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Com a fabricagdo e uso indiscriminado de agrotdxicos de todas as classes,
fazem-se necessarios um monitoramento e um controle mais rigidos para garantir que
os alimentos disponibilizados a populacio e o meio ambiente sejam preservados e
controlados. A atrazina é um herbicida do tipo triazina amplamente utilizado em
plantagdes para controle de crescimento de ervas daninhas. O seu uso é controverso,
pois promove a contaminac¢do generalizada do solo e, por consequéncia, dos lengdis
fredticos, além de causar defeitos congénitos em animais e seres humanos. Na busca
por um método capaz de monitorar a presenca deste agrotdxico, foi feita uma
investigacdo das condi¢Oes de reacdo do Canavalia ensiformis, por inibicdo enzimatica,
para futura aplicagdo do biossensor potenciométrico de ureia. Durante o
desenvolvimento do trabalho, foram analisados o tempo da adicdo da atrazina ao
conjunto solugdo de ureia (10ppm) e biocomponente com tempos selecionados de 1, 5
e 10 minutos; o tempo reacional, analisando-se 5, 10 e 20 minutos; a interferéncia do
tipo de agitacao, manual e magnética, nas analises, e a possibilidade de reutilizacdo do
biocomponente. Os melhores resultados foram obtidos quando realizada a agitacao
magnética durante as analises, com tempo de adicdo de atrazina de 5 minutos, tempo
de contato de mais 5 minutos, totalizando 10 minutos de reacao e sem reutilizacdo do

componente bioldgico imobilizado.
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Capitulo I: Introducio

I.1- Consideragoes gerais

Na agricultura, o uso indiscriminado de defensivos agricolas, nas ultimas
décadas, tem causado grandes problemas ao meio ambiente. O fator de risco se
concentra em areas de plantio poluindo o solo e a agua. Os agrotdxicos da classe dos
herbicidas sdo os mais utilizados no mundo. Através dos processos de adsorcdo,
volatilizagao e lixiviagao, a determinagao da intensidade de contaminagao no solo é
realizada (“Boletim Agrotéxicos | FEAB on WordPress.com,” [S.d.]).

A atrazina (6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina) é um
herbicida, com classificacdo toxicolégica de classe Il - muito perigoso ao meio
ambiente. E o herbicida mais utilizado no mundo para controle do crescimento de
ervas daninhas sendo aplicado em varios cultivos como milho, cana-de acucar, soja,
dentre outros . Por conta de sua alta toxicidade, permite-se que para 4gua doce, o
nivel de atrazina deve ser menor ou igual a 2ppb e para agua industrial menor ou igual
a 50ppb (“RESOLUCAO CONAMA no 396,” 2008).

Atualmente, os métodos analiticos, como cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectrometria de massa, sdo empregados e seu uso é complexo
possuindo alto custo das andlises e sendo ainda, ndao aplicaveis para trabalho em
campo. Por esses motivos, os biossensores sao considerados ferramentas analiticas
inovadoras, pois sdo dispositivos que fazem uso de biorreconhecimento combinado a
um alto poder de processamento de transdutores resultando em um controle efetivo,
de baixo custo e gerando andlises em tempo real. Em especial, biossensores baseados
em inibicdo enzimatica sdo considerados ideais para a determinacdo de herbicidas,
pois combinam alta sensibilidade e especificidade com a simplicidade de operagao
(DOS SANTOS, 2012).

Nesse trabalho, foram investigadas as condi¢bes de reacdo do Canavalia
ensiformis (feijdo de porco), buscando sinais de inibicdo enzimdtica, para futura
aplicacdo do biossensor potenciométrico de ureia (SILVA, 2011). Os seguintes testes
foram realizados: tempo de adi¢do artificial do herbicida, tempo de contato do mesmo
com a enzima (tempo reacional), interferéncia do tipo de método de agitacdo (manual

e magnética) e reutilizacdo do biocomponente imobilizado. Além disso, uma analise de



viabilidade preliminar do biossensor de ureia aplicado a atrazina foi elaborada e
comparada ao método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

(GS-MS) que é o método analitico mais utilizado no mercado para analise do analito

desejado.



Capitulo II: Objetivos

I1.1-Objetivo principal

O objetivo do presente trabalho foi investigar as condicdes de reacdo da
enzima urease presente no tecido vegetal de Canavalia ensiformis, pela acdo inibitéria
da atrazina, para futura aplicacdo do biossensor potenciométrico de ureia

desenvolvido por SILVA (2011).

1.2 Objetivos especificos
Visando alcancar o objetivo principal do trabalho, os seguintes objetivos

especificos foram delineados:

a) Determinar o tempo de adicdo artificial da atrazina no sistema biocomponente,
transdutor e substrato (ureia), com objetivo de determinar o tempo de
resposta do método e tempo reacional da atrazina com a urease,

b) Determinar a influéncia do tipo de agitacdo (manual e magnética) do sistema
apos a adicdo de atrazina durante as analises com o biocomponente ,

c) Estudar a possibilidade de reutilizagdo do biocomponente imobilizado.

d) Avaliar preliminarmente a viabilidade econémica do biossensor de ureia para

detecc¢do de atrazina por inibicdo enzimatica



Capitulo III: Revisado bibliografica

lll.1- Agrotoxicos

Existem relatos histdricos, que desde os primdrdios da humanidade, ha
existéncia de pragas em lavouras, causando danos ao homem, seja diminuindo a
guantidade de alimentos a serem colhidos ou transmitindo doencas a pessoas ou
animais que as cercam (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Entdo ao longo dos séculos, o homem sempre buscou meios de combater essas
adversidades naturais, sendo que, muitas vezes, eram feitos rituais religiosos ou
magias para combater as pragas. Os gregos e os romanos tinham deuses especificos
para prevenir ou exterminar pragas (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Apesar do pouco conhecimento a respeito da natureza e das pragas que
atacavam a agricultura, existem relatos sobre métodos de controle de pragas durante
o periodo classico. Entretanto, na Idade Média, pouca evolugdo ocorreu em termos de
progresso cientifico (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Com o passar do tempo e por meio de observacGes e experimentos baseados
no método de tentativa e erro, foram identificados varios compostos quimicos eficazes
no combate a insetos e fungos. As férmulas e a composicdao dos compostos quimicos
utilizados ainda ndo eram conhecidas (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Ja em 2500 a.C., os sumérios utilizavam o enxofre no combate a insetos. No
século XIV, os chineses comegaram a utilizar compostos de arsénio para controlar
insetos. Eles também desenvolveram outros métodos de controle de pragas, incluindo
o uso de ervas, Oleos e cinzas, para tratar sementes e graos armazenados, bem como
compostos a base de mercurio e arsénio para combater piolhos e outras pragas
(BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

Com o desenvolvimento da agricultura no século XVIII, novas praticas agricolas
foram introduzidas como, por exemplo, a utilizagdao de fertilizantes em larga escala e
de maquinas para plantar sementes, para colheita e processamento de alimentos. Em
decorréncia dessas mudancgas, os problemas com as pragas se agravaram ja na metade
do século XIX, surgindo os primeiros estudos cientificos sistematicos sobre o uso de

compostos quimicos (BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).



Com a justificativa de melhorar a producdo agricola, as industrias quimicas
passaram a desenvolver os chamados pesticidas, também denominados agrotéxicos,
agroquimicos, biocidas, praguicidas e defensivos agricolas. Os pesticidas sdo
substancias quimicas especificamente desenvolvidas e produzidas para o uso no
controle de pragas na agricultura e na sadde publica, para aumentar a producdo de
alimentos e facilitar o uso dos métodos agricolas modernos (STENERSEN, 2004).

Segundo VELASCO & CAPANEMA (2006) podem ser classificados da seguinte
forma: como inseticidas (controle de insetos), fungicidas (controle de fungos),
herbicidas (controle de plantas invasoras), desfolhantes (controle de folhas
indesejadas), fumigantes (controle de bactérias do solo), rodenticidas ou raticidas
(controle de roedores/ratos), nematicidas (controle de nematdides) e acaricidas
(controle de acaros).

A Segunda Guerra Mundial foi um ponto crucial para o avango técnico-cientifico
na formulacdo de substancias organossintéticas com caracteristicas de pesticidas, para
defesa das tropas contra piolhos e outras pragas transmissoras de doencas
(BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

De acordo com BRAIBANTE & ZAPPE (2012), por volta da década de 40,
apareceu a primeira linha de produtos sintéticos conhecidos como organoclorados.
Dentro desse grupo estava inserido o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) que
inicialmente foi desenvolvido para fins bélicos, porém com a descoberta feita pelo
qguimico suico Paul Miller de que o DDT possuia forte a¢do pesticida, este foi
rapidamente adotado no setor agricola para o controle de pragas devido a sua alta
eficiéncia em curto prazo. Com eficacia dessas substancias no combate a espécies
nocivas a agricultura, o uso de agroquimicos sofreu enorme disseminacao e, assim,
ocasionaram uma profunda mudanc¢a nos métodos de controle de pragas aplicados na
agricultura.

A partir de 1950, paises da Europa e os Estados Unidos intensificaram o uso de
agroquimicos na agricultura com o propdsito de aumentar os niveis de produtividade
buscando atender a necessidade apresentada no cenario Pés-22 Guerra (RODRIGUES,
2012).

Inicialmente, os agrotdxicos foram utilizados no Brasil em programas de saude

publica e, em 1975, o pais iniciou uma politica de abertura ao comércio de agrotdxico
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com o Plano Nacional de Desenvolvimento. Essa politica de incentivo e a repercussao
da acdo dos agrotdxicos no combate as pragas provocaram a expansao do uso dessas
substancias no Brasil (RODRIGUES, 2012).

Atualmente, empresas quimicas que atuam no setor agropecudrio, tem um
grande faturamento chegando a movimentar no mercado, USS 48 bilhGes por ano no
mundo (“Boletim Agrotdxicos | FEAB on WordPress.com,” [S.d.]).

De acordo com a Agéncia Embrapa de Informacdo Tecnoldgica (AGEITEC),
anualmente sdo usados no mundo aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de
agrotéxicos. O consumo anual de agrotéxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil
toneladas de produtos comerciais. Expresso em quantidade de ingrediente-ativo (i.a.),
sdo consumidas cerca de 130 mil toneladas/ano no pais, representando um aumento
no consumo de agrotoxicos de 700% nos ultimos quarenta anos, enquanto a area
agricola aumentou 78% nesse periodo (“Boletim Agrotoxicos | FEAB on
WordPress.com,” [S.d.]).

Apesar dos beneficios a producdo agricola, o uso intenso de agrotdxicos pode
proporcionar danos tanto ao meio ambiente quanto ao proprio homem. De acordo
com CANELA & PEDLOWSKI (2012), outro problema de saude publica é a presenca de
residuos de agrotdxicos nas cascas e no interior de alimentos.

Segundo RECENA & CALDAS (2008), a exposi¢ao humana a agrotdxicos constitui
um problema de saude publica em todo o mundo e os danos causados, por
consequéncia de seu uso, sao as principais prioridades de estudo no meio cientifico
mundial.

No meio ambiente, as propriedades fisico-quimicas, a quantidade e a
frequéncia do uso, métodos de aplicacdo, caracteristicas bidticas e abidticas do
ambiente e as condigdes meteoroldgicas determinardo qual sera o destino dos
pesticidas no ambiente (KLINGMAN, 1982). Essas condi¢des variam de acordo com o
produto e com os fatores relacionados a sua aplicagdo, por isso ndo podemos prever
um modelo para o comportamento destes pesticidas, nem sua interacdo com o
ambiente (RIBAS, 1970).

Por essas razoes, tem sido enfatizada a necessidade de serem estabelecidos
métodos de detec¢do de pequenas quantidades dessas substancias, seus metabdlitos e

produtos de degradacdo nas diversas matrizes ambientais.



Métodos analiticos tradicionais ou classicos capaz de avaliar agrotdxicos sao
normalmente por cromatografia gasosa em camada fina(TLC), em camada fina
de(HPTLC), gasosa(GC) liquida de alta performance(HPLC) ou por espectrometria de
massa (CG-MS) (Lacorte & Barcel$,1995; Yun-Suk et al., 1997). Diante dos problemas
causados pelo uso indiscriminado dos agrotdxicos, é de extrema relevancia que a
monitorizacdo ambiental seja feita de maneira constante, o que permitiria avaliar se as
medidas de seguranca estdo adequadas e, principalmente, se a agua, solo, ar ou
produto consumido ndo oferecem perigo.

Infelizmente, os métodos cldssicos de monitoramento de agrotdxicos baseados
em técnicas analiticas cromatograficas citadas anteriormente exigem mao-de-obra
especializada e apresentam um alto custo operacional. Dessa forma, o seu emprego
em larga escala em pequenos laboratérios e/ou para instalagdes laboratoriais de
campo torna-se inacessivel.

Em funcdo dos problemas relacionados ao uso de agrotdxicos, sistemas
eficientes de deteccdo sdo cada vez mais requeridos para protecdo de organismos
expostos a estes compostos pela contaminagdo da agua e/ou alimentos. Devido ao
crescimento da demanda, hd a necessidade de aumentar a capacidade analitica.
Métodos simples, de baixo custo e de resposta rapida, adequados ao uso no campo,
sdo altamente desejaveis (ELLIS, 1989). Como exemplo de métodos simples sdo os

biossensores, que sao objetos de estudo do presente trabalho.



lll.2- Atrazina
De nome quimico, segundo International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC): 6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina, peso molecular

215,69 g/mol, tem sua férmula estrutural mostrada na Figura .

Cl

CHs N/J\\N
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Figura |- Formula molecular da atrazina (AQUINO et al., 2013) .

E solivel em alguns solventes orgdnicos como éter, acetona, benzeno,
cloroférmio, etanol e acetato de etila, é ainda um composto polar, fracamente basico e
sua estabilidade se deve a configuracdo eletronica de seu anel heterociclico. Sua
solubilidade em 3agua é praticamente independente do pH da solucdo, entretanto,
aumenta bastante em solugdes cujo pH é menor que 2,0 (AQUINO et al., 2013).

A hidrdlise acida ou alcalina da atrazina produz a hidroxiatrazina, um dos seus
mais abundantes produtos de degradagdo (AQUINO et al., 2013).

A atrazina é um herbicida utilizado ha pelo menos 5 décadas. Nos Estados
Unidos, por volta de 1950, tornou-se popular entre os fazendeiros em razao de ser um
herbicida efetivo, econémico e seletivo no controle de ervas daninhas (AQUINO et al.,
2013).

Este herbicida tem sido largamente usado no mundo principalmente nas
planta¢cdes de milho. No Brasil, é utilizado em vdrias culturas: abacaxi, cana- de-
acucar, soja, milho, pinus, seringueira e sisal. Embora este herbicida seja proibido em

alguns paises do mundo, é usado em larga escala no Brasil (VAZ et al., 1996).



111.2.1- Aspectos toxicoldgicos

Toxicidade é a capacidade de uma substancia quimica provocar efeito negativo
sobre um organismo (“Bibliomed — Central de Toxicologia — ficharios de venenos -
Central de Toxicologia - Atrazina,” [S.d.]).

De modo geral, os agrotdxicos sdo classificados com base no padrdo de uso, no
caso da toxicidade de acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS) utiliza DLso
oral ou dérmica em ratos como classe toxicoldgica (dose necessaria para provocar a
morte de 50% de um lote de animais submetidos ao protocolo experimental). No
entanto, sob o ponto de vista toxicoldgico, a classificacdo mais importante é feita com
base no mecanismo de acdo do agrotdxico, ou seja, anticolinesterasicos,
anticoagulantes, etc (“Bibliomed — Central de Toxicologia — ficharios de venenos -
Central de Toxicologia - Atrazina,” [S.d.]).

A principal questdo envolvendo a classificacdo toxicologica é que ela reflete
basicamente a toxidade aguda e ndo indica os riscos de doencas de evolucdo
prolongada (cronicas) como, por exemplo, cancer, neuropatias, hepatopatias,
problemas respiratorios crénicos e outros. Existem classificagcbes internacionais sobre
riscos de doencas cronicas, mas na pratica, a classificacdo toxicologica é a unica
informacgao utilizada pelos trabalhadores rurais e pela maioria dos profissionais
(“Bibliomed — Central de Toxicologia — ficharios de venenos - Central de Toxicologia -
Atrazina,” [S.d.]).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2006), 6rgao
de controle do Ministério da Saude, os agrotdxicos sdo classificados quanto a
toxicidade, em quatro classes: classe | (extremamente todxico), classe Il (altamente
toxico), classe lll (medianamente toéxico) e classe IV (pouco téxico).

De acordo com a bula da atrazina Nortox (500 g/I) (“NORTOX,” [S.d.]):

- A classificacdo toxicoldgica (ANVISA, 2006) é de classe Il, ou seja, muito
perigoso ao meio ambiente.

- Efeito agudo ou crénico: ingestao igual ou acima de 10g.

De acordo, com a Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD):

- DLsp da atrazina em peixes pacu (Piaractus mesopotamicus) é de 26,46 mg/I.



- DLsp em ratos por via dérmica é 3000 mg/Kg e DLso via oral varia de 1000 a
2000mg/Kg (“Bibliomed — Central de Toxicologia — fichdrios de venenos - Central de
Toxicologia - Atrazina,” [S.d.]).

Devido a ampla utilizacdo de agrotdxicos em todo o mundo e sua toxicidade,
estes estdo entre os compostos mais investigados nos produtos agricolas. A busca por
novas formulac¢des e a preocupacdo em controlar os niveis de residuos em alimentos e
no meio ambiente tém despertado o interesse de pesquisadores em analisar as
caracteristicas dessas substancias através da caracterizacdo da estrutura quimica e
fisica, e também o desenvolvimento de técnicas de deteccdo desses compostos

(BRAIBANTE & ZAPPE, 2012).

111.2.2- Atrazina versus meio ambiente

A atrazina é o defensivo agricola mais encontrado em rios e lagos de diversas
partes do mundo, como os rios da Eslovénia, Suica, no lago Greifensee, Regido dos
Grandes Lagos, EUA, no Rio Yang, na China (AQUINO et al., 2013).

No Brasil, de acordo com pesquisas da UNICAMP e UFPB (2012), a atrazina ja foi
encontrada em aguas fornecidas de 16 capitais, e os resultados de inumeros trabalhos
mostram que ao longo dos anos, hd a presenca de atrazina em solos, lengéis fredticos,
rios e lagos brasileiros (UETA et al., 1989).

Segundo a Unido Européia e a Agéncia de protecdao ambiental americana EPA, a
atrazina esta na lista de poluentes prioritdrios devido a sua persisténcia ambiental e
toxicidade (OLIVEIRA, 2008).

A permanéncia dos agrotoxicos nos diversos compartimentos como agua, ar,
solo, depende diretamente de varidveis oriundas do préprio composto ou da mistura
de compostos, como estrutura, tamanho e forma molecular, além da
presenca/auséncia de grupos funcionais. Assim, é de suma importancia o
levantamento das informacdes referentes as propriedades fisico-quimicas dos
contaminantes em questado, no sentido de entender ou predizer o que provavelmente
pode estar acontecendo no meio ambiente e, conseqlientemente, direcionar, de

forma mais efetiva, a estratégia de monitorizacdo (MANAHAN, 1994).
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Além disso, a mobilidade desses compostos incluindo a atrazina, pode ser
influenciada pelas condi¢cdes climaticas como indice pluviométrico e temperatura
(CANUTO et al., 2010).

A atrazina possui uma baixa pressao de vapor e moderada solubilidade em agua. Segundo
DORES & DE-LAMONICA-FREIRE (2001) e SILVA & AZEVEDO (2008) em um sistema
agua-solo esse herbicida apresenta uma moderada adsor¢do a matéria organica e
argila, elevada persisténcia em solos, hidrdlise lenta e um alto potencial de
escoamento superficial. Devido a este comportamento, seus residuos podem
contaminar os solos, aguas subterraneas e pequenos corregos.

A meia-vida da atrazina é varidvel em funcdo do tipo de solo e da condicdo climatica
(QUEIROZ & MONTEIRO, 2000). Considerando somente os valores tabelados, esse herbicida
possui alto potencial de lixiviagdo caracterizando a sua capacidade de contaminacdo das
aguas subterraneas e superficiais.

A biodegradacdo da atrazina pode variar de acordo com o tipo de solo,
microbiota presente e disponibilidade de nutrientes como carbono e nitrogénio
(HUNTER & SHANER, 2010).

Em relacdo a contaminacdo humana, existem poucos dados decorrentes da
exposi¢cdo cronica sobre a saude. THOMAS (1995), alertou para o fato de criangas
expostas cronicamente, por diferentes vias, a agrotdxicos estdo mais sucetiveis ao
desenvolvimento de carcinogénese. Além do cancer, outros efeitos crénicos tem sido
associados ao uso desses contaminantes, os danos ao sistema reprodutivo tem sido os
mais evidentes.

A EPA (Environmental Protection Agency), agéncia ambiental norte- americana,

depois de pesquisas na década de 80, que diziam que a atrazina era cancerigena,
revalidou seu emprego em 2003 onde relatou que os testes realizados ndao podiam
comprovar a¢dao cancerigena. No entanto, no ano de 2013, planeja reiniciar nova
avaliagao.

De acordo com pesquisador da Universidade da Califérnia, Tyrone Hayes, a
atrazina age como um desregulador enddcrino, significando que ela pode bloquear ou
mimetizar hormoénios, as pesquisas geraram sapos hermafroditas (“Nosso Futuro

Roubado,” [S.d.]).
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Um estudo da Universidade da Indiana detectou que as mulheres que vivem
em areas com alta presenca de atrazina na agua, tém gerado criangas com altas taxas

de defeitos genitais congénitos (“Nosso Futuro Roubado,” [S.d.]).

111.2.3- Legislagdo Brasileira

De acordo com o Conselho Nacional do Meio Ambiente (2008), o limite maximo
de despejo da atrazina em agua subterranea é de 2,0 pg/L 8 (“RESOLUCAO CONAMA
no 396,” 2008)

A atrazina estd englobada dentro da Legislacdo Brasileira para agrotoxico. De
uma forma geral, a legislacdo trata do controle de qualidade, disposicdo final das
embalagens e residuos, armazenamento e transporte, rotulagem, receituario e
principalmente da fiscalizacdo e inspecdo de todos os itens acima (“Agrotdxicos -
MAPA,” [S.d.]).

De acordo com a legislacdo brasileira, lei 7802, do dia 11 de julho de 1989 para
agrotoéxicos, o capitulo lll, secdo |, que trata do registro do produto, houve uma
mudanca que vale a pena ser ressaltada, em 1993, no artigo 9, onde o registro de
agrotoxicos tinha validade de cinco anos, renovdvel a pedido do interessado. Com a
mudanca da lei, ndo ha mais validade do registro, ou seja, se os agrotdxicos ou afins
oferecerem risco ao ambiente ou a saude humana, poderao ser reavaliados a qualquer

tempo e ter seus registros alterados, suspensos ou cancelados.

111.2.4- Métodos de determinag¢do de atrazina no solo e na dgua

Atualmente, as opg¢des de determinagcdao da atrazina se concentram em
métodos analiticos como: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) e Espectroscopia
de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Pressure Liquide
Chromatography, HPLC) é uma técnica instrumental que separa os componentes de

uma mistura, identifica e quantifica cada um deles a alta pressdo (50-350 bar). Esse
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método ¢é utilizado para amostras liquidas que contém atrazina. Um liquido
previamente pressurizado (mistura de solventes) e a amostra passam por uma coluna
cheia de material adsorvente (silica, polimeros, entre outros) promovendo entdo a
separacdo dos componentes da amostra. Esse instrumento possui um misturador de
amostras e a fase mdvel, bombas que fornecem o fluxo desejado, um detector que
gera um sinal proporcional a quantidade de componente na amostra e um processador
de dados (ZADAKA et al., 2009).

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) é uma
técnica que identifica diferentes substancias na amostra pela combinacdo da
cromatografia gas-liquido e espectrometria de massa. Também é utilizado para analise
de amostras liquidas. Esse método identifica especificadamente a presenca da
substancia na amostra (ZADAKA et al., 2009).

Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) é uma técnica que usa a luz nas
faixas visiveis onde a absorcdo ou reflexdo dessa luz provoca mudanca de cor na
amostra analisada. E utilizada com amostras de solo que contém a atrazina (ZADAKA et

al., 2009).

lll.3- Ureia

A ureia, na sua forma natural, € um composto organico e foi separado da urina
no século XVIII. Em 1828, a ureia foi a primeira molécula a ser sintetizada por Friedrich
Wohler e é chamada de carbamida, e é incluida entre os adubos minerais. E obtida
pela reacdao da amonia e gas carbbnico sob alta pressdo, na presenca de catalisador. A
reacdo é mais complexa e requer controle, pois forma uma série de produtos
intermedidrios ndao desejados (UBESCO & SALVADOR, 2002). A reagdo simplificada é

mostrada na Figura Il.

NH;
N 200°C Z
(,02+2NH3 —_— 0 =2¢ + HO
N 2
100 atm NH;

Figura Il- Obtengdo sintética da ureia (UBESCO & SALVADOR, 2002).
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A ureia é o substrato utilizado no presente trabalho e é um dos principais
produtos usados como fonte de nitrogénio na agricultura. E rapidamente metabolizada
pelos micro-organismos por isso tem curta duracdo no ambiente (BALASUBRAMANIAN
& PONNURAJ, 2010).

Dentre as suas diversas aplica¢cdes, duas sdo comumente utilizadas: ureia
fertilizante e ureia industrial. A primeira se apresenta na forma de granulos brancos e
seu teor de nitrogénio é de 45%, isso faz com que haja a reducdo dos custos de
adubacdo, transporte, armazenamento e principalmente a aplicacdo (FERTILIZANTE;
FISHER, [S.d.]). J& a ureia industrial é um produto sdélido na forma de granulos
contendo 46% de nitrogénio. E higroscépico, soltvel em agua e alcool e é usada na
fabricacdo de resinas sintéticas, plasticos, além de ser de grande importancia na

industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos (AMBIENTE; APLICA, [S.d.]).

I11.4- Enzima Urease

111.4.1- Caracteristicas gerais

A urease (EC 3.5.1.5, ureia amidohidrolase) é uma metaloenzima niquel
dependente, que catalisa a hidrdélise da ureia formando duas moléculas de amoénia e
uma molécula de diéxido de carbono (DIXON et al., 1980). O mecanismo da reagao
nao estd definido pois ocorre a formagao de um intermedidrio como acido carbamico,
cianeto ou quando ha decomposicdo direta (ESTIU, 2006).

Estudos anteriores comprovam que a rea¢ao nao catalisada ocorre por via de

eliminagdo (ESTIU, 2006). A reacao simplificada é mostrada na Figura lll.

@) o)

urease

+ H,0 —=» )L +NH4*LCO§2+ 2 NH,"

H,N  NH, HN O \ ¥

uréia urease > Coz +2 NH3
'

HNCO + NH,

Urease

néo catalisada

Figura lll- Esquema das reagdes catalisadas pela enzima urease (ESTIU, 2006).
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Varios métodos podem ser usados para deteccdo da amonia produzida. Dentre
eles, reacdo com fenol-hipoclorito ou reagente de Nesler, corantes sensiveis a
mudancas de pH, espectrofotometro que utiliza um sistema de glutamato dependente
de NADH desidrogenase e o uso do eletrodo ion- seletivo a amonio que é a principal e
mais usada forma de detecc¢ao (SIRKO & BRODZIK, 2000). O diéxido de carbono que é o
produto secunddrio da reacdo pode ser detectado e monitorado por métodos

radioldgicos (ARNDTSEN et al., 1995).

111.4.2- A enzima urease presente em Canavalia ensiformis (feijdo de porco)

Em 1926, James B. Sumner purificou e cristalizou a urease proveniente do feijao
de porco (jack bean), seu nome cientifico é Canavalia ensiformis e essa descoberta
proporcionou um maior conhecimento da estrutura e do funcionamento das proteinas
(DIXON et al., 1980). A urease de Canavalia ensiformis tem sua sequéncia primaria com
840 aminoacidos (TSUBOI et al., 1991) e massa molecular de 90,770 kDa (RIDDLES et
al., 1991) e por convencdo é chamada de JBU (BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ,
2010).

Atualmente, a purificacdo e cristalizacdo dessa enzima permitiram o
desenvolvimento e a criagdao de substancias interferentes na agdao enzimatica como,
por exemplo, medicamentos que inibem a acao das enzimas de HIV (AINSWORTH,
2008).

Porém esses processos sdao complexos e caros, promovendo entdo a busca por
métodos e materiais mais baratos como é o caso do desenvolvimento de biossensores
gue usam enzimas provenientes de tecido vegetal. Sua eficaz biodisponibilidade se da
com o uso de enzimas imobilizadas, o que permite a manutengao de suas propriedades
cataliticas no decorrer do tempo, podendo ser reutilizadas em um nimero maior de
analises. Quanto maior a estabilidade do biocomponente imobilizado, maior o seu
tempo de uso fazendo com que as andlises se tornem mais simples e viaveis
economicamente (SILVA, 2011).

A partir de estudos realizados por SILVA (2006), os parametros cinéticos foram

determinados em func¢do da massa do feijao utilizada no processo de imobilizacdo. O
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Km é uma medida aproximada da afinidade do substrato com a enzima, e sabe-se que
guanto menor o seu valor, maior afinidade tera (MARIOTTO, 2006).

VERMA & SINGH (2002) encontraram valores de Km na faixa de 2.08Mm para
Bacillus sp. a 100mM para Bacillus pasteuri. O valor obtido para a urease presente no
tecido vegetal foi de 58,38mM, o que confere grande afinidade do componente
biolégico com o substrato. A velocidade maxima também foi estudada e foi

encontrado o valor de 5,23mM/min (SILVA et al., 2006).

111.4.3- Outras fontes da enzima urease

A enzima urease é encontrada em uma enorme variedade de organismos
incluindo bactérias, plantas, fungos e invertebrados (FOLLMER, 2008). Em tecido
vegetal, a urease é um hexamero (seis cadeias idénticas) e localiza-se no citoplasma.
Nas bactérias e fungos, é constituida por duas ou trés subunidades diferentes e sé é
ativada quando dois ions niquel sdo ligados a subunidade (AINSWORTH, 2008). O

Quadro | a seguir lista outras fontes de urease encontradas na natureza.

Quadro I- Outras fontes de urease encontradas na natureza.

Fontes de urease Nome cientifico Referéncias

Folhas de amoreira Morus alba HIRAYAMA et al. ,2000

Polacco & Holland , 1993
, 1994

Meyer- Bothling &
Polacco, 1987; Torisky
etal., 1994

Plantas de soj
antas de soja Glycine max

Feijao Arabidopsis ZONIA et al., 1995

Proteus mirabilis Staphylococcus
saprophiticus Yersinia
enterocolitica

Ureaplasma urealiticum

MOBLEY et al. , 1995
Bactérias

MULROONEY et al. ,

Klebsiella aerogenes

1989

Bactérias patogénicas

Vibrio parahaemolyticus

KAYSNER et al. ,1994

Helicobacter pylori

EATON et al. , 1991

K. aerogenes

JABRI et al. , 1995

Fungos patogénicos

Coccidioides immitis

YU et al., 1997

Schizosaccharomyces

TANGE & NIWA, 1997
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Pombe

Invertebrados Aplysia californica

PEDROZO et al. , 1996

Melancia Citrullus vulgaris

OM, SRILAKSHMI &
LATA, 2007

Elaborado a partir de SIRKO & BRODZIK, 2000.

I111.4.4- Principal fungdo da urease na agricultura

O principal fertilizante usado na agricultura é a ureia pelo alto teor de

nitrogénio (por volta de 46%) e baixo custo. Quando hidrolisada pela urease, libera

nitrogénio para o solo promovendo perdas significativas do mesmo por lixiviacdo e

volatilizagao (BARTH, 2009).

O nitrogénio é o principal nutriente, pois promove aumento da qualidade e

produtividade. A volatilizacdo de NH3 é a maior preocupacdo enfrentada, para tentar

minimizar esse problema, sdo aplicados aditivos a ureia. Outro fator de perda de

nitrogénio é a lixiviacdo na forma de nitrato (NOs’) no solo (BARTH, 2009). A Figura IV

mostra o esquema de lixiviacdo e volatilizacdo.

VOLATILIZACAO

ttt

UREASE

ey
He

LIXIVIACAO

Figura IV- Esquema de lixiviagdo e volatilizagdo da ureia hidrolisada pela urease (BARTH, 2009).
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111.4.5- Inibidores da atividade da enzima urease

Os inibidores, de um modo geral, sdo moléculas organicas de simples ou
complexa estrutura molecular. Sua especificidade depende da forma, do tamanho e
das forcas que interagem com a enzima (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

O mecanismo de inibicdo é baseado na ligacdo do substrato e da enzima
podendo ser classificado como: reversiveis ou irreversiveis. Dentro da classe dos
inibidores reversiveis tém-se os competitivos, os ndo competitivos, os acompetitivos e
os mistos (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

Quando o inibidor ndo permite que o substrato (S) ocupe o sitio ativo da
enzima (E), é denominado competitivo (Figura V) podendo entdo diminuir a atividade
da mesma. Forma um complexo inativo enzima/inibidor (El). De modo a favorecer a
formacdo do complexo enzima-substrato (ES), a adicdo de mais substrato é feita (DOS

SANTOS, 2012).

K Kz
E+S=ES—E+P
K.
Ki
E+] == El
K.

Figura V- Mecanismo de inibi¢do reversivel competitiva (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

Os inibidores ndao competitivos (Figura VI) se ligam a enzima em um sitio
préprio de ligacdo ao mesmo tempo em que o substrato esta ligado ao sitio ativo da
mesma. Ha formag¢do de um complexo entre a enzima/ inibidor (El) e entre a enzima /

substrato / inibidor (ESI) (DOS SANTQOS, 2012).

K Kz
E+S57-—=ES5—=E + P
+ K_‘ +
I |
It l

-5
El =— Esl
+85

Figura VI- Mecanismo de inibi¢do ndo competitivo (MARQUES & YAMANAKA, 2008).
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Os acompetitivos (Figura VII) se ligam também a um sitio préprio ao mesmo
tempo em que a enzima se liga ao sitio ativo. Forma um complexo
enzima/substrato/inibidor (ESI).Os inibidores mistos sdo competitivos e acompetitivos
e se ligam tanto a enzima livre quanto ao complexo enzima/substrato (ES) (DOS

SANTOS, 2012).

K Ka
E+ S—ES—=E +P
Ky *
|
EslI

Figura VII- Mecanismo de inibicdo acompetitiva (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

A inibicdo irreversivel (Figura VIII) ocorre quando hd modificacdo covalente e
definitiva no sitio de ligacdo da enzima fazendo com que a mesma n3o recupere sua

atividade (DOS SANTOS, 2012).

E+1 —= El

Figura VIII- Mecanismo de inibigdo irreversivel (MARQUES & YAMANAKA, 2008).

A maioria dos inibidores de urease se comporta de maneira reversivel ndao
competitiva, e os inibidores mais usados sao: metais pesados, hidroxamato e seus
derivados, fluoreto e compostos fosforamidas (SHAH & SOOMRO, 2012).

A inibicdo da urease, por metais pesados, é reportada na literatura como
inibicdo ndo competitiva. Tem alta sensibilidade mesmo com pequenas concentragdes.
fons de prata reagem com os grupos sulfidrilas no sitio ativo da enzima de maneira
similar a formag3o de sulfetos metalicos. Hg** e Ag'* desativam completamente a
enzima. Sulfetos sao os mais fortes inibidores da urease. Outros metais também foram
listados: Mn**, Pd**, Co®*, Cd**, Ni** e Cu** (SHAH & SOOMRO, 2012).

FISHBEIN & CARBONE (1963) realizaram estudos preliminares com a urease e
foi descoberto em 1963, que a mesma proveniente do feijdo de porco e de bactérias,
sofreu inibicdo de forma especifica e ndo competitiva. Em outros estudos, o acido

hidroxamico e seus derivados foram reportados como inibidores reversiveis. O acido
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acetohidroxamico (AHA) é o melhor inibidor entre todos os derivados naturais e
sintéticos, pois se liga a urease do feijdao de porco causando uma perturbacdo no UV-
visivel quando analisado.

O fluoreto induz a inibicdo competitiva na urease do feijdo de porco em pH
neutro. Para urease proveniente de outras fontes, fluoreto pode se comportar de
forma ndo competitiva, dependendo do tempo e do pH em que sdo expostos. TODD &
HAUSINGER (2000) propuseram que a inibicdo envolve a troca da agua, que esta ligada
ao sitio catalitico, pelo ion fluoreto.

Os compostos de fosforamidas sdo classificados como potentes inibidores e
atuam de forma reversivel com urease proveniente do feijdo de porco. E encontrada
na forma de fosforoamidato, diaminofosfato e n-acil fosfdérico triamida. Um
mecanismo foi proposto, onde diaminofosfato atua, como inibidor da urease, se

ligando a um ion niquel e ocupando o sitio ativo da enzima (ANDREWS et. al., 1986).
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lll.5- Eletrodo ion-seletivo a amonio
O eletrodo ion-seletivo a ambnio é composto por uma membrana que

responde com seletividade ao ion de interesse mesmo na presenca de outros ions em
solucdo. E composto por uma membrana, uma sonda na qual é exclusiva para o analito
usado, solucdo interna que serve como ligacdo entre o eletrodo interno e a membrana,
um medidor capaz de proporcionar uma leitura do potencial em milivoltagem (mV) e
varios outros elementos que conferem a estrutura do mesmo (SILVA, 2011).

Esse potencial (mV) é medido a corrente zero do eletrodo de referéncia que
estd em contato com a solucdo. E proporcional & fun¢do logaritmica da concentracdo
de analito e a condutividade se relaciona a concentragao do ion especifico permitindo
uma medicdo analitica do mesmo (SILVA, 2011).

No presente trabalho, o eletrodo ion- seletivo a amonio foi utilizado como o
sensor que converteu a atividade do ion amoénio dissolvido na solu¢cdo em potencial
elétrico podendo entdo ser medido por um voltimetro (SILVA, 2011).

A voltagem é dependente em logaritmo da atividade i6nica de acordo com a

equacao de Nerst mostrada na Equacao I.

Onde:

E = medida do potencial do eletrodo;

Eo = potencial de referéncia;

[OH] = concentragdo de hidroxila na solugao;

S = variac¢ao do eletrodo.
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111.6- Biossensores

111.6.1- Consideracdes Gerais

Biossensor é um dispositivo analitico capaz de interpretar as mudancas
(geracdo de ions, alteracdo de cor, crescimento de biomassa, elétrons, gases, luz,
precipitacdo de solidos) produzidas quando na presenca de um componente biolégico
de interesse. E composto por trés partes: um elemento biolégico, um transdutor e
processador de dados (AZEVEDO, 2010).

A definicdo classica é dada por: “Biossensor é um sistema auténomo integrado,
composto de um elemento bioldgico receptor em contato direto com um elemento
conversor, o qual é capaz de converter a reac@o entre o elemento bioldgico e o analito
de interesse em um sinal mensurdvel” (RODRIGUEZ et. al., 2005). A Figura IX mostra o

esquema geral do funcionamento de um biossensor.

Principio de um Biossensor

D |

@

A. ’ Enzima - Substindaeletrostivea ——>  Hetrodo

]
.A’ Antkorpo ‘ SAiAioct ne il ot
L™ Hetrodo pH
L ] o Organela

Calor 5  Termémetro Sinal
P ’ Microrganismo -
A. , lwr 5 Fotémetro
S cnss D
<
..A Tocd ‘ Mudanga de masss = A'porclbo‘
Piazoalétrico
s
Elementos de > -

\ Analito 1 SR hiaatn [ Transdutores de sinal ]

Figura IX- Esquema geral de funcionamento do biossensor. Fonte: DOS SANTOS, 2012.

O elemento biolégico pode ser composto por enzimas, tecidos vegetais e
animais, bactérias, fungos, leveduras, anticorpos, entre outros. Na sua presenca,
ocorrem reagdes especificas e reversiveis com o substrato gerando variagdes de um
ou mais parametros fisico-quimicos associados a esta interacao, no qual um elemento

de deteccdo se faz necessario (DRUMMOND, 2009).
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O transdutor é capaz de transformar o sinal resultante dessa reacdo em outro
sinal mensuravel e quantificdvel.O processador de dados confere a parte eletrénica e é
o responsavel por exibir os resultados de forma facil a interpretacdo (DRUMMOND,
2009).

No Quadro Il s3o apresentadas vantagens e desvantagens do uso de

biossensores.

Quadro II- Vantagens e desvantagens do uso de biossensores.

Uso de Biossensores

Vantagens Desvantagens

Andlise direta Baixa estabilidade do biocomponente

Uso de pequenas quantidades de amostra Determinacdo de um Unico analito

Facilidade de utilizacdo Pouca disponibilidade comercial

Portabilidade

Baixo custo

Resultados rapidos

Sensibilidade

Precisao

Determinacado de efeitos bioldgicos

Determinacdo de poluentes
biodisponiveis

Elaborado a partir de RUBENS, 2008.

111.6.2- Aplicagbes dos biossensores

As aplicagGes dos biossensores se concentram nos seguintes campos: Industrias
de Alimentos, Farmacéuticas, Quimicas, Mecanica e Mecatronica (DRUMMOND, 2009).
Podem ser usados para o monitoramento ambiental, detec¢ao de gases e
toxinas presentes na agua (DRUMMOND, 2009). Algumas aplicagcbes sao listadas a
seguir:
e Controle Ambiental, deteccao de pesticidas e contaminantes na agua,
e Controle de Qualidade,

e Medicina e Engenharia Biomédica, detec¢do de patogénicos,
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e Uso em pesquisas cientificas diversas, descoberta de drogas e avaliagdo
biolégica de novos compostos,

e Controle antidoping,

e Seguranca Predial (incéndios, fumaca, agentes toxicos),

e Uso militar.

111.6.3- Biossensores baseados na inibigcdo enzimdtica

No caso dos biossensores de inibicdo, dentre todos os elementos de
reconhecimento, as enzimas sdo as mais utilizadas. Apesar de serem mais caras e o
processo de recuperagdo ser mais oneroso, suas vantagens se sobrepde quando a
construcdo de um biossensor é realizada . Sdo vantagens como: menor tempo de
resposta, especificidade, maior praticidade e versatilidade. As enzimas devem ser
selecionadas criteriosamente em funcdo das substancias que se deseja mensurar
(DRUMMOND, 2009).

Alguns dos mais conhecidos biossensores de inibicdo sdo listados a seguir e
confeccionados com as seguintes enzimas: Colinesterase (ChE), Acetilcolinesterase
(AChE), Tirosinase (TYR) e Peroxidase (POD).

Um biossensor de fibra 6tica com a enzima colinesterase (ChE) foi desenvolvido
para determinacdao de duas classes de pesticidas: carbamatos e organofosforados. A
fibra é construida com a tecnologia sol-gel e a transducgdo de sinal é observada pela
alteracdo de pH do indicador bromocresol fazendo com que o mesmo mude de cor.
Essa mudanca de cor se dd, pois ocorre a hidrélise do substrato acetilcolina pela
enzima e a mesma é rapidamente inibida. Essa desativacdo leva a uma diminuicdo da
absorvancia quando comparado a reagdo onde ndo ocorre inibicdo. Tem como
desvantagem sua falta de seletividade em relagdo aos outros pesticidas e vantagens
como o uso direto em amostras de aguas sem nenhum pré-tratamento e ser compacto
podendo ser levado para analises em campo (ANDREOU & CLONIS, 2002).

Dois tipos naturais de colinesterase sdao conhecidos: acetilcolinesterase e a
butirilcolinesterase. O desenvolvimento de um biossensor baseado em
acetilcolinesterase (AChE) usando fibra 6tica foi utilizado para a deteccdo de
compostos organofosforados. O mesmo principio basico do biossensor de

colinesterase (ChE) também é usado, mudanca de pH da solucdo. A estrutura é
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confeccionada em um filme de sol-gel com acetilcolinesterase e o indicador azul de
bromotimol. A alteracdo de pH se dd pela acdo da AChE no substrato acetilcolina,
liberando do acido acético para a solucdo como mostra a Figura X (KUSWANDI et. al.,

2008).

Acetilcolina+ H20  _AShE L Colina + Acido acético

Figura X- Reagdo da acetilcolina com a enzima acetilcolinesterase (KUSWANDI et. al., 2008).

Tém como vantagens a simples confeccdo do biossensor, um rapido tempo de
resposta, boa reprodutibilidade e deteccdo de baixas concentracdes do pesticida.

Um biossensor amperométrico foi desenvolvido com a enzima tirosinase (TYR)
imobilizada na superficie de um transdutor de cobalto (Il) ftalocianina de celulose
modificada e grafite eletrodo compdsito (CoPc — CGCE) por ligacdo cruzada com
glutaraldeido e soro bovino albumina (SASSOLAS, 2012).

A tirosinase catalisa a hidroxilagdo do monofenol para difenol e o0 mesmo é

oxidado produzindo entdo o-quinona como mostradas na Figura XI (SASSOLAS, 2012).

Monofenol+ 0, —> difenol
Difenol + O, ——> o-quinona

Figura XI- Reagdo catalisada pela enzima tirosinase (SASSOLAS, 2012).

A imobilizagcdo feita com esses compostos promove um sinal eletroquimico
estdvel fazendo com que o eletrodo tenha alto desempenho analitico. Por esse motivo,
0 biossensor de tirosinase é recomendado para a monitoracdo dos compostos
organofosforados e carbamatos em solu¢des aquosas (SASSOLAS, 2012).

Um biossensor de peroxidase (POD) foi descrito pela deteccdo de
tiocarbamatos, um pesticida da classe dos carbamatos. Na presenca de perdxido de
hidrogénio, a hidroquinona é oxidada pela peroxidase formando p-benzoquinona que
pode ser eletroquimicamente reduzida a hidroquinona. A presenca da inibicdo se da
pela reducdo do potencial relativo ao biossensor correspondente “. As moléculas de

peroxidase podem ser oxidadas por H,O; e depois reduzidas a compostos fendlicos. O
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processo envolve a participacdo de duas enzimas intermedidrias (componente | e
componente 1l). Os compostos fendlicos sdo entdo oxidados a quinona ou radicais
livres que sdo capazes de se reduzir eletroquimicamente na superficie do eletrodo.
Para sua inibicdo enzimatica, muitos componentes organicos e inorganicos foram
reportados na literatura, como sendo eficazes na inibi¢ao do componente | (SASSOLAS,
2012).

O Quadro Ill mostra um resumo das enzimas utilizadas e outras enzimas que

ndo foram listadas no presente trabalho.

Quadro IlI- Algumas enzimas usadas na construgdo de biossensores no processo de inibigdo.

Enzima Reacao catalisada Inibidor
Colina oxidase colina + O, > aldeido organofosforados,
betaina + H,0, carbamatos, Ag*, Cu*, Hg**
Colinesterase acetil (butiril) colina + H,O | organofosforados,
> colina e 4cido acético | carbamatos, metais.
nicotina,
microcistinas
Fosfatase glucose-6-fosfato + H,0 > | organofosforados,

glucose + fosfato
inorganico

carbamatos, microcistinas

Glucose oxidase

beta-D-glucose + O, > D-
glucono-1,5-lactone + H,0,

hidroxiquinolina, adenina
nucleotideo, Ag®, Br’,

Cl, CN’, CuSO,, Hg',
hidrazina

Lactato desidrogenase

lactato + NAD" >
piruvato + NADH"

fluoropiruvato, ADP, ATP,
cd?, citrato, CO,,
glutamato, Hg**, Mn*",
piruvato

Peroxidase ROOR’ + doador (2 e-) + tiuréia, etilinotiuréia,
2H" > ROH + R’OH sulfitos, mercurio
Tirosinase monofenol + % 0, > O- benzoatos, carbamatos,

diidroxifenol
O-diidroxifenol > O-
quinona

organofosforados,
atrazinas, tiuréas,
herbicidas, clorofendis,
agentes

quelantes

Fonte: DOS SANTOS, 2012.
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111.6.4-Biossensor para detec¢do de atrazina

Alguns biossensores ja desenvolvidos para deteccdo de atrazina sao
encontrados na literatura. Em 2001, um biossensor amperométrico foi construido
utilizando como componente biolégico complexos de fotosistema Il (PSIl) isolado a
partir da cianobactéria termofilica Synechococcus elongatus e imobilizado na superficie
de um sensor composto por um eletrodo de grafite e eletrodo de referéncia Ag/AgCl,
sobre um substrato polimérico. A deteccdo baseia-se na inibicdo do PSIl pelos
herbicidas, pois blogueiam o transporte de elétrons de uma forma dependente da
concentracdo. A atividade do PSIl é medida pela fotoreducdo de um receptor artificial
de elétrons. Tem boa estabilidade (meia-vida de 24 horas) e um limite de deteccdo de
cerca de 10 ° M para diuron, atrazina e simazina (KOMENDA et al., 2002).

Um biossensor foi confeccionado para determinar a concentracdo de atrazina
na agua. Este mede a mudanca de pH que a concentracdo do agrotéxico proporciona,
sendo feito com duas camadas: a primeira contém um sensor de pH fluorescente e a
segunda camada contém uma bactéria (Pseudonomas sp. ADP ou
Clavibactermichiganese sp. ATZ1) imobilizada em alginato. Esses micro organismos
usam a atrazina como substrato liberando acido cloridrico fazendo com que a primeira
camada do biossensor detecte a produgdo do acido. O biossensor feito de Clavibacter
tem maior especificidade e alta sensibilidade pela atrazina. Seu limite inferior de
deteccdo é de 1ppb. Sua reprodutibilidade se dd somente a baixas concentracdes e a
resposta do biossensor em relagdao a concentragao de atrazina tem tendéncia linear e
estd localizada na faixa de 1ppb a 100ppb. O tempo total de analise ocorre em 10
minutos (MASAPHY & MANDELBAUM, 2007).

Em 2010, um biossensor dptico de medicdao continua e em tempo real foi
desenvolvido para detec¢ao de atrazina e outros pesticidas halogenados. O sistema
consiste de trés partes: uma unidade dptico-eletrénica, o biossensor e conectores de
fibra éptica. O elemento de deteccao tem duas camadas: um corante fluorescente e
enzimas especificas (ndo mencionadas). As enzimas agem como catalisadores da
reacdo e os produtos obtidos provocam alteracdo nas propriedades da fluorescéncia

do corante. Essa alteracdo é detectada e correlacionada com a concentracdo de
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atrazina. Sua versatilidade, facilidade de uso e baixos limites de detec¢do (mg/L e ng/L)

sdo vantagens desse sensor (REARDON, 2010).

111.6.5- Biossensores comerciais disponiveis no mercado

Os biossensores comerciais disponiveis sdo utilizados, principalmente, na
medicina e na agricultura. S3o capazes de fazer diagndsticos em tempo real por
telemetria e possibilitam o monitoramento das funcbes fisioldgicas do paciente a
distancia, mostram diretamente se a agua estd prdpria para consumo humano e
monitoram crescimento de biomassa proveniente de bactérias em bovinos e humanos
(DRUMMOND, 2009).

O exemplo mais conhecido no mercado é o biossensor que mede glicose no
sangue. E um disposto portatil que usa como componente biolégico a enzima glicose
oxidase. A Figura XIl mostra um aparelho portatil medidor de glicose (ONE TOUCH LA,
2013).

Figura XlI- Medidor de glicose da marca OneTouch ® (ONE TOUCH LA, 2013).

Na agricultura, o biossensor disponivel no mercado desde 2010 é o Optiknz

Sensors, LLC. E um biossensor éptico e pode ser utilizado para deteccdo de muitos
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pesticidas, incluindo triazinas, hidrocarbonetos halogenados e organofosforados. A

Figura XIll mostra biossensor dptico (REARDON, 2010).

Figura XllI- Biossensor OptiEnz Sensors, LLC (REARDON, 2010).

Pesquisadores da UFMT e USP construiram um biossensor capaz de identificar a
presenca de metamidofds (Figura XIV), um pesticida altamente toxico usado nas
culturas de soja, milho, tomate e morango. E capaz de detectar o pesticida no solo,
agua e alimentos e seu funcionamento acontece de forma simples: em uma fina
pelicula, a enzima acetilcolinesterase é colocada, onde em condi¢gées normais emite
prétons, mas quando em contato com moléculas de metamidofds, essa emissdo é
alterada. A deteccdo é feita em poucos minutos e a leitura é feita com a alteragdo
mostrada, provando que ha contaminantes na amostra. E um biossensor compacto e
de baixo custo, de acordo com os pesquisados, seu valor varia entre R$100 e R$200

(“Detector de agrotéxico — CH,” [S.d.]).
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Figura XIV- Biossensor detector de metamidofds (“Detector de agrotoxico — CH,” [S.d.]).

Capitulo IV: Material e Métodos

IV.1- Preparo do biocomponente

IV.1.1- Moagem e Peneiramento do feijdo de porco

Algumas etapas de “pré-tratamento” do feijdo de porco foram realizadas,
visando a obtencdo de um biocomponente com a enzima mais biodisponivel. Os grdos
de feijdo foram descascados manualmente usando uma lamina de corte e triturados a
seco em um triturador elétrico. Um peneira de uso doméstico de granulometria igual a
3mm foi usada para separagdo do pd do feijdo a ser usado e, uma parte do material
resultante do peneiramento foi utilizada imediatamente no processo de imobilizagdo e
a outra foi entdo estocada na geladeira, a 4°C, em recipiente vedado (SILVA, 2011). A

Figura XV mostra as etapas do “pré-tratamento” do feijao de porco.

30


http://cienciahoje.uol.com.br/noticias/2013/09/detector-de-agrotoxico/image

Passo 2

Passo 3

Figura XV- Esquema do "pré-tratamento" do feijdo de porco. Passo 1: feijao in natura (esquerda) e feijao
descascado (direita); Passo 2: Feijdo descascado é levado para um triturador elétrico; Passo 3: Feijdo triturado é

peneirado ; Passo 4: o po6 selecionado é armazenado em recipiente vedado.

IV.1.2- Imobilizagdo do biocomponente em tela de nylon comercial

A imobilizacdao foi baseada no trabalho de JUNIOR (1995) com algumas
modificagdes % No método, s3o utilizados telas de nylon comercial, anéis de PVC,
eldstico de borracha comercial (escritdrio), filme de PVC, tecido vegetal triturado (pd),
solucdo de imobilizagao, tampao fosfato de sédio pH 6,0 e dgua destilada (Passo 1).

Na Figura XVI, o processo de imobilizacdo é mostrado. A tela de nylon foi
posicionada no centro do anel de PVC (Passo 2) onde 0,2g do tecido vegetal triturado
(p6) foram colocados e espalhados a fim de cobrir toda a superficie (Passo 3). Entdo,
200uL de uma solugdo previamente preparada (solu¢do de imobilizagdo) com 300uL de
tampdo fosfato de sédio pH 7,0 e 100uL de glutaraldeido 25,0% (solugdo de
imobilizacdo) foi depositada no tecido vegetal triturado (Passo 4). Outra tela de nylon

foi usada para cobrir o material imobilizado e entdo presa com o elastico (Passo 5).
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Apds a confeccdo do material, o biocomponente imobilizado foi deixado por 20
minutos em contato com o ambiente, 15 minutos imerso em agua destilada, 15
minutos imerso em tampao fosfato de sédio pH 6,0 (Passo 6), envolto por um filme de

PVC e armazenado na geladeira, a 4°C, por 24 horas, respectivamente.

Passo 2

Passo 5

Figura XVI- Etapas da imobilizagao do biocomponente.

O uso do filme de PVC tem o objetivo de evitar o ressecamento e possivel
inativacdo do componente bioldgico. A solugdo de imobilizacdo com glutaraldeido
promove a ligacdo cruzada desejada que envolve a formacgdao de ligacdo covalente
entre as estruturas da superficie do tecido vegetal, formando estabilidade frente aos
efeitos ambientais, como pH, temperatura, forca i6bnica e uso de solventes (SILVA,

2011). A Figura XVII mostra as ligacdes covalentes.
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Figura XVII- Representacdo da ligagdo covalente do biocomponente com o suporte (tela de nylon) (SOUTHGATE,

2011).

IV.2- Calibragdo e Curva padrao do eletrodo ion seletivo a amonio

O transdutor utilizado no presente trabalho foi o eletrodo ion-seletivo a
amonio. Antes de qualquer ensaio de inibicdo, a calibracdo do eletrodo e elaboracdo
da curva padrdo especifica foi necessaria a fim de monitorar o bom funcionamento do
mesmo.

Para a curva padrdo, solugdes diluidas de cloreto de amonio (NH4Cl) em tampao
fosfato de sédio pH 6,0 (solugbes padrdao) foram feitas nas seguintes concentragdes: 1,
5, 10, 20, 40, 50 e 100ppm.

Para o inicio da calibragao, o eletrodo foi imerso em 5mL das solugdes de
cloreto de amoénio, nas concentragbes mencionadas anteriormente, com 100uL de
NaOH 10M (solugdo de ajuste de forca idnica).

Apds 4 minutos de reagdo, a leitura do sinal (em mV) produzido foi registrada.
Entre as leituras, o eletrodo foi lavado com 4gua destilada e seco com papel macio.

A Figura XVIIl mostra uma curva padrdo encontrada na calibra¢ao do eletrodo.
E um grafico com tendéncia logaritmica correlacionando os valores de mV encontrados

com suas respectivas concentra¢des padrdao de amonia (SILVA, 2011).
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Figura XVIII- Exemplo de uma curva padrio do eletrodo ion-seletivo de amonio.
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IV.3- Estudo da estabilidade da enzima urease presente no tecido vegetal imobilizado
A estabilidade da enzima se dd por sua aptiddo de reter sua capacidade
catalitica sob diferentes condi¢des de reacdo ao longo do tempo. Apds montar o perfil
de variacdo da resposta do transdutor ao longo do tempo com o biocomponente
imobilizado e imerso na solu¢do padrdo de ureia de 10ppm, observou- se que houve
estabilizacdo da resposta do eletrodo a partir do tempo de 15 minutos (SILVA, 2011).
No presente trabalho, esses parametros definidos por SILVA (2011) foram
utilizados para o inicio dos experimentos. A Figura XIX mostra o perfil de variacdo da

resposta do transdutor ao longo do tempo com ureia a 10ppm.

200
180 - ¢ # Ureia (10ppm)
160 - L 4

140 1 * Inicio da estabiliza¢do
120 - L 2

1 *
100 ¢ ¢
*
OQ”

50 $¢%000004040

mvy

60 -

0 T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (min)

Figura XIX- Exemplo de estabiliza¢cdo da resposta do eletrodo ion-seletivo de aménio para ureia 10ppm.
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IV.4- Aparato experimental e condigGes reacionais

O esquema do aparato experimental usado nos experimentos é mostrado na
Figura XX e foram realizados usando o eletrodo ion-seletivo a amobnio, o
biocomponente imobilizado (fonte de urease) imersa em uma solucdo contendo 20mL
de ureia (10ppm), 350uL de NaOH (10M) e diferentes volumes da solucdo mde de
atrazina (herbicida) com concentracdo de 200ppb. Todos os experimentos foram

feitos em triplicata e os melhores resultados sdo apresentados no Capitulo V.

Figura XX- Esquema do aparato experimental usado nos experimentos realizados.

A Tabela | mostra os volumes adicionados e as concentragdes finais de atrazina.
Foram feitos estudos do tempo de adicao do herbicida, tempo de reacdo da atrazina
com a urease, diferentes formas de agitacao e reutilizacdo do componente bioldgico

imobilizado.
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Tabela I- Concentragoes finais de atrazina no sistema.

Volume Concentragao final
de atrazina de atrazina
adicionado (mL) (ppb)

0,002 2
0,005 5

1,0 9

2,0 18

3,0 26

4,0 33

5,0 40

6,0 46

IV.4.1- Estudo do tempo de adicdo do herbicida atrazina

Considerando o tempo de estabilizacdo da leitura do eletrodo e da enzima (15

minutos), testes foram realizados com o objetivo de definir o melhor tempo da adicdo

da atrazina na solugdo buscando assim indicios da ocorréncia de inibicao enzimatica

(SILVA, 2011). Os tempos considerados nos experimentos foram de 1, 5 e 10 minutos.
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1V.4.2- Estudo do tempo reacional da urease com a atrazina

Sabe-se que a atrazina é um defensivo agricola da classe dos herbicidas,
portanto o estudo do tempo reacional teve o intuito de investigar a ocorréncia de
inibicdo enzimatica (AQUINO et. al., 2013).

Para o experimento com adicdo de atrazina em 10 minutos, os tempos
considerados foram de 5, 10 e 15 minutos. Com os ensaios de adicdo com 1 e 5
minutos, os tempos de contato analisados foram de 5, 10 e 20 minutos. O tempo total

do ensaio foi de 25 minutos.

IV.4.3- Estudo da interferéncia da agita¢Go (mecdnica e magnética)

Os testes com agitacdo mecanica manual e agitacdo magnética, ambas por 10
segundos, foram realizados apds a adicdo de atrazina, com o objetivo de estudar a

interferéncia da agitacdo na resposta do eletrodo em relagdo ao processo de inibicdo.

1V.4.4- Estudo da reutiliza¢do do componente bioldgico

O estudo da reutilizagdo da enzima imobilizada se deu da seguinte forma: apds
a utilizacdo da enzima pela primeira vez, a mesma foi lavada com agua destilada,
envolta em filme de PVC e armazenada em geladeira, a 4°C. No ensaio seguinte, a

enzima foi reutilizada com o intuito de estudar a viabilidade da mesma.
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1V.4.5- Andlise das respostas dos ensaios de inibi¢do da urease

O procedimento de leitura, com o sistema e o eletrodo ion- seletivo a aménio,
foi realizado de minuto em minuto, comegando com a leitura do eletrodo (em mV)
com a ureia pura. Em seguida, as leituras foram feitas com a ureia mais a adicdo de
atrazina, considerando todas as condicdes estudadas no presente trabalho.

A partir do tempo de adi¢ao da atrazina até o final da reagdo, foi determinada a
variagdo de milivoltagem dada pelo eletrodo, da ureia pura (AmV,) e das adigdes de
atrazina (AmVinip).

Considerando entdo essa variagdo, procurou-se entdo alguma relacdo entre a
atividade da enzima quando exposta somente ao substrato e a inibicdo da mesma
imersa ao substrato mais o herbicida.

A inibicdo enzimatica (I) foi relacionada como porcentagem pela Equacao Il.

1(%) = (Amvpura - AmVinip)* 100 (1)

AmVpura
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Capitulo V: Resultados e Discussoes

V.1- Influéncia da interferéncia da agita¢dao (mecanica e magnética)

Na Figura XXI, observam-se os resultados com a agitacdo mecéanica que foi
realizada no tempo de adicdo de atrazina de 10 minutos, por 10 segundos, e
utilizando-se o préprio eletrodo para homogeneizar a solucdo. Assim, observa-se no
grafico que, com a utilizacdo da agitacdo manual, houve interferéncia na leitura do
eletrodo ion seletivo fazendo com que o potencial elevasse seu valor, mascarando

entdo uma possivel avaliacdo dos resultados de inibicdo.
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180 | & é
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160 - o | atrazina
s
= ¢ A Sppb de
140 - = é 2\ éj é atrazina
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ElZO 5 E = h é - & atrazina
v & | % &E [ + 18ppb de
5 L = i " e "
100 L 2 P o ‘_5 5 % ® atrazina
* e e = i W & @ 26ppb de
80 - * @ ﬁ . :
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Tempo (min) atrazina

Figura XXI- Ensaio feito com agitacdao mecanica por 10 segundos, no tempo de adicao artificial de atrazina de 10
minutos.

Ap0ds constatacdo de que a agitacdo mecanica interferia na leitura do eletrodo,
a agitacdo magnética foi testada. A Figura XXIl mostra os resultados com agitacao
magnética que foi realizada por 10 segundos, no tempo de adicao artificial de atrazina
de 5 minutos onde o eletrodo permaneceu imdvel e somente a solucao foi
homogeneizada.

Observa-se que ndao houve qualquer tipo de interferéncia na leitura do eletrodo
podendo entdo investigar a possivel ocorréncia de inibicdo enzimatica. Assim,

constatou-se que esta era a melhor forma de agitacdo a ser utilizada no trabalho.

40



200 -
180 - ‘ @ Ureia pura
160 4 A&
- m 2ppb de
140 | ® 3 atrazina
5 2 :4‘ E 4 5ppb de
g & g atrazina
> . £ Z‘E » 9ppb de
-y A 5'! atrazina
&1 | E-a B o + 18ppb de
o N | F.i' e R 3 atrazina
S HENI ] ® 26ppb de
o atrazina
o +33ppb de
atrazina
0 | . . . . 40pp.b de
. . i iE 20 75 atrazina
. 46ppb de
Tempo{mln) atrazina

Figura XXII- Ensaio feito com agitacdo magnética por 10 segundos, no tempo de adigdo artificial de atrazina de 5
minutos

V.2- Influéncia do tempo de adi¢do do herbicida

SILVA 2 observou que o tempo necessario para a estabilizacdo da resposta do
eletrodo, com solucdo padrdo de ureia 10ppm com a enzima imobilizada, foi de 15
minutos, portanto a adicdo de atrazina foi efetuada antes da estabilizacdo, a fim de
averiguar o melhor tempo de acréscimo do herbicida.

Varias hipoteses sdao consideradas no sistema imobilizado, como: menor
transferéncia de massa do meio reacional para a enzima, ja que ha reducdo da difusao
da ureia nos intersticios do suporte, decréscimo da velocidade das enzimas presentes
no tecido vegetal devido as mudancas conformacionais na sua estrutura terciaria ou
aos impedimentos estéreos que resultam na dificuldade de acesso do substrato ao seu
sitio ativo (MATEO et. al., 2000).

Para investigacdo da inibicao foi analisado o mdédulo da variacao de potencial,
que resulta da leitura do potencial no inicio da adigdo do herbicida (mVagiczo) € no final
da reacdo (MVsina), da solugdo de ureia pura (sem interferente) e da solugdo em
diferentes concentragcdes do herbicida. A Equacado Ill exemplifica o cdlculo do médulo

da variacdo de potencial (IAmVI).
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IAMVI = mVsinal - mVadigﬁo (”I)

A resposta do eletrodo se da da seguinte forma: quanto mais ions amonio na
solucdo, menor serd seu valor de potencial. Cada experimento comecou com
diferentes valores iniciais, por esse motivo, avaliou-se o valor da variacdo de potencial
fazendo com que o método fosse algo quantificavel.

Para o tempo de 10 minutos, como mostra a Figura XXIIl e Tabela Il, a avaliacado
da adicdo foi prejudicada, pois a agitacdo mecanica manual causou interferéncia na
resposta do eletrodo e os valores de 2 a 18ppb foram maiores que a solugcdo sem

interferente, entdo com esses testes nenhuma consideracao pode ser feita.

Tabela Il- Mddulo da variagdo de potencial analisado para adi¢do de atrazina no tempo de 10 minutos.

Concentracao de atrazina (ppb)

0 2 5 9 18 26 33 40 46
mVadi¢do (10min) 110 111 116 113 114 115 114 109 100
mVfinal (25min) 60 57 54 49 59 68 80 79 76

I1AmVI 50 54 62 64 55 47 34 30 24
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Figura XXIlI- Ensaio de adigdo artificial de atrazina em 10 minutos com agitacao manual.
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Imediatamente apds a constatacdo do melhor método de agitacdo, os testes
com adi¢ao de atrazina em 10 minutos nao foram novamente realizados, pois se
constatou que esse tempo estava muito proximo da estabilizacdo do eletrodo (15
minutos), prejudicando entdo qualquer visualizacdo de inibicdo. Por esse motivo,
tempos inferiores foram analisados.

A Figura XXIV apresenta a adigao artificial de atrazina no tempo de 5 minutos. A
Tabela Ill, mostra o mddulo da variacdo de potencial para adicdo de atrazina em 5
minutos para identificacdo da inibicdo. Notou-se que a partir de 5ppb, o IAmVI foi
menor que o mesmo sem a presen¢a de atrazina mostrando que a partir dessa
concentragdo a enzima consumiu uma quantidade de substrato menor que quando
exposta somente a ureia pura, indicando a possibilidade de que a atrazina estava
interferindo na reacdo da ureia com a urease, notando entdo, indicios de inibicao

enzimatica.

Tabela lll- Mdédulo da variagdo de potencial analisado para adi¢do de atrazina no tempo de 5 minutos.

Concentracao de atrazina (ppb)
0 2 5 9 18 26 33 40 46
mVadicdo (5min) 138 138 136 131 131 124 124 132 127

mVfinal (25min) 63 63 67 65 64 63 62 64 65
1AmVI 75 75 69 66 67 61 62 68 62
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Figura XXIV- Ensaio de adigdo artificial de atrazina em 5 minutos com agita¢gdo magnética.
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A Figura XXV apresenta a adicdo artificial de atrazina no tempo de 1 minuto. A
Tabela IV mostra o médulo da variacdo de potencial analisado para adicdo de atrazina
no tempo de 1 minuto. A partir de 2ppb, observou-se que o IAmVI na adi¢do foi menor
qgue o IAmVI sem a presenca de atrazina. Com a adicdo artificial de atrazina em 1

minuto, houve maior sensibilidade a menores concentragdes.

Tabela IV- Variagdo de potencial analisado para adigdao de atrazina no tempo de 1 minuto.

Concentragao de atrazina (ppb)
0 2 5 9 18 26 33 40 46
mVadi¢do (Imin) 173 166 160 153 153 141 145 149 146
mVfinal (26min) 50 52 52 51 52 51 56 47 46

IAmVI 123 114 108 102 101 950 89 102 100
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Figura XXV- Ensaio de adi¢ao artificial de atrazina em 1 minuto com agitacao magnética.
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V.3- Influéncia do tempo reacional do herbicida com a urease

Para a determinacdo da influéncia do tempo de reacional entre a urease
(presente no tecido vegetal) e a atrazina, foram feitos calculos de porcentagem de
inibicdo, por meio da Equacdo Il no Item IV.4.5, para cada concentracdo do herbicida,

com tempos de reacdo (a partir da adicdo) de 5, 10 e 20 minutos.

A Figura XXVI mostra o tempo de reacdo do herbicida (adicionado em 10
minutos) e da enzima. Notou-se que o melhor tempo foi de 5 minutos, mas esse
resultado ndo foi considerado, pois houve interferéncia de agitacdo neste teste.
Concluiu-se entdo, que nenhuma andlise coerente pOde ser realizada neste
experimento, pois os valores das porcentagens foram negativos no tempo de 10 e 15

minutos.
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Figura XXVI- Tempo de contato da atrazina (adicionada em 10 minutos) com a urease.
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Na Figura XXVII, contata-se que ocorreu interferéncia por conta do processo de
agitacdo mecanica manual ndo podendo, estatisticamente, ser avaliado.

140 -

120 -

Inibi¢do (%)

2
Ly

20 A 15 minutos

*
80 - ¢
L g
60 - ) 4 4 5 minutos
0 | ® e T f ! M 10 minutos

siem de [w] b =

Concentracdo de atrazina (ppb)

Figura XXVII- Avalia¢do do tempo reacional da atrazina (adicionada em 10 minutos) e da urease.

O mesmo procedimento foi feito para a avaliagdo do tempo reacional da
atrazina (adicionada em 5 minutos) e a urease. Notou-se que a maior porcentagem de
inibicdo encontrada para todas as concentracdes do herbicida foi no tempo de 5

minutos, como mostra a Figura XXVIII.
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Figura XXVIII- Tempo de contato da atrazina (adicionada em 5 minutos) com a urease.
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Nas concentracdes de 2 a 26ppb de atrazina, tracando um reta entre essas
concentragdes, obtemos R? = 0,8752 (5 minutos), R? = 0,872 (10 minutos) e R? = 0,915
(20 minutos), constatando entdo que o mesmo estava abaixo do desejado (R? = 0,999).
Portanto, considerando toda a faixa de concentracdo, ndo ocorreu um padrdo de
aumento da porcentagem de inibicdo com o aumento da concentracdo do herbicida,
como mostrado na Figura XXIX.
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Figura XXIX- Avaliagdo do tempo reacional da atrazina (adicionada em 5 minutos) e da urease.

Na Figura XXX, a avaliagdo do tempo reacional do herbicida (adicionado em 1
minuto) e da enzima também foi realizada pelo procedimento mencionado
anteriormente.

Notou-se que no tempo de contato de 5 minutos, a maior porcentagem de
inibicdo se deu nas concentragdes de atrazina de 5, 9, 26, 33ppb e em 10 minutos, nas
concentragdes de 18, 40 e 46ppb. Para a concentracao de atrazina a 2ppb, com os

tempos de 5 e 10 minutos de contato, os valores foram iguais.
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Figura XXX- Tempo de contato da atrazina (adicionada em 1 minuto) com a urease.

Na Figura XXXI, notou-se que nos tempos de contato de 10 e 20 minutos para
as concentragdes de 2, 5 e 9ppb, ocorreu um padrao de aumento da porcentagem de
inibicdo com o aumento da concentragdo da atrazina com R? = 0,25 (5 minutos), R? =
0,9932 (10 minutos) e R = 0,9932 (20 minutos).
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Figura XXXI- Avaliagdo do tempo reacional da atrazina (adicionada em 1 minuto) e da urease.
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V.4- Influéncia da reutilizagao do componente bioléogico

A Figura XXXII apresenta a utilizacdo do biocomponente pela primeira vez e
mostra o experimento completo onde a adicdo artificial de atrazina foi feita em 10
minutos e com agitacdo mecanica manual.

Constatou-se nos itens anteriores que nenhuma avaliacdo plausivel péde ser
realizada, mas com o objetivo de comparacdo da reutilizacdo, esse teste péde ser
validado. Notou-se que antes de 10 minutos (na adicdo de atrazina), o teste confirmou
a resposta do eletrodo ion-seletivo a amonio onde mostra que, quanto mais ions

amonio na solugdo, menor seria o valor de potencial.
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Figura XXXII- Biocomponente utilizado pela primeira vez, com tempo de adigao de atrazina em 10 minutos e
agita¢cao manual.

O biocomponente, que estava armazenado conforme Item 1V.4.4, foi reutilizado
com o intuito de investigar se o mesmo poderia reproduzir os resultados do primeiro
ensaio.

Na Figura XXXIIl comprovou-se que a reutilizacdo do componente bioldgico nao
foi vidvel, pois a prépria curva utilizando o substrato natural (ureia pura) apresentou-

se de forma diferente do esperado encontrado nos demais ensaios (curva logaritmica).
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Figura XXXIlI- Biocomponente reutilizado, com tempo de adi¢do de atrazina em 10 minutos e agitagdo manual.
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Capitulo VI: Analise preliminar de viabilidade econdmica do biossensor de ureia para
atrazina por inibicao enzimatica

A analise de viabilidade econémica visa averiguar o processo produtivo como
maquindrio, conhecimento da tecnologia e das técnicas capazes de fornecer um
produto da forma mais barata e eficiente (KRAYCHETE, 1997).

O estudo de viabilidade econémica do biossensor teve como objetivo projetar e
identificar custos relativos a estruturacdo de um laboratdrio voltado para utilizacdo do
biossensor potenciométrico de ureia confeccionado por SILVA (2011) para analises de
amostras retiradas do meio ambiente que possam conter atrazina como agente
poluente.

Na Tabela V, foram analisados os custos dos equipamentos considerando uma
vida util de 5 anos (custo fixo), os reagentes utilizados nas anadlises (Tabela VI) e

material suporte para as analises (Tabela VII), sendo os dois ultimos citados custos

variaveis.
Tabela V- Equipamentos fixos.
Equipamentos Marca Valor (RS)
Eletrodo ion seletivo a amonio Labtec 3.950,00
Agitador magnético Prolab 1.400,00
Liquidificador elétrico Siemsen 775,21
Balanga analitica de alta precisao Prolab 3.500,00
Estufa Prolab 2.500,00
Destilador SPLabor 1.100,00
Bomba dosadora peristaltica SPLabor 5.050,00
Geladeira (264L) Electrolux 1.250,00
Vidrarias Prolab 1114,50
Pipetas volumétricas automaticas (5 unidades) Prolab 462,50
EPI (respiradores ) Termo Rio 115,00
Instek GPS-2303 (transdutor- 2 canais) Tequipment  3.097,90
Total 24.315,11
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Tabela VI- Reagentes utilizados.

Reagente Quantidade Marca Valor (R$)
Glutaraldeido 25% 25mL Aldrich 217,00
NaH,P0,4.H,0 1Kg Vetec quimica/Sigma 62,00
NaH,P0O,4.7H,0 500 g Sigma/Aldrich 88,00
Ureia 1Kg Sigma 253,00
NH,CI 1Kg Vetec quimica/Sigma 16,00
NaOH 1Kg Vetec quimica/Sigma 38,00
Atrazina 250mg Flukar 183,00

Tabela VII- Material suporte.

Material Quantidade Marca Valor (RS)
Membrana para o eletrodo 20 unidades Labtec 950,00
Solugdo interna do eletrodo 60mL Labtec 470,00

Camara reacional de PVC 6 pecgas Tigre 7,19
Tela de nylon comercial Im - 3,00
Tubo de PVC (anéis de PVC) 3m Tigre 29,90
Elastico de escritério 2200 unidades Mercur 34,00
Filme de PVC 30m Wyda Pratic 2,99

Luvas de acrilato 100 unidades  Termo Rio 39,00
Peneira (3mm) 1 unidade Sanremo 5,40
Lengo de papel 50 unidades Kleenex 2,61
Filtros (respirador) 2 unidades Termo Rio 86,00

Além disto, foram projetados o custo do preparo do sistema da curva de
calibracdo (Tabela VIII), bem como custo de oito andlises por dia, correspondente ao
numero de analises feitos nos experimentos do presente trabalho (Tabela IX), e o custo

de uma andlise por dia (Tabela X) .
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Tabela VIII- Custo do preparo das solugdes da curva de calibragao.

Solugdes de NH4Cl (ppm) Valor (RS)

1 0,0000008
5 0,000004
10 0,000008
20 0,000016
40 0,000032
50 0,00004
100 0,00008

TOTAL 0,0001808

Tabela IX- Custo do preparo do sistema para oito analises por dia.

Anilise Valor (RS)
20mL de ureia (10 ppm) 0,24
1mL de Atrazina (200ppb) 0,009344

Biocomponente imobilizado no suporte 11,49

Eletrodo ion seletivo a amoénio (fixo) 4,30
Lengo de papel 0,41

TOTAL 16,44

TOTAL (1 amostra) 2,05

Tabela X- Custo de uma analise por dia.

Anilise Valor (RS)
20mL de ureia (10 ppm) 0,03

1mL de Atrazina (200ppb) 0,001168
Biocomponente imobilizado no suporte 1,43
Eletrodo ion seletivo de amonio (fixo) 4,30
Lengo de papel 0,05
TOTAL 5,81
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A fim de comprovar o baixo custo do uso do biossensor, foi feita uma
comparacdo com outro método analitico usado no mercado para deteccdo de atrazina.
O método escolhido foi o de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (GC-MS), feito pela empresa Centro de Qualidade Analitica LTDA (CQA-
Laboratorios). O orcamento da empresa foi de RS 390,00 por amostra analisada,
totalizando RS 3.120,00 por oito amostras.

A Tabela Xl apresenta uma comparacdo dos custos dos dois métodos

mencionados.

Tabela XI- Comparagdo de custo do método analitico e do biossensor.

Comparagao

Biossensor

Métod GC-MS (R
crodos (R9) de ureia (RS)

1 amostra 390,00 84,72

8 amostras 3120,00 95,51

Para o valor total do biossensor de ureia foram considerados os valores dos
equipamentos com vida util de 5 anos, custo de um técnico em quimica de acordo com
o piso salarial do Conselho Regional de Quimica (RS 1.940,00), imposto de renda (IRRF

de 1,5%), além do custo das analises e custos variaveis.
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Capitulo VII: Conclusoes

No presente trabalho, a melhor op¢do para realizacdo dos experimentos foi a
utilizacdo da agitacdo magnética, pois homogeneizava a solucdo da melhor forma,
mantendo o eletrodo imdvel e ndo interferindo na resposta do mesmo.

No estudo de investigacdo da reutilizacdo do biocomponente, inferiu-se que o
mesmo perdeu sua atividade apds o primeiro uso. Assim, sua reutilizacdo n3o foi
possivel, sendo considerado, portanto, um material descartavel.

Em relagao ao tempo de adigao artificial de atrazina a melhor condigdo se deu
em 1 minuto, pois teve maior sensibilidade a baixas concentrag¢Ges, permitindo que
toda faixa utilizada no estudo fosse detectada.

Para a determinacdo do melhor tempo reacional entre o herbicida com o
biocomponente imobilizado, apesar dos indicios de inibicdo enzimatica, concluiu-se
gue ndo houve um padrdo de aumento da porcentagem de inibicdo com o aumento da
concentracdo de atrazina, ndo permitindo afirmar qual o melhor tempo de contato
entre eles. Assim, na faixa estudada de concentracdo de atrazina, ndo foi possivel
construir uma curva de calibragcdo do método.

Em termos da analise preliminar da viabilidade econ6mica do sistema proposto
para deteccdo, quando comparado com o método analitico Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS), o biossensor de ureia provou ser o

método mais vidvel economicamente.
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Capitulo VII: Sugestdes para ensaios futuros

A fim de dar continuidade ao presente trabalho, algumas sugestdes sdo dadas,

a saber:

e Avaliar as condicdes estudadas com volumes finais iguais para todas as

analises, a fim de padroniza-las,

¢ Aumentar a quantidade de biocomponente imobilizado utilizado para

analisar se havera alguma mudanca da sensibilidade na deteccao,

e Utilizar o extrato enzimatico vegetal das raizes e folhas do
biocomponente, para investigar se a urease se torna mais sensivel a
atrazina. Sabe-se que, de acordo com o mecanismo de acdo, ou seja,
onde o herbicida atua, a atrazina tem baixa penetracdo em graos,
sendo entdo mais absorvida por raizes e folhas por atuar na

fotossintese (JUNIOR, 2011).

e Montar um transdutor para analisar o ion amoénio mais sensivel, visto
que, o eletrodo ion-seletivo a amoénio comercial apresenta limitacdao de

leitura e seletividade, conforme mostrado em seu manual de uso.
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