cursos d’agua
(MORTIMER, 2000; MORAES; JORDAO, 2002). Por exemplo, elementos como o cromo,
que ndo se decompdem, ou que apresentam baixa degradabilidade, se acumulam no meio
ambiente, sendo transferidos através da cadeia alimentar (MERLINO et al., 2010).

Para acompanhar o destino de espécies metélicas depois de entrar no ecossistema
torna-se muito dificil, pelo fato de se moverem de uma camada trofica ecolégica para outra.
Estes metais podem se acumular em tecidos vivos ao longo da cadeia alimentar dos seres
humanos, multiplicando o perigo de eventualmente os seres humanos tenderem a receber 0s
problemas associados com a toxicidade dos metais pesados pré-concentrados de muitas
direcOes diferentes. Portanto controlar as descargas de metais pesados de solugdes aquosas
tornou-se um desafio (VOLESKY, 2001; RICO et al., 2016).
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2.3 Deteccéo dos metais pesados

Ao longo do tempo estudos vém demonstrando a importancia da andlise historica das
concentracdes de metais pesados em aguas superficiais. Isto, possibilita 0 modelamento de
emissdes e deposicdo nas décadas passadas, indo ao encontro de estratégias de controle na
emissdo de metais pesados e monitoramento, que sdo de suma importancia para saude dos
seres vivos e também do meio ambiente (HUNGSPREUGS et al., 1990; YABE; OLIVEIRA,
1998; RICO et al., 2016).

Vérias técnicas foram surgindo ao longo do tempo para deteccdo dos metais pesados.
As técnicas multielementares como espectrometria de emissdo atdbmica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), que apresenta capacidade multielementar e determina
com boa sensitividade elementos refratarios, e a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado ou ICP-MS (do inglés Inductively coupled plasma mass
spectrometry), que € uma técnica para a determinacdo de elementos em nivel de tragos e para
analises isotopicas, porém um dos aspectos criticos para esta técnica é a ocorréncia de severos
processos de interferéncias matriciais, que exige criteriosa selecdo de condic¢des de calibracéo
(CORNELIS et al., 2003; CADORE; MATOSO; SANTQOS, 2008).

Ainda é possivel detectar metais através das técnicas monoelementares como a
espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS), que é uma técnica de facil operacao
e com um custo relativamente reduzido em comparacdo com as técnicas anteriormente
citadas, onde a célula de atomizacdo € a chama, porém possui uma baixa sensitividade,
principalmente para os elementos mais refratarios, tratando-se de uma técnica ideal para
analise elementar em niveis de mg/L (HARRIS, 2005). A espectrometria de absorcao atbmica
com forno de grafite ou GF AAS (do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry), difere da FAAS principalmente em relacdo ao sistema de introducdo de
amostras e a célula de atomizacdo que, ao invés de uma chama, consiste em um tubo de
grafite. A GF AAS apresenta limites de deteccdo da ordem de pg/L e, além da sensitividade,
apresenta vantagens em relagdo a FAAS pelo reduzido volume de amostra requerido e
também pelo baixo consumo de gases (argbnio) (SETTLE, 1997).

As técnicas de ICP OES, FAAS e GF AAS possuem procedimentos bem estabelecidos
e bastante utilizados em laboratorios de pesquisa, desenvolvimento e prestagdo de servicos.
No entanto, as técnicas de espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS), a espectrometria de emissdo com plasma induzido por laser ou LIBS (do inglés

Laser Induced Breakdown Spectrometry), a fluorescéncia de Raios-X ou XRF (do inglés X-
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ray Fluorescence) e a andlise por ativacdo com néutrons ou NAA (do inglés Neutron
Activation Analysis) também sdo utilizadas, porém em menor escala, devido a diferentes
fatores como complexidade da técnica, custo operacional, limite de deteccéo, etc (CADORE;
MATOSO; SANTQOS, 2008).

Além destas técnicas possuirem diferentes procedimentos para a anélise dos metais,
elas também se diferenciam pelo nivel de deteccéo, que é particular de cada técnica e também
pode variar conforme a marca e modelo do equipamento. Dessa forma a escolha de uma
técnica analitica adequada para a determinacdo de elementos metalicos depende de varios
fatores: preparo de amostra, limite de deteccdo das técnicas disponiveis, precisdo, exatido,
faixa de concentracdo, interferéncias e tempo de analise (CADORE; MATOSO; SANTOS,
2008). Além disto, deve ser considerado as condi¢bes de complexidade que prevalecem em
torno do meio ambiente devido a forte toxicidade dos metais pesados, o qual devem ser
acoplados com novas abordagens de deteccdo, utilizando diferentes instrumentacOes para sua
deteccdo mais seletiva. Para superar as limitacbes dos métodos comumente utilizados e
melhorar os limites de deteccdo os nanobiossensores podem ser empregados trazendo uma
analise quantitativa rapida e com melhor sensitividade, pois mesmo concentragdes muito
baixas de metais pesados tém elevada afinidade com o DNA e sua interagdo pode conduzir a
mutacdes e sO a deteccdo ultra-sensivel destes metais, por meio da nanotecnologia, é possivel
obter resultados bastante significativos (GUMPUA et al., 2015).

2.4 Nanotecnologia

Nanotecnologia consiste na habilidade de manipular a matéria em nandmetros para
criar estruturas com uma organizacdao molecular diferenciada. Nanémetro (nm) é uma unidade
de medida que corresponde & bilionésima (10°) parte do metro, com comprimentos tipicos
que ndo excedam 100 nm em comprimento em pelo menos uma direcdo. E tipicamente o
tamanho de uma molécula pequena. Para se ter uma idéia, os atomos tém dimensBes de
aproximadamente 0,1 a 0,4 nm, ja um virus tem de 10 a 100 nm (PINA et al., 2006;
USKOKOVIC, 2007).

As trés principais areas nas quais podemos esperar grandes beneficios provenientes da
nanotecnologia séo: na prevencdo de polui¢do ou dos danos indiretos ao meio ambiente, no
tratamento ou remediagédo de poluicdo e na deteccdo e monitoramento de poluigéo, o qual a

nanotecnologia vem permitindo a fabricagéo de sensores cada vez menores, mais seletivos e



32

mais sensiveis para a deteccdo e monitoramento de poluentes orgénicos e inorganicos no meio
ambiente (MUENCHEN et al., 2016; MARTINAZZO et al., 2018).

Avancos em nanosensores para a deteccdo de poluentes implicam diretamente em um
melhor controle de processos industriais, na detec¢cdo mais precoce e precisa da existéncia de
problemas de contaminacdo, no acompanhamento, em tempo real, do progresso dos
procedimentos de tratamento e remediacdo de poluentes, em um monitoramento mais efetivo
dos niveis de poluentes em alimentos e outros produtos de consumo humano, na capacidade
técnica de implementar normas ambientais mais rigidas, etc (QUINA, 2004; FARIA-
TISCHER; TISCHER, 2012).

J& a nanobiotecnologia é um ramo da nanotecnologia que funde a ciéncia dos materiais
com as ciéncias biologicas, gerando conhecimento e desenvolvimento de novos materiais,
produtos e processos baseados na crescente capacidade da tecnologia moderna de ver e
manipular atomos e moléculas (PINA et al., 2006; FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012).

Vindo ao encontro da nanobiotecnologia, surgem os nanobiossensores, que podem ser
definidos como sendo qualquer material sensivel utilizado para transmitir informacdes
quimicas, fisicas ou bioldgicas sobre nanomateriais e moléculas. Eles também podem ser
definidos como dispositivos moleculares de andlises que incorporam um elemento de
sensoriamento associado a um sistema de transducdo que permite processar o sinal produzido
pela interagéo entre o elemento sensor e 0 analito (RUMAYOR et al., 2005).

Dessa maneira, o principio de funcionamento de um biossensor esta fundamentado na
utilizacdo de um sistema que contém dois componentes: o biorreceptor, que pode ser um
organismo vivo ou produtos derivados de sistemas bioldgicos (enzimas, anticorpos, DNA,
etc), sendo este, o elemento de reconhecimento que permite ocorrer a reacao bioquimica ou a
ligacdo especifica com o alvo (amostra-analito); e o transdutor, que recebe o sinal produzido
entre o biorreceptor e a amostra, e 0 quantifica, gerando o resultado em um sinal mensuravel e
0 sistema eletronico de amplificagdo de sinal e gravacdo de dados (GASPAR, 2010),
conforme mostrado na Figura 2.1. Com base nisso, 0s nanobiossensores séo biossensores que
utilizam e detectam fenémenos fisicos, quimicos, bioldgicos e quénticos na nanoescala
(BUENO, 2013).
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Figura 2.1 — Representacdo esquematica de um biossensor exposto a contaminantes
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Fonte: Adaptado de Long, Zhu, Shi (2013)

De acordo com Rumayor et al. (2005), os nanobiossensores podem ser classificados de
acordo com o tipo de interacdo estabelecida entre o elemento de reconhecimento e o analito, o
método utilizado para detectar tal interacdo, a natureza do elemento de reconhecimento ou
sistema de transducao.

Por meio de diversas combinacBes entre esses parametros, podem surgir diferentes
tipos de nanobiossensores que sdo definidos e categorizados por seus diferentes alvos de
deteccdo, materiais que os compdem e pelos sinais que utilizam para transmitir informagéo
(Tabela 2.3) (SWIERCZEWSKA et al., 2012).

De acordo com a teoria que envolve os nanobiossensores, 0s componentes mostrados
na Tabela 2.3 se ajustam a varias combinagdes. Contudo, na prética, a escolha da molécula
bioldgica sensorial depende dos atributos da molécula alvo de interesse.

Tabela 2.3 — Principais componentes que originam 0S hanossensores

Nanossensores
Sinal Sensor e/ou Camada Sensora Moléculas Alvo
Optico Anticorpos
Mecénico Nanobiossensor de cantilever Peptideos
Piezoelétrico Enzimas
Elétrico Nanoparticulas metalicas/ magnéticas Moléculas bioldgicas diversas
Magnético Nanotubos Analitos inorganicos
Eletroquimico Nanocanais Aptamero

Fonte: Swierczewska et al. (2012)
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2.5 Nanobiossensores de cantileveres

Existe uma familia de microscopios de varredura por sonda ou SPM (do inglés
Scanning Probe Microscope) entre 0s quais € possivel citar o Microscépio de Tunelamento ou
STM (do inglés Scanning Tunneling Microscope) e 0 Microscopio de Forgca Atdmica (AFM).
Essa classe de microscopios tem como componente essencial uma ponta ou sonda acoplada a
um cantilever que varre a superficie da amostra detectando mudangas em seu relevo por meio
de variacOes de grandezas fisicas (PINTO; RAMOS; FONSECA FILHO, 2013).

O cantilever utilizado em AFM consiste de uma haste fina e flexivel e em sua parte
inferior contém uma agulha piramidal, cujo raio do vértice final da ponta apresenta uma
dimensdo de alguns nanémetros (Figura 2.2). Os cantileveres sdo acoplados a um “chip”,
pastilha ou suporte. O “chip” pode conter uma ou mais hastes de silicio ou de nitreto de silicio
que apresentam em média um comprimento entre 100 a 500 pum, espessura entre 0,5a5 um e
a ponta tem que terminar em um conjunto de atomos, para alcancar resolucao atbmica. Podem
ter formato “V” (triangular) ou “T” (retangular). Além disso a fabricagdo dos cantileveres
consistem de tecnologias de processamento de filmes finos bem estabelecidos que fornecem
baixo custo, alto rendimento e boa reprodutibilidade (CARRASCOSA et al., 2006;
FERREIRA; YAMANAKA, 2006).

Figura 2.2 — Dispositivo responsavel pelas medidas de AFM, bem como de sensoriamento na
nanoescala, constituido de um cantilever e uma ponta
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Fonte: Nanosensors. Disponivel em: <http://www.nanosensors.com>

O principio de funcionamento do AFM baseia-se na varredura da superficie da
amostra por uma ponta piramidal, integrada ao cantilever, sendo este 0 componente basico do
AFM. Esta varredura é feita, por intermédio de um sistema piezoelétrico, com deslocamento,

nas posicdes X, y e z com precisdo de décimo de Angstron, o que se da por meio da variacdo
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da tensdo aplicada no mesmo. O deslocamento é controlado por um circuito de realimentacdo
cuja funcdo é manter a forca e/ou altura constante. Sendo que as forcas envolvidas sdo da
ordem de 10 N, um sistema de deteccéo ultra sensivel. Um sistema 6ptico, com feixe a laser
incide sobre a parte superior do cantilever, que o reflete para um fotodetector de quatro
quadrantes, responsavel por medir as variacdes de posi¢des produzidas pelo seu movimento —
deflex&o ou frequéncia de ressonancia. Com os dados da deflexdo do cantilever nos eixos X, y
e z, reconstroi-se a imagem por intermedio de um software, transformando em imagens
topograficas da superficie bi e tridimensionais, como pode ser observado na Figura 2.3
(HERRMANN et al., 1997; FERREIRA, YAMANAKA, 2006; VAHABI, SALMAN,
JAVANMARD, 2013; CUBILLAS, ANDERSON, 2014). A fim de aumentar a refletividade
da superficie do cantilever, o0 mesmo ¢ frequentemente revestido por uma fina camada de ouro
(20 — 80 nm) (RAITERI et al., 2001).

Figura 2.3 — llustracdo do principio de funcionamento do AFM
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Fonte: Herrmann et al. (1997)

De acordo com a distdncia existente entre a ponta do cantilever e a amostra, 0
microscopio de forca atdbmica pode ser operado de trés modos diferentes (Figura 2.4)
(FERREIRA, YAMANAKA, 2006; OLIVEIRA et al., 2012):

o No modo contato (distancia inferior a 0,5nm): o cantilever € mantido a poucos
angstrons da superficie da amostra e a forga interatbmica entre a ponta e a amostra é

repulsiva.
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o No modo de nédo-contato (distancia 0,1 a 10 nm): a forca interatbmica entre a ponta e a
amostra ¢ atrativa. Este modo ndo sofre os efeitos do atrito sobre a amostra.

e O modo contato intermitente (distancia entre 0,5 e 2 nm): a ponta vibrante fica mais
préxima da amostra, de forma que tenha um contato intermitente e é utilizado para

contornar as limitagcdes impostas pelo modo contato.

Figura 2.4 — Representacdo esquematica dos modos de operacdo em AFM: (a) modo contato,

(b) modo n&o-contato e (c) modo intermitente
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Fonte: Ferreira e Yamanaka (2006)

O AFM ndo se limita apenas a obtencdo de imagens, sendo uma técnica poderosa que
também permite a analise de forcas e propriedades em escala nanométrica (HERRMANN et
al., 1997; FERREIRA; YAMANAKA, 2006).

Por conseguinte, sensores de cantileveres de AFM tém recebido uma maior atencédo
nos ultimos anos por apresentarem alta sensitividade em area pequena, podendo detectar
substancias em escalas de nanograma (ng) (10 g), picograma (pg) (10™2 g), fentograma (fg)
(10 g), attograma (ag) (1078 g) e até zeptograma (zg) (10 g), quando comparados com
outros biossensores, além de serem dispositivos versateis e compactos (SWIERCZEWSKA et
al., 2012; UZUNLAR et al., 2013; TOUHAMI, 2014; MUENCHEN et al., 2016).

Com o desenvolvimento destes nanobiossensores de cantilever, utilizando tecnologias
de nanofabricacdo maximizando as vantagens que os dispositivos miniaturizados oferecem, a
fim de integrar o baixo custo e a eficiéncia desses sistemas, € possivel fazer uma varredura de
superficies, e medir a interagdo e reconhecimento de analitos (BASHIR, 2004).

Neste contexto, sabe-se que os cantileveres sdo baseados na tecnologia do silicio
(SiOy, Si, SisNs) e que ndo possuem, por si so, caracteristicas de sensoriamento. Para
capacitar tais materiais a serem sensores altamente seletivos e sensiveis, geralmente suas
superficies sdo modificadas quimicamente (funcionalizadas), para dessa forma atuarem como
sensores de alta qualidade sensitiva, podendo ser capaz de reconhecer moléculas de interesse.

A adsorcdo dessas moléculas na haste causa uma tenséo na superficie resultando na curvatura
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do cantilever (LANG; HEGNER; GERBER, 2010) se a mesma ocorrer preferencialmente em
um dos lados da superficie. A adsor¢do seletiva geralmente € controlada funcionalizando-se
somente a superficie superior do cantilever (LANG; GERBER, 2008). Dessa forma, os
biossensores de cantilever também podem ser distinguidos por dois modos principais de
operacdo: 0 modo estatico e 0 modo dindmico (HEGNER; ARNTZ, 2004) (Figura 2.5).

Figura 2.5 — Principais modos de operacdo de um biossensor de cantilever
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Fonte: Adaptado de Hegner e Arntz (2004)

No modo estatico, apenas um lado da superficie do cantilever é funcionalizado e, com
isso, quando ocorre a adsor¢do molecular na superficie, surgem forcas intermoleculares que
induzem tens@es superficiais. A diferenca na tensdo entre as superficies (funcionalizada e ndo
funcionalizada) causa a deflexdo do cantilever (WANG et al., 2007; TAMAYO et al., 2013).
Ao mesmo tempo, no modo dinamico, a frequéncia de ressonancia do cantilever também varia
devido a massa adsorvida, sendo que a mesma, diferentemente do modo estéatico, é depositada
em ambos os lados da superficie do cantilever, resultando em um movimento vibratorio do
mesmo (CARRASCOSA et al., 2006). No caso dos biossensores de cantilever, o principio de
funcionamento baseia-se na adsorcdo de analitos sobre a superficie funcionalizada quando ha
0 seu reconhecimento.

A variagdo de deflexdo (Ad) ¢ dependente da quantidade de forga aplicada (F) e da
constante de mola (k) do cantilever, sendo representada pela Lei de Hooke (Equacdo 1)
(FRITZ, 2008):

F=kxAd (Equacéo 1)

A constante de mola representa uma medida da rigidez do cantilever, e é determinada

em funcdo das suas dimensdes geométricas e parametros do material constituinte (Equagao 2):
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_ Exwxt?
E

(Equacéo 2)

onde: w, t e | sdo, respectivamente, a largura, espessura e comprimento do cantilever, E é o
médulo de Young (E = 1,3 x 1011 N/m? para silicio no plano <100> de sua estrutura
cristalina) (LANG, HEGNER, GERBER, 2010). Para que sejam alcancadas grandes deflexdes
no modo estatico, o cantilever deve possuir uma haste longa e uma constante de mola baixa,
menor que 1 N/m (MANZOLI et al., 2010; WANG et al., 2007).

A relacdo teorica entre a Ad e a diferenca da tensdo entre as superficies ativa

(funcionalizada) e passiva (ndo funcionalizada) segue a equacéo de Stoney (Equacéo 3):

_ 3x1%x(1-9)
- EXt?

Ad X A9 (Equacéo 3)

onde: 9 é a razdo de Poisson (9= 0,24 para Silicio) ¢ A é a tenséo na superficie induzida pelo
analito (AV lado ativo - A9 lado passivo) (RAITERI et al., 2001).

No modo dinamico, a superficie do cantilever é funcionalizada em ambos os lados, € 0
resultado da adsorcdo do analito é a alteragdo da massa, 0 que induz a uma diminui¢do na
frequéncia de ressonéncia, que é o resultado do movimento vibratério do cantilever
(TAMAYO et al., 2013). O cantilever comporta-se como um oscilador harménico, ou seja,
como um sistema oscilador massa-mola ideal. Para um cantilever retangular, a frequéncia de

ressonancia (fo) € descrita pela Equagéo 4:

1 k
fo=5-

- (Equacéo 4)

m

onde m* é a massa eficaz, a qual leva em consideracdo a geometria do cantilever e a
distribuicdo de massa ao longo do cantilever (FRITZ, 2008).
A alteragdo de massa (Am) durante a adsor¢do molecular pode ser relacionada com a

mudanca da frequéncia de ressonancia, por meio da Equagéo 5:

k 1 1 «
Am = 7z X i ?) (Equacdo 5)
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onde: fo é a frequéncia de ressonancia inicial e f1 a frequéncia de ressonancia apos a adi¢ao
de massa (LANG, HEGNER, GERBER, 2010).

Para que elevadas frequéncias de ressonancia sejam alcancadas no modo dindmico
utiliza-se um cantilever com haste curta e constante de mola grande, na faixa de 1 a 40 N/m
(MANZOLI et al., 2010; WANG et al., 2007).

Por meio destes principios, os cantileveres podem ser utilizados como elemento
sensorial para detectar tanto analitos inorganicos, como orgéanicos, podendo ser construidos
por meio da funcionalizacdo quimica de sua superficie com elementos de sensoriamento
biolégicos (biomoléculas) ou biomiméticos, constituindo os nanobiossensores (RUMAYOR
etal., 2005; FRANCA et al., 2011).

Para aplicagdes em diferentes amostras os sensores de cantilevers podem ser utilizado
em ambiente liquido, ar e vacuo (TAMAYO et al., 2013). Quando o cantilever estd imerso em
meio liquido, o efeito do amortecimento torna dificil acompanhar o deslocamento de
frequéncia de ressonancia, entretanto, a resposta de deflexdo permanece inalterada pela
presenca de um meio liquido, o que justifica 0 modo estatico ser a operacao ideal quando o
sensor de cantilever for usado nesse ambiente (CHAUDHARY, GUPTA, 2009).

2.5.1 Operacao em meio liquido

O funcionamento em condi¢des liquidas requer modificacfes de algumas pecas para
evitar o encharque de componentes elétricos, como a ceramica piezoelétrica, em AFMs que
possuem esse madulo. O porta amostra deve ser grande o suficiente para acomodar a amostra
e a solucdo em que estd imerso. Alguns autores simplesmente usam uma pequena gota de
algumas dezenas de microlitros, que cobre a ponta, outros usam varios mililitros de solucéo,
recobrindo o cantilever por completo. A primeira abordagem tem a vantagem de uma massa
menor (goticula) adicionada ao porta amostra, mas isso pode ocasionar a evaporacdo, 0 que
resulta em uma mudanca na concentracdo de solventes. Utilizando vérios mililitros de
solugdo, as concentracfes sdo mantidas praticamente constantes. O suporte do cantilever,
também conhecido como canticlip, deve ser projetado para evitar o contato entre o liquido e o
pequeno piezo que conduz o movimento do cantilever, conforme pode-se observar na Figura
2.6 (BARO; REIFENBERGER, 2012).
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Figura 2.6 — Canticlip utilizado em meio liquido
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Em solucgdo, a carga de um objeto (da ponta e do cantilever) é normalmente rastreada
por ions mdveis no eletrdlito circundante. Os ions com o0 mesmo sinal de carga séo repelidos
dos arredores do objeto. Ja os ions com carga oposta sdo atraidos eletrostaticamente pelo
objeto, mas essa atracdo diminui sua entropia. Sua distribuicdo espacial é um compromisso
entre essas duas tendéncias opostas. O arranjo resultante da selecdo dos ions em torno do
objeto é conhecido como a dupla camada elétrica, e sua estrutura tem um impacto maior nas
interacdes entre objetos carregados em solucdo (ARNTZ et al., 2003; CUBILLAS et al.,
2014).

Portanto, em contraste com a imagem em ar, onde as forgas capilares desempenham
um papel central na interacdo da ponta-superficie, na imagem liquida, as forcas eletrostaticas
sdo as mais relevantes. O carater dessas forcas pode ser repulsivo ou atrativo, pode mudar de
acordo com a natureza quimica do liquido (forca idnica) ou devido a funcionalizagdo da ponta
(CUBILLAS et al., 2014).

2.5.1.1 Métodos de detecgdo de analitos em meio liquido
Para operacdo em meio liquido um feixe de laser é ajustado na extremidade do

cantilever que possui uma ponta, cujas propriedades geométricas e materiais possibilitam a

sondagem da forga com alta sensitividade. O papel do laser € traduzir a forga que atua na
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ponta em uma deflexdo que pode ser posteriormente monitorada por tunelamento de elétrons,
capacitancia, piezoelétrico, interferometria dptica e deflexdo do feixe dptico. A forca de
interacdo é proporcional a deflexdo do cantilever seguindo a lei de Hooke. Para a operagdo em
meio liquido, a maioria dos AFMs usam o método de deflexdo do raio laser (BARO;
REIFENBERGER, 2012).

Porém, na interface ar-liquido pequenas instabilidades mecénicas dao origem a ondas
de superficie no liquido que espalham a luz proveniente de um feixe de laser, produzindo um
local ruidoso que € inutil para detectar a deflexdo do cantilever. Ou seja, quando o cantilever
"perfura o liquido" a intensidade do laser zera pois é desviado pela diferenca do indice de
refracdo. Desta forma, é necessario realizar o ajuste do laser antes de medir a deflexdo, ao
contrario sera lido somente algum ruido (LAVRIK; SEPANIAK; DATSKQOS, 2004).

Como pode ser observado na Figura 2.7, este problema é resolvido utilizando um
canticlip com uma janela transparente de vedacdo. O feixe de laser que entra (linha vermelha)
é transmitido no liquido sem ser afetado por qualquer onda de superficie, resultando em um

ponto de estabilizacdo adequado para detectar a deflexdo do cantilever.

Figura 2.7 — Leitura da deflex&o do cantilever em amostra liquida
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Fonte: O autor

Operar em meio liquido em modo dindmico, traz algumas vantagens como, eliminacéo
de forcas capilares, a reducdo das forcas de Van Der Waals, e a possibilidade de estudar
importantes processos bioldgicos ou tecnoldgicos em uma interface entre liquido e solido.
Porém, existem complicagcBes como, por exemplo, a dificuldade no tratamento de amostras
bioldgicas mais vulneraveis. As consideracfes sobre as medidas neste meio comegam com 0

fator de qualidade Q, que é inversamente proporcional a constante de amortecimento do meio
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sobre o sistema. Quanto maior for o fator Q, menor é a dissipacdo de energia no sistema.
Quando o AFM ¢é operado no vacuo, o fator de qualidade pode ser muito alto. Quando
operado no ar, Q permanece entre 10 e 1000, ja dentro de solu¢Bes aquosas, raramente se
verifica Q maior do que 10 (BARO; REIFENBERGER, 2012).

Trabalhando em modo dindmico em meio liquido, envolve um maior grau de
sofisticacdo no design dos componentes do AFM. A maneira mais comum de oscilar um
cantilever no ar ou vacuo é usar a conducdo acustica, em que um pequeno elemento
piezoelétrico com uma frequéncia de ressonancia alta esta localizado logo abaixo da ponta do
cantilever. Trabalhar em liquido ndo € tdo simples, pois o liquido pode facilmente entrar em
contato com os componentes elétricos do AFM, criando potenciais vazamentos. Além disso,
ao lidar com o modo dindmico em meio liquido acaba-se produzindo uma “floresta de
ressonancias”, na qual, em muitos casos, ¢ quase impossivel localizar o correto pico que
corresponde & frequéncia de ressonancia do cantilever (MOULIN et al.,, 1999; BARO;
REIFENBERGER, 2012).

Existem algumas solucdes para resolver o problema da “floresta de ressonancias”. O
mais comum €é usar a conducdo magnética, na qual uma bobina é colocada perto de um
cantilever coberto com um material magnético (normalmente cobalto). Neste design, o
cantilever é conduzido por um campo magnético induzido por uma corrente alternada que
passa pela bobina. Porém, esta alternativa ndo € acessivel a qualquer laboratério de AFM
(MOULIN etal., 1999; MOULIN; SHEA; WELLAND, 2000).

Por esta razdo, ao contrario do modo dinamico, o modo estatico ndo apresenta
limitacGes para operar em liquidos e por esse motivo é o mais explorado para realizar estudos

in situ para detectar compostos quimicos e biomoléculas (J1 et al., 2000; ARNTZ et al., 2003).

2.6 Funcionalizacdo dos nanobiossensores de cantileveres

Para atuar como sensores, 0s cantileveres necessitam ser recobertos com uma camada
sensitiva (funcionalizados), a qual deve ser especifica e capaz de reconhecer moléculas de
interesse (LANG; HEGNER; GERBER, 2010). Sendo este, um dos maiores desafios nesse
processo, pois além de adaptar o revestimento do biossensor de modo que as biomoléculas
fiquem firmemente ligadas a superficie do sensor, 0 mesmo deve permanecer funcional como
no seu ambiente natural (NUGAEVA et al., 2005).

A funcionalizacdo do cantilever pode ser aplicada para o estudo de anélise de amostras

bioldgicas, quantificacdo de forgas de interagcdes intermoleculares (NUGAEVA et al., 2005),



43

monitoramento de reacfes quimicas em tempo real na superficie das pontas (DORDI et al.,
2004) e deteccdo de substancias (WAGGONER; CRAIGHEAD, 2007). Esta técnica é ideal
no desenvolvimento de nanobiossensores, pois tem a possibilidade de identificacdo de uma
unica molécula em um substrato, e também apresentam resposta rapida e seletiva (NOY et al.,
1995).

2.6.1 Agentes bioldgicos

A escolha do material bioldgico é a primeira etapa para a confec¢do de biossensores.
O elemento bioldgico devera reagir seletivamente com o analito a ser determinado
(FATIBELLO-FILHO; CAPELATO, 1992). O sistema de reconhecimento bioldgico
transforma as informacdes do dominio bioquimico, gerando sinais quimicos ou fisicos com
sensitividade definida. O principal propésito deste sistema € permitir ao sensor um elevado
grau de seletividade para uma determinada espécie de interesse analitico. Os elementos
bioldgicos mais regularmente empregados sdo as enzimas, que podem ser utilizadas na sua
forma purificada, estarem presentes em microorganismos ou em porc¢des de tecido animal ou
vegetal. As enzimas sdo proteinas que catalisam rea¢fes quimicas nos seres vivo e sao usadas
em reagBes em conjunto a um substrato especifico (CUNNINGHAM, 1998).

A utilizacdo de enzimas na construcdo de biossensores apresenta como vantagens a
formacdo de complexos estaveis com a espécie de interesse, sensitividade, respostas rapidas e
baixo custo, deteccdo de baixas concentragdes do analito, numero variavel de enzimas
disponiveis comercialmente, além de uma variedade de metodologias empregadas na
construcdo destes sensores bioldgicos, porém podem perder atividade apds imobilizacdo e sdo
estaveis por um periodo relativamente curto de tempo (RUMAYOR et al., 2005).

Outra vantagem importante é o fato de reacBes enzimaticas serem altamente
especificas, possuindo um grande potencial catalitico, superior a qualquer catalisador
sintético, possibilitando que biossensores baseados nestes biocatalizadores sejam utilizados
mesmo na presenca de outras substancias na amostra. Tornam-se assim desnecessarios 0s
processos de separacdo e purificagdo das amostras muitas vezes necessarios em analises
quimicas. Ainda que a atividade enzimatica seja reduzida até certo ponto pela imobilizacao
(FERNANDES, 2005).

Neste contexto, um elevado grau de interesse na utilizacdo de biossensores
enzimaticos, para andalises de rastreio de metais pesados, tém sido demonstrados por um

grande numero de estudos. Entre as véarias abordagens para biossensoriamento de deteccao de



44

metais pesados, a inibicdo da atividade enzimatica tem sido escolhida por ser de deteccdo
simples e rapida de ions metalicos (AYENIMO; ADELOJU, 2015; MEHTA et al., 2016).

O principio de inibicdo da atividade enzimatica na presenca de metais pesados é
importante no desenvolvimento desta classe de biossensores. Ensaios baseados em inibicéo
enzimética oferecem seletividade e sensitividade melhoradas devido a ligagdo especifica dos
inibidores, no caso 0s metais, com enzima. Sendo que a reducdo consequente da atividade da
enzima pode ser lida como um sinal, que pode ser convenientemente amplificado para atingir
a sensitividade do sensor desejado. A inibicdo da atividade enzimatica baseia-se, pelo menos
em parte, na ligacdo dos ions metélicos com os grupos sulfidrilo presentes no sitio ativo da
enzima (VEL KRAWCZYK; MOSZCZYNSKA; TROJANOWICZ 2000; MEHTA et al.,
2016).

Em muitos casos as enzimas inibidas através da interacdo com os metais pesados
podem ser regeneradas por tratamento com agentes quelantes, tais como, por exemplo, EDTA
(Acido etilenodiamino tetra-acético). Desta forma, a enzima imobilizada pode ser reutilizada,
tornando a sua aplicacdo economicamente viavel (POGORILYI et al., 2016).

Vérias enzimas tém sido exploradas para a biossensoriamento de metal pesado
incluindo a fosfatase alcalina, catalase, glucose-oxidase, peroxidase, invertase,
acetilcolinesterase, xantina oxidase, urease, butirilcolinesterase, ascorbato oxidase,
desidrogenase isocitrica, polifenoloxidase, entre outras (PIRVUTOIU et al.,, 2002;
OGONCZYK et al., 2005; KONCKI; RUDNICKA; TYMECKI, 2006; AYENIMO;
ADELOJU, 2015; MEHTA et al., 2016). Porém, as enzimas mais amplamente divulgadas
para a determinacdo de metais pesados sdo urease e a fosfatase alcalina (AYENIMO;
ADELOJU, 2015).

A urease (EC 3.5.1.5) é amplamente distribuida em bactérias, fungos e plantas, e se
apresenta como um elemento de detec¢do enzimatica popular na deteccdo de varios metais
pesados (mercurio, cadmio, cobalto, chumbo, etc.) em amostras de agua, isto se deve ao seu
custo beneficio e alta sensitividade, o que explica seu sucesso na aplicagdo préatica (VEL
KRAWCZYK et al., 2000; BEREZHETSKYY et al., 2008; MEHTA et al., 2016;
POGORILYI et al., 2016). Esta enzima pertence ao grupo das aminohidrolases, possui dois
atomos de Ni no seu sitio ativo, onde o primeiro centro metalico de Ni da urease é coordenado
a dois 4tomos de nitrogénio histidinicos e um atomo de oxigénio do aminoacido lisina. A
esfera de coordenacdo do segundo atomo de Ni é composta por dois &tomos de nitrogénio

histidinicos e por trés atomos de oxigénio, sendo dois deles provenientes de residuos dos
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aminoacidos aspartato e lisina e um proveniente de uma molécula de &4gua (FOLLMER,;
CARLINI, 2005), conforme observado na Figura 2.8.

Figura 2.8 — Molécula da urease
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Fonte: Proteopedia. Disponivel em: < http://www.proteopedia.org>

Por sua vez, a fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) é uma das hidrolases mais estudadas
(STEC et al., 2000) dentre os catalisadores de ions metalicos, sua utilizagdo é amplamente
reportada na determinacdo de metais pesados em agua, onde a mesma é imobilizada em
diversas matrizes para o desenvolvimento de biossensores para detec¢do de metais como Cd,
Co, Zn, Ni e Pb em 4gua (BEREZHETSKYY et al., 2008).

A fosfatase alcalina compreende uma ampla classe de enzimas distribuidas em células
de diversos mamiferos (associadas com as membranas celulares) e bactérias (COLEMAN,
1992). Independentemente de sua origem, esta enzima é uma metaloenzima e cada sitio
catalitico contém trés ions metalicos (dois ions de Zn e um ion de Mg), necessarios para a
atividade da enzima (DUARTE; AMREIN; KAMERLIN, 2013). A Figura 2.9 ilustra a
conformacdo da fosfatase alcalina.
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Figura 2.9 — Molécula da fosfatase alcalina
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Fonte: Duarte, Amrein e Kamerlin (2013)

A estabilidade dessas enzimas também é um fator limitante para o tempo de vida da
mesma que ird atuar como um biossensor e vérias técnicas tém sido utilizadas para néo
comprometer esse tempo de vida, entre elas a mais comumente utilizada é a imobilizacdo. No
projeto de biossensores enzimaticos é importante que seja encontrado um método adequado
de imobilizagdo enzimética que se tenha alta atividade enzimatica e estabilidade, evitando o
processo de desnaturagdo (RUMAYOR et al., 2005).

2.6.2 Imobilizacdo das biomoléculas sobre a superficie sensora

Para a construcdo de biossensores mais sensiveis e robustos é essencial a incorporagédo
estavel dos elementos de reconhecimento com uma comunicacao direta entre biomoléculas e a
superficie do sensor. Isso porgque 0s biocomponentes, quando imobilizados, precisam reter a
maior parte de sua atividade bioldgica, para que o biossensor possa apresentar sensitividade
significativa para o composto alvo. Dessa forma, a imobilizacdo consiste em uma etapa critica
na construcdo de qualquer biossensor. Diversos procedimentos tém sido empregados na
construcdo de biossensores enzimaticos como: (A) adsorcao; (B) encapsulacdo; (C) ligacédo
covalente, e (D) ligacdo covalente cruzada (crosslinking) como demostrado na Figura 2.10

(MARQUES; YAMANAKA, 2008).
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Figura 2.10 — Esquema ilustrativo dos métodos de imobilizacdo enzimatica: (A) adsorcéo; (B)

encapsulacao; (C) ligacdo covalente, e (D) ligacdo covalente cruzada

Fonte: Marques e Yamanaka (2008)

Dentre as metodologias utilizadas para imobilizacdo de enzimas sobre a superficie de
cantileveres, a mais explorada sdo as monocamadas auto-organizadas ou SAM (do inglés Self-
Assembled Monolayers) (MANDLER; TURYAN, 1996; TANINAKA; TAKEUCHI;
SHIGEKAWA, 2010; MANDLER; KRAUS-OPHIR, 2011; MARTINAZZO et al., 2018).
Este sistema de imobilizacdo enzimatica consiste na formacdo de camadas moleculares a
partir da exposicdo de uma superficie a moléculas com grupos funcionais que possuem forte
afinidade por um determinado substrato usado como suporte (MANDLER; KRAUS-OPHIR,
2011).

Desta forma, existe uma variedade de materiais utilizados como suporte (Pt, Au, Ag,
Cu, etc.) e de moléculas anfoteras (como derivados alquil, alcoois, aminas, tidis, etc.) que tém
sido empregadas na confeccdo destes sistemas organizados. Assim, as SAMSs proporcionam
um sistema conveniente, simples e flexivel, envolvendo um grande nimero de substratos e
adsorbatos, aumentando o nimero de suas aplica¢fes. Sendo que a maior parte dos trabalhos
relatam o uso de cantileveres de Au, ou recobertas com ouro, e grupos tiois ligados
covalentemente para a funcionalizacdo das biomoléculas de interesse (MANDLER,;
TURYAN, 1996; TANINAKA; TAKEUCHI; SHIGEKAWA, 2010).

Outras vantagens na utilizacdo de SAM para imobilizacdo de biomoléculas sdo: a
facilidade de formar estruturas ordenadas; estabilidade razodvel por um longo periodo de
tempo; requerem uma pequena quantidade de biomoléculas para a imobilizacao e formacéo da
monocamada, diminuindo os custos com reagentes (CHAKI; VIJAYAMOHANAN, 2002).
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A formacdo de monocamadas espontaneamente adsorvidas, utilizando tidis sobre
superficie metélica, constitui um método bastante interessante de obtencéo de uma superficie
com alto grau de ordenacdo controlada quimicamente (ULMAN, 1996; AZZARONI,;
SCHILARDI; SALVAREZZA, 2003). Além disso, os tiois apresentam uma forte afinidade
com o0s metais de transicdo, provavelmente devido a possibilidade desses compostos
formarem mdltiplas ligacbes com a superficie metélica (LEE et al., 1991). Assim, como a
maioria dos cantileveres possuem a sua superficie revestida com uma camada fina de ouro
(20-100 nm), é possivel proporcionar uma 6tima oportunidade de utilizar a técnica de SAM
(CARRASCOSA et al. 2006).

Na Figura 2.11 é possivel observar um esquema da formacéo de monocamadas sobre a
superficie de ouro (substrato). A automontagem da monocamada é composta por um grupo
funcional gque se liga a superficie de ouro; uma cadeia de hidrocarbonetos que da estabilidade
ao conjunto por interacfes de Van Der Waals e um outro grupo funcional que é responsavel
pelo acoplamento da biomolécula a monocamada (ARYA et al., 2009; ADAMKIEWICZ et
al., 2012). Segundo Freire, Pessoa e Kubota (2003), a SAM permite a orientacdo da enzima

sobre a superficie do eletrodo sem que haja sua desnaturacéo.

Figura 2.11 — Representagdo da técnica de monocamadas automontadas

+— Biomolécula
+— Grupo funcional para liga¢io a biomolécula
+— Cadeia de hidrocarbonetos

+— Grupo funcional para ligacio ao substrato
«—Superficie de Au (Substrato)

«—Silicio
Fonte: O autor

Uma das estratégias mais comuns para unir quimicamente as enzimas a moléculas de
alcanotidis com grupo terminal — COOH, é utilizar agentes de acoplamento de comprimento
zero, 0s quais realizam, com maior eficiéncia, a ligacdo dos grupamentos —NH, e —COOH,
mas que ao final ndo fazem parte da ligacdo. Exemplos de tais agentes sd&o o N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS). O EDC é
muito utilizado para ligar proteinas aos substratos, tipicamente usado para aclopar grupos

carboxilicos a aminas primarias. Neste processo geralmente o NHS é utilizado em conjunto,
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pois a adicdo do mesmo na reacdo aumenta a eficiéncia da ligacdo, além de permitir com que
0S grupos sejam ativados e armazenados a seco para uso posterior (HERMANSON, 2013).

Dessa forma, a técnica SAM foi bastante estudada, nas ultimas décadas, para a
imobilizacdo de diferentes moléculas sobre um substrato sélido (GOODING; HIBBERT,
1999; FERRET et al., 2000), e vem sendo cada vez mais utilizada para a construgdo de
biossensores enzimaticos (CAMPUZANO et al., 2002; NAKANO et al., 2003; LIU; LIN,
2006; ALONSO et al., 2016; LIU et al., 2017).

Um dos grandes desafios para a construgédo de biossensores mais sensiveis, e robustos
é a imobilizacdo das biomoléculas sobre superficies sélidas, em sua forma estavel e com a
manutencdo de suas propriedades bioldgicas de reconhecimento. Dessa forma, o método de
construcdo de biossensores utilizando SAM € muito promissor, pois permite orientar as
enzimas sobre a superficie do sensor sem desnaturacdo (CAMPUZANO et al., 2002; LIU et
al., 2017).

Manzoli et al. (2010) realizaram a deposicdo de biomoléculas sobre a superficie de um
cantilever, por meio da técnica SAM, e efetuaram a avaliacdo das suas caracteristicas
vibracionais, com o objetivo de deteccdo de ions de Pb. Primeiramente os autores depositaram
uma camada de 20 nm de ouro sobre a superficie do cantilever por meio da técnica de
sputtering. A seguir adicioram tiol (acido 16-mercaptohexadecandico) e na etapa seguinte
imobilizaram por gotejamento da enzima fosfatase alcalina sobre a superficie do ouro
modificada com tiol. E por fim adicionaram cloreto de chumbo (PbCl,) sobre a superficie da
enzima. Os resultados demonstraram que foi possivel funcionalizar o cantilever com a
biomolécula, e que a enzima manteve-se imobilizada no decorrer das diversas medicoes. Os
autores concluiram entdo, que é possivel a utilizacdo desse dispositivo de biossensoriamento
para a determinacéo de PbCl,.

Outros trabalhos relatam a imobilizacdo de biomoléculas na ponta de cantilever com a
modificacdo quimica do sensor de cantilever com organosilanos, utilizando o 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES), que carregam grupos quimicamente ativos para
providenciar uma interface apropriada entre o transdutor de silicio e as moléculas
imobilizadas (BIZZARRI; CANNISTRARO, 2010; MOREAU, 2011). O APTES promove
uma ligacdo cruzada com a superficie do metal e o grupamento carboxila (ou amina) de uma
molécula ou biomolécula, por exemplo uma proteina, promovendo a imobilizagdo. Na maioria
das vezes, uma das etapas de funcionalizacéo é a adicdo de um elemento que seja flexivel, que
possa atuar como um espagador (linker), como por exemplo, o glutaraldeido, alcanotidis e o

polietileno glicol (PEG). As fungdes desses espagadores em um sistema de sensoriamento na
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nanoescala sdo fornecer mobilidade e liberdade de orientacdo estrutural para as moléculas,
ajudar a diferenciar os reconhecimentos especificos dos ndo especificos, prevenir distor¢des
estruturais e desnaturacdo de moléculas, contribuir para a orientagdo uniforme das moléculas
na superficie, além de agirem como uma ponte entre as superficies inorganicas e as
biomoléculas (BIZZARRI; CANNISTRARO, 2010).

2.7 Aplicacao dos nanobiossensores de cantileveres

Os nanossensores de cantileveres podem ser utilizados em diversas areas, como na
deteccdo quimica: em diferentes tipos de gases (vapor de &gua, hidrogénio, vapores metélicos,
compostos organicos volateis), ions metalicos (metais pesados), substancias tdxicas; na
deteccdo bioquimica: como no controle de pH (importante nas reagdes biogquimicas),
concentragfes de glicose e peréxido de hidrégenio (H20,), na hibridizacdo especifica do
DNA, desdobramento de proteinas e peptideos, na detec¢do quantitativa de esporos de fungos,
bactérias e virus; e também é possivel detectar alteracGes em propriedades fisicas nos meios
circundantes, tais como gas ou liquido, ou de camadas depositadas sobre o proprio braco de
suporte (LANG; HEGNER; GERBER, 2010; STEFFENS et al., 2014; ZHANG; CHEN;
CHU, 2017).

Em relagdo a detecgdo de metais pesados utilizando nanobiossensores de catilever em
AFM, podemos citar alguns trabalhos bem distintos encontrados na literatura. Como o
trabalho de Cherian et al. (2003), o qual realizaram a deteccdo de metais utilizando cantilever
funcionalizado com uma nova classe de proteinas que podem realizar ligacdo metélicas, a
AgN1t84-6, rica em glicina e histidina. No trabalho foram utilizados cantileveres de nitreto de
silicio, com um lados da superficie recoberto 2 nm de cromio e mais 30 nm de ouro,
funcionalizados por imersdo em uma solucdo de 2% de 4 ATP (4-aminotiofenol) em etanol.
Sendo que a ligacéo covalente da proteina com a monocamada 4ATP foi realizada através da
reacdo de acoplamento do EDC com o NHS. Apo6s a funcionalizacdo os autores observaram
gue no momento em que o cantilever foi exposto a solugdes de 0,1 mM de HgCl; e 0,1 mM
ZnCl,, os mesmos apresentaram sinal de deflexdo. Ja a exposic¢do a uma solucdo de 0,1 mM
de MnCl; ndo resultou em uma deflexdo semelhante, indicando uma fraca ou nenhuma
interacdo de fons de Mn®* com a proteina AgNt84-6. Assim, demonstra-se que a deflexdo do
cantilever pode ser utilizado para discriminar entre os ions metalicos que se ligam e nao se

ligam a proteina AgNt84-6 em tempo real.
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J& no trabalho de Velankia et al. (2007), os autores empregaram sensores de cantilever
modificados por anticorpos monoclonais para deteccdo de Cd Il. Sendo um dos lados do
cantilever recoberto com 3 nm de crémio e 20 nm de Au. O complexo Cd (II) -EDTA-BSA e
0 anticorpo 2A81G5, especifico para esse complexo, foram preparados. Para funcionalizar o
sensor de cantilever os autores realizaram trés abordagens diferentes, modificando a
superficie do sensor utilizando técnicas distintas. A primeira modificacdo foi conjugar o
anticorpo 2A81G5 no lado do cantilever com silicio, a segunda conjugar o anticorpo 2A81G5
no lado do cantilever com ouro e a terceira foi imobilizar o anticorpo 2A81G5 no lado do
cantilever com ouro pela técnica layer-by-layer de automontagem de multiplas camadas. Por
fim os autores concluiram que a interacdo anticorpo-antigeno utilizando a técnica layer-by-
layer de automontagem de mdltiplas camadas é mais eficaz no desenvolvimento de sensores
para detectar Cd®*, obtendo um limite de deteccdo de 10”° M.

Além da utilizacdo de proteinas e anticorpos monoclonais na deteccdo de metais
pesados por sensores de cantilever, também é possivel empregar um sistema composto por
ions de Ni, NTA (acido nitrilotriacético) e EDTA (&cido etilenodiaminotetracético), como no
trabalho de Chena et al. (2012). A superficie do cantilever revestida com 60 nm de ouro, foi
funcionalizada pela técnica SAM, utilizando o agente quelante NTA. Os ions Ni, presentes no
fluxo de agua, causaram uma tensdo no cantilever, resultante da adsorcdo dos mesmos pela
camada sensora de NTA. Quando a injecdo de EDTA foi utilizada para remover ions de Ni do
cantilever através da competicdo com NTA outra deflexdo do cantilever foi observada. Desta
forma, o ion de Ni e as moléculas de EDTA foram especificamente reconhecidos, e a
concentracdo também foi quantificada, apresentando limites de detec¢do de 0,5 uM para o Ni
e 5 uM para 0 EDTA. Por meio deste experimento os autores afirmaram que este sistema de
deteccdo pode ser regenerado e reutilizado, economizando tempo, trabalho e os custos de
materiais, podendo também ser utilizado para detectar outros reagentes.

Em estudos mais recentes podemos citar o trabalho de Guang-Ping et al. (2017), o qual
propds um arranjo de oito cantilever, construidos por fotolitografia, desenvolvidos para
deteccdo quantitativa de ions de Hg*? em solugdo aquosa. A plataforma de deteccdo
apresentada no estudo demonstrou-se adequada na determinacdo do metal pesado,

apresentando um limite de deteccdo na gama de ppt.
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2.8 Consideracdes sobre o estado da arte

Baseados nos relatos obtidos da literatura percebe-se que a nanobiotecnologia é uma
area em desenvolvimento que tem contribuido e trara avangos significativos para diferentes
areas, como medicina preventiva, curativa ou diagndstica, farmacéutica, agricultura,
alimentos, embalagens, entre outros. Em vista disso, ndo hé ddvida de que a nanotecnologia
oferece a perspectiva de grandes avancos que permitam melhorar a qualidade de vida e ajudar
a conservar o meio ambiente.

Por conseguinte a crescente expansdo demografica e industrial gerou um
comprometimento da qualidade das aguas dos rios, lagos e reservatdrios, devido a despejo de
efluentes domésticos e industriais, além de carga urbana e agricola. Tendo com um dos
maiores problemas o despejo de agua contaminada por metais pesados, proveniente de
langamento de efluentes, como os gerados em indUstrias extrativistas de metais, de tintas e
galvanoplastias, além das quimicas, do ferro, do aco e das petroquimicas. Devido a sua alta
toxicidade e as rigorosas legislacdes que regem seus padrdes de emissdo, seu monitoramento
se faz necessério.

Em vista disto, o desenvolvimento de nanobiossensores para deteccdo de metais
pesados em aguas pode ser aplicado na deteccdo precoce e precisa do lancamento de metais
pesados nos corpos hidricos, possibilitando o modelamento de emissGes, bem como
estratégias mais efetivas de controle e monitoramento. O qual se reflete diretamente na saude

dos seres vivos e também do meio ambiente.
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CAPITULO 11l

3. DESENVOLVIMENTO DE NANOBIOSSENSOR DE CANTILEVER
UTILIZANDO AS ENZIMAS FOSFATASE ALCALINA E UREASE PARA
DETECCAO DE METAIS PESADOS EM AGUA

3.1 Introducéo

A poluicdo ambiental é frequentemente acompanhada pela liberagdo de diversas
formas de poluentes, incluindo os metais pesados e poluentes organicos perigosos. Porém os
metais pesados, sdo um dos poluentes que mais causam danos aos organismos Vivos e no
ambiente, por possuirem a peculiaridade de se acumularem nestes locais, contribuindo para
um amplo espectro de efeitos adversos, incluindo consequéncias ecoldgicas e as doencas
humanas (DEEP et al., 2015; KUMAR et al., 2015; MEHTA et al., 2016).

Muitas técnicas foram propostas para a deteccdo de metais pesados (SATOFUKA et
al., 1999; BLAKE et al., 2001; BONTIDEAN et al., 2003; CASTILLO et al., 2004), no
entanto o desenvolvimento de biossensores tem apresentado muitas vantagens em relacéo aos
métodos classicos (GF AAS, FAAS e ICP OES), tais como a construcdo otimizada, resposta
rapida e aumento da sensitividade. Tais caracteristicas estdo contidas em uma técnica atual de
desenvolvimento de nanobiossensores de cantilever, com pontas modificadas quimicamente,
utilizando a microscopia de forga atdbmica (AFM).

Por conseguinte, os sensores de cantilever ja provaram ser uma excelente plataforma
para deteccdo quimica e bioldgica (BUTT, 1996; JI et al., 2000; CHERIAN et al., 2003;
VELANKIA et al., 2007; CHENA et al., 2012; MUENCHEN et al., 2016; MARTINAZZO et
al., 2018). Os cantileveres sdo essencialmente estruturas em miniatura e podem ser produzidos
em massa, 0 que 0s torna uma alternativa econémica aos sensores padrdo que geralmente sao
caros. Os cantileveres sdo extremamente sensiveis e tém um curto tempo de resposta. Eles
podem ser seletivos para diferentes entidades quimicas e bioldgicas, modificando suas
superficies (VELANKIA et al., 2007). Possuem diversas aplicacfes que variam desde o
campo da medicina (WANG et al., 2015) até o monitoramento ambiental (CHENA et al.,
2012; MUENCHEN et al., 2016;), o qual requerem sensores in situ e em tempo real.

Biossensores baseados nas enzimas fosfatase alcalina e urease, na detec¢do de metais
pesados, sdo amplamente reportados na literatura (KONCKI; RUDNICKA; TYMECKI,
2006; AYENIMO; ADELOJU, 2015; MEHTA et al., 2016), devido a sua alta especificidade a

este analito. No entanto, para a modificacdo quimica dos nanobiossensores de cantilever, a
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imobilizacdo destas enzimas, € 0 processo mais importante na producéo deste biossensor, ja
que caracteristicas como tempo de vida e a sensitividade dependem exclusivamente da
metodologia de imobilizacdo (MEHTA et al., 2016).

Em vista disto, a imobilizacdo das enzimas por meio da técnica das monocamadas
automontadas (SAM), fornece uma via simples para funcionalizar a superficie do
nanobiossensor de cantilever. Isso se deve ao fato do SAM ser uma camada de espessura
molecular formada por auto-organizacdo de moléculas de uma maneira ordenada em uma
superficie sélida, resultando em uma maior estabilidade na formacéo das ligacdes (ARYA et
al.,2009; ALONSO et al., 2016).

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de nanobiossensores de
cantilever funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease, utilizando a técnica
SAM, para detec¢do de metais pesados (PbCl; I1, NiCl, Il, CdCl,, ZnCl,, CoCl; Il e AICI53)
em &gua e caracterizar a superficie dos nanobiossensores bem como a resposta do dispositivo

a diferentes concentracGes desses metais pesados.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Material

Os procedimentos experimentais foram realizados nos Laboratorios de Precisdo
Analitica, Processos de Separacdo/Termodindmica e de Instrumentacdo Analitica, da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI Erechim, exceto
guando mencionado outro local.

Todo material utilizado (bal6es volumétricos, espatulas, béqueres, placas de petri, etc)
foi submetido a um procedimento de limpeza com solucdo de HNO;3 (&cido nitrico) 3 M
(65%) com posterior lavagem com agua destilada (OS10LXE - Gehaka), agua deionizada
(Permution) e agua ultrapura (Millipore Co. 18,2 MQ/cm), para assegurar a auséncia de
quaisquer residuos organicos que pudessem interferir nas analises.

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: HNO; (Acido Nitrico) (Quimica
Moderna, 65%), fosfato de sédio monobasico monohidratado (Synth, 98%), fosfato de sodio
dibasico anidro (Vetec, 98%), alcool absoluto (Quimex, 99,5%), alcool isopropilico (Vetec,
99,5%), é&cido 16-mercaptohexadecandico (AMHD) (Sigma Aldrich, 90%), N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (Sigma Aldrich, 98%), N-hidroxisuccinimida
(NHS) (Sigma Aldrich, 98%), fosfatase alcalina de mucosa intestinal bovina (10 U/mg)
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(Sigma Aldrich), urease de Canavalia ensiformis (75,26 U/mg) (Sigma Aldrich), Cloreto de
Chumbo Il (PbCl, I1) (Alamar Tecno Cientifica, 99%), Cloreto de Niquel Il (NiCl, II)
(Alamar Tecno Cientifica, 97%), Cloreto de Cadmio (CdCl,) (Alamar Tecno Cientifica,
99%), Cloreto de Zinco (ZnCl,) (Alamar Tecno Cientifica, 98%), Cloreto de Cobalto Il
(CoCl; I1) (Santa Cruz Biotechnology, 100%), Cloreto de Aluminio (AICls) (Synth, 99%).

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Desenvolvimento do nanobiossensor de cantilever

Os cantileveres (ContGD-G) usados para o desenvolvimento dos nanobiossensores
foram adquiridos comercialmente (BudgetSensors), com as seguintes especificacbes do
fabricante: material de silicio revestido com 70 nm de ouro em um lado da superficie,
frequéncia de ressonancia de 13,0 (£4) kHz e constante de mola de 0,2 (0,07-0,4) N/m.

Na Figura 3.1 é possivel observar as dimensfes do cantilever, onde a vista lateral
(Figura 3.1a) apresenta o comprimento e a espessura do suporte, com 3,4 e 0,3 mm,
respectivamente, bem como a espessura da haste (2 um) e o comprimento da ponta (17 pm).
Na vista superior (Figura 3.1b), observa-se que o0 suporte possue a largura de 1,6 mm e a haste

apresenta 450 pum de comprimento € 50 um de largura.

Figura 3.1 - Especificacdes do cantilever utilizado para o desenvolvimento de

nanobiossensores: (a) Vista lateral; (b) Vista superior

|
15um 50 pm
Ponta €<—"'<—____ |71 e
Raio < 10 nm : “IN P/ D e
8 —> Haste
-
13
(3
-
-
Revestimento — Supone
70 nm de ouro na superficie
refletora L/ \ /
0.3 mm 1,6 mm |
(a) (b)

Fonte: Adaptado de Budgetsensors (2016)
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Os cantileveres com recobrimento de ouro (Au) foram escolhidos devido a alta
afinidade que este metal tem com o grupo tiol (-SH), e por isso esta camada j& faz parte das
etapas de funcionalizacdo. Como a camada de Au esta presente apenas no lado superior do
cantilever, a funcionalizacdo ocorre unicamente neste lado e, assim, 0 mesmo pode ser
operado no modo estatico (TAMAYO et al., 2013).

O cantilever escolhido apresenta baixa constante de mola (0,2 N/m), o que resulta em
maior sensitividade para as medi¢cdes no modo estatico em meio liquido. Apesar de
cantileveres longos e finos serem mais sensiveis para esse modo de operacdo, tais
caracteristicas aumentam a amplitude de oscilagdo térmica e o nivel de ruido durante a
medida (CARRASCOSA et al., 2006; FRITZ, 2008), o que nado ¢ desejavel.

3.2.2.2 Funcionalizacdo da superficie dos nanobiossensores de cantilever

A funcionalizagdo do cantilever foi realizada por meio da deposicdo da camada
sensora no lado superior, onde se encontra depositado o Au. Para isso, a técnica de SAM foi
escolhida, empregando agentes reticuladores (EDC/NHS) para ligacdo covalente com
moléculas de alcanotidis. Segundo Galli (2009), esta técnica de formacdo de SAM com tiGis
sobre superficie metélica, constitui um método de obtencdo de uma superficie com alto grau
de ordenacéo controlada quimicamente.

O procedimento de funcionalizacdo do cantilever foi fundamentado nos trabalhos de
Velanki e Ji (2006) e Martinazzo et al. (2018), e estd esquematizado na Figura 3.2,
consistindo das seguintes etapas:

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

e Etapa 2: Imersdo do cantilever em uma solucdo de acido 16-mercaptohexadecanoico
(AMHD) 2 mM em meio etanolico, por overnight (16 h). Apos, foi realizada a lavagem
do cantilever com agua ultrapura (2 min) e secagem a 20 °C por 15 min.

e Etapa 3: Imersdo do cantilever em uma mistura de EDC 1 mM/NHS 1 mM 4:1 (v/v)
durante 10 min. A mistura das solucGes foi realizada no momento da utilizacéo, pois se a
mistura for preparada muito tempo antes, ha diminuicdo da eficiéncia da imobilizacédo
(TIAN et al., 2016). A seqguir, foi realizada a lavagem com agua ultrapura (2 min) e

secagem a 20 °C por 15 min.
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e [Etapa 4: Esta etapa foi realizada de forma individual para cada enzima:

o a) Fosfatase alcalina: Imersdo do cantilever na enzima comercial fosfatase alcalina
(10 U/mg) diluida em tampdo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 na concentracdo de 5 mg/mL
durante 10 min. Posteriormente, foi realizada a lavagem do cantilever com solucéo
tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 (2 min) e secagem a 20 °C por 15 min.

o b) Urease: Imersdo do cantilever na enzima comercial urease (75,26 U/mg) diluida em
tampdo fosfato de sédio 0,2 M pH 7,0 na concentracdo de 10 mg/mL durante 10 min.
Posteriormente, foi realizada a lavagem do cantilever com solugdo tampdo fosfato de
sodio 0,2 M pH 7,0 (2 min) e secagem a 20 °C por 15 min.

As lavagens realizadas apds cada etapa tinham o objetivo de remover as moléculas que

ndo ficaram adsorvidas na superficie.

Figura 3.2 — Fluxograma do processo de funcionalizacdo dos nanobiossensores de cantilever.

e ™
Limpeza
(Alcool isopropilico)
Imersdo por 2 min
e A
AMHD 2mM
Imersdo por overnight
(16h)
e ™
EDC 1mM: NHS
1mM (4:1)
Imersdo por 10 min
A
Fosfatase alcalina Urease
(10 U/mg) (75,26 U/mg)
Imersdo por 10 min Imerséo por 10 min

Fonte: O autor

Por meio da Figura 3.3, é possivel verificar como foram realizadas as etapas de
funcionalizacdo utilizando como suporte uma placa de petri, onde o cantilever era imerso na

solucéo, e posteriormente tampado com outra placa de petri durante o tempo de contato.
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Figura 3.3 — Cantilever imerso em solugdo durante as etapas de funcionalizagéo

Fonte: O autor

Os procedimentos de funcionalizacdo foram realizados em uma sala climatizada a
20 °C, pois temperaturas muito altas diminuem a eficiéncia das ligacbes dos grupamentos
envolvidos. Posteriormente, os nanobiossensores foram armazenados sob refrigeracéo (4 °C),
a seco, dentro de placas de petri. Sendo que antes da realizacdo de experimentos, 0S mesmos

permaneciam a 25 °C por 30 min, para estabilizar sua temperatura.

3.2.2.3 Medida de voltagem dos nanobiossensores de cantilever

A resposta dos nanobiossensores, obtido por meio da funcionalizacdo dos cantileveres
com as enzimas comerciais, fosfatase alcalina e urease, para detectar os metais pesados (PbCl,
I1, NiCl; I, CdCl,, ZnCl,, CoCl, Il e AICI3), foi avaliada em meio liquido, em modo estatico,
por meio da realizagdo de uma imagem em AFM Nanosurf (C3000 Controller). As imagens
foram realizadas em modo contato, utilizando o método de feixe 6ptico, o qual o feixe de
laser é focado na extremidade final do cantilever e refletido para um fotodiodo de quatro
quadrantes que monitora a voltagem, onde o alcance do fotodetector é de 0 a 12 Volts, sendo
que a distancia percorrida pela haste é proporcional ao sinal de voltagem do AFM.

O nanobiossensor de cantilever, previamente funcionalizado e acoplado a um suporte

denominado de canticlip, foi inserido junto ao cabegote (scanner) do equipamento, onde o
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laser foi posicionado na extremidade final da haste do cantilever e na posi¢cdo central do
fotodetector, verificando sua intensidade, que ficou em torno de 70%, sendo ambos calibrados
apenas na primeira medida (agua ultrapura). Entdo, a resposta era monitorada por meio da
criacdo de uma imagem, realizada nos seguintes parametros: area de 0 pm? (o cantilever néo
realizava uma varredura nos eixos X e y dentro da gota de liquido), resolucdo de
1800x1800 pontos (a imagem era formada por 1800 linhas, representando 0s pontos de
resposta) e velocidade de varredura de 1 s/linha para obtengédo da resposta. Nestes parametros,
a duracdo de cada analise era de 60 min. Transcorrido este tempo, a gota de liquido era
retirada e injetava-se outra gota em ordem crescente de concentragdo para cada metal pesado.

As imagens obtidas foram convertidas em um gréafico de voltagem (V) versus tempo
de contato (min), por meio do software Gwyddion (Versdo 2.45). E entdo, os dados das
imagens foram exportados para o software Excel (Versdo 2010) para obtencdo dos graficos. A
voltagem lida foi proveniente do sinal do fotodetector do equipamento. Todos os dados foram
tomados em triplicata.

3.2.2.4 Resposta dos nanobiossensores aos metais pesados

Para realizagdo deste trabalho foram utilizados os sais dos metais pesados, sendo eles:
PbClI; 11, NiCl;, 11, CdCl,, ZnCl,, CoCl, Il e AICI;. A razdo pela qual foi utilizado os sais em
questdo é por serem solUveis em &gua, facilitando a realizacdo dos experimentos.

Além disto, a escolha deles se deve ao fato de que, estes metais sdo 0s que mais
apresentam riscos ambientais, por meio do descarte indevido nos cursos d’agua através dos
processos de producdo envolvendo as industrias metalirgicas, de tintas, de plastico PVC,
entre outras. Além disso, estes metais sdo 0s principais elementos toxicos despejados neste
ambiente, trazendo como consequéncia diversos problemas sérios ao ser humano, como
disfungbes do sistema nervoso e aumento da incidéncia de cancer (VOLESKY, 2001,
MHLONGO; MATIVENGA; MARNEWICK, 2018).

Para avaliar a resposta dos nanobiossensores na deteccdo dos metais pesados,
baseando-se na legislagdo vigente para agua de rios e potdvel, foi testada uma faixa de
concentracdo dos mesmos diluidos em agua ultrapura, que contemplava o limite maximo
permitido para todos os metais estudados (BRASIL, 2004; 2005, 2011).

Desta forma, foi preparada uma solugéo estoque na concentragéo de 10 mg/L, para o
metal PbCI; Il, e a partir desta, as concentragdes de 0,001; 0,01; 0,05; 0,1; 1; 10; 50; 100 e

200 pg/L, diluidas em agua ultrapura. Com essa faixa de concentragdo foram realizados testes
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preliminares a fim de verificar o comportamento do nanobiossensor. Logo, a concentracdo de
0,001 e 0,05 pg/L nédo foram detectadas e as concentragcdes acima de 50 pg/L saturaram o
nanobiossensor. O PbClI, Il foi selecionado para a realizacdo desta avaliacdo prévia, por
possuir um menor grau de toxicidade para enzima em compara¢do com 0s demais metais
(BEREZHETSKYY et al., 2008; HOMAEI, 2017), assim o nanobiossensor pode ser utilizado
nas demais analises, sem compromentimento da resposta.

Entdo, foi montada uma nova faixa de concentracdo para 0 nanobiossensor
funcionalizado com as enzimas fosfatase alcalina e urease, sendo assim foram utilizadas as
concentracdes de 0,01; 0,1; 1; 10; 50 pg/L para os metais PbCl; 11, NiCl, 11, CdCl,, ZnCl,,
CoCl, Il e AICI3. Todas as solugdes foram armazenadas em frascos de vidro ambar e em
temperatura ambiente.

Para realizacdo das analises da resposta do nanobiosensor de cantilever, uma gota
(=0,5 mL) de cada concentracdo era injetada, com o auxilio de uma pipeta de pasteur, sobre
uma placa de aco inoxidavel no AFM, de modo que o nanobiossensor de cantilever ficasse
totalmente imerso nesta gota para posterior leitura direta das medidas de voltagem, conforme
pode ser observado na Figura 3.4.

Figura 3.4 — Imersdo do cantilever na solucdo de metal pesado para obtencdo da medida de

voltagem: (a) Vista frontal do cabecote; (b) Imersdo do cantilever em meio liquido

@ (b)

Fonte:O autor

As andlises foram realizadas em temperatura constante de 25 °C * 0,3 através de um
sistema de resfriamento. O sistema de resfriamento do AFM foi montado tendo por base uma
pastilha Peltier com dimensdes de 50 x 53 mm. Este elemento, quando ligado a uma fonte de

corrente continua (CC) teve uma de suas faces resfriadas e a outra aquecida. Em ambas as
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faces foram acoplados dissipadores de calor aletados. Desta forma, usou-se uma caixa de fibra
de média densidade (MDF) (comprimento = 40 cm, altura = 32 cm, largura = 40cm e
espessura = 10 mm) sobre a parte do equipamento que ficava o cantilever em contato com a
amostra (cabecote). A face resfriada e seu dissipador ficaram na parte interna da caixa
enquanto que a face aquecida e seu dissipador ficaram na parte externa. O dispositivo foi
montado na parte superior da caixa em uma abertura feita para sua fixagdo. Em cada
dissipador de calor foi colocado um microventilador, ambos alimentados pela mesma fonte de
energia que aciona a pastilha Peltier. A tensdo a que o sistema ficou submetido era em torno
de 5,5V CC, o que garantiu o resfriamento e impulsionou os microventiladores com baixa
velocidade, para ndo haver ruido que pudesse interferir nos experimentos.

Para controlar a temperatura interna foi utilizado um sistema de controle baseado em
um sensor PT100 situado no interior da caixa e conectado a um controlador digital externo
que desligava a fonte do sistema Peltier caso a temperatura atingisse o valor minimo
programado.

A Figura 3.5 mostra as partes que compdem o microscopio de forca atbmica (AFM) e
o sistema de resfriamento, utilizadas neste trabalho.

A caixa de MDF (Figura 3.5i) e a mesa anti-vibratoria (Figura 3.5c), também tinham a
funcdo de minimizar ruidos e vibracBes mecanicas, respectivamente. Contribuindo para
diminuigdo das interferéncias nas respostas. Pois, 0s sistemas nanomecanicos sdo muito
frageis e devem ser operados cuidadosamente, independentemente do meio onde estdo
inseridos (TAMAYO et al., 2013). A sensitividade de medicdo e o ruido destes dispositivos
ndo dependem apenas das propriedades do cantilever, pois estes parametros sao fortemente
influenciados pelo desempenho do sistema de instrumentacdo e das condi¢cdes do ambiente
externo (BAUSSELS, 2015).
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Figura 3.5 — Microscopio de forga atdmica (AFM) com sistema de resfriamento acoplado em
uma caixa de MDF. (a) Controlador C3000, (b) Controlador da mesa anti-vibratdria, (c) Mesa
anti-vibratoria, (d) Cabecote, () Controlador Easyscan 2, (f) Fonte do sistema Peltier, (g)
Controlador digital de temperatura, (h) Monitores (i) Caixa de MDF acoplada ao micro

ventilador externo

Fonte: O autor

3.2.2.5 Anélise de componentes principais (PCA)

Os dados obtidos na detecgdo das diferentes concentracdes dos metais pesados em
estudo (PbCl; II, NiCl, Il, CdCl,, ZnCl,, CoCl; Il e AICI3) foram submetidos a técnica de
reconhecimento de padr@es, sendo utilizada a Analise de Componentes Principais ou PCA (do
inglés Principal Component Analysis) através do programa OriginPro9.0 (© OriginLab
Corporation). Este ¢ um método de projecdo que permite a fécil visualizagdo de todas as
informacdes contidas em um conjunto de dados, auxilia na descoberta de qual amostra é
diferente das outras e quais as variaveis que mais contribuem para essa diferenca (YU et al.,
2009).

As respostas dos sensores sdo geralmente apresentadas fazendo uso da PCA, a qual
transforma os sinais do sensor em variaveis originais (combinagdes lineares dos sinais
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originais). Estas variaveis, chamadas pontuacfes, podem ser representadas em um plano
bidimensional. As parcelas de pontuagdes da PCA sdo entdo interpretadas assumindo que a
distancia no plano é uma medida da semelhanca entre as amostras, como consequéncia
aglomerados nas parcelas de pontuacdo, que sdo interpretados como classes de amostras
semelhantes (SANTONICO et al., 2008). A analise multivariada foi realizada por meio da
PCA para avaliar a discriminacdo entre as diferentes concentragdes de metais pesados (0,01;
0,1; 1; 10; 50 pg/L) e os diferentes metais pesados (PbCl, 11, NiCl; II, CdCl,, ZnCl,, CoCl, Il
e AICl5).

3.2.2.6 Resposta dos cantileveres sem funcionalizagéo

Para avaliar a resposta de interacdo dos nanobiossensores com o0s metais pesados, foi
utilizado um cantilever apenas de silicio - CONTR (Nano World), com constante de mola
0,2 N/m e frequéncia de ressonéancia de 13 kHz, sem funcionalizar (branco) na presenca de
solucgdes de 50 pg/L dos metais (PbCl;, 11, NiCl, 1I, CdCl,, ZnCl,, CoCl; Il e AICI3), a fim de
comprovar a eficiéncia da funcionalizagdo, pois o cantilever quando ndo funcionalizado emite
um sinal diferenciado.

Diferentemente do cantilever de silicio, o qual ndo possui caracteristica de
sensoriamento, o cantilever com 70 nm de deposi¢do de ouro, funciona como uma camada
sensora, podendo emitir um sinal de voltagem. Desta forma, um cantilever revestido com ouro
em somente um dos lados - ContGD-G (BudgetSensors), com constante de mola 0,2 N/m e
frequéncia de ressonancia de 13 kHz, sem as demais etapas de funcionalizagdo (AMHD,
EDC/NHS e enzima), foi colocado em contato com a solugdo de metal pesado (PbCl; 1) em

diferentes concentracdes (0,01; 0,1; 1; 10; 50 pg/L), para avaliar a sua resposta.

3.2.2.7 Caracterizagéo das respostas dos nanobiossensores

Avaliou-se caracteristicas de sensitividade, limite de detecgdo, reversibilidade e
durabilidade dos nanobiossensores expostos a diferentes concentragdes dos metais pesados
(PbCl; 11, NiCl; 11, CdCly, ZnCl,, CoCl, Il e AICI3). Para isso, 0s nanobiossensores tiveram
suas voltagens monitoradas e registradas, gerando um curva de calibracdo da concentragédo
logaritmica dos metais versus voltagem. Todas as analises foram realizadas em triplicata e

estdo descritas a seguir:
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o Sensitividade: demonstra a variacdo da resposta em funcéo da concentracdo do analito
e e expressa pelo coeficiente angular da curva analitica (PASCHOAL et al., 2008). A
sensitividade linear é portanto, a razdo entre a inclinacdo da curva de calibragdo e o desvio
padrdo do sinal analitico a uma dada concentracdo do analito, é geralmente, fortemente
dependente da concentracdo (SKOOG et al., 2005).

o Limite de deteccdo (LD): foi calculado segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), (2003) e Skoog et al. (2005), o qual pode ser entendido como a menor
concentracdo que pode ser distinguida com um certo nivel de confianga. A partir da curva de
calibracdo, o limite de deteccdo foi definido como a concentracdo analitica que gera uma
resposta com um fator de confianca k superior ao desvio padrdo do branco (Sb), de acordo

com a Equacéo 6.

LD = — (Equacéo 6)

Onde: Sy é o desvio padrdo do branco, m é sensitividade da calibracdo, k: 3, correspondendo
ao nivel de confianca de 99,6%.

o Reversibilidade (n): demonstra a resposta do sensor de retornar ou ndo a sua condi¢ao
inicial depois de interrompido o contato com o analito em questdo (JANATA, 2009). Os
sensores foram expostos a uma concentracdo de 0,01 pg/L da solucdo de PbCl, Il (menor
concentracdo estudada) e a agua ultrapura (branco) em triplicata, com temperatura monitorada
(25 °C), e a partir destes dados foi calculada a reversibilidade por meio da Equacdo 7
(STEFFENS et al., 2009).

V—Vf
V-1

(%) = (Equagdo 7)

Onde: V, é a voltagem inicial do nanobiossensor; V é valor de voltagem apds exposi¢cdo aos
metais pesados e V; € a voltagem final do nanobiossensor.

o Durabilidade: foi avaliada nos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas
fosfatase alcalina e urease, estocados a seco a 4 °C, no 1° e 30° dia de armazenamento. O
experimento foi realizado em triplicata, calculando limite de deteccdo e sensitividade dos

nanobiossensores no periodo avaliado, sendo que, os resultados foram submetidos a analise de
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variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95% de
confianca, utilizando o software Statitic 8.0.

3.2.2.8 Caracterizacdo das superficies dos nanobiossensores

As analises de caracterizacdo da superficie dos nanobiossensores foram realizadas em

cada etapa da funcionalizacéo do cantilever. Para estas analises, a funcionalizacdo foi feita em
placas de silicio (1 cm?), material similar ao cantilever utilizado, onde foi depositada uma
camada de 20 nm de ouro por meio da técnica Sputtering. As analises estdo descritas a seguir:
o Espectroscopia de absorcdo de reflexdo por infravermelho modulada por
polarizacdo (PM-IRRAS): é uma técnica sensivel utilizada para caracterizar a estrutura
quimica de monocamadas adsorvidas sobre superficies metalicas, como de ouro (FREY;
CORN; WEIBEL, 2006). Os espectros PM-IRRAS foram obtidos em um espectrofotdmetro
KSV (modelo PMI 550, KSV Instruments), com resolucdo espectral de 8 cm™ e angulo
incidente de 81°. Tal analise foi realizada no Instituto de Fisica, da Universidade de S&o Paulo
— USP, campus Séo Carlos — SP.
o Microscopia de forca atomica (AFM): foi utilizada para avaliar a topografia,
espessura e a rugosidade da superficie dos nanobiossensores. Nesta andlise, a ponta de um
cantilever realiza uma varredura na superficie da amostra para medir sua topografia. A
mudanca na altura da superficie é medida pela localizacdo do feixe de laser refletido no
fotodetector, 0 que gera um mapa topografico da superficie, permitindo assim calcular os
valores de rugosidade superficial, a qual é devida a presenca de irregularidades na superficie,
bem como calcular a espessura da camada depositada (GODDARD; HOTCHKISS, 2007,
GUO; ZHU; LOH, 2017).

As anélises foram realizadas em um AFM (EasyScan 2 FlexAFM System, Nanosurf),
na Embrapa Instrumentacdo, em S&o Carlos — SP, utilizando um cantilever de silicio, modelo
Tap-150-G (BudgetSensors), de frequéncia de ressonancia de 150 (x£75) kHz e constante de
mola de 5 (1,5-15) N/m. Todas as imagens foram obtidas em modo dindmico e a varredura
realizada no modo tapping. Para as analises de topografia e rugosidade, as imagens foram

obtidas em uma area de 25 pm?

, com resolucdo de 512 x 512 pontos e velocidade de
varredura de 0,8 a 0,9 s/linha. A raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) foi calculada
usando o software Gwyddion (Versdo 2.45), em diferentes locais da imagem. Rms é uma
funcdo da média do desvio dos picos e vales presentes no perfil da superficie do material

(LEITE et al., 2005).
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Para a medida de espessura, utilizou-se uma agulha de aco para fazer um risco sobre a
placa contendo todas as camadas de funcionalizacio. A imagem topografica (area de 400 pum?,
com resolucdo de 256 x 256 pontos e velocidade de varredura de 1,5 s/linha) foi obtida na
interface entre a regido da superficie que continha a camada sensora e a que teve a camada
removida, mas permanecendo com a camada de ouro. A espessura foi calculada utilizando o
software Gwyddion (Versdo 2.45), por meio da diferenca de altura entre as duas regides, em
varios locais da imagem.

o Microscopia eletronica de varredura (MEV): visando avaliar a morfologia da
superficie dos nanobiossensores em cada etapa de funcionalizacdo, os mesmos foram
submetidas a andlise de Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) (JEOL, modelo -
JSM6510). As amostras foram recobertas com uma camada de 20 nm de ouro usando um
metalizador Balzer (SCD 050/LEICA). Esta analise foi realizada na Embrapa Instrumentacéo,

em Sdao Carlos — SP.
3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Funcionalizacao dos nanobiossensores de cantilever

Uma etapa importante no desenvolvimento do nanobiossensor é a definicdo do
elemento bioldgico, para posterior funcionalizacdo em sua superficie. Nesse caso as enzimas
fosfatase alcalina e urease, foram escolhidas por serem metaloenzimas, ou seja, enzimas que
contém ions metalicos em sua estrutura (sitio ativo). As mesmas possuem uma alta
especificidade com o analito de interesse (metais pesados), por meio das ligacGes dos ions
metalicos com 0s grupos quimicos presentes em seus sitios ativos (MEHTA et al., 2016).

Neste sentido, a Figura 3.6 mostra um esquema proposto para a funcionalizacdo do
cantilever por meio da imobilizacdo das enzimas fosfatase alcalina (Figura 3.6f) e urease
(Figura 3.6e), para a posterior deteccdo dos metais pesados (PbCl; I, NiCl; 11, CdCl,, ZnCls,,
CoCl; Il e AICI3).
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Figura 3.6 — Representacdo esquemaética da funcionalizacdo do cantilever com as enzimas

fosfatase alcalina e urease
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Fonte: O autor

A primeira etapa da funcionalizacdo do cantilever foi a modificacdo quimica, da
superficie de ouro (Figura 3.6a), com o AMHD (Figura 3.6b), para a posterior formacdo das
monocamadas automontadas (SAM). O grupo tiol (-SH), localizado em uma das extremidades
do AMHD, adsorve na superficie do ouro por meio da formacdo de uma ligacdo tiolato,
enquanto o grupo carboxila presente na outra extremidade fica disponivel. Além disso, o
AMHD é um alcanotiol de cadeia longa (16 carbonos), e por esse motivo, 0 mesmo
proporciona SAMs mais ordenadas (GOODING; HIBBERT, 1999).

Para imobilizar covalentemente as enzimas sobre a superficie do cantilever, 0s grupos
carboxila do AMHD foram acoplados aos grupos amina primario presentes nas estruturas das

enzimas por meio dos agentes de reticulagdo EDC e NHS.
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Desta forma, o grupo carboxilico presente no AMHD reage com o EDC (Figura 3.6c),
formando o intermediario instavel O-acilisoureia, porém, em solugdo aquosa, o intermediario
instavel é suscetivel a hidrélise, 0 que resultaria na regeneracdo do grupo carboxilico. Entéo
se adiciona NHS (Figura 3.6d) para aumentar a eficiéncia da ligacdo, onde este reage com o
composto intermediario formando um novo intermediario agora um pouco mais estavel. Este
novo intermediario, por sua vez, reage com a amina primaria, presente na enzima, o que faz
com que a amina se ligue ao acido carboxilico original, por meio de uma ligacdo amida
(Figura 3.6e,f) (JANEGITZ et al., 2011; BRAZACA, 2015; PEPINO, 2016).

O emprego de enzimas na elaboragdo de biossensores apresenta como beneficio a
resposta rapida, maior sensitividade, deteccdo de baixas concentragdes do analito além de
serem altamente especificas, possibilitando que os biossensores sejam utilizados mesmo na
presenca de outras substancias na amostra (FERNANDES, 2005; RUMAYOR et al., 2005).

Para deteccdo de metais pesados, a inibicdo da atividade enzimatica, lida como um
sinal, tem sido a abordagem mais escolhida, por ser de deteccdo simples e rapida, oferecendo
seletividade e sensitividade melhoradas devido a ligacdo especifica dos ions metalicos com a
enzima (MEHTA et al., 2016).

3.3.2 Avaliacéo das respostas na detec¢do dos metais pesados

Para definir a melhor faixa de deteccdo dos metais pesados, foram realizados testes
preliminares para verificar o comportamento do nanobiossensor a essas concentragdes. Assim,
a Figura 3.7, mostra as diferentes concentracdes de cloreto de chumbo (PbCl; 1) (0,001; 0,01;
0,05; 0,1; 1; 10; 50; 100 e 200 pg/L), testadas para o nanobiossensor funcionalizado com

fosfatase alcalina.
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Figura 3.7 — Resposta de deteccdo do nanobiossensor funcionalizado com a enzima fosfatase

alcalina em fungéo do tempo com a injecdo de diferentes concentragdes testes de PbClI; 11
0,2
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Fonte: O autor

Como observado na Figura 3.7, a concentracdo de 0,001 pg/L ndo foi detectada, pois
apresentou um comportamento similar ao da agua ultrapura, indicando que o nanobiossensor
ndo apresenta deteccdo nesta concentracdo. A concentracdo de 0,01 e 0,05 pg/L, ficaram
sobrepostas, em vista disso a menor concentracdo (0,01 pg/L) foi a escolhida para compor a
curva de calibracdo. Percebe-se também que concentracdo acima de 50 pg/L, a resposta do
nanobiossensor satura, ndo apresentando resposta distinguivel, com uma tendéncia ao
decaimento.

Desta forma, uma nova faixa de concentragdo foi definida para aplicar o
nanobiossensor funcionalizado com as enzimas fosfatase alcalina e urease (0,01; 0,1; 1; 10;
50 pg/L).

A Figura 3.8 apresenta as respostas de deteccdo do nanobiossensor de cantilever
funcionalizado com enzima fosfatase alcalina (10 U/mg) na presenca dos respectivos metais
(PbCI; 11 (a), NiCl; Il (b), CdClI; (c), ZnCl; (d), CoCl; 11 (e) e AIClI; () e &gua ultrapura em
funcdo do tempo. Sendo que as curvas de calibracdo, apresentadas no Apéndice 6.1, foram
construidas com as concentracdes em escala logaritmica, o qual permitem uma melhor

visualizag&o da faixa linear.
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Figura 3.8 — Resposta de deteccdo do nanobiossensor funcionalizado com a enzima fosfatase
alcalina em funcéo do tempo com a injecédo de diferentes concentragdes de PbCl; 11 (a), NiCl,
Il (b), CdCI; (c), ZnCl; (d), CoCl; 11 (), AlICI; () e 4gua ultrapura.
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As medidas de voltagem foram realizadas durante 60 min, e no decorrer deste tempo, é
possivel verificar que houve diferenca na voltagem (V) do nanobiossensor em relacdo as
diferentes concentracdes dos metais (0,01; 0,1; 1, 10 e 50 pg/L).

Observa-se tambeém, que as concentracfes sdo diretamente proporcionais a voltagem
(V), ou seja, quanto maior a concentracdo maior a voltagem, e que a diferenca de voltagem
(V) entre a maior (50 pg/L) e a menor (0,01 pg/L) concentragdo dos metais analisados ficou
em torno de 0,80 V. Zhao et al. (2010), em seu estudo, utilizando a medida de deflexdo como
resposta a interacdo do analito com a camada sensora, observaram que houve um aumento da
deflexdo do cantilever com o aumento da concentragcdo, empregando um imunossensor de
cantilever para deteccdo de ions de cobre em &gua de torneira, revelando assim, um
comportamento similar ao encontrado neste trabalho.

Segundo Karnati et al. (2007), a resposta do nanobiossensor, observada pelo sinal de
voltagem, ao longo do tempo, é decorrente na adsorcdo de analitos (metais pesados) no lado
da superficie funcionalizada, onde ocorre uma curvatura do cantilever, a qual é causada por
uma tensdo de compressdo, resultante de uma repulsdo ou expansdo de moléculas.

O nanobiossensor apresentou uma voltagem diferente entre as concentraces dos
metais pesados e a 4gua ultrapura, meio em que o analito foi diluido, indicando que 0 mesmo
consegue detectar a presenca dos metais pesados no meio. Verifica-se também que o
nanobiossensor consegue detectar satisfatoriamente a menor concentracdo estudada
(0,01 pg/L).

Songa e Okonkwo (2016) relatam que a atividade de fosfatase alcalina diminui na
presenca dos ions metalicos e a extensdo da inibicdo € diretamente proporcional a
concentracdo desses ions em solucdo, porém essa inibicdo é reversivel e ndo requer
reativadores como o EDTA (BEREZHETSKYY et al.,, 2008). Dessa forma, a ligacdo do
inibidor a enzima pode ocasionar uma altera¢do na estrutura da mesma (BUCHAPUDI et al.,
2013). Assim, a mudanca de tensdo superficial do nanobiossensor de cantilever
funcionalizado com a fosfatase alcalina pode ser devido a uma alteragdo conformacional na
estrutura da enzima em resposta a adsor¢do do metal pesado (inibidor).

Homaei (2017) relata que o emprego de fosfatase alcalina para avaliagdo da toxicidade
de metais pesados, & um instrumento simples e sensivel para a quantificagcdo, o qual é um
método baseado basicamente no forte efeito inibitorio destes ions metalicos na atividade da
fosfatase alcalina. Em seu trabalho, 0 mesmo estudou a poténcia de inibigdo de varios ions de

metais pesados utilizando um sistema de biossensor enzimatico com a enzima fosfatase
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alcalina. A partir dos dados experimentais ele pode estabelecer a seguinte escala de inibicdo
da fosfatase alcalina: Hg*" > Cu®* > Pb*".

Ja no trabalho de Berezhetskyy et al. (2008), os mesmos criaram um biossensor
condutimétrico para a determinacdo de ions de metais pesados com base na imobilizacdo da
enzima fosfatase alcalina. O qual constatou a toxicidade relativa desses ions em relacdo a
enzima da seguinte forma: Cd** > Co?* > Zn** > Ni** > Pb*".

A Figura 3.9 apresenta as respostas de deteccdo dos metais pesados para 0
nanobiossensor de cantilever funcionalizado com enzima urease (75,26 U/mg) na presenca
dos respectivos metais (PbCl; 11 (a), NiCl; 1l (b), CdCl; (c), ZnCl, (d), CoCl; 1l (e) e AIClI;
(f)) e agua ultrapura em funcdo do tempo. Sendo que as curvas de calibracdo, estdo
apresentadas no Apéndice 6.2.

As medidas de voltagem do nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease
também foram realizadas no tempo de 60 min, sendo possivel verificar que, ao decorrer deste
monitoramento, houve diferencas na voltagem (V) do nanobiossensor em relacdo as diferentes
concentracdes de metais (0,01; 0,1; 1, 10 e 50 pg/L).

A diferenca de voltagem entre a maior (50 pg/L) e a menor concentracdo (0,01 pg/L)
ficou em torno de 2,6 V, sendo que a concentragédo de 0,01 pg/L, teve uma maior discrepancia
na voltagem em relagéo as demais concentragdes.

Assim como nas respostas de deteccdo do nanobiossensor funcionalizado com a
fosfatase alcalina, nesse nanobiossensor as concentra¢fes sdo diretamente proporcionais a
voltagem (V). A resposta desse nanobiossensor também se apresentou diferente entre as
concentracfes dos metais pesados e a &gua ultrapura, revelando que o mesmo consegue
detectar a presenca dos metais pesados no meio. O nanobiossensor alcanga a deteccdo da
menor concentracdo avaliada (0,01 pg/L), identificando os mesmos bem abaixo das

concentracdes maximas definidas pela legislacdo (BRASIL, 2004, 2005, 2011).
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Figura 3.9 — Resposta de detecgdo do nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease em

funcdo do tempo com a injecdo de diferentes concentrages de PbCl, 11 (a), NiCl, 1l (b),

CdCl; (c), ZnCl; (d), CoCl; 11 (e), AIClI3 (f) e agua ultrapura.
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A urease é um receptor biocatalitico comum, o qual tem o poder de reconhecer ions de
metais pesados, por meio do mecanismo de inibigdo da enzima, baseando-se nas interagdes
entre ions dos metais pesados e grupos quimicos apresentados no centro ativo da enzima
(OGONCZYK et al., 2005). Dessa forma, Gabrovska e Godjevargova (2009) afirmam que a
reducdo da atividade da urease na presenca de diferentes concentracbes de metais pesados
pode ser utilizadas para analises quantitativas destes metais em solucdo. Portanto, varios
biossensores baseados em urease sdo relatados na literatura sendo utilizados na detec¢éo
destes ions toxicos.

Entre os vérios trabalhos encontrados na literatura para deteccdo de metais pesados
baseados em biossensores utilizando a urease, pode-se citar alguns deles, como o de
Ogonczyk et al. (2005), o qual produziram, por meio de serigrafia, um biossensor
potenciométrico baseados na enzima urease, onde a deteccdo dos metais pesados era
demonstrada por meio do sinal do biossensor em funcédo da atividade enzimatica. Os autores
observaram que apds cinco ciclos de deteccdo e lavagem, houve um decaimento desprezivel
do sinal, significando que a detec¢do ndo é destrutivo para a enzima urease. Isso também pode
ser observado neste trabalho, onde o nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease
emitiu sinal em Volts para seis diferentes metais em seis diferentes concentragdes de cada
metal, mesmo apds consecutivas lavagens.

J& no trabalho de Gabrovska e Godjevargova (2009) utilizando, biossensor baseado na
reducdo da atividade da enzima urease para determinacdo das concentracbes de metais
pesados, os autores ordenaram 0s metais de acordo com seus efeitos inibitorios, seguindo a
seguinte sequéncia: Cu > Cd > Zn > Ni > Ph.

Porém esses trabalhos citados anteriormente, tanto para fosfatase alcalina quanto para
urease, limitam o seu sinal apenas na mudanca da atividade enzimatica, apresentando uma
resposta pouco precisa em comparacdo com 0 método de deteccdo dos metais pesados
utilizando um nanobiossensor de cantilever funcionalizado com uma enzima. Este método
garante uma melhor detecgdo desses metais, pois identifica 0s mesmos por meio de uma
pequena mudanca de tensdo superficial do nanobiossensor em resposta a adsor¢do do metal

pesado, o que foi constatado nas Figuras 3.8 e 3.9.

3.3.3 Resposta da anélise de componentes principais (PCA)

As respostas dos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina

e urease foram analisadas pela técnica estatistica PCA, que se trata de uma técnica de
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reconhecimento de padrfes que reduz o nimero de variaveis com informacdes redundante e
utiliza apenas os dados mais importantes (RANOLA; SANTIAGO; SEVILLA, 2016).

Os valores finais de voltagem, durante o tempo de contanto de 60 min, para cada
concentracdo dos metais pesados, foram utilizados para as andlises estatisticas. A Figura 3.10
mostra os graficos de PCA dos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase
alcalina (Figura 3.10a) e urease (Figura 3.10b), para os metais PbCl, I, NiCl, Il, CdCl,,
ZnCly, CoCl, 11 e AICI; em diferentes concentraces de 0,01; 0,1; 1; 10 e 50 pg/L. As
concentracdes que mais contribuem para a discriminacdo sao determinados pelo grafico de

Loading Plot o qual também est4 demonstrado na Figura 3.10.

Figura 3.10 — Graficos de PCA dos nanobiossensores de fosfatase alcalina (a) e urease (b),
para os metais PbCl; I, NiCl; Il, CdCl;, ZnCl,, CoCl; Il e AICI3 em diferentes concentracdes
(0,01;0,1; 1; 10; 50 pg/L)
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A Figura 3.10a apresenta o grafico de PCA dos diferentes metais (PbCl; 11, NiCl; 11,
CdCl,, ZnCl,, CoCl; 11 e AICI3) em diferentes concentrac@es (0,01; 0,1; 1; 10; 50 pg/L) para o
nanobiossensor funcionalizado com a enzima fosfatase alcalina. Sendo possivel observar por
meio do grafico de Loading Plot, o qual representa a influéncia de cada variavel no mesmo
plano do grafico de componentes principais, que as concentracfes de 0,01, 10, 50 pg/L séo as
que mais contribuem para a diferenciacdo (melhor deteccéo), pois estdo mais proximas do
eixo zero. J& as concentragdes 0,01, 0,1 e 1 pg/L, estdo bem discriminadas em diferentes

quadrantes. Em relacdo aos metais, o PbCIl, II, CdCIl, e ZnCl,, possuem uma maior
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diferenciacdo, quando comparados ao CoCl; 11, AlCl;e NiCl; 11 o qual apresentam uma maior
proximidade.

A Figura 3.10b apresenta a andlise de componentes principais (PCA) dos diferentes
metais (PbCI; I1, NiCl; 1I, CdCl,, ZnCl,, CoCl; Il e AICI3) em diferentes concentracdes (0,01;
0,1; 1; 10; 50 pg/L) para o nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease. Por meio do
grafico de Loading Plot é possivel observar que as concentragdes de 0,1 e 1 pg/L sdo as que
mais contribuem para a diferenciacdo e que as menores concentracdes (0,01 e 0,1 pg/L)
ficaram no quadrante direito negativo e as maiores (1, 10 e 50 pg/L) no quadrante direito
positivo. No que se refere aos metais, pode-se verificar que nanobiossensor funcionalizado
com a enzima urease conseguiu discriminar os diferentes metais pesados, pois 0S mesmos
estdo localizados em diferentes quadrantes possuindo uma maior intervalo entre eles.

O grafico PCA do nanobiossensor funcionalizado com a enzima fosfatase alcalina
(Fig. 3.10a) e urease (Fig. 3.10b), obtiveram 95,32% e 84% do total das informagdes
coletadas pela matriz (PC1 + PC2), respectivamente. Entretanto neste caso o PC1 possui
maior quantidade de informacdo (81,26% - fosfatase alcalina; 63,10% - urease), e, portanto, a
analise dos metais pesados e das concentracbes devem ser baseados neste eixo, embora
pequena a contribuicdo da PC2 deve ser considerada para analise. Vale salientar que a
quantidade de informacgdes em PC1 e PC2 sdo relevantes e, portanto, ambas contribuem para
a analise no plano cartesiano, e neste caso € possivel discriminar tanto 0s metais pesados
(PbCl; 11, NiCl, 11, CdCl,, ZnCl,, CoCl, Il e AICI3), quanto as diferentes concentracdes de
cada metal (0,01; 0,1; 1; 10; 50 pg/L).

Dos resultados mostrados na Figura 3.10, os nanobiossensores funcionalizados com as
enzimas fosfatase alcalina e urease apresentaram boa resposta, sendo possivel discriminar os
diferentes metais pesados em diferentes concentracdes, oferecendo um bom desempenho para
a construcdo de nanobiossensores de cantilever na deteccdo de metais pesados em meio

liquido.

3.3.4 Resposta dos cantileveres sem funcionalizacéo

A Figura 3.11 apresenta as respostas de voltagem do cantilever de silicio sem
funcionalizacgdo (branco) exposto a 50 ug/L dos diferentes metais pesados (PbCl; 11, NiCl; 11,
CdCly, ZnCl,, CoCl, Il e AICI3). Observa-se que o cantilever ndo funcionalizado apresentou
um comportamento linear ndo havendo interagdo do cantilever de silicio com os analitos

testados, ou seja, o sinal da voltagem ficou em zero. Este resultado ja era esperado, pois 0s



85

cantileveres de silicio ndo possuem sitios de ligacdo sob sua superficie, ou seja, ndo estéo

aptos para reconhecer o analito de interesse.

Figura 3.11 — Resposta de voltagem do cantilever de silicio sem funcionalizacdo exposto a

agua ultrapura e a 50 pg/L de diferentes metais pesados
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A Figura 3.12 apresenta as respostas de voltagem do cantilever recoberto com 70 nm

de ouro em um dos lados, exposto a diferentes concentragdes da solugéo de PbClI; II.

Figura 3.12 — Resposta de voltagem do cantilever de silicio sem funcionalizacdo recoberto

com 70 nm de ouro exposto diferentes concentracdes da solucdo de PbCl; Il e dgua ultrapura.
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Diferentemente do cantilever de silicio, o qual ndo possue o atributo de sensoriamento,
o0 cantilever com 70 nm de deposicdo de ouro, funciona como uma camada sensora, emitindo
um sinal de voltagem, que variou de 1,18 a 1,50 V, quando entrou em contanto com 0s
analitos em questao.

O ouro é um dos metais mais utilizados na formacdo de SAM por ser um metal inerte,
de fécil obtengdo e possui forte interacdo com o enxofre (suficiente para formar ligacGes
covalentes), resultando em uma estrutura altamente ordenada e estavel (CHEN; LI, 2006;
HAN; USKOKOVIC, 2007). Porém, o ouro, por si s6, ndo é capaz de distinguir as diferentes
concentragcdes da solucdo de metal pesado, como quando funcionalizado com o AMHD e
enzima (Figura 3.12). Por esta razdo € necessario que se faca a modificacdo quimica da
superficie do cantilever, tornando-os capacitados a serem sensores seletivos e sensiveis
(LANG; HEGNER; GERBER, 2010).

3.3.5 Sensitividade e limite de deteccdo

A Tabela 3.1 apresenta os valores de limite de deteccdo (LD), sensitividade e
coeficiente de correlacdo (R?), obtidos por meio da curva de calibragdo dos metais pesados
(PbCl; 11, NiCl; I, CdCly,, ZnCl,, CoCl; Il e AICI3), para os nanobiossensores de cantilever

funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease.

Tabela 3.1 — Valores de limite de deteccdo (LD), sensitividade e coeficiente de correlacédo
(R?), dos nanobiossensores de cantilever funcionalizado com as enzimas fosfatase alcalina e

urease, dos diferentes metais pesados.

. Fosfatase alcalina Urease
Metais
Pesados Sensitividade 2 Sensitividade 2
LD (pg/L) (V/pph) R LD (ug/L) (V/ppb) R
PbCl, 11 0,323+0,06 0,284+0,07 0,968 0,286+0,06 0,321+0,04 0,937
NiCl, 11 0,868+0,03 0,106+0,03 0,983 0,362+0,08 0,254+0,03 0,932
CdCl, 0,336+0,01 0,273+0,03 0,954 0,413+0,01 0,223+0,01 0,789
ZnCl, 0,481+0,01 0,191+0,01 0,962 0,392+0,02 0,234+0,07 0,922
CoClLL 11 0,426+0,04 0,216+0,02 0,851 0,751+0,02 0,122+0,03 0,931
AICl4 0,393+0,04 0,234+0,05 0,984 0,604+0,08 0,152+0,07 0,922

* Dados apresentados como média (trés repeti¢cdes) + Desvio Padréo.

Fonte: O autor

Em relacéo ao coeficiente de correlacéo (R?), de forma geral, obteve-se valores acima
de 0,9, o qual é considerado como um ajuste satisfatorio dos dados para a linha de regressao
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conforme recomendado pelo INMETRO (2003), apenas o CoCl; Il (fosfatase alcalina) e o
CdCl, (urease), apresentaram o R? abaixo, que foram 0,851 e 0,789, respectivamente.

O limite de deteccdo dos sensores é definido como a menor concentracdo do analito
que pode ser distinguida com certo nivel de confianca. Neste trabalho, foi utilizado o valor da
linha base mais o multiplo do desvio padrdo. O valor do mdltiplo utilizado foi 3, pois é
fortemente recomendado, o qual implica em um nivel de confianca de 99,6%.

Os valores de LD variaram de 0,286 pg/L para o PbClI; 11, utilizando o nanobiossensor
funcionalizado com a enzima urease e 0,868 ug/L para o NiCl; Il utilizando o nanobiossensor
funcionalizado com a enzima fosfatase alcalina. Levando em consideracdo os limites
maximos permitidos destes metais pesados em &gua potavel, o qual estdo compreendidos na
faixa de 1 a 5000 pg/L (Tabela 2.2), observa-se que 0s nanobiossensores conseguem detectar
a presenca dos metais pesados bem abaixo das concentragdes maximas definidas pela
legislagdo (BRASIL, 2004, 2005, 2011).

Desta forma, pode-se dizer que os limites de deteccdo encontrados neste trabalho
foram satisfatérios, em comparacdo com outros trabalhos na literatura como, por exemplo, o
de Ogonczyk et al. (2005), o qual encontraram limites de deteccdo na gama de mg/L (ppm),
para 0s metais pesquisados, utilizando um biossensor potenciométrico baseados na enzima
urease. Ja no trabalho de Tsai et al. (2003), desenvolvendo um biossensor Optico de urease
para determinacdo de metais pesados por meio da técnica de imobilizacdo sol-gel, obteve
limites de deteccdo de 5 mg/L para o Zn, 12 mg/L para o Ni e 27 mg/L para o Pb. Em relacéo
aos limites de deteccdo utilizando um biossensor com a enzima fosfatase alcalina para
determinacdo de ions de metais pesados pode-se citar o trabalho de Berezhetskyy et al.
(2008), o qual também obteve um LD na escala de mg/L (0,5 para Cd, 2 para Zn, 5 para Ni e
40 para Pb).

No que se refere aos métodos convencionais de deteccdo de metais Yabe e Oliveira
(1998), utilizando o ICP OES, obtiveram limites de deteccdo de Cd: 3,3 pg/L, Ni: 9,7 pg/L,
Pb: 2,1 pg/L, Zn: 2,2 pg/L, Al: 14 pg/L. Ramalho, Sobrinho e Velloso (2000), empregaram
em seu trabalho a técnica de FAAS, obtiveram o LD de Cd: 2,2 ug/L, Ni: 70 pg/L, Pb:
15 pg/L, Zn: 1,2 ng/L, Cu: 4,5 ug/L, Mn: 3 pg/L e Co: 7,5 pg/L. E por fim, Oshita et al.
(2003), utilizando GF FAAS, obtiveram valores de limite de deteccdo de Al: 9,7 pg/L, As:
2,3 ug/L, Fe: 12 pg/L, Mn: 14 ug/L e Ni: 0,8 pg/L. Esses valores demonstram que o
nanobiossensor de cantilever funcionalizado com uma enzima, obteve limites de deteccéo

muito menores que 0s métodos comumente empregados em métodos convencionais de analise
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de metais. Indicando assim, o0 enorme potencial da técnica desenvolvida nesse trabalho, o qual
consegue detectar quantidade minimas dos metais pesados.

Quanto a sensitividade dos nanobiossensores de cantilever, a mesma foi obtida por
meio do coeficiente angular da concentracdo versus voltagem. O nanobiossensor de cantilever
funcionalizado com a enzima urease foi 0 que mostrou maior sensitividade (0,321 V/ppb) e
menor limite de deteccédo (0,286 pg/L) (PbCl; 11), quando comparado aos outros metais e
também com o nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima fosfatase alcalina,
0 qual apresentou a menor sensitividade (0,106 V/ppb) e maior limite de deteccdo
(0,868 pg/L) (NiCl, I1).

Foi apresentado dificuldade de comparacdo entre as sensitividades dos
nanobiossensores de cantilever, o qual € compensada pelo alto nivel de deteccdo, na ordem de
pg/L, dificilmente alcancada por outros tipos de sensores. Além disso, a sensitividade dos
nanobiossensores de cantileveres estd diretamente relacionada com a camada sensitiva
(STEFFENS, 2012).

Vale salientar que quanto maior os valores de sensitividade, mais sensiveis sdo 0s
sensores e, consequentemente, melhor sdo suas respostas. Quanto ao limite de deteccéo,
quanto menores 0s seus valores, menores as concentragbes minimas que 0 sensor consegue
detectar. Entdo, sensores com maiores valores de sensitividade e menores valores de LD sdo
mais adequados para deteccdo de metais pesados (ANVISA, 2003; SKOOG et al., 2005;
IUPAC, 2014). Neste sentido o nanobiossensor desenvolvido neste estudo apresenta grande

potencialidade de deteccdo dos metais pesados em aguas.

3.3.6 Resposta de reversibilidade dos nanobiossensores de cantilever

A reversibilidade (n) é a capacidade dos nanobiossensores de voltar ou ndo a sua
condigdo inicial depois de cessada a interagdo da superficie do cantilever funcionalizada e o
metal pesado, durante varias medicdes.

O PbCl; 11 foi 0 metal selecionando para a realizacdo da analise de reversibilidade por
apresentar os menores limites de deteccdo (0,323 pg/L — fosfatase alcalina e 0,286 pg/L —
urease) e maiores valores de sensitividade (0,284 V/ppb — fosfatase alcalina e 0,321 V/ppb —
urease) para os dois nanobiossensores desenvolvidos.

Desta forma, a reversibilidade foi calculada a partir da Equacdo 7 e foi verificado que
0s nanobiossensores funcionalizados com fosfatase alcalina e urease submetidos a

concentracdo de 0,01 pg/L da solucdo de PbCl, Il e a agua ultrapura (branco), durante 3
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ciclos, foram reversiveis, ou seja, retornaram 100% a condicdo inicial, como pode ser
observado na Figura 3.13.

Este resultado indica que 0s nanobiossensores desenvolvidos neste trabalho néo
apresentam perdas do sinal durante as diversas medicfes, além disso pode-se dizer que as

enzimas mativeram-se imobilizadas na superficie do cantilever no decorrer da andlise.

Figura 3.13 — Reversibilidade dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com as
enzimas fosfatase alcalina (a) e urease (b) avaliados em 3 ciclos, alternado a exposicdo a

solucdo de PbCl; 11 (0,01 pg/L) e &gua ultrapura (branco)
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3.3.7 Resposta da durabilidade dos nanobiossensores de cantilever

A vida 0til de um sensor € de extrema importancia, uma vez que, dependendo da
situacdo, o ideal é que o sensor possa ser utilizado por mais tempo e gque mantenha as
caracteristicas em relacdo a sensitividade e limite de deteccdo. A Tabela 3.2 apresenta a
estabilidade da resposta dos nanobiossensores, avaliados no 1° e 30° dia de estocagem.

Tabela 3.2 — Durabilidade dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com as

enzimas fosfatase alcalina e urease

Estocagem Limite de deteccéo (pg/L) Sensitividade (V/ppb)
(dias) Fosfatase Alcalina Urease Fosfatase Alcalina Urease
1 0,481+0,01° 0,413+0,01° 0,190+0,01% 0,223+0,02°
30 0,628+0,02° 0,744+0,04° 0,146+0,02" 0,123+0,02"

* Dados apresentados como média (trés repeticdes) + Desvio Padrdo. Letras iguais na coluna indicam ndo haver
diferenga significativa a nivel de 5% (teste t de student) entre os diferentes dias avaliados.
Fonte: O autor

Como observado na Tabela 3.2, ap6s 30 dias de armazenamento ocorre um aumento
no limite de deteccdo, e uma diminuicdo na sensitividade, para 0s nanobiossensores
funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease, respectivamente. Sendo que 0s
valores de limite de deteccdo e sensitividade para o 1° e 0 30° dia de estocagem, apresentam
diferenga significativa com 95% de confianga, para ambos 0s nanobiossensores.

Na literatura também foram relatados decréscimos na estabilidade de biossensores
apos o0 armazenamento, como no trabalho de Homaei (2017), onde seu estudo tinha por
objetivo a imobilizacdo da enzima fosfatase alcalina em um biossensor, a fim de avaliar o
potencial de inibicdo de vérios ions de metais pesados. Este autor observou que ap6s 90 dias
de estocagem a 4°C, a enzima imobilizada no biossensor teve sua atividade diminuida,
causando uma perda de sensitividade do mesmo. J& no trabalho de Upadhyay e Verma,
(2015), o qual desenvolveram um biossensor baseado em fosfatase alcalina para determinacéo
de fosfato em soro e agua de torneira, constataram que o biossensor apresentou um
decaimento de 12% na resposta quando armazenado a 4 °C em tampao, durante 30 dias.

Com base nestes estudos € possivel afirmar que o tempo de estocagem afeta a resposta
do nanobiossensor, ocorrendo a dimuni¢do da qualidade da resposta do mesmo por meio do
decremento da atividade da enzima. Porém, mesmo observando essas diferengas significativas
em relacdo ao limite de deteccgéo e a sensitividade, os resultados mostram que mesmo apés 30

dias, os nanobiossensores conseguem detectar pequenas quantidades dos metais pesados, na
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ordem de pg/L, caracteristicas excelentes quando comparado com outros métodos de

deteccao.
3.3.8 Mecanismo de deteccdo de metais pesados pelos nanobiossensores desenvolvidos

A Figura 3.14 exp0e a representacdo esquematica do mecanismo de deteccdo dos ions
metalicos por meio da funcionalizacdo desenvolvida neste trabalho.

Como pode ser observado, os ions metalicos, presentes na solucdo de trabalho, se
ligam ao sitio ativo da enzima, causando uma alteracdo conformacional na estrutura da
mesma, resultando em mudancas de tensdo na superficie funcionalizada do nanobiossensor.
Sendo que, a diferenca de tensao entre a superficie funcionalizada, o qual ocorre adsorcao do
analito na camada sensora, e ndo funcionalizada, € lida como um sinal de voltagem (VEL
KRAWCZYK; MOSZCZYNSKA; TROJANOWICZ 2000; KARNATI et al., 2007;
BUCHAPUDI et al., 2013; MEHTA et al., 2016)

Figura 3.14 — Representacdo esquematica da deteccdo dos ions metalicos por meio da

funcionalizagdo do cantilever com enzimas
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Fonte: O autor

3.3.9 Espectroscopia de absorcdo de reflexdo por infravermelho modulada por polarizacao
(PM-IRRAS)

O processo de imobilizacdo das enzimas fosfatase alcalina e urease sobre a superficie
do AMHD foi realizado com o auxilio dos agentes reticulantes EDC/NHS, favorecendo a

reacdo dos grupos carboxilicos do AMHD com o0s grupos amina da enzima, formando
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ligagBes amida estaveis. A funcionalizagcdo por meio do método de SAM foi investigada com

a técnica de PM-IRRAS como mostra a Figura 3.15.

Figura 3.15 — Espectro PM-IRRAS das etapas de funcionalizacdo do cantilever. (a)

Funcionalizagcdo com a enzima fosfatase alcalina e (b) Funcionalizagcdo com a enzima urease
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Na espectroscopia da regido do infravermelho, a luz, com um determinado
comprimento de onda, interage com a matéria e entra em ressonancia com os dipolos das
ligacOes e grupos quimicos das moléculas, sendo absorvida. Como os diferentes grupos ou
ligacBes quimicas de uma molécula possuem frequéncia de oscilagBes caracteristicas, cada
molécula possui um espectro tipico de infravermelho. Assim, as informagdes quimicas
estruturais podem ser obtidas (BLAUDEZ et al., 1996; DICKO; BOURQUE; PEZOLET,
1998). Desta forma, na Figura 3.15, é possivel observar um pico a 1700 cm™ na banda
correspondente ao Silicio+Ouro+AMHD, em ambas funcionalizac@es, isto € uma indicagdo de
que o AMHD foi depositado na superficie do cantilever. Uma diminuicdo deste pico na
mesma banda (Silicio+Ouro+AMHD+EDC/NHS), é uma indicacdo de que esta camada é
coberta com a deposicdo dos agentes reticuladores EDC/NHS. Na imobilizacdo do cantilever
com as enzimas, € possivel identificar duas bandas de maior intensidade, que correspondem
aos grupos amida da cadeia enzimética. As bandas 1653 e 1659 cm™, correspondente a
funcionalizagdo com as enzimas fosfatase alcalina e urease, respectivamente, representam o

grupo amida | da cadeia, a qual é atribuida ao grupo carbonila (C=0) da ligacdo amida. J& as
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bandas em 1548 e 1554 cm™ (fosfatase alcalina e urease, respectivamente) correspondem ao
grupo amida I, pertencente ao estiramento C-N da amida.

Segundo Cornut et al. (1996), as bandas do grupo amida | podem ser vistas entre 1662
e 1649 cm™ para proteinas. Kreider et al. (2014) relataram as bandas amida | em 1659 cm™ e
amida Il em 1548 cm™, como indicativas da presenca da enzima peroxidase. Bandas
semelhantes também foram encontradas no trabalho de Schmidt et al. (2008), onde a
indicacdo da enzima investigada por eles foi vista nas bandas 1663 cm™ e 1554 cm™,
correspondente a amida | e amida 11, respectivamente. E por fim, no trabalho de Alonso et al.
(2016), onde utilizando a técnica de PM-IRRAS para caracterizar a superficie de diferentes
métodos de acoplamento enzimatico, os mesmos obteram bandas de 1653 cm™ (amida 1) e
1558 cm™ (amida I1), para as enzimas oxidases.

Portanto, como as bandas das etapas de deposicdo do AMHD e do EDC/NHS nao
aparecem nos espectros PM-IRRAS, quando adicionado as enzimas, isso demonstra que as

mesmas foram imobilizadas no substrato, demonstrando a eficiéncia da funcionalizag&o.
3.3.10 Microscopia de forca atbmica (AFM)

Utilizacdo do AFM para o estudo de superficies de nanoestruturas, € uma ferramenta
robusta que permite avaliar como que a deposicdo das moléculas durante a funcionalizacdo
altera a rugosidade da superficie. A deposicdo de moléculas sobre uma superficie pode
ocorrer nos vales ou nos picos, que sdo, respectivamente, regides abaixo ou acima do plano
meédio da superficie (RODRIGUES, 2015). Assim, o célculo da rugosidade leva em conta a
diferenca entre a dimensdo destes componentes da superficie (KLAPETEK, NECAS,
ANDERSON, 2016).

A Figura 3.16 apresenta as imagens topograficas, em 2D, obtidas nas diferentes etapas
de funcionalizacdo da superficie do cantilever com a técnica de SAM, enquanto que a Tabela
3.3 apresenta os valores de rugosidade da superficie do cantilever ndo funcionalizado (silicio)

e apos cada etapa da funcionalizagdo para a constru¢do dos nanobiossensores.
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Figura 3.16 — Imagens 2D da superficie do cantilever durante as etapas de construcdo dos
nanobiossensores. (a) Silicio — cantilever ndo funcionalizado, deposi¢do das camadas de (b)
ouro, (c) AMHD, (d) EDC/NHS, (e) Fosfatase alcalina, (f) Urease
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Fonte: O autor

Tabela 3.3 — Valores da raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) das superficies em cada

etapa de construcdo dos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e

urease
Etapa Rms (nm)
Silicio 3,96 + 0,19
Silicio + Ouro 2,02+0,17
Silicio + Ouro + AMHD 5,67 +0,30
Silicio + Ouro + AMHD + EDC/NHS 27,13+ 1,35
Silicio + Ouro + AMHD + EDC/NHS + Fosfatase alcalina 12,83 + 2,53
Silicio + Ouro + AMHD + EDC/NHS + Urease 17,90 £ 1,67

* Dados apresentados como média (trés repeticdes) + Desvio Padrdo.
Fonte: O autor

Observando a Figura 3.16, h& diferencas na topografia de cada etapa de
funcionalizacdo da superficie do dispositivo. Analisando o substrato de silicio (Figura 3.16a),
observa-se uma superficie com dominios dispersos, enquanto que a camada contendo ouro
apresenta uma superficie mais lisa (Figura 3.16b). Na superficie funcionalizada com AMHD
(Figura 3.16¢) e EDC/NHS (Figura 3.16d) verifica-se um formato de agrupamentos em

coluna, o que também foi observado por Mukherjee et al. (2010). No entanto, a tultima camada
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da funcionalizacdo pela técnica de SAM, com a adic¢do das enzimas fosfatase alcalina (Figura
3.16e) e urease (Figura 3.16f) apresenta uma morfologia mais homogénea com contornos
maiores, mais definidos e com menos agrupamentos. Esse formato da topografia, referente a
funcionalizacdo do cantilever por meio da técnica de SAM, utilizando um alcanotiol, agentes
reticuladores (EDC/NHS) e enzima, é semelhante ao encontrado na literatura (STEUDE et al.,
2011).

Ao analisar a Tabela 3.3, observa-se que a superficie de silicio apresenta rugosidade
de 3,96 (+0,19) nm mesmo sem haver a deposi¢do de moléculas. Essa rugosidade pode ser
considerada uma caracteristica do material. A deposi¢do da camada de ouro diminuiu a
rugosidade da superficie para 2,02 (£0,17) nm. Como por meio da técnica de Spputering pode
haver a deposicdo de atomos de ouro sob a forma de conglomerados (RODRIGUES, 2015),
possivelmente esses conglomerados se depositaram nas regifes de vale, existentes na
superficie de silicio, preenchendo os espagos vazios, 0 que tornou a superficie mais lisa
(Figura 3.16b). O valor da rugosidade obtido com a adi¢do do ouro pela técnica de SAM esta
de acordo com o trabalho de Yu-Cheng et al. (2008), onde relatam uma rugosidade média de
1 a 2 nm na superficie de ouro.

A deposicao da camada de AMHD levou ao aumento da rugosidade da superficie para
5,67 (x0,30) nm (Tabela 3.3). Em razdo do AMHD possuir alta afinidade pelo ouro, hd uma
grande probabilidade de 0 mesmo se depositar nas regides de picos, as quais estdo mais
expostas, e, por ser uma molécula de cadeia longa, isso também influencia para 0 aumento da
rugosidade (Figura 3.16c).

Quando se adicionou a mistura dos agentes de reticulagio EDC/NHS, houve um
aumento da rugosidade da superficie para 27,13 (+1,35) nm, conforme observado na
Tabela 3.3. Comportamento semelhantes de rugosidade do AMHD e EDC/NHS também
foram observados no estudo de Kim et al. (2015), onde foi desenvolvido um biossensor de
cantilever funcionalizado com a técnica de SAM, os autores relataram um aumento na
rugosidade superficial quando houve a deposicdo das camadas de acido 11-
mercaptoundecanoico e EDC/NHS sobre a superficie de ouro do cantilever. Este aumento da
rugosidade é devido a ocorréncia de alteragcGes nos grupos funcionais que ficam expostos na
superficie, ou seja, da mudanga do ouro para o acido carboxilico e, ap0s, para o éster de NHS.

No final da funcionalizacdo, com a etapa de adicdo das enzimas fosfatase alcalina e
urease, foi possivel observar uma reducdo na rugosidade, com Rms de 12,83 (x2,53) nm e
17,90 (£1,67), respectivamente. Essa diminuicdo da rugosidade indica a formacdo de uma

camada de preenchimento, a qual preencheu os espacos vazios, formando assim uma
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superficie mais homogénea (Figura 3.16e/Figura 3.16f). Alonso et al. (2016) também
observaram a reducdo dos valores de rugosidade (Rms), realizando a deposicdo da enzima
glicose oxidase (GOX) sobre uma superficie de platina por meio da técnica de SAM.

Desta forma, a diferenca nos valores de rugosidade da superficie € um indicativo de
que ocorreu a deposicdo de camadas sobre a superficie do silicio, sugerindo assim que a
funcionalizacgdo (Figura 3.16) foi realizada de forma eficiente.

A medida da espessura entre a camada sensora e a superficie removida, ou seja, nao
funcionalizada (contendo somente silicio), apresentou um valor médio de 80,48 (+ 0,46) nm.
Desta forma, pode-se afirmar que o nanobiossensor de cantilever desenvolvido neste trabalho
apresenta a camada sensora na escala nanométrica (até 100 nm) (RAI et al., 2012). Assim, a
camada sensora desenvolvida é favoravel para a construcdo de dispositivos de sensoriamento

devido a grande area superficial, aumentando sua sensitividade.

3.3.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 3.17 apresenta as micrografias da superficie do cantilever durante as etapas
de construgcdo dos nanobiossensores. As micrografias da Figura 3.17a e Figura 3.17b
correspondem a superficie do silicio (sem funcionalizacao) e a deposicdo da camada de ouro,
respectivamente, onde pode ser observado uma superficie lisa. A partir da deposi¢do do
AMHD (Figura 3.17¢) e do EDC/NHS (Figura 3.17d), comeca a ser observado a formacéo de
agrupamentos dispersos. Porém na ultima camada de funcionalizacdo, incorporando as
enzimas fosfatase alcalina (Figura 3.17e) e urease (Figura 3.17f), apresenta uma formacéo
mais uniforme, com grupamentos menores sobre a superficie. Esta morfologia é analoga ao
encontrado na literatura (STEUDE et al., 2011). Desta forma, a funcionalizacdo dos
nanobiossensores de cantilever, por meio da técnica SAM, resulta em uma camada
homogénea em somente um dos lados do sensor, 0 que € muito importante, devido o controle

da adsor¢do de moléculas na superficie.
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Figura 3.17 — Micrografias superficie do cantilever durante as etapas de construgdo dos
nanobiossensores. (a) Silicio (sem funcionalizacdo), deposicdo das camadas de (b) Ouro, ()
AMHD, (d) EDC/NHS, (e) Fosfatase alcalina, (f) Urease, em resolucao de 50 um
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Fonte: O autor

Segundo Lang e Gerber (2008) a adsorcdo de moléculas na superficie (funcionalizada
em somente um lado) ird resultar em uma deflexdo para cima ou para baixo devido a
formacdo da tensdo na superficie entre o lado funcionalizado e 0 ndo funcionalizado. Se a
situacdo oposta ocorrer, ou seja, quando ambos os lados do cantilever (superior e inferior) séo
funcionalizados, ambos os lados estardo expostos a uma tensédo de compressao predominante
na superficie inferior do cantilever e, também, uma tenséo de tracdo na superficie superior.
Por esta razdo, é extremamente relevante ter-se uma funcionalizacdo adequada da superficie,
de modo que o lado ndo funcionalizado ndo apresente resposta na exposi¢ao a um analito, nas

medidas de voltagem do sensor de cantilever em modo estético.

3.4 Consideracdes parciais

O desempenho dos nanobiossensores baseados nas enzimas fosfatase alcalina e urease,
imobilizadas sobre um cantilever de ouro modificado com camada auto-organizada do
AMHD, posteriormente, utilizando os agentes de reticulagio EDC/NHS, mostrou-se eficiente
para a determinacdo dos metais pesados. Sendo possivel verificar, por meio da analise de

PCA, que os nanobiossensores mostraram uma boa discriminagdo dos metais PbCl, I1, NiCl,
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I, CdCl,, ZnCl,, CoCl; 11 e AICI; em diferentes concentracgdes, revelando serem potenciais
sensores na detec¢do de metais pesados em agua.

Além disto, apresentaram respostas rapidas com limites de deteccdo na gama de pg/L
(0,286 pg/L) e uma alta sensitividade (0,321 V/ppb). Comparando-se o limite de detec¢édo
desse trabalho com os dados da literatura, observou-se que 0s mesmos, foram menores que 0s
valores obtidos, tanto, por meio dos procedimentos convencionais de determinacéo de metais,
utilizando a técnica de ICP OES, FAAS e GF FAAS, quanto, por meio de biossensores
potenciometricos, reforgando o sucesso do procedimento desenvolvido.

O cantilever de silicio ndo teve interacdo com 0s metais pesados e o cantilever
revestido apenas com 70 nm de ouro, ndo conseguiu distinguir as diferentes concentracdes do
mesmo, demonstrando que a funcionalizacdo empregada foi efetiva, desta forma, as enzimas
escolhidas apresentaram afinidade com as solucdes de metais pesados empregados.

Os nanobiossensores se mostraram 100% reversiveis, ndo apresentando perdas de sinal
durantes sucessivas medi¢des, porém o tempo de estocagem afetou a resposta do mesmo,
ocorrendo um aumento no limite de detecdo e diminuicdo da sensitividade durante 30 dias de
armazenamento.

Em relacdo a caracterizacdo da superficie dos nanobiossensores, a analise de PM-
IRRAS das etapas de deposicdo das enzimas fosfatase alcalina e urease demonstrou as bandas
tipicas das enzimas (bandas amida | e amida Il), o qual estavam presentes sobre a superficie
do cantilever. Observou-se também, tanto pela técnica de AFM quanto por MEV, uma
morfologia homogénea com contornos maiores e mais definidos, quando adicionado as
enzimas. Sendo que por meio da técnica AFM, foi possivel verificar valores de rugosidade
diferentes para cada camada depositada e uma espessura compreendida na nanoescala, com
cerca de 80,48 nm.

Sendo assim, podemos afirmar que a metodologia desenvolvida é viavel e promissora

na deteccdo de metais pesados em agua.
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CAPITULO IV

4 NANOBIOSSENSORES DE CANTILEVER FUNCIONALIZADOS COM AS
ENZIMAS FOSFATASE ALCALINA E UREASE PARA DETECCAO DE CHUMBO
EM AMOSTRAS REAIS DE AGUA

4.1 Introducéo

A liberagdo antropogénica de metais pesados para o ambiente, contribui no
agravamento da contaminacdo dos corpos hidricos. Entre os problemas de salde associados
ao desenvolvimento industrial, os metais pesados langados no ambiente causam uma ameaca
significativa para a saude publica. Quantidades excessivas de ions de metais pesados na agua
potéavel resultam em vérias doencas (VERMA; GUPTA, 2015; ULLAH et al., 2018).

O chumbo (Pb) é um metal utilizado no fabrico de variados produtos (baterias,
municdes, soldas, tintas, etc.) e grande parte do chumbo utilizado na sua forma metalica é
recuperado para posteriores reutilizagdes. No entanto, o Pb usado em formas compostas é
mais dificil de recuperar e perdem-se grandes quantidades, que encontram o seu destino final
no meio ambiente (ADDO et al., 2012). Desta forma, a presenca deste metal, no ambiente
aquatico, € uma grande preocupacdo devido aos seus efeitos nocivos, capacidade de se
acumular nos tecidos da biota aquatica e consideravel ndo-degradabilidade (BENSON et al.,
2018). Além disto, a ingestdo de Pb pode provocar lesbes no sistema nervoso, causando
convulsoes, irritabilidade, perda de memoria, déficit intelectual e até mesmo mutacdes
genéticas (DESHOMMES et al., 2016; LUZARDO et al., 2017).

Consequentemente, por razdes de protecdo a salde humana e ao meio ambiente, existe
uma necessidade de monitorar o teor de ions de metais pesados, principalmente em ambientes
aquaticos. Desta forma, foram desenvolvidos varios métodos para detec¢cdo de metal pesado,
como a espectrometria de absorcdo atdmica (BANNON; CHISOLM, 2001), espectroscopia de
fluorescéncia (HE et al., 2006), a espectroscopia de massa de plasma acoplada indutivamente
(CORBISIER et al., 1999), entre outros. Embora esses métodos estejam bem estabelecidos,
eles séo complexos, demorados, volumosos e necessitam etapas de pré-tratamento da amostra.
Portanto, o desenvolvimento de metodologias mais rapidas, mas ainda assim sensiveis para a
deteccdo de Pb em &guas é relevante. Neste sentido, com o avango da nanotecnologia, a
deposicdo de filmes nanoestrurados sobre cantileveres, derivados de experiéncias de
microscopia de forca atdbmica (AFM), para uso como biossensor, se apresenta como uma

alternativa promissora, pois estes dispositivos apresentam alta sensitividade, por causa do seu
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tamanho miniaturizado, o que resulta em uma maior area superficial (VASHIST, 2007,
ULLAH et al., 2018).

Os nanobiossensores de cantileveres apresentam-se como dispositivos versateis e
compactos (UZUNLAR et al., 2013; TOUHAMI, 2014) para a deteccdo de inimeros analitos,
entre eles poluentes ambientais, tais como metais pesados (CHEN et al., 2012). Além disso,
exibem resposta rapida e em tempo real, proporcionando uma oportunidade futura para a
analise no local onde encontram-se os poluentes. Outras vantagens desses dispositivos sdo a
utilizacdo de pequenas quantidades de amostras (1-2 mL), o reconhecimento especifico e
possibilidade de detecgdo de analitos multiplos através da fabricacdo de arranjo de sensores
(RAITERI et al., 2001; CASTILLO et al., 2004; DEVREESE, 2007; LANG, HEGNER,
GERBER, 2010;). Conforme Hansen e Thundat (2005) nenhuma outra tecnologia de
sensoriamento oferece tal versatilidade.

Também é importante ressaltar que a aplicacdo de amostras ambientais em novos
biossensores é fundamental nas etapas finais do desenvolvimento. Grande numero dos
sistemas analisados atualmente ainda tem um caminho a percorrer antes que a aplicacdo as
amostras reais possa ser realizada, sendo que o estudo dos efeitos de matriz, questdes de
estabilidade e comparacdo cuidadosa com os métodos estabelecidos sdo passos cruciais nesse
sentido (KURBANOGLU; OZKAN; MERKOCI, 2017; MALEKI et al., 2017).

Neste contexto, este estudo tem por objetivo a aplicacdo dos nanobiossensores de
cantilever, funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease, na deteccdo de
chumbo em amostras reais de agua e comparar com um método convencional de deteccéo,
bem como investigar o efeito da matriz sobre a resposta dos nanobiossensores em amostra

real.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Localizacao e coleta das amostras de agua

A escolha do local para a coleta de amostras de &gua, para aplicagdo dos
nanobiossensores na detec¢do do Pb, foi a cidade de Erechim, localizada na regido norte do
estado do Rio Grande do Sul, a 27°37°54” de latitude sul e a 52°16°52” de longitude oeste.
Possui uma area de 425,86 Km? e situa-se a 768 m acima do nivel do mar, apresentando um
clima subtropical com temperatura média anual de 18,7 °C (PREFEITURA MUNICIPAL DE
ERECHIM, 2011).
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Uma parte da microbacia do rio Tigre, é responsavel pelo fornecimento e manutencéo
do abastecimento de &gua potavel a populacdo domiciliada na &rea urbana, localiza-se na
porcdo Centro-Ocidental, apresentando uma area de 90,71 Km?, que acompanha o referido
rio. Este recebe cinco bacias contribuintes, destacando-se os rios Ligeirinho e Ledozinho, que
abastecem o reservatério da Companhia Riograndense de Saneamento (CORSAN). A
microbacia abriga mais de 90% do perimetro urbano de Erechim (RAMPAZZO, 2003)

A Tabela 4.1 apresenta a localizacdo dos 4 pontos de amostragem, sendo a amostra 1
proveniente de efluente urbano, a amostra 2 responsavel pelo abastecimento do reservatorio
da CORSAN, a amostra 3 pertencente a &4gua de torneira e a amostra 4 referente a agua

mineral comercial.

Tabela 4.1 — Localizacdo das amostras de agua

Latitude Longitude -
Amostras (Datum — WGS84)  (Datum 9 WGSS4) Caracteristicas
1 27°38'35.32"S 52°14'49.34"W Rio Tigre — Afluente da Margem
Esquerda (Urbano)
2 27°40'57.01"S 52°14'39.50"W Rio Ledozinho — Abastece Barragem
Corsan
3 27°38'57.07"S 52°16'09.52"W Agua de torneira — Laboratério da URI
4 27°55'33.00"S 53°02'13.00"W Agua mineral comercial

Fonte: O autor

A coleta das amostras de aguas foi realizada observando 15 dias sem precipitacdo
pluviométrica, pois assim a andlise se torna mais precisa, ndo ocorrendo a lixiviacdo dos
compostos de interesse pelas dguas da chuva.

A amostragem foi realizada a uma profundidade 10 a 15 cm abaixo da superficie da
agua, para evitar contaminantes superficiais. As amostras foram armazenadas em frascos de
polietileno, com capacidade para 500 mL, previamente descontaminados com acido nitrico a
3 M (Quimica Moderna — 65%) e enxaguados vigorosamente com agua destilada, deionizada
e ultrapura.

Todas as amostras foram identificadas com o local da coleta e transportadas ao abrigo
da luz solar até o Laboratério de Termodindmica da Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes — URI Erechim. Todas as amostras coletadas foram filtradas com papel
filtro qualitativo com gramatura de 80 g/m?, para garantir a remocao de possiveis interferentes
da amostra, aumentando assim a seletividade do método de deteccao.
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4.2.2 Anélise fisico-quimica das &guas

Foram analisados alguns parametros fisico-quimicos das aguas, tais como turbidez, pH
e condutividade elétrica, estas analises foram realizadas por leitura direta, ou seja, as amostras
ndo passaram por nenhum pré-tratamento. Os métodos para anélise destes parametros estdo
descritos no Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).
Todas as analises foram submetidas a analise de variancia (ANOVA), e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95% de confianca, utilizando o software Statitic
8.0.

4.2.2.1 Turbidez

A andlise de turbidez foi realizada com auxilio de um turbidimetro (Poli Control,
Modelo AP — 2000). Por meio desta analise é possivel detectar a presenca de particulas em
suspensdo, relativa a cor, o qual pode concorrer para 0 agravamento da poluicdo. A turbidez
limita a penetracdo de raios solares, restringindo a realizacdo da fotossintese que, por sua vez,

reduz a reposicao do oxigénio (AZHAR et al., 2015).

4.2.2.2 pH

O pH foi obtido por meio de um pHgametro (Digimed, Modelo DM — 22). As medidas
de pH, sdo de extrema utilidade, pois fornecem inumeras informacdes a respeito da qualidade
da &gua. Nas aguas naturais as variacOes deste pardmetro é ocasionado geralmente pelo
consumo e/ou producdo de didxido de carbono (CO;), realizados pelos organismos
fotossintetizadores e pelos fendmenos de respiracdo/fermentacdo de todos os organismos

presentes na massa de agua, produzindo acidos organicos fracos (EFFENDI, 2016).

4.2.2.3 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi analisada por meio de um condutivimetro (Meter, Modelo
8306). Essa analise corresponde a uma medida resultante da aplicacdo de uma dada forga
elétrica, que € diretamente proporcional a quantidade de sais presentes em uma solug&o.

Devido a facilidade e rapidez de determinacdo da condutividade elétrica, este se tornou um
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parametro padréo para expressar a concentracdo total de sais para classificacdo de solos e das
aguas destinadas a irrigacdo (SHRESTHA; KAZAMA, 2007).

4.2.3 Deteccdo de chumbo (Pb) por espectometria de absorcdo atdmica com forno de grafite
(GF AAS)

Por meio da analise de GF AAS foi realizada a quantificacdo do Pb, nos diferentes
pontos de amostragem (Tabela 4.1), utilizado a metodologia recomendada pelo Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).

Para tanto, 150 mL das amostras foram digeridas em 10 mL de HNO; (acido nitrico)
(Quimica Moderna — 65%) em chapa de aquecimento (Fisatom, modelo 752A) até o volume
final ficar em 50 mL. Posteriormente o volume final obtido foi analisado em um
espectofotdmetro de absor¢do atdbmica com forno de grafite (GF AAS), (PerkinElmer, Modelo
PinAAcle 900T). Esta analise foi realizada no laboratério da Embrapa Instrumentacdo em Sé&o
Carlos/SP. As anélises foram tomadas em triplicata.

Esta analise que possue procedimentos bem desenvolvidos e estabelecidos, tem por
objetivo a comparagdo com a resposta obtida pelos nanobiossensores de cantilever, visando a
comprovacdo da eficiéncia da técnica de deteccdo de metais pesados desenvolvida neste
trabalho.

4.2.4 Andlise de deteccdo de chumbo (Pb) pelos nanobiossensores de cantileveres

Para a realizacdo da analise de deteccdo de PbCl, Il (Cloreto de Chumbo I1) (Alamar
Tecno Cientifica — 99%) por meio dos nanobiossensores de cantilever, primeiramente 0s
cantileveres (ContGD-G, BudgetSensors®), com frequéncia de ressonancia de 13,0 (+4) kHz e
constante de mola de 0,2 (0,07-0,4) N/m, foram funcionalizados com as enzimas comerciais
fosfatase alcalina de mucosa intestinal bovina (10 U/mg) (Sigma Aldrich) e urease de
Canavalia ensiformis (75,26 U/mg) (Sigma Aldrich), utilizando a técnica SAM para a
imobilizacdo, conforme a metodologia de Velanki e Ji (2006) e Martinazzo et al. (2018).

Entdo foi preparada uma solucgéo estoque na concentracdo de 10 mg/L de PbCl; 11, e a
partir desta, foram preparadas as concentrac6es 0,01, 0,1, 1, 10 e 50 pg/L, em agua ultrapura
(Millipore Co. 18,2 MQ/cm). Posteriormente, para a leitura das amostras utilizou-se em torno
de 0,5 mL de cada concentragdo, o qual foram injetadas, com o auxilio de uma pipeta de

pasteur, sobre uma placa de ago inoxidavel no AFM (Nanosurf, C3000 Controller).
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As solugdes foram analisadas em ordem crescente de concentragéo, ou seja, injetava-
se a menor concentracdo (0,01 pg/L), efetuava-se a leitura do sinal de voltagem por 60 min,
em modo estatico. Apos a leitura, a solucdo era retirada, com o auxilio de uma pipeta de
pasteur, e injetava-se a proxima solugdo, assim sucessivamente até a Ultima solucdo
(50 pg/L). A andlise era efetuada por meio da realizacdo de uma imagem gerada pelo software
do AFM, a partir dos pardmetros: area de O um? resolucdo de 1800 x 1800 pontos e
velocidade de varredura de 1 s/linha.

As imagens geradas pelo AFM foram convertidas em um grafico de voltagem (V)
versus tempo de contato (min) por meio do software Gwyddion (Versdo 2.45). Os valores de
voltagem obtidos foram provenientes do sinal do fotodetector do equipamento. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

4.2.5 Aplicacdo dos nanobiossensores em amostras reais de dgua

A primeira etapa para a aplicacdo dos nanobiossensores em amostras reais de dgua € a
investigacdo do efeito da matriz, o qual é um aspecto importante da avaliacdo dos métodos
analiticos, sendo caracterizada por ser um tipo de interferéncia gerada pela combinacdo de
todos os outros componentes da amostra que diminuem ou aumentam o sinal analitico
detectado e afetam diretamente a quantificacdo do analito de interesse (SILVA; PAZ;
CAVALCANTE, 2017).

Desta forma, as amostras 1 e 2 (Tabela 4.1), foram escolhidas para realizacédo do efeito
matricial, por serem amostras pertencentes a pontos de coleta bem distintos, o primeiro
proveniente de efluentes urbanos e o segundo proveniente da barragem de abastecimento do
municipio.

Para tanto, foram preparadas solucBes com diferentes quantidades de dgua de rio em
uma solucdo padrdo de 10 pg/L de PbCl; 11, na proporcdo de 1:1, 1:5 e 1:10 (v:v) (solucéo
padrdo:agua de rio). Além disso, também foram testadas, a dgua ultrapura (branco), 4gua de
rio sem adi¢éo da solugéo padrdo (amostrasl e 2) e a solugdo padrdo de 10 pg/L de PbCl; 11, a
fim de comparacdo, as quais foram submetidas a leitura dos nanobiossensores de cantilever
funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease em AFM, como descrito no item
4.2.4.

Por fim, a resposta de detec¢do do Pb utilizando os nanobiossensores de cantilever
funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease, foi realizada por meio da dilui¢éo

das amostras coletadas (Tabela 4.1) em agua ultrapura na proporc¢do 1:1, a fim de minimizar



111

os efeitos matriciais. A &gua ultrapura foi utilizada neste caso, como solugéo padréo, para que
ndo houvesse nenhuma interferéncia do metal analisado (Pb) na resposta dos
nanobiossensores.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Analise dos parametros fisico-quimicos

A Tabela 4.2 apresenta os resultados de turbidez, condutividade elétrica e pH das

amostras de agua.

Tabela 4.2 — Turbidez, condutividade elétrica e pH das amostras de agua coletadas.

Amostras Turbidez (NTU) Condutividade (us) pH
1 47,56+(1,25)° 186,10+(8,87)° 6,85+(0,05)°
2 11,06+(0,90)" 50,46+(0,05)" 7,15+(0,11)°
3 0,01+(0,18)° 61,40£(0,10)° 6,95+(0,08)"
4 0,00+(0,12)° 315,00(8,08) 9,27+(0,03)

* Dados apresentados como média (trés repeticdes) + Desvio Padrdo. Letras iguais na coluna indicam ndo haver
diferenca significativa a nivel de 5% (teste de Tukey) entre os diferentes os parametros fisico-quimicos.
Fonte: O autor

De modo geral o pH ndo apresentou uma grande variacdo entre as 2 primeiras
amostras coletadas, mesmo apresentando diferenca significativa a nivel de 5%. As amostras 1
e 2 estdo dentro dos padrGes permitidos pela resolugdo n® 357 do CONAMA (BRASIL,
2005), que considera os valores de pH entre 6,0 a 9,0. J& para as amostras 3 e 4, onde
corresponde agua de torneira e agua mineral, respectivamente, a legislacdo que rege 0s
padrdes de potabilidade é a Portaria n°® 2914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011) e
segundo a ela, para a agua ser potavel, a mesma deve se apresentar na faixa de pH de 6,0 a
9,5. Dessa forma as amostras 3 e 4 estdo dentro da legislagdo apresentando um pH de 6,95 e
9,27, respectivamente.

Os valores de pH apresentaram diferengas significativas (p<0,05) entre as amostras de
coleta de agua, e isto se deve ao fato de que, as aguas superficiais possuem um pH que varia
de 4,0 a 9,0. As vezes sdo ligeiramente alcalinas devido & presenca de carbonatos e
bicarbonatos. Naturalmente, nesses casos, o pH reflete o tipo de solo por onde a &gua
percorre. Geralmente um pH muito &cido ou muito alcalino estd associado a presenca de
despejos industriais (EFFENDI, 2016).
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Em relacdo a turbidez, as amostras 1 e 2 apresentaram diferencas significativas
(p<0,05), porém seus valores sdo inferiores a 100 NTU, os quais encontram-se dentro da
legislacdo (BRASIL, 2005). Esta diferenca no valor da turbidez, se deve ao fato de que a
amostra 1 é proveniente de um corpo hidrico (Rio Tigre) com alta carga de efluente urbano,
apresentando uma baixa vazdo causando uma turbidez mais elevada, ja a amostra 2 pertence
ao rio Ledozinho, o qual esté localizado na zona rural e é responsével pelo abastecimento de
agua potavel do municipio, por este motivo a turbidez da amostra 2 é em torno de 20% menor
que a da amostra 1.

As amostras 3 e 4 apresentaram valores nulos de turbidez, por serem &guas proprias
para o consumo humano (torneira e mineral, respectivamente).

A agua € turva quando recebe certa quantidade de particulas que permanecem, por
algum tempo, em suspensao, sendo que estas particulas podem ser do proprio solo quando nédo
h& mata ciliar, ou provenientes de atividades minerais, como portos de areia, exploracdo de
argila, industrias, ou mesmo de esgoto das cidades (AZHAR et al., 2015).

A condutividade elétrica ndo possui valores preconizados pelo Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), contudo, verifica-se diferenca significativa (p<0,05) entre as
amostras de agua analisadas. Sendo a amostra 4 a que possue 0 maior valor (315,00 ps) e a
amostra 2 o menor (50,46 ps). Desta forma, quanto maior for a quantidade de ions
dissolvidos, maior ser4 a condutividade elétrica da dgua. O parametro de condutividade
elétrica ndo determina, especificamente, quais 0s ions que estdo presentes em determinada
amostra de agua, mas pode contribuir para possiveis reconhecimentos de impactos ambientais
que ocorram na bacia de drenagem ocasionada por lancamentos de residuos industriais,
mineracao, esgotos, etc. (SHRESTHA; KAZAMA, 2007).

A condutividade elétrica da agua pode variar de acordo com a concentracdo total de
substancias ionizadas dissolvidas. Em &guas cujos valores de pH se localizam nas faixas
extremas (pH >9 ou pH <5), os valores de condutividade sdo devidos apenas as altas
concentragdes de poucos ions em solugdo, dentre os quais 0s mais frequentes sdo o H" e o
OH" (SHRESTHA; KAZAMA, 2007; AZHAR et al., 2015).

4.3.2 Resposta dos nanobiossensores de cantilever na detec¢do de chumbo (Pb)
A Figura 4.1 apresenta as respostas de deteccdo das diferentes concentracOes de

PbCI; Il em funcdo do tempo, dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com a

enzima fosfatase alcalina e urease.
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Figura 4.1 — Resposta de deteccdo dos nanobiossensores funcionalizados com a enzima
fosfatase alcalina (a) e urease (b) em fungdo do tempo para diferentes concentragfes de
PbCI; Il e agua ultrapura
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Fonte: O autor

As medidas do sinal de voltagem foram realizadas durante 60 min, sendo possivel
verificar que houve diferenca no sinal de voltagem na resposta dos nanobiossensores em
relacdo as diferentes concentracGes do metal (0,01; 0,1; 1, 10 e 50 pg/L), apresentando um
comportamento diretamente proporcional ao sinal de voltagem (quanto maior a concentragao
do metal maior o sinal).

Observa-se também que a concentracdo de 0,01 pg/L, foi a que apresentou uma maior
discrepancia entre os dois nanobiossensores, exibindo uma diferenca de 2,74 V entre eles.
Além disso, os nanobiossensores apresentaram uma voltagem diferente entre as concentracdes
de PbCI; Il e a &gua ultrapura, indicando a deteccdo da presenca deste metal no meio.

Desta forma é possivel relatar que, a adsorcdo do metal no lado da superficie
funcionalizada, causa uma tensdo de compressdo, o qual é lida como um sinal de voltagem,
correspondente a deteccdo das diferentes concentragcdes de PbCl, 1l pelos nanobiossensores
(KARNATI et al., 2007).

O limite de deteccdo e sensitividade para o nanobiossensor funcionalizado com a
enzima fosfatase alcalina foi de 0,323 (+0,06) pg/L e 0,284 (x0,07) V/ppb, respectivamente.
O nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease apresentou valores de limite de
deteccdo de 0,286 (x0,06) pg/L e sensitividade de 0,321 (x0,04) V/ppb. Estes valores foram

obtidos por meio das curvas de calibragdo apresentadas nos Apéndices 6.1a e 6.2a, para as
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enzimas fosfatase alcalina e urease, respectivamente. Ambos os limites de deteccdo
apresentam valores bem abaixo das concentracbes méximas definidas pela legislacdo (Tabela
2.2). Além disto, trabalhos encontrados na literatura, utilizando biossensores na deteccao
deste metal, detectaram limites de detecdo na gama de mg/L (TSAI et al., 3003; OGONCZYK
et al., 2005; BEREZHETSKYY et al., 2008), valores acima do encontrado deste trabalho.

4.3.3 Resposta dos nanobiossensores em amostras reais

4.3.3.1 Efeito da matriz

As Figuras 4.2 e 4.3 apresentam o efeito matricial das amotras 1 e 2 (Tabela 4.1),
respectivamente, para 0s nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina
(@) e urease (b), onde foram adicionados diferentes quantidades de &gua de rio em uma
solugdo de 10 pg/L de PbCl, II, na propor¢do de 1:1, 1:5 e 1:10 (viv) (10 pg/L de
PbClI; Il:4gua de rio).

A solucéo de 10 pg/L de PbCl; 11, foi utilizada para a realizacdo desta andlise, por ser
a concentracdo que apresentou menor diferenca de sinal entre os nanobiossensores (fosfatase
alcaline e urease), ficando em torno de 0,13 V (Figura 4.1).

Na amostra de agua de efluente urbano (amostra 1) da proporcédo de 1:1 (Figura 4.2),
verifica-se uma pequena diferenca de voltagem em relacdo a solucdo de 10 pg/L de PbCl; 11,
cerca de 0,15 e 0,05V, para ambos 0s nanobiossensores funcionalizados com a enzima
fosfatase alcalina (Figura 4.2a) e urease (Figura 4.2b), respectivamente. Sendo que essa
diferenca aumenta com o aumento da proporcdo de &gua de rio, até se aproximar ao sinal da
amostra de agua de rio referente a amostra 1 (sem adicdo da solucdo padrdo de PbClI; I1). Este
comportamento € similiar ao apurado por Jan Pribyl et al. (2005), o qual avaliaram o efeito da
matriz em um sensor baseado em colinesterase para detec¢do de diisopropilfluorofosfato
(DFP) em agua de rio. Os autores constataram que a amostra contendo 5% de &gua de rio na
solucgéo de trabalho, teve os efeitos matriciais minimizados em comparagdo com as amostras

contendo maiores porcetagens (10%, 25% e 50%).
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Figura 4.2 — Resposta dos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase
alcalina (a) e urease (b) ao efeito da matriz com diferentes quantidades de agua de rio em uma
solucdo de 10 pg/L de PbCI, II, na propor¢do de 1:1, 1:5 e 1:10 (viv) (10 pg/L de
PbCI; Il:amostra 1), amostra 1, solugédo de 10 pg/L de PbCl; Il e agua ultrapura
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Fonte: O autor

A Figura 4.3 revela os efeitos matriciais referente a amostra 2 (Tabela 4.1), que de
forma geral, apresenta comportamento semelhante ao da Figura 4.2. Porém, a amostra da
proporcao de 1:1 tem uma variacao de voltagem em relacdo a solucédo de 10 pg/L de PbCl; II,
diferente ao da amostra 1 (Figura 4.2), cerca de 0,25 e 0,12 V, para 0s nanobiossensores
funcionalizados com a enzima fosfatase alcalina (Figura 4.3a) e urease (Figura 4.3b),

respectivamente.
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Figura 4.3 — Resposta dos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase
alcalina (a) e urease (b) ao efeito da matriz com diferentes quantidades de agua de rio em uma
solucdo de 10 pg/L de PbCI, II, na propor¢do de 1:1, 1:5 e 1:10 (v:v) (10 pg/L de
PbClI; Il:amostra 2), amostra 2, solu¢do de 10 pg/L de PbCl; Il e agua ultrapura
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Fonte: O autor

Esta diferenca de comportamento da resposta dos nanobiossensores, pode ser devido
ao fato das amostras reais (amostras 1 e 2), apresentarem caracteristicas distintas conforme
observado na Tabela 4.2. As amostras apresentam diferenca significativa em relagcdo ao pH,
turbidez e condutividade, sendo que a amostra 1 teve maior quantidade de particulas em
suspensdo (47,56 NTU) e ions dissovidos (186,10 us) que amostra 2 (11,06 NTU e 50,46 ps).

Em vista disto, pode se afirmar que o efeito da matriz depende das propriedades fisico-
quimicas do analito de interesse e das caracteristicas dos componentes da matriz endogena
(compostos desconhecidos e imprevisiveis). Geralmente a anadlise em amostras reais é dificil,
uma vez que as matrizes ambientais sdo mais complexas e variaveis, tornando o efeito
matricial mais pronunciado. Além disso, a variabilidade da matriz também influencia no
efeito matricial, como por exemplo, a 4gua da chuva, as aguas subterraneas e a dgua potavel
tendem a ter menos efeito matricial do que as aguas estuarinas (dgua costeira semifechada que
possui uma ligagéo livre com o mar aberto) e o vertedor (SMITH, 2003; VAN DE STEENE;
LAMBERT, 2008; SILVA; PAZ; CAVALCANTE, 2017).

Porém, este problema tipico associado a analise de amostras reais foi superado pela
diluicdo da amostra de rio na proporcao 1:1 na solucédo de trabalho. Utilizando esta diluicéo, o

efeito da matriz tornou-se menos significante em comparagdo com a resposta do
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nanobiossensor sem a diluicdo. Desta forma, o desempenho do mesmo foi pouco afetado
pelos efeitos da matriz, necessitando uma preparagdo minima da amostra, eliminando etapas
laboriosas de preparacdo da amostra tdo comumente utilizadas nos métodos de detecédo

convencionais.

4.3.3.2 Determinagéo do chumbo em amostras reais de agua

Por meio da realizacdo da andlise de GF AAS, nao foi verificada a presenca do
chumbo nos diferentes pontos de amostragem (Tabela 4.1), o qual o limite de deteccdo do
equipamento é de 2 pg/L.

A determinacdo elementar por espectrometria de absorcdo atbmica com forno de
grafite (GF AAS) é uma técnica destinada a determinacdo de tracos e ultratracos de
elementos, porém os procedimentos de pré-tratamento das amostras, exigida por essa técnica,
apresentam limitagdes que dependem, particularmente, do tipo de amostra, dos analitos e de
suas concentracfes. Erros sistematicos devido a contaminacdo ou perdas por volatilizacdo,
nesta etapa, estdo entre os mais frequentes, podendo afetar diretamente a exatiddo e precisao
dos resultados analiticos (NOMURA,; SILVA; OLIVEIRA, 2008).

O nanobiossensor de cantilever ndo possue este tipo de limitacdo, pois o preparo da
amostra € minimo, além disto, os nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase
alcalina e urease apresentaram limites de deteccdo para o chumbo de 0,323 pg/L e
0,286 ug/L, respectivamente, bem abaixo do técnica de GF AAS.

As respostas de voltagem dos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas
fosfatase alcalina (Figura 4.4a) e urease (Figura 4.4b), para as amostras de agua 1, 2, 3 e 4,
além da concentracdo de 1 pg/L de PbCl, Il e agua ultrapura, a fim de comparacdo, estdo
apresentadas na Figura 4.4.

Desta forma, é possivel verificar que o sinal de voltagem final para as amostras reais
de &gua ficaram proximos ao valor obtido com a agua ultrapura. Comparando o limite de
deteccdo da técnica de GF AAS (2 pg/L) com a resposta de deteccdo de Pb (Figura 4.4) na
concentracdo de 1 pg/L PbCl;, Il por ambos nanobiossensores, todas as amostras reais de agua
apresentam sinal abaixo deste valor, indicando que os nanobiossensores de cantilever foram

eficientes na correta investigacao de chumbo em meio liquido.
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Figura 4.4 — Resposta dos nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase
alcalina (a) e urease (b) em funcdo do tempo, com a injecdo das 4 diferentes amostras,

diluidas na proporc¢éo 1:1 (v:v) (4gua ultrapura:amostra de agua), a concentracdo de 1 pg/L de

PbClI; 11 e 4gua ultrapura
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Fonte: O autor

Importante ressaltar que o limite maximo permitido de chumbo para agua potavel,
segundo a Portaria n® 2914 (BRASIL, 2011) e a WHO (World Health Organization) (WHO,
2011) é de 10 pg/L, e para a Resolucdo n°® 357 (BRASIL, 2005), a qual estabelece as
condicBes e padrdes de lancamentos de efluentes, é de no maximo 33 pg/L. Desta forma, o
limite de deteccdo encontrado, utilizando nanobiossensores de cantilever, se revela muito

abaixo dos limites prescritos pela legislacéo.

4.4 Consideragdes parciais

As amostras reais de aguas, coletadas em diferentes pontos do municipio de Erechim,
apresentaram valores de turbidez, condutividade e pH dentro da legislacdo vigente para aguas
de rios e potavel.

A performace dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com as enzimas
comerciais fosfatase alcalina e urease, na deteccdo de PbCl, Il, mostrou-se eficiente, pois foi
possivel observar que os mesmos conseguiram discriminar as diferentes concentracoes,

apresentando uma sensitividade de 0,284 V/ppb e 0,321 V/ppb e limite de deteccdo de
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0,323 pg/L e 0,286 ug/L, para os nanobiossensores funcionalizados com as enzimas fosfatase
alcaline e urease, respectivamente.

Em relacdo a aplicacdo dos nanobiossensores em amostra real, os efeitos matriciais
foram superados com a filtracéo e a diluicdo da agua de rio na proporcdo 1:1 em uma solucgéo
padrdo. Quanto a investigacdo da presenca de chumbo nas diferentes amostras de agua
coletadas, os nanobiossensores se revelaram eficazes na correta identificagdo quando
comparados a utilizacdo de um método convencional de deteccdo do metal. Desta forma, é
possivel afirmar que os nanobiossensores desenvolvidos podem ser aplicados com sucesso
para anélise de amostras reais de agua.

Portanto, a aplicacdo dos nanobiossensores de cantilever em amostras reais é de suma
importancia na conservacdo dos recursos naturais e bem-estar humano, tendo como
caracteristica mais importante a de proporcionar a deteccdo de moléculas alvo em tempo real
e em concentragbes baixas, facilitando um melhor monitoramento e controle das éareas

contaminadas.
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CAPITULO V
5 CONCLUSOES

De maneira geral, pode-se concluir que o uso de nanobiossensores de cantilever
funcionalizados com as enzimas fosfatase alcalina e urease mostram-se como ferramentas
promissoras na detecgdo de metais pesados em aguas.

O método de funcionalizagdo dos nanobiossensores se revelou adequado, sendo
possivel detectar as diferentes concentracfes dos metais analisados, por meio da adsorcédo do
metal na superficie funcionalizada do cantilever, o qual emitiu um sinal de voltagem diferente
para cada concentragéo.

Por meio da analise de PCA, foi possivel discriminar os diferentes metais pesados e as
diferentes concentracGes. Além disto, foram obtidos limites de detecdo que variaram de
0,286 ug/L a 0,868 pg/L e uma alta sensitividade que chegou a 0,321 V/ppb. Os cantileveres
de silicio e revestido de ouro ndo apresentaram efetividade em suas respostas, por ndo
conseguirem distinguir as diferentes concentra¢cdes dos metais pesados, confirmando ainda
mais a bem-sucedida funcionalizacdo dos nanobiossensores. Além disso, 0S mesmos nao
apresentaram perdas de sinal durante as sucessivas medicdes na analise de reversibilidade,
porém a durabilidade dos nanobiossensores foram comprometidas ap6s 30 dias de estocagem,
ocorrendo um aumento do limite de detecgéo e uma diminuicdo na sensitividade.

A caracterizacdo da superficie pelas andlises de PM-IRRAS, AFM e MEV
confirmaram a funcionalizacdo da camada sensora pela técnica das monocamadas
automontadas (SAM), sendo possivel verificar a deposicdo da mesma, bem como sua
espessura que foi de 80,48 nm.

Quanto a aplicacdo dos nanobiossensores em amostras reais de agua, foi possivel
superar os efeitos da matriz com a simples filtracdo e posterior diluicdo das amostras na
solucdo de trabalho. E também foi verificado a correta investigacdo de chumbo em amostras
reais de agua, empregando o nanobiossensor de cantilever funcionalizado com as enzimas
fosfatase alcalina e urease.

Desta forma, os nanobiossensores desenvolvidos podem ser utilizados como uma
ferramenta para a deteccdo de metais em aguas, apresentando baixo limite de deteccdo e
analise em tempo real. Podendo, futuramente, atuar na deteccdo prévia e precisa dos
lancamentos dos metais pesados nos cursos d'agua, o que promovera um melhor controle e
monitoramento das suas emissfes. Para posteriormente poderem ser aplicados a campo e

assim refletir diretamente na salide dos seres vivos e também do meio ambiente.
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5.1 Trabalhos futuros

A seguir sdo apresentadas sugestbes de trabalhos futuros relacionadas a area de

nanobiossensores de cantilever como ponto central a aplicacdo em metais pesados.

1. Desenvolvimento de diferentes métodos de funcionalizacdo do cantilever, utilizando
uma mistura de 2 tidis de cadeia grande e pequena, 0 qual pode acarretar em uma
ligacdo mais estavel entre a enzima.

2. Auvaliar a resposta do nanobiossensor de cantilever com o uso de diferentes enzimas
comerciais, 0 qual devem reagir seletivamente com os metais pesados.

3. Avaliar o comportamento do uso de extrato bruto vegetal, ao invés de enzima
comercial, diminuindo os custos da construcao do sensor.

4. Analisar possiveis interferentes na resposta do nanobiossensor de cantilever, como
pesticidas, matéria organica, temperatura, pH, etc.

5. Avaliar a deteccdo de outros metais pesados em aguas.
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CAPITULO VI
6 APENDICES

Apéndice 6.1 — Curvas de calibracdo da concentracdo logaritmica versus voltagem, para 0s
metais pesados PbCl, Il (a), NiCl, Il (b), CdCl, (c), ZnCl, (d), CoCl; Il (e), AICl; (f), do

nanobiossensor funcionalizado com a enzima fosfatase alcalina
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Apéndice 6.2 — Curvas de calibragdo da concentracdo logaritmica versus voltagem, para 0s
metais pesados PbCl, Il (a), NiCl, Il (b), CdCl; (c), ZnCl, (d), CoCl; Il (e), AICl; (f), do

nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease

1,6

Voltagem (V)
o L
(00) N

o
~

Voltagem (V)
o
0]

0,4

Voltagem (V)
o
oo

*
2
2
i ¢
-2 -1 0 1
Log Concentracéo (ug/L)
(a)
. L 2
_ N
-2 -1 0 1
Log Concentracéo (ug/L)
(©)
4
_\\‘
-2 -1 0 1

Fonte: O autor

Log Concentracao (ug/L)

(€)

Voltagem (V)
o L
oo N

o
~

1,6

1,2

0,8

Voltagem (V)

0,4

Voltagem (V)
o
oo

4
| e
-2 -1 0 1 2
Log Concentracéo (ug/L)
(b)
¢
2
-2 -1 0 1 2
Log Concentracéo (ug/L)
(d)
4
| °
-2 -1 0 1 2
Log Concentracéo (ug/L)
()



