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RESUMO - O desenvolvimento das atividades industriais aumentou de residuos contendo metais pesados. O cadmio,
um dos metais com maior toxicidade, pode ser langado ao solo e entdo lixiviado para os rios pelo escoamento de aguas
superficiais provenientes das chuvas, causando diversos problemas ambientais. Neste contexto cresce a demanda por
métodos alternativos aos utilizados tradicionalmente. Os nanobiossensores de cantilever ganharam grande destaque
devido a se apresentarem coo uma analise quantitativa rapida e com melhor sensibilidade. Dessa forma o objetivo deste
trabalho € o desenvolvimento de um nanobiossensor de cantilever funcionalizados com enzima comercial urease para
deteccdo de cAdmio em &gua. Os resultados obtidos pela medida de atividade da enzima antes e apds a funcionalizagdo
do nanobiossensor demonstrou que ocorreu a funcionalizagdo da superficie do cantilever. Pela exposicdo do mesmo a
uma concentracao de cddmio de 10 ppb foi possivel verificar a deflexdo do dispositivo, demonstrando sua capacidade em
detectar o metal pesado presente na agua. Assim, promovendo, um melhor controle e monitoramento de emissdes de
metal pesado em aguas, refletindo diretamente na sadde dos seres vivos e também do meio ambiente.
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1 INTRODUCAO

A contaminagdo de 4gua por metais pesados tornou-se um problema de importancia global com preocupacéo
crescente devido a implicagfes na salide humana. O desenvolvimento industrial levou ao aumento das fontes de
contaminacgdes devido a geragdo de enormes quantidades de residuos contendo metais pesados (VERMA; DWIVEDI,
2013; GU et al., 2018). 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) (VOLESKY, 2001).

O cadmio é um dos metais com maior toxicidade, estd presente em produtos de policloreto de vinil (PVC),
pigmentos de cor, varias ligas metalicas e, agora mais comumente, em baterias recarregaveis de niquel-cadmio, podendo
ser langado ao solo, sendo entdo lixiviados para 0s rios pelo escoamento de dguas superficiais provenientes das chuvas,
persistindo no ambiente aquético, causando também a contaminagao das aguas subterraneas, dessa forma causando outros
problemas ambientais (RIBEIRO-FILHO et al., 2001; VINODHINI; NARAYANAN, 2008).

Atualmente existem diversas legislagcdes que determinam limites permitidos de cadmio, tanto no &mbito nacional
como internacional. No Brasil a Portaria 2914 do Ministério da Saide dispbe sobre os procedimentos de controle e de
vigilancia da qualidade da agua para o consumo humano e seu padrdo de potabilidade, a Resolugdo do CONAMA N° 357,
de 17 de marco de 2005 dispde sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento,
bem como estabelece as condi¢cdes e padrdes de langamento de efluentes, e d& outras providéncias, dentre outras
legislagbes presentes no meio e a Portaria N° 518 de 25 de margo de 2004 que estabelece os procedimentos e
responsabilidades relativos ao controle e vigilancia da qualidade da &gua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade, e da outras providéncias (BRASIL, 2004, 2005, 2011). Enquanto que a nivel mundial a Organizagdo
Mundial de Salde e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA também configuraram limites de concentragdo permitido
de cddmio na &gua potavel (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017; EPA, 2018).

Uma variedade de instrumentos e métodos associados tem sido usado para detecgdo de cadmio em amostras de
&gua, cada uma com seu prdprio custo associado, eficiéncia e sensibilidade de deteccdo para o analito alvo. No entanto,
esses métodos analiticos possuem preparagcdo complicada de amostras, instrumentos sofisticados e alto custo (HAO;
YAN, 2015). Para superar as limitagdes desses métodos e melhorar os limites de detec¢do 0s nanobiossensores podem
ser empregados trazendo uma analise quantitativa rapida e com melhor sensibilidade.

Os nanobiossensores sdo dispositivos que convertem reagGes bioquimicas oriundas de eventos biolégicos
incorporadas aos elementos de reconhecimento como acidos nucléicos, células, enzimas e anticorpos, produzindo sinais
elétricos, térmicos ou Opticos, os 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).
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O principio de funcionamento de um biossensor esta fundamentado na utilizagdo de um sistema que conté
componentes: o biorreceptor, que é o elemento de reconhecimento que permite ocorrer a rea¢do bioquimica ou a liga
especifica com o alvo (amostra e analito); e o transdutor, que recebe o sinal produzido entre o biorreceptor e a amostra,
o0 quantifica, gerando o resultado em sinal (GASPAR, 2010).

Elementos enzimaticos possuem alta sensibilidade e seletividade (SAINI; BAGRI; BAJPAI, 2017). Diversas
enzimas sdo utilizadas para biossensoriamento ambiental. Dentre estas, a urease produzida por bactérias, fungos e plantas,
se apresenta como um elemento de deteccdo enzimatica mais empregada na deteccdo de varios metais pesados, como o
cadmio presente em amostras de agua (GUMPU; KRISHNAN; RAYAPPAN, 2017).

A urease pode ser inibida na presenca de metais pesados, como o cadmio. O mecanismo de inibigdo da enzima
baseia-se nas interagGes entre os ions de metais pesados e os grupos tiol/ metiltiol da cisteina/metionina apresentados no
centro ativo da enzima (OGONCZYK et al., 2005). Na prética, essa inibigdo é importante, pois pode ser explorada para
a construgdo de sistemas de deteccdo baseados na sua inibicdo para determinacéo in situ e em tempo real dos niveis de
tracos destes ions, por exemplo, em monitoramento de 4gua (KRAJEWSKA, 2009).

Dessa forma este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um nanobiossensor de cantilever
funcionalizados com enzima comercial urease para detec¢do de cAdmio em agua.

2 MATERIAL E METODOS
Desenvolvimento do nanobiossensore de cantilever e funcionalizacéo

Para o desenvolvimento do nanobiossensor funcionalizado com enzima urease foram utilizados cantileveres
(ContGD-G) adquiridos comercialmente (BudgetSensors), com as seguintes especificacdes: material de silicio revestido
com 70 nm de ouro em apenas um dos lados da superficie, frequéncia de ressonancia de 13,0 (+4) kHz, constante de mola
de 0,2 (0,07-0,4) N/m, 450 um de comprimento (+ 10 um), 50 um de largura (+ 5 um) e 2 um de espessura (+ 1 pm).

A funcionalizacéo do cantilever foi realizada por meio da deposicao da camada sensora no lado superior, o qual
continha o ouro depositado. A técnica de camadas automontadas (SAM) foi empregada com a adicdo de agentes
reticuladores (EDC/NHS) para ligacdo covalente com moléculas de alcanotiois. O procedimento de funcionalizagdo do
cantilever foi baseado no trabalho de Velanki e Ji (2006), com modifica¢des, consistindo na limpeza dos cantileveres, os
quais serdo imersos em alcool isopropilico (Vetec, 99,5 %), durante 2 min, para lavagem, assim removendo interferentes
da superficie, e entdo secos, a 20 °C, por cerca de 15 min. Imersdo do cantilever em uma solucdo de &cidol6-
mercaptohexadecanoico (tiol) (Sigma Aldrich, 90 %) 2 mM em meio etandlico, por overnight (16 h). Apos, realizada a
lavagem do cantilever com agua ultrapura (Millipore Co. 18,2 MQ/cm), (2 min) e secagem em temperatura ambiente por
15 min o cantilever foi imerso em uma mistura de 1 mM de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) (Sigma
Aldrich, 98 %) e 1 mM de N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma Aldrich, 98%) na proporgao de 4:1 (v/v) durante 10 min.
Em seguida realizou-se a lavagem com agua ultrapura (2 min) e secagem em temperatura ambiente por 15 min. Por fim
realizou-se a imersdo do cantilever em enzima comercial (urease de Canavalia ensiformis (Sigma Aldrich), - 75,26 U/mg)
diluida em tampéo fosfato de sddio (0,2 M, pH 7,0) na proporg¢do de 10:1 (m/v) de acordo com Rigo et al. (2019) durante
10 min. O nanobiossensor foi armazenado sob refrigeracéo (4 °C), a seco.

Medida de atividade da urease depositada no nanobiossensor

A solugdo de enzima que sobrou da funcionalizac¢do foi misturada com 15 mL da solucédo de ureia (Neon, 99%)
em um elermeyer, deixando agir por 5 min, ap6s foi adicionado 3 gotas de indicador alaranjado de metila. A solucéo foi
titulada com HCI (Synth, 37%) 0,1 M sob agitacdo até o ponto de viragem de laranja para rosa (SOARES, 2011). O
mesmo procedimento foi realizado com a solugdo de enzima sem contato com cantilever. Para o branco néo foi deixado
o0 tempo de reacdo e entdo titulado.

Resposta de deflexdo do nanobiossensor

A funcionalizacdo do nanobiossensor, foi avaliada pela medida de deflexdo do cantilever em AFM da marca
Nanosurf (C3000 Controller), por meio da realizacdo de uma imagem em meio liquido, e em modo estatico onde é
utilizado o método de feixe Optico, onde o laser ¢ refletido da superficie do cantilever e atinge uma posicao sensivel do
fotodetector, sendo que a distancia percorrida € proporcional a deflexdo da haste de acordo com Martinazzo et al. (2018).

Para resposta do sensor ao cadmio em &gua ultrapura, foi escolhida a concentracdo de 10 ppb baseando-se no
limite mé&ximo permitido na legislacéo vigente para 4gua de rios e potavel (BRASIL, 2004, 2005, 2011). Desta forma, foi
preparada uma “soluco estoque” na concentragdo de 10000 ppb (10 mg/L) de cadmio e a partir desta, preparada a de 10
ppb (pg/L), diluida em agua ultrapura. As soluges foram armazenadas em frascos de vidro &mbar e em temperatura
ambiente (25°C).

O dispositivo (cantilever) foi acoplado a um suporte denominado de canticlip, sendo posteriormente inserido
junto ao cabegote (scanner) do equipamento. A calibracéo do laser foi realizada apenas na primeira medida (branco-agua
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.
ultrapura), onde 0 mesmo foi posicionado na extremidade final da haste do cantilever e na posicéo central do fotodet
verificando sua intensidade, que ficou em torno de 70%. Entéo, a resposta (deflexdo) era obtida por meio da criacaoN
uma imagem, onde o cantilever nfo realizava uma varredura nos eixos X e y dentro da gota de liquido, com resolucio de®
450x450 pontos (a imagem era formada por 450 linhas, representando os pontos de resposta) e velocidade de varredura
foi de 1 s/linha para obtencdo da resposta. Nestes parametros, a duracdo de cada analise era de 15 min.

Sendo assim, uma gota (+ 0,5 mL) de liquido era injetada, com o auxilio de uma pipeta de pasteur, sobre uma
placa de aco inoxidavel no AFM, de modo que o nanobiossensor de cantilever ficasse totalmente imerso nesta gota para
posterior leitura direta das medidas de deflexéo. Este processo foi realizado primeiramente para o branco (agua ultrapura)
e em seguida para a concentragdo de 10 ppb de Cd?*.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Medida da atividade enzimatica da urease depositada no nanobiossensor

A partir da medida de atividade enzimatica obteve-se valores de 92 U/mL para a enzima livre e 170 U/mL apds
a exposicdo ao cantilever, o que confirma a funcionalizagdo da superficie do mesmo.

Avaliagdo das resposta do nanobiossensor

A Figura 1 apresenta as respostas de deflexdo dos nanobiossensores de cantilever funcionalizados com urease
na presenca de agua ultrapura (branco) e Cd?*

Figura 1. Resposta do nanobiossensor funcionalizados com urease em func¢éo do tempo na concentracdo de 10 ppb de
Cd?* e agua ultrapura (branco).

160
] — Branco
140 4 =10 ppb
120
e 100
= |
3
80
@
= |
5]
o 60
40
20 -
0 T T T T T
0 3 6 9 12 15

Tempo (min)

As medidas de deflexdo (Figura 1) foram realizadas durante 15 min, e no decorrer deste tempo, foi possivel
verificar que houve diferenca na deflexdo (nm) dos nanobiossensores entre o branco (dgua ultrapura) e o Cd?* diluido na
concentragdo de 10 ppb em &gua ultrapura, isto indica que os dispositivos conseguem detectar a presenca do metal na
agua.

Pode-se observar também que a resposta de deflexdo dos cantiliveres ocorreu para baixo. Quando a adsorcdo de
moléculas ocorre na superficie funcionalizada, pode causar uma flexdo, a qual esta associada a repulsdo ou expanséo de
moléculas na superficie funcionalizada do cantilever. Quando a flexdo 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 interacGes destes ions e seus grupos quimicos
apresentados no centro ativo da enzima (OGONCZYK et al., 2005). As alteragdes na enzima urease ocorrem em seu sitio
catalitico de niquel pois os fons Cd?* induzem a inibicéo, reagindo com os grupos sulfidrila da urease. As porcdes sulfidrila
sdo partes integrantes do sitio ativo e estdo envolvidos na manutencdo da atividade da enzima. Assim, a inibigdo induzida
pelo Cd?* causa uma alteracdo conformacional da enzima (MAY MAY; RUSSELL, 2003).
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Além disso no tempo de 15 minutos a deflexdo dos nanobiosensores se manteve estavel na deteccdo do
pesado. Este tempo é necessario para a interacdo dos grupamentos funcionais com o Cd?*. Estes resultados corrobo
com o encontrado por Wen et al. (2013) usando um sensor de transistor de efeito de campo com filme de grafeno”
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 incubacéo, ou seja, contato do sensor como metal, houve estabilizicdo do sinal
obtido.

4 CONCLUSAO

O método de funcionalizagdo do nanobiossensor se revelou satisfatorio, onde foi possivel detectar a concentragéo
de 10 ppb de cadmio, por meio da adsor¢do do mesmo na superficie funcionalizada do cantilever, o qual apresentou
deflexdo (nm) diferente do branco (&gua ultrapura).

Desta forma, o nanobiossensor desenvolvido neste trabalho podem ser utilizados como uma ferramenta para a
deteccédo de cadmio em aguas. Podendo, futuramente, atuar na detecgdo prévia e precisa dos lancamentos deste metal nos
cursos d'adgua, promovendo, desta forma, um melhor controle e monitoramento das suas emissfes, consequentemente
ajudando a melhoras a qualidade da agua refletindo diretamente na salde dos seres vivos e também do meio ambiente.
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