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RESUMO

O cadmio é o metal pesado de maior toxicidade. O avanco das atividades industriais e
urbanas aumentaram sua liberacao para corpos d’agua, compromentendo a qualidade da
mesma. Nesse sentido, a area de nanotecnologia vem apresentado grandes avangos, como
o0 desenvolvimento de nanobiossensores e nanossensores, para detecgcdo da presenca de
ions de cadmio nesses ambientes. Sendo assim, este trabalho tem como objetivo o
desenvolvimento de nanobiossensores e nanossensores de cantilever funcionalizados com
urease e grafeno para deteccio de cadmio (Cd?*), em amostras de agua. A funcionalizacio
dos mesmos foi realizada empregando a técnica de monocamadas automontadas (SAM)
sobre a superficie de silicio contendo ouro, acido 16-mercaptohexadecandico (tiol), 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida  (EDC)/N-hidroxi-succinimida  (NHS),
enzima urease, 0xido de grafeno e dxido de grafeno/urease. A superficie dos cantileveres
foi caracterizada em cata etapa da funcionalizacdo por espectroscopia de absorcdo de
reflex&@o por infravermelho modulada por polarizagdo (PM-IRRAS), microscopia de forca
atdbmica (AFM) e microscopia eletronica de varredura (SEM) as quais confirmaram a
funcionalizacdo do mesmo. Os dispositivos foram capazes de detectar diferentes
concentragcfes de cadmio em &gua, obtendo alta sensibilidade e baixo limites de deteccao
de quantificacdo na gama de ppb, além de serem 100% reversiveis, porém sua estabilidade
foi afetada pelo armazenamento. O nanobiossensor de 6xido de grafeno/urease se mostrou
ser mais eficiente com relacdo a maior sensibilidade e menor limite de deteccdo, sendo
assim, foi aplicado para verificar o efeito da matriz (dgua do rio). As coletas de agua
foram realizadas no rio Tigre (Erechim/RS) e ocorreram no mesmo ponto de coleta em
diferentes dias. A resposta do nanobiossensor se mostrou satisfatdria e o efeito da matriz
pode ser minimizado com a fortificagio com Cd?* das amostras. Desta forma, os
dispositivos desenvolvidos demonstram ter grande potencialidade de aplicacdo no

monitoramento ambiental detectando a presenca de cadmio em aguas.

Palavras-chave: Sensor de Cantilever. Oxido de grafeno. Urease. Metal Pesado.



ABSTRACT

Cadmium is the most toxic heavy metal. The advancement of industrial and urban
activities increased their release to water bodies compromising its quality. In this sense,
nanotechnology has shown great advances, such as the development of nanobiosensors
and nanosensors, to detect cadmium ions in these environments. This work aims at
developing cantilever nanobiosensors and nanosensors functionalized with urease and
graphene for cadmium (Cd?*) detection in water samples. Functionalization was
performed using the self-assembled monolayer (SAM) technique on the silicon surface
containing gold, 16-mercaptohexadecanoic acid (thiol), 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC)/N-hydroxy-succinimide (NHS), urease
enzyme, graphene oxide, and graphene oxide/urease. The surface of the cantilevers was
characterized in each functionalization stage by polarized modulated infrared reflection
absorption spectroscopy (PM-IRRAS), atomic force microscopy (AFM), and scanning
electron microscopy (SEM), which confirmed functionalization. The devices could detect
different concentrations of cadmium in water, obtaining high sensitivity and low detection
limits high quantification in the ppb range, as well as being 100% reversible, despite their
stability being affected by storage. Graphene oxide/urease nanobiosensor proved to be
more efficient with respect to higher sensitivity and lower detection limit, so it was
applied to verify the matrix effect (river water). Water sample collection was carried out
on the Tigre River (Erechim/RS) using the same collection point on different days. The
nanobiosensor response was satisfactory and the effect of the matrix could be minimized
by fortifying the samples with Cd?*. In this way, the devices developed offer great
potential for their application in environmental monitoring by detecting cadmium in
water.

Keywords: Cantilever Sensor. Graphene oxide. Urease. Heavy Metal.
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1 INTRODUCAO

Os metais pesados constituem o tipo de contamina¢do mais grave de &guas
superficiais, sendo liberados para 0 meio ambiente pelos processos naturais, atividades
industriais, especialmente das areas de galvanoplastia, fundicdo de metal e quimica, além
de &guas residuais domésticas e agricolas ndo tratadas adequadamente. Os metais pesados
séo conhecidos por sua meia vida prolongada, ndo biodegradabilidade e seu potencial de
acumulacdo em diferentes partes do organismo humano (WAHEED; MANSHA;
ULLAH, 2018). Dentre estes, destaca-se especialmente o cadmio (Cd?*) por sua alta
toxicidade, causando danos & salde, podendo causar danos nos rins, além de cancer (L1U
et al., 2017). Portanto, um rastreamento rapido, sensivel e preciso em amostras de agua,
é altamente desejavel.

Os métodos convencionais para deteccdo de metais pesados incluem
espectrometria de absorcdo atébmica com chama (FAAS - do inglés Flame Atomic
Absorption Spectrometry), espectrometria de absor¢do atdbmica com forno de grafite (GF
AAS - do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry), espectrometria de
emissdo atdbmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-AES — do inglés Inductively
Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry) e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS — do inglés Inductively coupled plasma mass
spectrometry) (HALKARE et al., 2019; LIU et al., 2019). Apesar de serem altamente
sensiveis, esses métodos apresentam algumas desvantagens como a necessidade de
instrumentos sofisticados, operadores habilidosos, preparacdo de amostras e tempo de
resposta longo (QUANG; KIM, 2010). Desta forma, para contornar tais problemas faz-
se necessario o desenvolvimento de um método viavel e rapido para a detec¢do de ions
metalicos.

Neste sentido a area de nanotecnologia tem apresentado grandes avangos, com 0
desenvolvimento de nanobiossensores e nanossensores, sendo que podem ser baseados
em hastes ultra-sensiveis, chamados cantileveres. Os mesmos apresentam resultados
promissores na detec¢do de substancias quimicas, fisicas, toxinas, poluentes e analitos em
geral na micro e nanoescala, além de fornecerem recursos sensiveis para medir e mapear
a informagdo quimica da superficie e quantificar as forgas repulsivas e atrativas
associadas a materiais inorganicos e amostras biologicas, por meio de interagfes quimicas
entre o cantilever e a amostra (LEITE; HERRMANN, 2005; SMITH, 2003; STEFFENS
etal., 2012; MUENCHEN et al., 2016; MARTINAZZO et al., 2018).
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Entretanto, os nanossensores devem ser submetidos a um processo de
funcionalizacdo, ou seja, serem recobertos por uma camada sensivel, a qual deve ser
especifica e capaz de reconhecer as moléculas de interesse. A adsorcdo dessas moléculas
na superficie funcionalizada do cantilever resulta na curvatura do mesmo (deflexéo)
(VLADKOVA et al., 2009; SHARMA et al., 2010). Dentre as técnicas que podem ser
utilizadas para a funcionalizagdo, encontra-se a de monocamadas automontadas (SAM -
do inglés Self-Assembled Monolayers), caracterizada pela formagdo de camadas
ordenadas e organizadas sobre uma superficie solida, por meio de interacdo entre os
grupos quimicos (AWASTHI et al., 2016).

Os nanomaterias utilizados na funcionalizagdo dos cantileveres que ganharam
atencdo consideravel devido a sua alta sensibilidade e baixos limites de deteccdo, sdo as
nanoparticulas, nanotubos de carbono e o grafeno (LIU et al., 2017). Dentre estes o
grafeno se destaca por possuir alta capacidade de aprisionar e imobilizar nanoparticulas
em sua superficie e imobilizar, tornando-se de grande relevancia no desenvolvimento de
nanobiossensores. Essa propriedade tem sido utilizada para amplificar sinais e melhorar
a sensibilidade de sensores de ions metalicos (ZHANG et al., 2018).

Os nanobiossensores fazem uso de receptores bioldgicos tais como: proteinas,
anticorpos, enzimas e células inteiras (CUI et al., 2018). Entre estes, as enzimas sao
consideradas mais promissoras devido a rapida resposta, alta estabilidade e
biocompatibilidade (BISWAS et al., 2017). Dentre as quais podem se destacar a urease,
pois € inibida na presenca de metais pesados. Sendo esta caracteristica de grande
importancia na construcédo de sistemas de biossensores para determinacdo in situ e em
tempo real em nivel de traco destes ions, por exemplo, em monitoramento de &gua
(KRAJEWSKA, 2009).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de
nanobiossensores e nanossensores de cantilever funcionalizados com enzima comercial

(urease) e 6xido de grafeno para detecgdo de ions de cadmio (Cd?*), em amostras de agua.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral
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Desenvolver e aplicar um biossensor nanoestruturado baseado em cantilever
funcionalizado com a enzima urease e 6xido de grafeno para a deteccéo de ions de cddmio

em agua.

1.2.2 Objetivos especificos

e Estudar as melhores condic¢Bes para o processo de funcionalizacdo da superficie dos
cantileveres utilizando a técnica de monocamadas automontadas (SAMs) com enzima
comercial urease, 6xido de grafeno e com a mistura de 6xido de grafeno/urease.

e Caracterizar a camada sensora dos nanossensores de cantilever quanto a composigéo
quimica e orientacdo das moléculas por meio da técnica de espectroscopia de absorcao de
reflexdo por polarizagdo (PM-IRRAS - do inglés Polarization-Modulated Infrared
Reflection Absorption Spectroscopy), topografia e rugosidade por microscopia de forga
atdbmica (AFM - do inglés Atomic Force Microscope) e morfologia por microscopia
eletronica de varredura (SEM — do inglés Scanning Electron Microscopy).

e Avaliar a resposta da deflexdo dos nanobiossesnores e nanossensores de cantilever
funcionalizados em relacdo ao tempo de contato em diferentes concentracdes de cadmio
(Cd?") solubilizado em agua ultrapura.

o Verificar a resposta dos nanobiossensores e nanossensores de cantilever quanto a
sensibilidade linear, limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ),
reversibilidade e estabilidade.

e Avaliar o efeito matricial da agua de rio no nanobiossensor de cantilever
funcionalizado com éxido de grafeno/urease.

e Avaliar a resposta da deflexdo do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com
oxido de grafeno/urease em relacdo ao tempo de contato em diferentes concentrac@es de
cadmio diretamente na dgua do rio.

e Avaliar a seletividade dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com oxido

de grafeno/urease em relagdo a adicdo de interferentes em agua (Na*, K* e Mg?*).



19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacdo de agua por cadmio

A contaminacdo da agua por metais pesados tornou-se um problema de
importancia global com preocupacéo crescente devido a implicacdes na saude humana.
Esta contaminacdo pode ser de fontes naturais, bem como antropogénicas. As fontes
naturais sdo infiltracdo de 4gua nas rochas, atividade vulcanica, incéndios florestais, etc.
O desenvolvimento industrial levou ao aumento das fontes de contaminacdes devido a
geracdo de enormes quantidades de residuos contendo metais pesados (VERMA;
DWIVEDI, 2013; GU et al., 2018).

De maneira geral, os ions de metais que mais representam risco ambiental sdo:
cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercurio (Hg), cromo (Cr), cobalto (Co), cobre (Cu), niquel
(Ni), zinco (Zn) e aluminio (Al). Os trés primeiros sdo os mais prejudiciais tanto ao
homem guanto ao meio ambiente, sendo que o cddmio € o que apresenta maior toxicidade,
enguanto 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).

O cadmio, um dos metais com maior toxicidade, ocorre naturalmente em minérios
juntamente com zinco, chumbo e cobre e seus compostos sdo usados como estabilizantes
em produtos de policloreto de vinil (PVC), pigmentos de cor, varias ligas metélicas e,
agora mais comumente, em baterias recarregaveis de niquel-cadmio. O cadmio metalico
tem sido usado principalmente como agente anticorrosivo (cadmiagdo). Produtos
contendo cadmio raramente séo reciclados (JARUP, 2003).

Este metal pode ser lancado ao solo, a partir destas atividades, sendo entéo
lixiviados para os rios pelo escoamento de aguas superficiais provenientes das chuvas,
podendo persistir no ambiente aquético, causando também a contaminacdo das aguas
subterraneas, dessa forma causando outros problemas ambientais (RIBEIRO-FILHO et
al., 2001; VINODHINI; NARAYANAN, 2008).

O cadmio se acumula facilmente nas plantas e pode ser passado adiante na cadeia
alimentar (PRIYADARSHINI; PRADHAN, 2017). A sua ingestdo causa uma ampla
gama de doencas, como insuficiéncia renal, afeta os pulmdes, cancer de prostata e pode

desregular o metabolismo do calcio (JIANG et al., 2008).
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No Brasil a Portaria 2914 do Ministério da Saude dispde sobre os procedimentos
de controle e de vigilancia da qualidade da &gua para 0 consumo humano e seu padréo de
potabilidade, a Resolucdo do CONAMA N° 357, de 17 de marco de 2005 dispde sobre a
classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem
como estabelece as condicdes e padrGes de lancamento de efluentes, e da outras
providéncias, dentre outras legislacbes 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 padréo de potabilidade, e
da outras providéncias (BRASIL, 2004, 2005, 2011). Enquanto que a nivel mundial a
Organizacdao Mundial de Saude (WHO do inglés World Health Organization) e a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA inglés United States Environmental Protection
Agency) também configuraram limites de concentracdo permitido de cadmio na agua
potdvel de (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017; EPA, 2018). Os limites

estabelecidos por tais legislacOes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Limite permitido de cadmio em agua segundo diversas legislacdes.

Legislacoes Limite (ppb)
Portaria 2914 do Ministério da Satude 5
Resolug¢do do CONAMA N° 357: (Classe 1-2 e Classe 3) 1e100
Portaria N° 518 5
Organiza¢ao Mundial de Saude (WHO do inglés World
Health Organization) .
Agéncia de Protecao Ambiental dos EUA (EPA do inglés 5

United States Environmental Protection Agency)

Fonte: O autor.

2.2 Métodos de deteccao

2.2.1 Métodos convencionais

Tendo em vista os limites permitidos de cadmio presente na agua e seus elevados
riscos relacionados a salde humana, a detec¢do qualitativa e quantitativa do mesmo pode

ser considerada uma aspiracdo de importancia primordial.
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Uma variedade de instrumentos e métodos associados tem sido usado para
deteccdo de Cd?* em amostras de agua, cada uma com seu proprio custo associado,
eficiéncia e sensibilidade de deteccdo para o analito alvo (Tabela 2). Os métodos mais
utilizados séo espectrometria de absor¢do atbmica com chama (FAAS - do inglés Flame
Atomic Absorption Spectrometry), espectrometria de absorcdo atdmica com forno de
grafite (GF AAS - do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry),
espectrometria de emisséo atbmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-AES — do
inglés Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry) e espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS — do inglés Inductively coupled

plasma mass spectrometry) (SINCLAIR et al., 2015).

Tabela 2. Métodos tradicionais de deteccdo de cadmio e limites de deteccao.

Limite de Deteccao

Método
(ppb)
Espectrometria de absorg¢do atdbmica com chama 1,0
Espectrometria de absorcao atbmica com forno de grafite 0,01
Espectrometria de emissdo atbmica com plasma acoplado
indutivamente otatll
Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado 0,001a0,01

No entanto, esses métodos analiticos possuem preparacdo complicada de
amostras, instrumentos sofisticados e alto custo (HAO; YAN, 2015). Para superar as
limitacdes desses métodos e melhorar os limites de detec¢do os nanossensores podem ser

empregados trazendo uma analise quantitativa rapida e com melhor sensibilidade.

2.2.2 Sensores de cantilever

Nanossensores podem ser definidos como qualquer material sensivel usado para
transmitir informacgdes quimicas, fisicas ou biologicas sobre nanomateriais € moléculas
de eventos de reconhecimento, com propriedades espaciais de 1 a 100 nm. Eles também
podem ser definidos como dispositivos moleculares para analises que incorporam um
elemento de reconhecimento associado a um sistema de transdugdo que permite o

processamento do sinal produzido pela interagdo entre o sensor elemento e o analito,



22

como demonstrado na Figura 1. Portanto, esses sensores podem detectar fatores fisicos,
quimicos, bioldgicos, e fenbmenos quanticos em nanoescala (VELASCO-GARCIA;
MOTTRAM, 2003; BUENO et al., 2017).

Figura 1. Representacdo esquematica de sensores de cantilever exposto a um analito.

Biomoléculas

Analito
o
Cd

Amplificador

Elemento
sensor
Transdutor

Nanomateriais

Fonte: O autor.

O cantilever utilizado em AFM consiste de uma haste fina e flexivel e em sua
parte inferior contém uma agulha piramidal, como mostrado na Figura 2, cujo raio do
veértice final da ponta apresenta uma dimensdo de alguns nandémetros. Os cantileveres
podem ser constituidos de uma ou mais hastes de silicio ou de nitreto de silicio que
apresentam em média um comprimento entre 100 a 500 pum, espessura entre 0,5 a 5 pm ¢
a ponta tem que terminar em um conjunto de atomos, para alcancar resolucéo atémica.
Podem ter formato “V” (triangular) ou “T” (retangular). Além disto, a fabricacdo 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. Representacao esquematica do suporte, cantilever e ponta.

Suporte

Fonte: NanoAndMore USA. Disponivel em: <https://www.nanoandmore.com/afm-probes-guide>


https://www.nanoandmore.com/afm-probes-guide
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Nanossensores de cantileveres de AFM tém recebido uma maior atencdo nos
ultimos anos por apresentarem alta sensibilidade em area pequena, podendo detectar
substancias em escalas de nanograma (ng) (10 g) até zeptograma (zg) (102 g), quando
comparados com outros sensores, além de serem dispositivos versateis e compactos
SWIERCZEWSKA et al., 2012; MUENCHEN et al., 2016).

Para a utilizacdo de nanossensores de cantileveres o AFM fornece dois modos
tipicos de operacéo, baseados na interacdo de forca envolvida, ou seja, modo estatico e
modo dindmico (WANG; NIE, 2019). No modo dindmico, a superficie do cantilever é
funcionalizada em ambos os lados, e o resultado da adsor¢édo do analito é a alteracdo da
massa, 0 que induz a uma diminuicao na frequéncia de ressonancia, que € o resultado do
movimento vibratorio do cantilever. O cantilever comporta-se como um oscilador
harmonico, ou seja, como um sistema oscilador massa-mola ideal (TAMAYO et al.,
2013). O modo estatico usa a mudanca da deflexdo fisica do cantilever. No modo de
deflexdo, a diferenca entre a superficie funcionalizada apenas um lado do microcantilever
(lado ativo) e a superficie que ndo esta funcionalizada (lado passivo) provoca uma
mudanca na tensdo superficial, causando a deflexd@o do cantilever (BUENO et al., 2017).
Nesta técnica, um diodo de laser é focado na extremidade do cantilever livre e o feixe de
laser refletido € monitorado usando um fotodetector sensivel a posicdo como é

demonstrado na Figura 3.

Figura 3. Esquema da interacdo da superficie funcionalizada com o analito e
monitoramento da deflex&o do cantilever.

LASER FOTODETECTOR

Fonte: Adaptado de SANG; ZHANG; ZHAO, 2013.

Quando expostas a moléculas alvo, ligacbes especificas de receptor-alvo no

cantilever causam variacdo nos estados de energia da superficie (tenséo superficial) do
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cantilever que sdo anulados por uma deflexdo do cantilever. Dependendo do tipo de
espécie-alvo, o cantilever se dobra na direcéo para cima ou para baixo (LI; LEE, 2012).
A adsor¢ao molecular em um lado de um cantilever resulta em flex&o do cantilever devido
a inducdo de forcas de adsorcdo. A flexdo ascendente € devida a geracdo de tensdo
compressiva, ou seja, diminuicdo da energia superficial, enquanto a flexdo descendente é
atribuida a tensdo eléstica, ou seja, aumento da energia superficial (MATHEW,; RAVI
SANKAR, 2018).

Dentre os nanossensores pode-se destacar uma classe muito importante que utiliza
agentes bioldgicos como receptores. Os nanobiossensores sao dispositivos que convertem
reagdes bioquimicas oriundas de eventos bioldgicos incorporadas aos elementos de
reconhecimento como &cidos nucléicos, celulas, enzimas e anticorpos, produzindo sinais
elétricos, térmicos ou Opticos, 0s quais associados a um sistema de transducdo que
convertem o sinal entre os elementos de reconhecimento e o analito em um efeito
detectavel e mensuravel (BRANDAO et al., 2011; GASPAR, 2010).

O principio de funcionamento de um biossensor esta fundamentado na utilizagéo
de um sistema que contém dois componentes: o biorreceptor, que € o elemento de
reconhecimento que permite ocorrer a reacdo bioguimica ou a ligacdo especifica com o
alvo (amostra e analito); e o transdutor, que recebe o sinal produzido entre o biorreceptor
e a amostra, e o quantifica, gerando o resultado em sinal (GASPAR, 2010).

2.2.2.1 Funcionalizacdo dos nanossensores de cantilever
Para a utilizacdo dos cantileveres como sensores de alta especificidade, ou seja,

alta sensibilidade a um analito especifico é necessaria a deposicao de uma camada sensora
(funcionalizacéo) da superficie.

A seletividade e sensibilidade de um sensor de cantilever depende da deposicao
uniforme de uma camada funcional em toda a superficie. A resposta do dispositivo
depende da transducao forcas de adsor¢do entre a camada seletiva e o analito a qual pode
ser obtida por meio da deposicdo eficiente de receptores seletivos na superficie
(DESIKAN et al., 2007).

Diversos procedimentos tém sido empregados na construcdo de biossensores
enziméticos como: adsorg¢do, encapsulacgdo, ligacao covalente e ligagdo covalente cruzada
(crosslinking) (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

Dentre estas técnicas, as monocamadas automontadas - SAM (do inglés Self-

Assembled Monolayers) sdo camadas construidas na superficie de um elemento sensivel
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(SANG; ZHANG; ZHAO, 2013), a qual consiste na formacao de camadas moleculares a
partir da exposi¢do de uma superficie a moléculas com grupos funcionais que possuem
forte afinidade por um determinado substrato usado como suporte (MANDLER,;
KRAUS-OPHIR, 2011).

A automontagem da monocamada ocorre por meio de um grupo funcional
(enxofre) que se liga a superficie de ouro; uma cadeia de hidrocarbonetos que da
estabilidade ao conjunto por interagdes de VVan Der Waals e um outro grupo funcional
(&cidos carboxilicos) que é responsavel pelo acoplamento da molécula a monocamada
(ARYA et al., 2009; ADAMKIEWICZ et al., 2012).

O enxofre se liga ao ouro e entdo héa a formacao de tiolato (Au-SR), um processo
em equilibrio quimico no qual ocorre a desprotonacdo da molécula de tiol e posterior
eliminacdo de H. da superficie do metal (KARPOVICH; BLANCHARD, 1994). O
processo de formacéo das camadas na superficie acontece em duas etapas: a primeira, que
é mais réapida, na qual a molécula de tiol se liga na superficie metélica, e a segunda, que
pode durar horas, que corresponde ao processo organizacional da monocamada
(ULMAN, 1996; LOVE et al., 2005).

As moléculas de tiol se ligam desorganizadamente sobre a superficie de ouro e
que, com o tempo, devido as interagdes intermoleculares entre as espécies adsorvidas
adjacentes, ocorre 0 processo de organizacdo da monocamada. Esse processo envolve a
desocupacdo de espacos que, devido a ligacdo das moléculas de tiol de forma
desorganizada sobre o ouro, estavam indisponiveis para adsorcdo (SANTOS; RIBEIRO;
BUENO, 2014).

Para muitas aplicacfes de tidis com uma cadeia alquilo longa, HS - (CH2)n - R,
sdo utilizados. Para comprimentos de cadeia n>10, os hidrocarbonetos tendem a formar
uma camada compacta, altamente ordenada e estavel (BUTT; CAPPELLA; KAPPL,
2005).

Outra etapa importante da funcionalizacdo da superficie do cantilever é adicdo de
agentes de acoplamento de comprimento zero para unir quimicamente nanomateriais e
moléculas bioldgicas a moléculas de alcanotidis com grupo terminal — COOH, os quais
realizam, com maior eficiéncia, a ligagdo 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 acoplar

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

demonstrada na Figura 4.

Figura 4. Representacdo da formacdo da SAM.

A= = A = —— Biomolécula (enzima)
< e Ve Ve

) ey Grupo funcional para a ligagdo com a biomolécula

/ / x K = (Cadeia de hidricarbonetos
| (

— Grupo funcional para ligagdo com o substrato

m——p Substrato (ouro)
= Silicio

Fonte: Adaptado de Rigo (2019).

2.2.2.2 Elementos utilizados como camadas sensoras

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

O grafeno possui um atomo de espessura, com uma distancia carbono-carbono de
0,142 nm. Pode ser derivado de grafite naturalmente abundante o que o torna de baixo
custo, é obtido pelo uso de diferentes técnicas sintéticas, como esfoliagdo em fase liquida
de grafite, deposicao de vapor quimico, abordagem de automontagem e reducdo quimica
de oxido de grafite. A atracdo pela sua utilizacdo deve-se as suas performances elétricas
e propriedades superiores Unicas, tais como boa estabilidade quimica, grande area de
superficie (2630 m?/g), boa condutividade térmica (5000 W/mK) e condutividade elétrica
(106 S/cm), alta mobilidade de carga (200000 cm?/Vs) e transmitancia optica (~97,7%)
(KIM et al., 2011; MAO; PU; CHEN, 2012).

O oxido de grafeno pode ser sintetizado em grandes quantidades por oxidagéo de
pos de grafite usando oxidantes fortes como H2SO4, HNO3z, KMnO4, KCIO3, NaClO2 com
folhas individuais obtidas por esfoliacdo suave subsequente (KIM et al., 2011). Os

métodos mais usados para sintetizar 6xido de grafeno a partir de grafite, sdo o de Hummer
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e Offeman (HUMMERS; OFFEMAN, 1958), Staudenmaier (LOMEDA et al., 2008) e
Brodie (JEONG et al., 2008).

Além dos nanomateriais, elementos de reconhecimento biomolecular também
podem ser utilizados como camadas sensoras. Elementos enzimaticos possuem alta
sensibilidade e seletividade (SAINI; BAGRI; BAJPAI, 2017). Diversas enzimas sdo
utilizadas para biossensoriamento ambiental. Dentre estas, a urease (EC 3.5.1.5)
produzida por bactérias, fungos e plantas, se apresenta como um elemento de detecgdo
enzimatica mais empregada na deteccdo de varios metais pesados, como o cadmio
presente em amostras de agua (GUMPU; KRISHNAN; RAYAPPAN, 2017)

A urease é membro da superfamilia de amido-hidrolases e fosfotriesterases, que
exibem metais cataliticamente ativos em seus sitios ativos. Com algumas excecdes, a
urease carrega dois ions de Ni?* em seu sitio ativo (KAPPAUN et al., 2018), como

demonstrado na Figura 5.

Figura 5. Sitio ativo (a) e molécula da urease (b).

(a)
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Nis L p: 2}0\ Niis
‘.‘\\Ni ~0 ,__,.fNil.\IS ..... I\IHE
NH)S- ‘ H ‘ 0. Asp
H0 HyO ﬂ

Fonte: Adaptado de KAPPAUN et al. (2018).

A urease pode ser inibida na presenca de metais pesados, como o cadmio. O
mecanismo de inibicdo da enzima baseia-se nas interacdes entre 0s ions de metais pesados
e 0s grupos tiol/ metiltiol da cisteina/metionina apresentados no centro ativo da enzima
(OGONCZYK et al., 2005). Na prética, essa inibicdo é importante, pois pode ser
explorada para a construgdo de sistemas de detec¢do baseados na sua inibi¢do para
determinacdo in situ e em tempo real dos niveis de tracos destes ions, por exemplo, em
monitoramento de dgua (KRAJEWSKA, 2009).

O desempenho de enzimas, como a urease, pode ser melhorado utilizando
nanomateriais em sua imobilizacdo. A estrutura do oxido de grafeno pode ser um

transdutor eficaz, pois permite a transferéncia direta de elétrons entre enzimas e eletrodos
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(KUILA et al., 2011). Também a urease se destaca por apresentar caracteristicas
aprecidveis como biodegradabilidade, estabilidade térmica, e principalmente grande area
de superficial e volume de poros (ADEEL et al., 2018).

Uma representacdo de imobilizacdo enzimatica utilizando 6xido de grafeno esta

demonstrada na Figura 6.

Figura 6. Representagdo esquematica de imobilizacdo de enzimas sobre éxido de

grafeno.

Enzima

Plataforma I
sensora

Fonte: Adaptado de PENA-BAHAMONDE et al. (2018).

Até 0 momento a técnica mais comum utilizada para imobilizacdo de enzima em
derivados de grafeno, como o 6xido de grafeno € a ligacdo inespecifica da enzima por
adsorcao, pois essa técnica de imobilizacdo é livre de produtos quimicos e direta (PENA-
BAHAMONDE et al.,, 2018). Normalmente, o procedimento consiste na simples
deposicao da enzima sobre o éxido de grafeno (KARIMI et al., 2015).

O 6xido de grafeno também possui muitos grupos de acidos carboxilicos em sua
superficie que podem interagir fortemente por interacdes eletrostaticas com as moléculas
da enzima, levando a conjugados muito estaveis (BOLIBOK et al., 2017). Dessa forma,
0 6xido de grafeno demonstra ser um material bastante promissor na area de imobilizacdo
enzimatica e aplicacdo em nanobiossensores utilizados na detec¢do de metais pesados em

agua.

2.3 Aplicacao de sensores na deteccao de cAdmio em agua

Os nanobiossensores e nanossensores de cantileveres podem ser aplicados em
muitas areas, como na deteccdo quimica: em diferentes tipos de gases (vapor de &gua,
hidrogénio, vapores metalicos, compostos organicos volateis), ions metalicos (metais
pesados), substancias todxicas; na detec¢do bioquimica: como no controle de pH

(importante nas rea¢6es bioquimicas), concentracfes de glicose e peroxido de hidrogenio
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na hibridizacao especifica do DNA, desdobramento de proteinas e peptideos, na deteccao
quantitativa de esporos de fungos, bactérias e virus; e também é possivel detectar
alteragcBes 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).

Em relac&o a deteccdo de cadmio utilizando nanobiossensores podem ser citados
alguns trabalhos bem distintos encontrados na literatura. Como Rigo et al. (2019a), no
qual desenvolveram um nanobiossensor de cantilever funcionalizado com a enzima
urease pela técnica de SAM altamente eficiente na discriminacdo de metais pesados,
dentre eles o cadmio. O nanobiossensor apresentou alta sensibilidade, boa estabilidade e
limite de detecgéo na faixa de ppb durante 30 dias de armazenamento. Em outro estudo
Rigo et al. (2019b) utilizaram o mesmo sensor para detectar a presenca de chumbo em
amostras reais de agua de rio, e constataram que o dispositivo empregado pode ser
aplicado em amostras reais, pois 0 mesmo néo sofreu efeito matricial.

Liu et al. (2018) fabricaram um sensor eletroquimico descartavel a base de grafeno
que exibiu excelentes propriedades para deteccdo de metais pesados, alcancado um limite
de deteccéo para cadmio de 0,5 ppb. Entdo, o sistema foi implementado com sucesso para
analisar metais pesados em amostras de agua de rio.

Velanki et al. (2007) estudaram a viabilidade de detectar ions Cd (II) usando
sensores de cantilever modificados com anticorpo. Os autores utilizaram métodos
diferentes para funcionalizar a superficie, um dos lados do cantilever foi recoberto com
3 nm de cromio e 20 nm de Au. O complexo Cd (Il) -EDTA-BSA e o0 anticorpo 2A81G5,
especifico para esse complexo, foram preparados. Quando a amostra do complexo Cd
(IN-EDTA foi injetado na célula fluida onde o cantilever era mantido, 0 mesmo se dobrou
com o reconhecimento do complexo Cd (I1) pelo anticorpo na superficie do cantilever.
Um experimento de controle mostrou que o complexo que ndo continha Cd (Il) ndo
causou nenhuma flexdo do cantilever. O limite de deteccdo do sensor foi de

aproximadamente 10° M.

2.4 Consideracdes sobre o estado da arte

A literatura apresenta inumeros estudos demonstrando que a éarea de
nanobiotecnologia, incluindo os nanobiossensores, estd em crescente desenvolvimento, e

desta forma, que tem contribuido e trazendo grandes avangos nas mais distintas areas,
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como na medicina, farmacos, agricultura, alimentos e embalagens, além da ambiental.
Neste contexto, certamente a nanotecnologia ira oferecer a perspectiva de diversas
inovacgdes que permitam melhorar a qualidade de vida e auxiliar na preservagdo do meio
ambiente.

Por outro lado, a crescente expansdo das atividades antropogréaficas vem gerando
um alto comprometimento da qualidade das &guas superficiais, devido a despejo de
efluentes domésticos e industriais, além de carga urbana e agricola ndo tratados de
maneira correta. Um dos maiores problemas no ambito mundial é o despejo de agua
contaminada por metais pesados em corpos d’agua, sendo que o cddmio merece especial
atencdo por ser o metal de maior toxicidade e risco a saude. Devido a este fato e das
rigorosas legislagdes que regem seus padrdes de emisséo, seu monitoramento se faz
extremamente necessario.

A utilizacdo de grafeno para imobilizacdo enzimatica em nanobiossensores ainda
é pouco estudada, uma vez que 0 mesmo possui 6timas caracteristicas para tal feito. Sendo
assim, o desenvolvimento de nanobiossensores e nanossensores para detec¢do de cadmio
em aguas pode ser aplicado na deteccdo precoce e precisa da presenca do mesmo em
corpos hidricos, desta forma, possibilitando o desenvolvimento de estratégias mais
efetivas de controle e monitoramento, refletindo diretamente na satde dos seres vivos e

também do meio ambiente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

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

Todo material utilizado (baldes volumétricos, espatulas, béqueres, placas de petri,
etc) foi submetido a um procedimento de limpeza com solugdo de HNO3 (&cido nitrico)
3 M (65 %) com posterior lavagem com agua destilada (OS10LXE - Gehaka), agua
deionizada (Permution) e dgua 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: Acido Nitrico (Quimica Moderna,
65 %), fosfato de s6dio monobasico monohidratado (Synth, 98 %), fosfato de sodio
dibésico anidro (Vetec, 98 %), alcool absoluto (Neon, 99,8 %), alcool isopropilico (Vetec,
99,5 %), acido 16-mercaptohexadecandico (tiol) (Sigma Aldrich, 90 %), N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (Sigma Aldrich, 98 %), N-
hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma Aldrich, 98%), urease de Canavalia ensiformis (75,26
U/mg) (Sigma Aldrich), padrdo de Cadmio (Cd?*) (Alamar Tecno Cientifica, 99 %),
solugdo-padréo estoque de sédio (Na*) (Specsol, 99 %) , potassio (K*) (Specsol, 99 %) e
magnésio (Mg?*) (Specsol, 99 %) e gas combustivel/Ar Sintético-gas oxidante (White
Martins).

3.2 Métodos

3.2.1 Desenvolvimento de nanobiossensor e nanossensor de cantilever

Os cantileveres (ContGD-G) usados para o0 desenvolvimento dos
nanobiossensores e nanossensores foram adquiridos comercialmente (BudgetSensors),
com as seguintes especificacdes do fabricante: material de silicio revestido com 70 nm de
ouro em um lado da superficie, frequéncia de ressonancia de 13,0 (x4) kHz e constante

de mola de 0,2 (0,07-0,4) N/m. A baixa constante de mola (0,2 N/m) proporciona maior
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sensibilidade para as medi¢6es no modo estatico em meio liquido (CARRASCOSA et al.,
2006; FRITZ, 2008).

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

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

3.2.2 Funcionalizacao da superficie dos cantilevers

A funcionalizacdo 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 alcanotiois. Segundo Galli (2009), esta técnica de formacdo de SAM com
tiois sobre superficie metalica, constitui um método de obtencdo de uma superficie com
alto grau de ordenacdo controlada quimicamente.

O procedimento de funcionalizacdo do cantilever foi baseado no trabalho de
Velanki e Ji (2006) e Martinazzo et al. (2018) consistindo das seguintes etapas para a
obtencdo de trés diferentes dispositivos (nanobiosensor de cantilever de urease,
nanosensor de cantilever de 6xido de grafeno, e nanobiosensor de cantilever de 6xido de
grafeno/urease):

e Etapa 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: Imerséo do cantilever em uma solucdo de acido16-mercaptohexadecandico
(tiol) 2 mM em meio etandlico, por overnight (16 h). Apds, foi realizada a lavagem do
cantilever com &gua 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 de EDC/NHS foi realizada no momento de funcionalizagédo. O



33

EDC é usado para acoplar grupos carboxila ou fosfato a grupos aminas primarias e
melhorar a ligacdo quimica de enzimas ao carbono, materiais poliméricos ou superficie
de nanoparticulas sem modificagdo prévia. Uma das principais vantagens do acoplamento
EDC é a solubilidade em agua, que permite a bioconjugacéo direta sem dissolucéo prévia
de solvente organico. No entanto, o acoplamento deve ser realizado rapidamente para
garantir a eficiéncia do método (MORALES, 2016). O NHS pode ser usado para aumentar
a estabilidade deste éster ativo. A seguir, foi realizada a lavagem com agua ultrapura (2
min) e secagem a 20°C por 15 min.

o FEtapa 4: Esta etapa foi realizada de forma individual para a urease, 6xido de grafeno

e 6xido de grafeno/urease:

a) Nanobiossensor de urease: A urease comercial (75,26 U/mg) foi diluida na proporcéo
de 10:1 (m/v) em tampao fosfato de sédio (0,2 M, pH 7,0) de acordo com Rigo et al.
(2019a). Para a funcionalizacdo, o cantilever foi imerso na solucdo enzimaética
durante 10 min a 20 °C. de. Posteriormente, foi realizada a lavagem do cantilever
com solucdo tampdo fosfato de sodio (0,2 M pH 7,0) por 2 min, seguido da secagem
a 20°C por 15 min em ar ambiente.

b) Nanossensor de 6xido de grafeno: O Oxido de grafeno utilizado neste estudo foi
gentilmente cedido pelo Instituto de Fisica da USP, Sdo Carlos/SP e pelo Grupo de
Nanociéncias e Nanotecnologia (Nano) da Universidade Federal de Juiz de Fora
(URJF), Juiz de Fora/MG. O mesmo foi sintetizado utilizando o processo de
esfoliacdo quimica pelo método de Hummers modificado (LIMA et al., 2017) e
encontrava-se diluido em agua ultrapura na concentracdo de 0,1 mg/mL. Para a
funcionalizacdo o cantilever foi imerso nesta solucéo de 6xido de grafeno durante 10
min. Posteriormente, foi realizada a lavagem do cantilever com agua ultrapura (2
min) e secagem a 20 °C por 15 min.

c¢) Nanobiossensor de oxido de grafeno/urease: A funcionalizacdo deste nanobiossensor
foi realizada por meio da imersdo do cantilever em solucéo 6xido de grafeno e apds
secagem, seguida pela imersdo em solucdo enzimatica, nas mesmas condicdes de
tempo utilizadas anteriormente, lavagem e secagem, de acordo com Yang et al.
(2019) com modificado. As solugdes foram preparadas nas mesmas condigOes que

0s nanobiossensor de urease e nanossensor de 6xido de grafeno.

As lavagens realizadas ap6s cada etapa tinham o objetivo de remover as moléculas

gue ndo ficaram adsorvidas na superficie.
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Os procedimentos de funcionalizacdo foram realizados em uma sala climatizada
a 20 °C, pois temperaturas muito altas diminuem a eficiéncia das ligacdes dos
grupamentos envolvidos. Posteriormente, os dispositivos foram armazenados sob
refrigeracdo (4 °C), a seco sobre uma pequena placa de gel, dentro de placas de petri.
Sendo que antes da realizacéo de experimentos, 0s mesmos permaneciam a 25 °C por 30

min, para estabilizar sua temperatura.

3.2.3 Caracterizacdo da camada sensora dos cantileveres

A caracterizacdo da superficie dos nanossensores e nanobiosensores foi realizada
em cada etapa da funcionalizagdo do cantilever. A superficie utilizada foi de silicio (1
cm?), ou seja, um material similar ao do cantilever, onde foi depositada uma camada de
20 nm de ouro por meio da técnica Sputtering. As caracterizacBes dos grupamentos
funcionais, topografia, rugosidade e morfologia funcionalizadas em cada etapa estéo
descritas a seguir: Os grupamentos funcionais foram analisados por meio de espectros de
absorcéo de reflexdo por infravermelho modulada por polarizacdo (PM-IRRAS) obtidos
por em um espectrofotébmetro KSV (modelo PMI 550, KSV Instruments), com resolucao
espectral de 8 cm™ e angulo incidente de 81°. Tal andlise foi realizada no Instituto de
Fisica, da Universidade de Séo Paulo — USP, Campus Séao Carlos — SP.

A topografia e a rugosidade das superficies foram obtidas pela microscopia de forca
atdbmica (AFM). As analises foram realizadas em um AFM Nanosurf (C3000 Controller,
Suica), utilizando um cantilever de silicio, modelo Tap-150-G (BudgetSensors), de
frequéncia de ressonancia de 150 (x75) kHz e constante de mola de 5 (1,5-15) N/m. Todas
as imagens foram obtidas em modo dinamico e a varredura realizada no modo tapping.
Para as analises de topografia e rugosidade, as imagens foram obtidas em uma area de 25
um?, com resolucgdo de 512 x 512 pontos e velocidade de varredura de 2 s/linha. A raiz
quadrada da média da rugosidade (Rms) foi calculada usando o software Gwyddion
(Versdo 2.53), 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).

A morfologia das superficies foi avaliada por meio da microscopia eletrénica de
varredura (SEM). Um microscopio eletronico de varredura (Zeis, EVO LS25). As
amostras foram recobertas com uma camada de 20 nm de ouro usando um metalizador

(Quorum, SC 7620). As micrografias foram obtidas na tensédo de 30 kV.
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3.2.4 Deteccdo de Cd?* pelos nanobiossensores e nanossensores de cantilever

A resposta dos nanobiossensores e nanossensores foi avaliada em deflexdo para a
deteccdo de Cd** em agua. A resposta em deflexdo foi obtida em um AFM Nanosurf
(C3000 Controller) (Figura 7) por meio da realizacdo de uma imagem em meio liquido,
e em modo estatico. As imagens foram realizadas em modo contato, utilizando o método
de feixe oOptico, o qual o feixe de laser é focado na extremidade final do cantilever e

refletido para um fotodiodo de quatro quadrantes que monitora a deflexdo do mesmo.

Figura 7. AFM: (a) Controlador C3000, (b) Controlador da mesa anti-vibratdria, (c)
Mesa anti-vibratéria, (d) Cabecote, (e) Controlador Easyscan e (f) computador.

Fonte: O autor.

O dispositivo (cantilever) foi acoplado a um suporte denominado de canticlip
(Figura 8), sendo posteriormente inserido junto ao cabecote (scanner) do equipamento.
A calibracdo do laser foi realizada apenas na primeira medida (branco-a4gua ultrapura),
onde o mesmo foi posicionado na extremidade final da haste do cantilever e na posigédo
central do fotodetector, verificando sua intensidade, que ficou em torno de 70%. Ent&o, a
resposta (deflex&o) era obtida por meio da criagdo de uma imagem, onde o cantilever ndo
realizava uma varredura nos eixos x e y dentro da gota de liquido, com resolucdo de

450x450 pontos (a imagem era formada por 450 linhas, representando os pontos de
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resposta) e velocidade de varredura foi de 1 s/linha para obtencdo da resposta. Nestes

parametros, a duracdo de cada andlise era de 15 min.

Figura 8. Suporte para acoplamento do cantilever (canticlip).

= Ponta do cantilever
Janela de vedagao

Canticlip

Suporie
!

Fonte: O autor.

Sendo assim, uma gota (£ 0,5mL) 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 nanossensor de cantilever ficasse totalmente imerso nesta gota para posterior leitura
direta das medidas de deflexdo, como demonstrado na Figura 9. Transcorrido o tempo de
15 min, a gota de liquido era retirada e injetava-se outra gota em ordem crescente de

concentracéo.
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Figura 9. Imerséo do cantilever na solugdo Cd?* para obtengdo da medida de deflexao:

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

3

Isostage

Table

Fonte: O autor.

As imagens obtidas foram convertidas em um gréfico de deflexdo (nm) versus
tempo de contato (min), por meio do software Gwyddion (Versdo 2.53). Todos os dados
foram tomados em triplicata.

O meio liquido utilizado nas andlises foi preparado com diferentes concentracdes
de Cd?" em &gua ultrapura, onde as mesmas foram escolhidas baseando-se no limite
maximo permitido na legislacdo vigente para agua de rios e potavel (BRASIL, 2004,
2005, 2011). Desta forma, foi preparada uma “solugao estoque” na concentragdo de 10000
ppb (10 mg/L) de Cd?*, e a partir desta, foram preparadas as concentracdes de 0,01, 0,05,
0,1, 1, e 10 ppb (ug/L), diluidas em agua ultrapura. Todas as solugdes foram armazenadas

em frascos de vidro @mbar e em temperatura ambiente (25°C).

3.2.5 Caracterizacdo da resposta dos nanobiossensores e nanossensores

As repostas de sensibilidade linear, limite de deteccdo, reversibilidade e
estabilidade dos nanobiossensores e nanossensores expostos a diferentes concentragdes
de Cd?* em &gua foram avaliadas. Todas as analises foram realizadas em triplicata e estdo
descritas a seguir:

A sensibilidade linear demonstra a variacdo da resposta em funcdo da

concentracdo do analito e é expressa pelo coeficiente angular da curva analitica que foi
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obtida por meio da curva de calibragdo da concentragdo logaritmica do Cd?* versus a
deflex@o.

O limite de deteccdo (LD) € definido como a menor concentragdo que pode ser
distinguida com um certo nivel de confianca. O LD foi calculado de acordo com a
Equacdo 1 (BRASIL, 2003; SKOOG et al. 2005). Para o calculo utilizou-se a
sensibilidade da curva de calibracdo (m), um fator de confianga k=3 (correspondendo ao
nivel de confianca de 99,6 %) e desvio padrdo do branco (Sp).

LD =— Equacéo 1

O limite de quantificacdo (LQ): é definido como a quantidade de Cd?* detectéavel
pelos sensores. Para o calculo utilizou-se a sensibilidade da curva de calibragdo (m), um

fator e o desvio padréo do branco (Sp).
LQ = 10%’ Equacéo 2

A reversibilidade (n) demonstra a capacidade do sensor de retornar ou ndo a sua
condicdo inicial depois de interrompido 0 contato com o analito em questdo (JANATA,
2009). Os sensores foram imersos em uma concentragio de 1 pug/L de Cd?*, por 15 min,
em seguida em &gua ultrapura (branco), por mais 15 min, sendo monitorada a defelxao,
onde estas etapas foram repetidas por 6 ciclos. A partir destes dados foi calculada a
reversibilidade por meio da Equacdo 3 (STEFFENS et al., 2009).

D - Dy
D — D,

n(%) = Equacéo 3
Onde: D, ¢ a deflexdo inicial dos sensores; D é valor de deflexdo ap6s exposicdo ao Cd?

e Ds é a deflexdo final dos sensores.

A estabilidade foi realizada com o intuito de verificar por quanto tempo os
nanobiossensores e nanossensores permaneceriam respondendo ao analito estudado. Para
isso a cada 3 dias, durante 30 dias, foi avaliada a resposta dos nanobiossensores e
nanossensores as diferentes concentragdes de Cd?* 0,01, 0,05, 0,1, 1 e 10 ppb (ug/L). A

partir dos resultados de deflexdo foram calculados a sensibilidade linear e limite de
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deteccdo. Apds cada analise 0s mesmos eram imersos em agua ultrapura por 30 s para

lavagem e entdo armazenados em temperatura de refrigeracéo (+ 4 °C).

3.2.7 Aplicacéo dos nanobiossensores em amostras de agua de rio

3.2.7.1 Coleta de amostra
As amostras de agua foram coletadas no rio Tigre o qual atravessa a cidade de

Erechim, localizada na regiéo norte do estado do Rio Grande do Sul. As coordenadas do
local de coleta foram as seguintes: latitude -27.6616559 e longitude -52.2357112. Este
ponto localiza-se proximo ao distrito industrial do municipio de Erechim o qual €
constituido por industrias do setor metal mecénica e que ao lancarem seus rejeitos podem
contaminar a &gua do rio. A escolha deste local se deu devido ao acesso facil e pela &gua
nesse ponto ndo apresentar correnteza.

O Rio Tigre possui uma extensdo de 118 km no municipio. A disponibilidade
hidrica indica que sua vazdo média é de 0,804 m3/s. A bacia do Tigre abrange quase a
totalidade da area urbana de Erechim (cerca de 90 %), englobando os seguintes bairros:
Koller, Espirito Santo, Boa Vista, Aeroporto, Cerdmica, Fatima, Presidente Castelo
Branco, Bela Vista, Linho, Parque Livia, Atlantico, José Bonifacio, Centro, Industrial,
Cristo Rei, Progresso, Sdo Cristovao, Frinape. Seu curso apresenta-se canalizado e
retilinizado em partes do seu trecho principal assim como dos seus pequenos
contribuintes. Além disso, estdo impactados pelas atividades urbanas recebendo efluentes
sem tratamento e também residuos solidos. Devido ao langamento de esgoto da cidade de
Erechim o Rio Tigre tem alto teor de nutrientes, residuos totais e coliformes, sendo que o
teor de fdsforo e de coliformes sdo superiores aqueles admitidos para Classe 3, no rio
ocorre também indices baixos de saturagdo de oxigénio (ELOVERDE, 2011).

Foram realizadas 4 coletas de agua nos dias 23 e 30 de setembro e 7 e 14 de
outubro de 2019, contemplando periodos com e sem precipitacdo pluviométrica. Os dados
pluviométricos referentes ao periodo de coleta da agua foram obtidos do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET).

A coleta das amostras 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 de 500 mL, previamente
descontaminados com &cido nitrico (3 M, Quimica Moderna — 65%) e enxaguados

vigorosamente com agua destilada e ultrapura.



40

As amostras foram transportadas ao abrigo da luz solar até o Laboratério de
Termodindmica da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missbes —
URI Erechim. Todas as amostras coletadas foram filtradas com papel filtro quantitativo
(J Prolab) faixa preta com gramatura de 80 g/m? e tamanho de poro de 28 um, para
garantir a remocdo de possiveis interferentes fisicos da amostra, e armazenadas a

temperatura de congelamento (-20 °C).

3.2.7.2 Analise fisico-quimica das aguas
Os parametros fisico-quimicos de turbidez, pH e condutividade elétrica foram

analisados nas amostras de agua coletadas. As analises foram realizadas por leitura direta,
ou seja, as amostras ndo passaram por nenhum pré-tratamento. Estas analises foram
realizadas de acordo com o Standart Methods for the Examination of Water and
Wastewater (Métodos Padrio para o Exame de Agua e Efluentes) (APHA, 1998). Todas
as andlises foram realizadas em triplicata, e os resultados submetidos a anélise de
variancia (ANOVA teste de Tukey, a nivel de 95% de confianca) utilizando o software
Statistic 7.0.

e Turbidez: foi realizada com auxilio de um turbidimetro (Poli Control, Modelo AP —
2000).

e pH: foi obtido por meio de um pHgametro (Digimed, Modelo DM — 22).

e Condutividade elétrica: a condutividade elétrica foi analisada por meio de um
condutivimetro (Meter, Modelo 8306).

Para a determinag&o de minerais e metais foi utilizada a metodologia recomendada
por Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Métodos Padrdo
para 0 Exame de Agua e Efluentes) (APHA, 1998). Os minerais investigados foram
potassio, magnésio, sddio e também se investigou a presenca de ions de cadmio (Cd?*).
Para tanto, 150 mL de amostra (diferentes amostras de agua coletada no rio) foram
digeridas em 10 mL de HNO3z concentrado (acido nitrico) (Quimica Moderna — 65%) em
chapa de aquecimento (Fisatom, modelo 752A) até o volume final de 50 mL. As amostras
foram analisadas em um Espectrometro de Absorcdo Atémica, HR-CS AAS (do inglés -
High Resolution Continuum Source Atomic Absorption Spectrometer) equipado com
corretor de background (modelo contrAA 700, Analytikjena). A técnica utilizada foi de
chama, e analise dos espectros por absorcdo. O tratamento dos dados foi realizado pelo
Software Aspect CS. O tipo de chama utilizado foi de acetileno (gas combustivel/Ar

Sintético -gas oxidante) com fluxo de 40-120 L/h.
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Para a realizacdo da curva-padrdo dos minerais, preparou-se as soluces-padrédo a
partir da solucdo-padrdo estoque, levando em consideracdo a sensibilidade do
equipamento e a faixa linear de trabalho para cada elemento. A leitura das absorbancias
das solucdes-padréo foi realizada, onde o branco foi zerado e obteve-se a curva-padrédo
para cada elemento a ser determinado usando regressao linear. Em seguida, realizou-se

as leituras das amostras em triplicata.

3.2.7.4 Analise do efeito matricial da agua de rio nos nanossensores e nanobiossensores
de cantilever

Para a realizacdo da andlise de deteccdo de Cd?* utilizou-se apenas os
nanobiossensores de cantilever funcionalizados com grafeno/urease.

Uma “solucdo de estoque” na concentra¢do de 10000 ppb (10 mg/L) de Cd?* foi
preparada, e a partir desta, foram obtidas diferentes concentracées 0,01, 0,05, 0,1, 1 e 10
ppb (ug/L), para cada amostra de agua coletada. Para a analise de Cd?* utilizou-se em
torno de 0,5 mL de agua ultrapura (branco), agua do rio sem adi¢do de Cd?*, e de cada
concentracéo de soluco de Cd?* em agua de rio, em ordem crescente, foram injetadas
com o auxilio de uma pipeta de pasteur, sobre uma placa de aco inoxidavel. A leitura de
deflex@o dos sensores foi realizada da mesma maneira conforme descrito no item 3.2.4.
Apos leitura de todas as amostras, os dispositivos foram imersos em agua ultrapura por
30 s, sendo esse processo repetido por duas vezes. Esse procedimento foi realizado para
eliminar possiveis residuos.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.7.5 Andlise de seletividade

A anélise de interferentes foi realizada utilizando minerais que estdo presentes em
aguas de rios. Os interferentes utilizados foram o potassio, magnésio e sodio. Para tanto
foram preparadas as “solugdes de estoque” com padrdes destes minerais em agua
ultrapura na concentracdo de 10000 ppb (10 mg/L) e ap0s diluindo para a concentragédo
del0 ppb em agua ultrapura. Para avaliar a resposta de deflexdo do nanobiossensor de
oxido de grafeno/urease aos interferentes foi realizado o mesmo procedimento conforme
descrito no item 3.2.4. Este nanobiossensor foi escolhido por ter sido utilizado na analise

do efeito matricial da agua do rio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo das camadas sensoras dos nanossensores e nanobiossensores

4.1.1 Composicdo quimica e orientacdo das moléculas

A técnica de espectroscopia PM-IRRAS fornece informacGes sobre estruturas
anisotrépicas; portanto, 0 momento de transicdo da vibracdo deve ser ordenado para o
aparecimento de sua banda relacionada nos espectros (ROSSINI; MOLINA; CASELI,
2019). Dessa forma a Figura 10 apresenta os espectros de PM-IRRAS das etapas de

funcionalizacdo dos cantilevers.

Figura 10. Espectro PM-IRRAS das etapas de funcionalizag&o do cantilever nas faixas
de niimero de onda (a) 2800 a 2940 cm™ e (b) 1520 a 1760 cm™.
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E possivel observar pela Figura 10a que o sistema que adsorve ao filme é
responsavel pela mudanca na orientacdo molecular de cada banda, a partir da diminuigéo
da area e da intensidade das bandas nas regifes de 2840 e 2920. Na primeira etapa da
funcionalizacdo com o tiol, como 0 mesmo apresenta uma molécula pequena em sua
terminagdo (2 carbonos e terminacdo com &cido carboxilico), verifica-se duas bandas
caracteristicas o estiramento simétrico (CHs) em 2843 cm™ e estiramento assimétrico
(CH2) em 2912 cm'* (Figura 8a). Essas bandas também sio observadas com a deposigio
do EDC-NHS, contudo em maior intensidade em 2912 cm™, esse aumento pode ter
ocorrido devido a organizacdo molecular, uma vez que sdo moléculas de tamanho maior.
No filme a deposicdo do GO verifica-se um deslocamento na banda para 2839 cm™,
manteve-se estavel no mesmo comprimento (2843 cm™) com a deposicéo de 6xido de
grafeno e enzima, ja para a deposicdo da enzima ocorreu um deslocamento para 2846 cm’
! Esse comportamento ¢ observado na regido de 2920 cm™? para as mesmas
funcionalizagdes. 1sso pode ter ocorrido devido ao mecanismo que governa a adsor¢ao na
regido de CH2 e CHs, é composto pela mudanca na orientagcdo molecular dos grupos CH>
e CHa, alterando a energia de oscilacdo destes grupos apds a adsor¢do do oxido de
grafeno/urease.

A banda 1640 cm™ (Figura 10b), correspondente ao grupamento amida | da cadeia
da urease, a qual € atribuida ao grupo carbonila (C=0) da ligacdo amida. J& a banda em

1540 cm™ corresponde ao grupo amida I1, pertencente ao estiramento C-N da amida.
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Nas regides de amida I e Il, 0 mecanismo de adsorcao de 6xido de grafeno, urease
e Oxido de grafeno/urease altera a area de banda dos dipolos C=0 em 1740 cm™ e C=0,
C-N e N-H na regido de 1640 cm™, sem modificar a orientagdo molecular, mostrando que
oxido de grafeno, urease e 0xido de grafeno/urease adsorvem ao filme fino, aumentando
a guantidade de sitios ativos presentes para interacdo dos filmes com os analitos de
interesse (Figura 8b). O aumento do sinal em 1740 cm™ 6xido de grafeno e d6xido de
grafeno/urease se deu devido a adi¢do do 6xido grafeno, em relagéo as demais, o que pode
ser atribuido a ligacgéo stretching C=0. Além disso, a alta intensidade dessa banda indica
que a orientacdo do grupo carbonila esta no plano do filme.

Na banda de 1675 cm™ ¢ atribuido aos modos de vibrag&o amida I, a qual é maior
com a enzima, que também é associado ao C=0 stretches. Um ombro é observado em
1690 cm™ que esta associado ao grupo carboxilico presente nos grupos EDC e NHS.
Também esta associado ao stretching C=0 visto nas funcionalizacbes com 6xido de
grafeno e o0xido de grafeno/urease e, ndo sendo observado para a funcionalizacdo com a
enzima.

Kreider et al. (2014) observaram bandas relacionadas a amida | em 1659 cm™2 e a
amida Il em 1548 cm-1, indicando desta forma a presenca da enzima peroxidase. Schmidt
et al. (2008), em seu trabalho relatam a presenca da enzima investigada nas bandas de
1663 cm? e 1554 cm™, as quaisos autores atribuiram a amida | e amida I,
respectivamente. Alonso et al. (2016), para caracterizar a superficie de diferentes métodos
de acoplamento enzimatico utilizaram a técnica de PM- IRRAS, sendo que 0s mesmos
obtiveram bandas de 1653 cm™ para a amida | e 1558 cm™ para a amida Il, quando

estudaram enzimas oxidases.
4.1.2 Topografia e rugosidade

A Figura 11 apresenta as imagens topograficas, em 3D, obtidas nas diferentes
etapas de funcionalizacdo da superficie dos cantilevers para a obtencéo do nanobiosensor
de cantilever de urease, nanosensor de cantilever de 6xido de grafeno, e nanobiosensor

de cantilever de éxido de grafeno/urease.
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Figura 11. Imagens de AFM, em 3D, da superficie do cantilever durante as etapas de
funcionalizacdo. Silicio — cantilever ndo funcionalizado (a), deposi¢do das camadas de
ouro (b), tiol (c), EDC/NHS (d), urease (e), 6xido de grafeno (f), e Oxido de

grafeno/urease (g).
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Fonte: O autor.
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Na Figura 11 pode-se observar diferengas topograficas em cada etapa de
funcionalizacdo da superficie. Analisando o substrato de silicio (Figura 11a), verifica-se
uma superficie homogénea, isto pode ser atribuido a caracteristica do proprio material,
enquanto que a camada contendo ouro (Figura 11b) apresenta uma superficie com
aglomerados, decorrentes do processo de deposi¢do do ouro. Na superficie funcionalizada
com o tiol (Figura 11c) e os agentes reticuladores EDC/NHS (Figura 11d), verifica-se o
aparecimento de agrupamentos irregulares, sendo mais abundante na camada
funcionalizada com EDC/NHS. Com a adicdo da urease (Figura 11e), observa-se que a
morfologia mais homogénea em relacéo a picos e vales. A deposicdo de moléculas sobre
uma superficie pode ocorrer tanto nos vales quanto nos picos, que sdo, respectivamente,
regides abaixo ou acima do plano médio da superficie (RODRIGUES, 2015).

A adicdo do o6xido de grafeno (Figura 11f) ap6s a etapa dos agentes reticuladores
formou picos menores e mais definidos em relacdo a funcionalizagdo com urease (Figura
11e). A superficie com adicdo de oOxido de grafeno e enzima urease (Figura 11g)
apresentou uma morfologia com contornos maiores.

A partir das imagens topogréaficas foi calculado o desvio médio quadratico da
rugosidade (Rms) da superficie do cantilever ndo funcionalizado (silicio) e apds em cada
etapa da funcionalizacéo para a construcéo dos nanossensores e nanobiossensores (Tabela
3). O célculo da rugosidade leva em conta a diferenca entre a dimensdo destes
componentes da superficie (KLAPETEK; NECAS; ANDERSON, 2016).

Tabela 3. Valores da raiz quadrada da média da rugosidade (Rms) das superficies em
cada etapa de constru¢do dos nanossensores e nanobiossensores funcionalizados com

urease, O0xido de grafeno, e 6xido de grafeno/urease.

Etapa Rms (nm)*
Silicio 18,405 + (0,106)
Silicio + Ouro 22,035 + (2,128)
Silicio + Ouro + Tiol 52,453 + (0,873)
Silicio + Ouro + Tiol + EDC/NHS 59,035 £ (1,987)
Silicio + Ouro + Tiol + EDC/NHS + Urease 27,730+ (0,691)
Silicio + Ouro + Tiol + EDC/NHS + Oxido de grafeno 17,133+ (1,965)
Silicio + Ouro + Tiol + EDC/NHS + Oxido de grafeno/Urease 49,580 + (4,582)

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

Fonte: O autor.
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A deposicao da camada de ouro acarretou em um pequeno aumento de rugosidade
em relacdo a superficie de silicio, o que pode estar relacionada a formagdo de
conglomerados pela deposicao de atomos de ouro pela técnica de Spputering, a qual pode
haver a deposicao de &tomos de ouro sob a forma de conglomerados, possivelmente esses
conglomerados se depositaram nas regies de vale, existentes na superficie de silicio,
preenchendo os espacos vazios (RODRIGUES, 2015). Ja com a adi¢do da camada de tiol
houve um consideravel aumento da rugosidade, isso pode ser devido ao tiol possuir alta
afinidade pelo ouro, ha 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 o aumento da rugosidade (RIGO et al., 2019b). Um pequeno
aumento de rugosidade também pode ser observado quando foi adicionado a mistura dos
agentes reticuladores de EDC/NHS, o que pode estar relacionado a acomodacdo das
moléculas, em funcdo da insercdo de novos grupos funcionais que ficam expostos na
superficie (MUENCHEN et al., 2018).

Na dltima camada com a deposi¢do da enzima urease ocorreu uma reducdo da
rugosidade, o que pode ser devido ao preenchimento dos espacos vazios e, assim,
formando uma camada mais homogénea. Alonso et al. (2016) também observaram em
seu trabalho a reducdo dos valores de rugosidade (Rms), quando depositaram enzima
glicose oxidase (GOX) em uma superficie de platina pela técnica de SAM. Na deposicao
da camada de 6xido de grafeno também se observa uma reducdo da rugosidade. Enquanto
qgue a camada de Oxido de grafeno/urease apresentou um aumento de rugosidade,
possivelmente devido ao volume resultante da utilizacdo das duas moléculas juntas e pela
adsorcdo da enzima no 6xido de grafeno. Segundo Naghib et al. (2018), a estrutura do
oxido de grafeno em forma de folhas aumenta a rugosidade da superficie e entdo aumenta
a area de contato da enzima, o que proporciona uma melhora significativa da transferéncia
de elétrons entre os mesmos, uma propriedade muito importante para biossensores.

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

forma eficiente.
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4.1.3 Morfologia

A microscopia eletrénica de varredura (SEM) é amplamente utilizado devido ao
seu alto poder de resolucdo e grande profundidade de foco. A Figura 12 apresenta as
micrografias em alta resolucéo, da superficie durante as etapas de deposicdo das camadas

sensoras dos nanossensores e nanobiossensores.

Figura 12. Micrografias de superficie do cantilever durante as etapas de construgdo dos
nanobiossensores e nanossensores. (a) Silicio (sem funcionalizacdo), deposicdo das
camadas de (b) Ouro, (c) tiol, (d) EDC/NHS, (e) Oxido de grafeno, (f) Urease e (g) Oxido

de grafeno/urease.

20 um

Fonte: O autor.
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As micrografias da Figura 12 (a e b) correspondem a superficie do silicio (sem
funcionalizacdo) e a deposicdo da camada de ouro, respectivamente, onde pode ser
observado uma superficie lisa em ambos. A partir da deposi¢do do tiol (Figura 12c) e do
EDC/NHS (Figura 12d), observa-se a presenca de particulas. Porém na Gltima camada de
funcionalizacdo, incorporando o éxido de grafeno (Figura 12e), ou urease (Figura 12f),
ou oOxido de grafeno/urease (Figura 12g), apresenta uma formagéo de aglomerados e de
maior tamanho.

Rigo et al. (2019a) obtiveram imagens de micrografias da superficie do cantilever
funcionalizado pela técnica de SAM, com a deposic¢éo do tiol e dos agentes reticuladores
EDC/NHS na superficie, foi observada uma formacdo de aglomerados dispersos. Essa
mudanca foi atribuida aos grupos do conjugado de tiol com a camada de ouro (sobre a
superficie do cantilever) por ligacdo covalente. Os grupos amina (-NHz") alteraram a
superficie com uma camada superficial bem distribuida e, com a enzima urease, foi
observada uma deposigdo superficial mais uniforme. Formando assim uma camada
homogénea em apenas um lado do sensor, o que é muito importante, devido ao controle

da adsorcdo de moléculas na superficie.

4.2 Avaliacdo das respostas dos nanobiossensores e nanossensores

A Figura 13 apresenta as respostas de deflexdo dos nanobiossensores e
nanossensores de cantilever funcionalizados com urease, 6xido de grafeno, e 6xido de
grafeno/urease na presenca de agua ultrapura (branco) e nas diferentes concentracdes de
Cd2+.



50

Figura 13. Resposta dos nanobiossensores e nanossensores funcionalizados com (a)

urease, (b) éxido de grafeno, e (c) oxido de grafeno/urease em fungdo do tempo nas

diferentes concentragdes de Cd?* e agua ultrapura (branco).
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As medidas de deflexdo foram realizadas durante 15 min, e no decorrer deste
tempo, foi possivel verificar que houve diferenca na deflexdo (hm) dos nanobiossensores
e nanossensores entre o branco e as concentragdes de Cd?* em agua ultrapura. Verifica-
se também que os mesmos apresentaram resposta na menor concentracdo estudada (0,01
ppb). Como foi observado uma diferenca de deflexdo entre a agua ultrapura e as diferentes
concentracgdes, isto indica que os dispositivos conseguem detectar a presenca do metal na
agua.

Observa-se também, que a diferenca de deflexdo (nm) entre a maior concentracdo
(10 ppb) e a menor (0,01 ppb) ficou em torno de 36 nm para 0s nanobiossensores
funcionalizados com urease, 42 nm para 0s nanossensores de 6xido de grafeno e 46 nm
para o de Oxido de grafeno/urease. O que pode estar relacionado com a adsorcao do
cadmio na superficie funcionalizada dos cantileveres. O que corrobora com resultados
apresentados por Karnati et al. (2007), onde a resposta de nanobiossensor, ao longo do
tempo, foi decorrente na adsorcao de analitos no lado da superficie funcionalizada, onde
ocorreu uma curvatura do cantilever, a qual foi causada por uma tensédo de compressao,
resultante de uma repulsdo ou expansdo de moléculas.

Pode-se observar também que a resposta de deflex&@o dos cantiliveres ocorreu para
baixo, com 0 aumento da concentragdo do metal. Quando a adsor¢do de moléculas ocorre

na superficie funcionalizada, pode causar uma flexdo, a qual esta associada a repulsdo ou
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expansdo de moléculas na superficie funcionalizada do cantilever. Quando a flex&o ocorre
para baixo, é chamada de tensdo compressiva (VELANKI et al., 2007).

A urease se apresenta como um receptor biocatalitico, o qual possui o poder de
reconhecer ions de metais pesados, pelo mecanismo de inibicdo da enzima, baseando-se
nas interacdes destes ions e seus grupos quimicos apresentados no centro ativo da enzima
(OGONCZYK et al., 2005). As alteracbes na enzima urease ocorrem em seu sitio
catalitico de niquel pois os fons Cd** induzem a inibigdo, reagindo com os grupos
sulfidrila da urease. As porc¢des sulfidrila sdo partes integrantes do sitio ativo e estdo
envolvidos na manutencéo da atividade da enzima. Assim, a inibigdo induzida pelo Cd?*
causa uma alteragdo conformacional da enzima (MAY MAY; RUSSELL, 2003). A
Figura 14 apresenta a funcionaliza¢éo do cantilever e 0 mecanismo de inibigdo enzimatica

da urease em contato com Cd?".

Figura 14. Representacdo esquemética da funcionalizagdo e funcionamento do

cantilever.
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Fonte: Adaptado de Rigo, 2019 e Gumpu; Krishnan; Rayappan, 2017.

A ligacdo do cadmio nos sitios ativos de urease baseia-se no conceito de acidos e
bases duros e moles. Este ion prefere especificamente ligacdo a doadores moles, como
enxofre, nitrogénio e oxigénio em uma ordem preferencial S >N > O (DU et al., 2012).
Apos a ligagdo com o ion a cadeia enzimética cliva a cadeia de substrato e como

consequéncia, o filamento enzimatico e a por¢do néo tiolada do filamento do substrato se
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difundem, o que altera o acoplamento eletrénico original entre o complexo da enzimae o
oxido de grafeno (WEN et al., 2013). Essa interacdo ocorre na superficie do cantilever
funcionalizado com a enzima e acaba gerando uma deflexdo do mesmo. Dessa forma
quanto maior a quantidade de jons de Cd?* na amostra maior a flexdo do cantilever.

Além disso no tempo de 15 minutos a deflexdo dos nanosensores e
nanobiosensores se manteve estavel na detecgdo do metal pesado. Este tempo € necessario
para a interacdo dos grupamentos funcionais com o Cd?*. Estes resultados corroboram
com o encontrado por Wen et al. (2013) usando um sensor de transistor de efeito de campo
com filme de grafeno e nanoparticulas de ouro para imobilizacdo covalente de moléculas
de enzimas de DNA tioladas, o qual foi utilizado para deteccdo de chumbo e que em 20
min de incubacdo, ou seja, contato do sensor como metal, houve estabilizicdo do sinal
obtido.

4.2.1 Sensibilidade, limite de deteccao e limite de quantificacédo

A Tabela 4 apresenta os valores de sensibilidade e limite de detec¢do (LD),
obtidos por meio da curva de calibragdo (Apéndices 1, 2 e 3) paras 0S nanossensores e

nanobiossensores.

Tabela 4. Valores de sensibilidade, limite de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo
(LQ) dos nanobiossensores e nanossensores de cantilever funcionalizados com urease,

Oxido de grafeno, e 6xido de grafeno/urease.

Nanossensores/ Sensibilidade LD LQ R?
Nanobiossensores (nm/ppb) (ppb) (ppb)

12,18967° + 0,03776 + 0,12586% +

Urease 0,99
(0,07795) (0,00024) (0,00080)
L 13,88033° + 0,02795° + 0,09317° +

Oxido de grafeno 0,96
(0,06601) (0,00013) (0,00044)
Oxido de 14,74667° + 0,01831¢ + 0,06103°+
grafeno/urease (0,08601) (0,00011) (0,00035)

Dados apresentados como média (trés repeticdes) + Desvio Padrdo. Letras iguais na coluna indicam nao
haver diferenca significativa a nivel de 5% (teste de Tukey).
Fonte: O autor.
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Com relagdo ao coeficiente de correlagdo (R?), foi possivel obter um ajuste
satisfatorio dos dados para a linha de regressdo com valores acima de 0,95 conforme
recomendado pelo INMETRO (2003).

A sensibilidade dos nanobiossensores e nanossensores de cantilever foi obtida
utilizando o coeficiente angular da concentracao versus a deflexdo. O nanobiossensor de
cantilever funcionalizado com o6xido de grafeno/urease foi 0 que apresentou maior
sensibilidade (14,74667 nm/ppb) e consequentemente menor limite de deteccdo (0,01831
ppb) e de quantificacdo (0,06103 ppb) (Cd?"), diferindo estatisticamente (p<0,05) dos
demais sensores. Enquanto que a menor sensibilidade foi apresentada pelo
nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease (12,18967 nm/ppb), maior limite de
deteccdo de deteccdo (0,03776 ppb) e maior limite de quantificacdo (0,12856 ppb).

Levando em consideracdo os limites maximos permitidos pela legislacéo
brasileira para Cd?* em agua (BRASIL, 2004, 2005, 2011), pela Organizacio Mundial de
Saude (WHO), pelas Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; EPA, 2018) e pela Diretiva 2008/105/CE
do Parlamento e Conselho Europeu de 16 de dezembro de 2008, relativa as normas de
qualidade ambiental no dominio da politica da dgua e limites maximo autorizado bem
como os valores medios anuais de concentracdo de cadmio em &guas superficiais (PUJOL
et al., 2014), os quais estdo demonstrados na Tabela 5, pode-se observar que o0s
nanobiossensores e nanossensores desenvolvidos neste trabalho sdo capazes de detectar
satisfatioriamente a presenca de Cd?* em &gua, bem abaixo das concentracdes maximas

definidas por estas legislacoes.



Tabela 5. Padr@es de qualidade ambiental para cadmio.
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L Aguas superficiais
Legislacdo/Orgao

Outras &guas

internas (ppb)*** superficiais (ppb)
0,08 (classe 1)
0,08 (classe 2)
EQS-AA*
o ) 0,09 (classe 3) 0,2
Diretiva Europela
0,15 (classe 4)
0,25 (classe 5)
0,45 (classe 1) 0,45 (classe 1)
0,45 (classe 2) 0,45 (classe 2)

EQS MPC**

Diretiva Europeia 0,6 (classe 3) 0,6 (classe 3)
0,9 (classe 4) 0,9 (classe 4)
1,5 (classe 5) 1,5 (classe 5)
EPA 3,00 -
WHO 5,00 -
Portaria N° 2914
Ministério da Saude 5,00 -
(Brasil)
Resolucéo N° 357 1,00 (classes 1-2)
CONAMA (Brasil) 100,00 (classe 3) -
Portaria N° 518
Ministério da Saude 5,00 -
(Brasil)

* Padrdo de Qualidade Ambiental - Média Anual (EQS-AA — do inglés Environmental Quality Standard -

Annual Average)

** Padrdo de Qualidade Ambiental — Concentracdo Méaxima Permitida (EQS MPC - do inglés

Environmental Quality Standard — Maximal Permissible Concentration)
**+* Aguas superficiais incluindo rios e lagos

Fonte: O autor.
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Sendo assim, pode-se dizer que os LD encontrados neste trabalho foram
satisfatorios, quando comparados com outros trabalhos na literatura como por exemplo
Rigo (2019) que elaborou um nanobiossensor de cantilever funcionalizado pela técnica
de SAM com enzima urease e determinou um LD de 0,413 ppb de Cd?* em agua ultrapura.
May May e Russell (2003) estudaram um biossensor de ressonancia plasmonica de
superficie (SPR - do inglés Surface Plasmon Resonance) com urease em substrato de
vidro revestido a ouro e obtiveram um limite de detec¢do de 10 mg/L (10000 ppb).
Rodriguez, Bolbot e Tothill, (2004) utilizaram enzimas urease e desidrogenase glutamica
em um biossensor amperométrico e obtiveram um limite de deteccdo para Cd?* de
0,29 mg/L (290 ppb). Xing et al. (2014) desenvolveram um imunossensor colorimétrico
sensivel e especifico para a deteccdo de cadmio em amostras aquosas com adicao
nanoparticulas de prata e obtiveram um limite de deteccdo de Cd?* de 5 ppb.

Quanto aos métodos convencionais de deteccdo de cadmio, Yabe e Oliveira
(1998) utilizando o espectrometria de emissdo atdbmica com plasma acoplado
indutivamente (ICP AES), obtiveram limite de detec¢do de 3,3 ppb. Ramalho, Amaral
Sobrinho e Velloso (2000) empregaram em seu trabalho a técnica de espectrometria de
absorcéo atdmica com chama (FAAS) e obtiveram limite de deteccdo de 2,2 ppb. Isso
demonstra que 0s nanossensores e nanobiossensores de cantilever desenvolvidos,
obtiveram LD muito menores os métodos tradicionais para anélise de metais pesados.

E importante destacar que maiores valores de sensibilidade e menores valores de
limite de deteccdo, tornam 0s sensores mais sensiveis e menores concentracdes podem
ser detectadas e, sendo assim, melhores séo suas respostas. Assim, em se tratando de
sensores procura-se sempre dispositivos com maiores valores de sensibilidade e menores
limites de deteccdo (BRASIL, 2003; IUPAC, 2014; SKOOG et al., 2005). A deposicao
da enzima sobre o oOxido de grafeno melhorou a performance em relacdo ao
nanobiossensor com a enzima e ao nanossensor de apenas 6xido grafeno, como pode ser
observado pelo aumento da sensibilidade e diminuicdo do limite de detec¢cdo. Dessa forma
percebe-se 0 enorme potencial de aplicacdo que essa técnica apresenta para deteccdo de
guantidade minimas deste metal estudado.

A Tabela 6 apresenta um comparativo de tipos de sensores utilizados para

deteccdo de cadmio em agua.



Tabela 6. Sensores utilizados para deteccdo de cadmio em agua.
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Camada Limite de _
Sensores . Referéncia
sensora deteccdo
Nanosensor de o
) Oxido de grafeno/urease 0,01831 ppb  Presente estudo
cantilever
Microssensor L _ Xuan, Hossain e
o Oxido de grafeno reduzido 1,00 ppb
eletroquimico Park (2016)
Filme de 6xido de grafeno )
. ) . Ping et al.
Eletroquimico reduzido modificado com 0,5 ppb
. (2014)
bismuto
. Sn0; e éxido de grafeno Wei et al.
Eletroquimico ) 0,1015 nM
reduzido (2012)
) Eletrodo de platina com
Biossensor o Gumpu et al.
o oxido de grafeno e 0,02-0,7 uM
amperométrico (2018)

acetilcolinaesterase

Fonte: o autor.
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4.2.2 Reversibilidade

A reversibilidade (n) pode ser considerada como a capacidade dos nanossensores
ou nanobiossensores de retornar ou nao a sua condicdo inicial depois de ser submetido a
interacdo com o analito, durante varias medicdes. A resposta de reversibilidade foi
estudada utilizando uma concentragdo de Cd?* de 0,1 ppb em agua ultrapura. Desta forma,
os valores de reversibilidade foram de 100 % (+ 10) para todos os sensores estudados,
durante os 6 ciclos alternando a exposicdo de Cd?* e &gua ultrapura. Desse modo,
demonstrou capacidade de detectar e retornar a sua condicao inicial, como pode ser

observado na Figura 15.

Figura 15. Reversibilidade dos nanobiossensores e nanosensores de cantilever
funcionalizados com (a) urease, (b) 6xido de grafeno, e (c) 6xido de grafeno/urease
durante 6 ciclos, alternado a exposicdo a solugdo de Cd** (0,1 ppb) e em agua ultrapura

(branco).
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4.2.3 Estabilidade

A estabilidade da resposta de um sensor é de extrema importancia, uma vez que,
dependendo da situacdo, o ideal € que o sensor possa ser utilizado por mais tempo e que
mantenha as suas caracteristicas quanto a sua sensibilidade e seu limite de deteccdo. As
respostas de deflexdo diminuiram durante os dias de armazenamento para todos os
dipositivos (Apéndices 4, 5 e 6). As Figura 16 e 17 apresentam os valores de sensibilidade
e LD para os nanobiossensores e nanossensores estudados, respectivamente, durante 30

dias de estocagem.

Figura 16. Valores de sensibilidade linear dos nanobiossensores e nanossensores de
cantilever funcionalizados com urease, 0xido de grafeno, e o0xido de grafeno/urease

durante 30 dias de estocagem.
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Fonte: O autor.
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Figura 17. Limite de deteccdo dos nanobiossensores e nanossensores de cantilever
funcionalizados com urease, 6xido de grafeno, e 6xido de grafeno/urease durante 30 dias
de estocagem.
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Fonte: O autor.

Analisando a Figura 16 observa-se que a sensibilidade diminui durante os 30 dias
de armazenamento tanto para nanossensor de Oxido de grafeno quanto para o0s
nanobiossensores de urease e 0 de grafeno/urease. Por outro lado, o valor do LD
aumentou durante este periodo estudado (Figura 17).

A Tabela 5 apresenta o percentual de perda de sensibilidade dos nanobiossensores
e nanossensores de cantilever funcionalizados com urease, 6xido de grafeno e 6xido de
grafeno/urease durante 30 dias de armazenamento calculado em relagéo a sensibilidade
do primeiro dia de analise.
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Tabela 7. Perda de sensibilidade (%) dos nanobiossensores e nanossensores de cantilever
funcionalizados com urease, 6xido de grafeno, e 6xido de grafeno/urease durante 30 dias

de armazenamento.

Perda de Sensibilidade (%)

Dias Urease Oxido de grafeno ~ Oxido de grafeno/urease

1 - - -

3 24,39 24,30 25,68
6 32,33 32,78 37,93
9 34,75 33,33 41,81
12 36,15 32,65 41,14
15 41,61 35,66 51,84
18 41,65 37,39 55,83
21 41,28 42,21 56,48
24 41,39 45,09 58,83
27 43,03 45,04 58,31
30 42,86 45,46 57,81

Fonte: O autor.

Pela Tabela 7 é possivel verificar que a maior perda de sensibilidade ao final dos
30 dias de armazenamento foi para o nanobiossensor de Oxido de grafeno/urease
(57,81 %), e a menor foi para o nanobiossensor funcionalizado com urease (42,86%). A
abordagem de adsorcao fisica da enzima no 6xido de grafeno é considerada 0 método
mais eficaz de imobilizacdo de enzimas em derivados de grafeno, pelo fato de que a
auséncia de reagentes funcionais adicionais e processo complicado muitas vezes preserva
alteracdes conformacionais das enzimas. Embora as interagdes intermoleculares sejam
fracas, mudancas ambientais podem levar a lixiviacdo da enzima da superficie do suporte
dessa forma diminuindo sua vida util (SOOZANIPOUR; TAHERI-KAFRANI, 2018).
Este fato pode explicar a maior perda de sensibilidade ocorrida no nanobiossensor de
oxido de grafeno/urease. Rigo et al. (2019) avaliaram a resposta de um nanobiossensor
de cantilever funcionalizado pela técnica SAM com enzima urease durante 30 dias de
armazenamento e verificaram uma diminuicao de 44,8 % da sensibilidade e um aumento

do limite de deteccéo.
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Alguns estudos na literatura relatam a utilizacdo de oxido de grafeno como uma
plataforma de imobilizacdo enzimética e sua estabilidade. Song et al. (2011) estudaram a
estabilidade ao armazenamento de um biossensor de nanoparticula de ouro contenho a
enzima tirosinase imobilizada em 6xido de grafeno, na deteccdo de 10 uM de catecol em
solucdo tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,0) e observaram que o biossensor utilizado reteve
89 % de sua resposta original apds 20 dias e depois diminuiu gradualmente para cerca de
54 % apds 2 meses de armazenamento. Os autores ainda atribuem este resultado ao filme
obtido poderia fornecer um microambiente biocompativel para proteger a capacidade
especifica da enzima tirosinase de maneira eficaz.

Liu et al. (2010) produziram um eletrodo enzimatico usando ligagdo covalente
entre grupos de &cidos carboxilicos do oxido de grafeno e as aminas da enzima glicose
oxidase. O mesmo apos ter sido armazenado durante 30 dias em solucao tampéo (pH 7,4)
a 4 °C teve uma diminuicdo de 20 % da sensibilidade, que foi atribuida ao declinio da
atividade enzimatica.

Artigues, Abella e Colominas (2017) desenvolveram um biossensor
amperométrico baseado na imobilizacdo da enzima glicose oxidase usando um hidrogel
de quitosana em matrizes de nanotubos de dioxido de titanio altamente ordenados para
andlise de glicose em sucos, o qual reteve 85% de sua sensibilidade inicial ap6s 30 dias
da medicdo. Os autores atribuiram esse fato a excelente capacidade de retencéo e boa
biocompatibilidade da matriz de imobilizacdo utilizada.

Branzoi e Branzoi (2014) obtiveram um filme de nanocompésito de nanotubos de
carbono por copolimerizacdo eletroquimica e imobilizaram a enzima urease em um
eletrodo modificado do filme nanocomposito/substrato de platina, preparando um
biossensor amperométrico para a deteccdo de ureia. A estabilidade ao armazenamento
alcancada foi de 54% de sua atividade original retida apds 3 semanas. Levando em
consideracdo esses resultados, pode-se dizer que a presenca de dos nanotubos de carbono
melhorou a imobiliza¢&o da enzima, a condutividade do filme e a transferéncia de carga
entre a enzima e o substrato.

Com base nestes estudos e nos resultados obtidos é possivel afirmar que o tempo
de estocagem afeta a resposta dos nanobiossensores, ocorrendo uma diminuicdo da
qualidade da resposta do mesmo por meio do decremento da atividade da enzima. Porém,
mesmo observando essas diferencas em relacdo ao LD e a sensibilidade, os resultados

mostram que mesmo apds 30 dias, 0s mesmos conseguem detectar pequenas quantidades
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de Cd?*, na ordem de ppb, caracteristicas excelentes quando comparado com outros

métodos de deteccao.

4.3 Analise dos parametros fisico-quimica da agua

As Figuras 18 e 19 apresentam os dados de precipitacdo pluviométrica entre os
dias de coleta da 4gua do rio Tigre e o acumulado de chuva na estacdo automatica de
Erechim, respectivamente. Tais dados foram obtidos do site do INMET. As 4 coletas
foram realizadas nos dias 23 e 30 de setembro (coletas 1 e 2) e 7 e 14 de outubro de
2019 (coletas 3 e 4).

Figura 18. Dados de precipitacdo pluviométrica entre os dias 01 de setembro a 15 de
outubro de 2019.
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Figura 19. Acumulado de chuva na estacdo automatica de Erechim dos meses de janeiro
a outubro de 20109.
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Fonte: INMET (2019).

E possivel observar pelas Figuras 18 e 19 que houve dois periodos distintos de
quantidade de chuva. As coletas 1 e 2 foram realizadas em um periodo de pouca chuva
aproximadamente 50 mm durantes os 20 anteriores a essas coletas. Enquanto que para as
coletas 3 e 4 a precipitacdo anterior foi de aproximadamente 80 mm em apenas 7 dias.

A Tabela 8 apresenta os resultados de turbidez, condutividade elétrica e pH das

amostras de agua coletadas do rio.

Tabela 8. Turbidez, condutividade elétrica e pH das amostras de 4gua coletadas.

Coleta Turbidez (NTU) Condutividade (ps/cm) pH
1 3,03" + (0,48) 310,672 + (1,15) 7,282 + (0,05)
2 3,55 + (0,05) 291,67° + (1,15) 7,382 + (0,10)
3 4,432+ (0,13) 121,47¢ + (0,06) 7,358+ (0,12)
4 4,942 + (0,03) 133,67 + (1,27) 7,482+ (0,02)

*Média (trés repetigdes) + Desvio Padrdo. Letras iguais na coluna indicam ndo haver diferenca significativa
a nivel de 5% (teste de Tukey).
Fonte: O autor

O pH néo apresentou diferenca significativa a nivel de 5% entre as amostras de
agua. As amostras 1 e 2 estdo dentro dos padrdes permitidos pela resolugdo n°® 357 do
CONAMA (BRASIL, 2005), que considera os valores de pH entre 6,0 a 9,0.

Naturalmente, nesses casos, o pH reflete o tipo de solo por onde a agua percorre.
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Geralmente um pH muito &cido ou muito alcalino esta associado a presenca de despejos
industriais (EFFENDI, 2016).

Em relagéo a turbidez, as coletas 1 e 2 apresentaram diferengas significativas
(p<0,05) em relacdo as coletas 3 e 4. Isto pode ser explicado pela precipitacao
pluviométrica ocorrida durante os dias coletados (Figura 18). A agua é turva quando
recebe certa quantidade de particulas que permanecem, por algum tempo, em suspensao,
sendo que estas particulas podem ser do proprio solo quando ndo ha 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).

Verifica-se diferenca significativa (p<0,05) entre todas as coletadas de agua
analisadas para a condutividade. Sendo a amostra 1 a que possui 0 maior valor (310,67
us/cm) e aamostra 3 0 menor (121,47 us/cm). Desta forma, quanto maior for a quantidade
de ions dissolvidos, maior sera a condutividade elétrica da 4gua, neste caso também pode
se relacionar com a precipitagdo pluviométrica do periodo, uma maior concentracdo de
ions dissolvidos no periodo em que ndo houve chuva, consequentemente menor volume
de &gua no rio, conforme houve aumento do volume de &gua no rio também houve a
diminuicdo de ions na agua pela diluicdo dos mesmos. 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 langcamentos de
residuos industriais, mineracao, esgotos, etc. (SHRESTHA; KAZAMA, 2007).

A Tabela 9 apresenta os resultados da analise de minerais e metal das amostras de
agua coletada do rio.
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Tabela 9. Concentracdo de minerais na agua coletada no rio Tigre.

Coleta Na* (mg/L) K* (mg/L) Mg?* (mg/L)  Cd?* (mg/L)
1 41,80°+(2,10) 4,412+ (0,07) 8,91+ (0,11) Nd
2 38,63% + (0,64) 4,20°+(0,51)  8,94% + (1,56) Nd
3 33,26 +(0,94) 3,412+ (0,49) 9,38+ (0,16) Nd
4 26,19+ (1,47) 3,36°+(0,43) 8,10*+ (1,01) Nd
LD (mg/L) 0,0463 0,082 0,0366 0,1089
LQ (mg/L) 0,0554 0,117 0,0471 0,1152

*Média (trés repeticdes) + Desvio Padréo. Letras iguais na coluna indicam ndo haver diferenca significativa
a nivel de 5% (teste de Tukey).

**Nd: ndo detectavel, abaixo do LD.

Fonte: O autor

A concentracgdo de sddio diminuiu do primeiro dia de coleta em relacdo ao quarto
dia de coleta e foi o mineral que apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre as
diferentes coletas. Enquanto que o potassio e 0 magnésio ndo apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) entre as coletas de agua.

Por meio da realizacdo da analise de espectometria de absorcéo atbmica, nao foi
verificada a presenca de cadmio nos diferentes dias de coleta o qual o limite de detec¢do
do equipamento € de 0,1089 mg/L (108,9 ppb). O nanobiossensor de cantilever utilizado
neste estudo apresentou um limite de deteccdo de 0,01831 ppb bem abaixo da técnica da

espectometria de absorcao atdmica.

4.3.2 Andlise do efeito matricial da &gua de rio na resposta dos nanobiossensores de
cantilever e interferentes

O nanobiossensor de cantilever funcionalizado com 6xido de grafeno/urease foi
escolhido para este estudo por ter apresentado caracteristicas como maior sensibilidade e
menor limite de deteccdo, frente aos demais estudados, as quais sé@o de fundamental
importancia, em se tratando deste tipo de dispositivo, além de ser uma proposta inovadora
para imobilizar enzima em oxido de grafeno, assim melhorando suas propriedades de
sensoriamento. Desta forma, a Figura 20 apresenta a resposta deste nanobiossensor ao

efeito matricial da 4gua do rio nas diferentes coletas e dgua ultrapura (branco). Enquanto
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que a Figura 21 apresenta a resposta do nanobiossensor para o efeito da matriz (dgua do
rio) com diferentes concentracdes de Cd?* (0,01; 0,05; 0,1; 1 e 10 ppb) nos diferentes dias

de coleta.

Figura 20. Resposta do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com éxido de

grafeno/urease ao efeito matricial da agua do rio nas diferentes coletas e 4gua ultrapura

(branco).
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Fonte: o autor.
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Figura 21. Resposta dos nanobiossensores funcionalizados com 6xido de grafeno/urease
ao efeito da matriz (4gua do rio) com diferentes concentragdes de Cd?* (0,01; 0,05; 0,1;
1 e 10 ppb) nos diferentes dias de coleta: (a) coleta 1, (b) coleta 2, (c) coleta 3 e (d) coleta
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Continuacao
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Fonte: O autor.

Na Figura 20 pode-se perceber que o nanobiossensor funcionalizado com 0xido
de grafeno/urease sofreu efeito da matriz, pois observa-se que a resposta de deflexdo para

agua do rio sem adicdo de cadmio se comporta de maneira distinta nas 4 coletas de agua.
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Entretanto este efeito foi minimizado quando as amostras foram fortificadas com
concentragcdes conhecidas de cadmio (Figura 21), e entdo o nanobiossensor utilizado foi
capaz de detectar estas diferentes concentragcdes de cadmio.

Esta diferenca de comportamento da resposta dos nanobiossensores, pode ser
devido ao fato das amostras reais, apresentarem caracteristicas distintas conforme
observado na Tabela 8. As amostras apresentaram diferenca significativa a turbidez e
condutividade, sendo que a coletas 1 e 2 apresentaram menor quantidade de particulas em
suspensdo (3,03 e 3,55 NTU) e as coletas 3 e 4 as maiores (4,43 e 4,94 NTU) e quanto
aos ions dissolvidos a coleta 1 apresentou maior condutividade (310,67 us/cm), enquanto
a coleta 3 apresentou a menor (121,47 us/cm). Os resultados de pH n&o apresentaram
diferenca significativa, entdo é provavel que ndo interferiram nos resultados do
nanobiossensor.

A guantidade de chuvas do periodo (Figuras 18 e 19) em que as coletas de dgua
no rio Tigre foram realizadas também podem ter influenciado, uma vez em se que obteve
coletadas antecedidas por um periodo com quantidade baixa de chuva (coletas 1 e 2) e
outras com maior quantidade de chuva (coletas 3 e 4).

Segundo Rigo (2019) o efeito da matriz depende das propriedades fisico-quimicas
do analito de interesse e das caracteristicas dos componentes da matriz enddgena
(compostos desconhecidos e imprevisiveis). Geralmente a analise em amostras reais €
dificil, uma vez que as matrizes ambientais sdo mais complexas e variaveis, tornando o
efeito matricial mais pronunciado.

No entanto este problema relacionado a analise de amostras reais foi vencido pela
fortificacio com cadmio das amostras de &gua coletadas no rio. Utilizando esta
fortificacdo, o efeito da matriz acabou se tornando menos significante quando comparado
com a resposta do nanobiossensor sem a fortificacdo. Sendo assim, seu desempenho nédo
foi muito afetado pelos efeitos da matriz, dessa forma, necessitando pouca preparacao da
amostra, podendo ser eliminado etapas laboratoriais de preparacdo, as quais sdo
comumente utilizadas nos métodos convencionais de detecgéo.

A seletividade do nanobiossensor de cantilever foi avaliada para verificar a
capacidade do dispositivo em determinar com precisio o Cd?* na presenca de outros
componentes na matriz da amostra de agua (agua do rio coletada). Para isso foram
adicionadas com diferentes interferentes, tais como o Na*, Mg?* e K* em agua ultrapura
na concentragdo de 10 ppb, juntamente com uma amostra de agua ultrapura (branco)

conforme demonstrado na Figura 22.
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Figura 22. Resposta dos nanobiossesnores de cantilever funcionalizados com Oxido de
grafeno/urease para a concentracio de 10 ppb de Na*, Mg?* e K* diluidos em éagua
ultrapura.
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Fonte: o autor.

A seletividade do nanobiossensor foi realizado a fim de verificar se 0 mesmo
apresentaria resposta para os minerias (Na*, Mg?* e K*), uma vez que estdo presentes nas
amostras de agua que foram coletadas (Tabela 9). Pode-se notar que 0s mesmos nao
causaram efeito na resposta do nanobiossensor uma vez que seu comportamento foi
similar ao do branco (agua ultrapura) como esta demonstrado na Figura 22.

Com os resultados obtidos neste trabalho é possivel visualizar a potencialidade e
a promissora aplicagdo dos nanobiossensores de cantilever como uma alternativa aos
métodos convencionais de detec¢do de metais pesados, uma vez que ndo requer nenhuma

preparacgéo preliminar da amostra.
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5 CONCLUSAO

De maneira geral, pode-se concluir que o uso de nanobiossensores e
nanossensores de cantilever funcionalizados com urease, 6xido de grafeno, e 6xido de
grafeno/urease se mostraram como ferramentas promissoras para deteccdo de cadmio em
aguas.

A caracterizacdo da superficie pelas analises de PM-IRRAS, AFM e SEM
confirmaram a funcionalizacdo da camada sensora pela técnica das camadas
automontadas (SAM), sendo possivel verificar a deposicdo da mesma.

O meétodo de funcionalizagdo dos nanobiossensores e nanossensores se revelou
satisfatorio, onde foi possivel detectar as diferentes concentracdes de cadmio, por meio
da adsorcdo do mesmo na superficie funcionalizada do cantilever, o qual apresentou
deflexdo (nm) diferente para cada concentracdo estudada.

Além disto, foram obtidos limites de detecdo variaram de 0,01831 ppb
(nanobiossensor de O0xido de grafeno/urease) a 0,03776 ppb (nanobiossensor de urease) e
uma alta sensibilidade que chegou a 14,74667 nm/ppb para o0 nanobiossensor de éxido de
grafeno/urease. Os mesmos nao apresentaram perdas de sinal durante as sucessivas
medi¢bes na andlise de reversibilidade. Durante o estudo de estabilidade houve
diminuigdo da sensibilidade e aumento do limite de deteccdo durante os 30 dias de
armazenamento, verificou-se uma perda de sensibilidade em relacdo ao primeiro dia de
analise de 57,81 % para 0 nanobiossensor de 6xido de grafeno/urease e de 42,86 % para
0 naobiossensor de urease.

Quanto a aplicacdo dos nanobiossensores de 6xido de grafeno/urease em amostras
reais de &gua, foi possivel superar os efeitos da matriz com a simples filtracéo e posterior
fortificacdo das amostras coletadas nos diferentes dias. Onde o nanobiossensor
apresentou diferentes deflexdes em relacdo a agua ultrapura, a agua do rio e as
concentracOes analisadas. Verificou-se também que os minerais presentes na agua do rio
ndo interferiram na resposta do nanobiossesnor, uma vez que apresentaram uma reposta
semelhante ao branco (agua ultrapura).

Desta forma, os nanobiossensores e nanossensores desenvolvidos neste trabalho
podem ser utilizados como uma ferramenta para a deteccdo de cadmio em aguas, pois
apresentaram baixo limite de detecgédo e analise em tempo real. Podendo, futuramente,
atuar na detecgdo prévia e precisa dos lancamentos deste metal nos cursos d'agua,

promovendo, desta forma, um melhor controle e monitoramento das suas emissoes,
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consequentemente ajudando a melhoras a qualidade da agua refletindo diretamente na

saude dos seres vivos e também do meio ambiente.

5.1 Sugestoes de trabalhos futuros

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

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

1. Desenvolvimento de diferentes métodos de imobilizar a enzima no éxido de grafeno,

0 qual pode acarretar em uma ligacdo mais estavel entre a enzima e 0 mesmo.
2. Avaliar a resposta do nanobiossensor de cantilever com o uso de diferentes enzimas.

4. Analisar outros possiveis interferentes na resposta do nanobiossensor de cantilever,

como pesticidas, matéria organica, temperatura, pH, etc.

5. Avaliar a deteccao de outros metais pesados em aguas.
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Apéndice 1. Curva de calibragdo da concentragio logaritmica do Cd?* versus deflexao,

APENDICES

do nanobiossensor funcionalizado com a enzima urease.
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Apéndice 3. Curva de calibragdo da concentragio logaritmica do Cd?* versus deflexao,

do nanobiossensor funcionalizado com a enzima 6xido de grafeno/urease.
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Apéndice 4. Resposta do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com urease

durante 30 dias de armazenamento em relacdo a diferentes concentragdes de Cd?* em
agua ultrapura: (a) branco (&gua ultrapura), (b) 0,01, (c) 0,05, (d) 0,1, (e) 1 e (f) 10 ppb.
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Apéndice 5. Resposta do nanossensor de cantilever funcionalizado com éxido de grafeno

durante 30 dias de armazenamento em relacdo a diferentes concentragdes de Cd?* em
agua ultrapura: (a) branco (&gua ultrapura), (b) 0,01, (c) 0,05, (d) 0,1, (e) 1 e (f) 10 ppb.
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Apéndice 6. Resposta do nanobiossensor de cantilever funcionalizado com éxido de
grafeno/urease durante 30 dias de armazenamento em relacéo a diferentes concentragoes
de Cd» em &gua ultrapura: (a) branco (agua ultrapura), (b) 0,01, (c) 0,05, (d) 0,1, (e) 1 e

(f) 10 ppb.
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