DESENVOLVIMENTO DE

PROCESSOS AGROINDUSTRIAIS
Uniube - UFTM - IFTM

DETECCAO DE ATRAZINA EM AGUA UTILIZANDO NANOBIOSSENSORES DE
CANTILEVER FUNCIONALIZADOS COM OXIDO DE GRAFENO E TIROSINASE

ELIEL P. MACHADO', SANDRA C. BALLEN', DIEGO M. DA SILVA', LUCELIA HOEHNE?,
JULIANA STEFFENS', CLARICE STEFFENS'

'Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, Programa de Pés-Graduagdo em
Engenharia de Alimentos

*Universidade do Vale do Taquari — Univates, Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia
*e-mail: eliel.neko@gmail.com

RESUMO - Cada vez mais micropoluentes, como pesticidas, sdo lancados nos corpos
d’agua. A atrazina ¢ considerado o herbicida mais amplamente utilizado no mundo
todo e por possuir uma alta toxicidade a sua presenca deve ser monitorada em aguas.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver nanobiossensores de
cantilever funcionalizados com 6xido de grafeno e enzima tirosinase para detec¢do de
atrazina em agua. A funcionalizacdo dos cantileveres foi realizada utilizando a técnica
de monocamadas automontadas. As concentracdes de atrazina utilizadas foram
baseadas na legislacdo brasileira. O nanobiossensor de cantilever desenvolvido foi
capaz de distinguir as diferentes concentra¢des de atrazina em agua ultrapura, obtendo
uma alta sensibilidade e baixos limites de detec¢dao e quantificagdo. Sendo assim, tais
resultados demonstram a aplicabilidade destes dispositivos no monitoramento
ambiental.
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ABSTRACT - More and more micropollutants, such as pesticides, are released into
water bodies. Atrazine is considered the most widely used herbicide worldwide and
because it has a high toxicity, its presence must be monitored in waters. In this
context, the objective of this work is to develop cantilever nanobiosensors
functionalized with graphene oxide and tyrosinase enzyme for the detection of atrazine
in water. The functionalization of the cantilevers was performed using the self-
assembled monolayer technique. The atrazine concentrations used were based on
Brazilian legislation. The developed cantilever nanobiosensor was able to distinguish
the different concentrations of atrazine in ultrapure water, obtaining high sensitivity
and low limits of detection and quantification, properties that are very important in the
development of sensors. Therefore, these results demonstrate the applicability of these
devices in environmental monitoring.
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INTRODUCAO necessario ampliar a producao de alimentos

para satisfazer as necessidades populacionais,

Com a alta demanda de alimentos no consequentemente uma demanda maior de
mundo de hoje, cada vez mais se faz fertilizantes e pesticidas sdo utilizados para
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obter uma maior produ¢do com uma menor
perda (Urseler et al., 2022).

Dessa forma varios micropoluentes
como pesticidas, antibioticos e microcistinas
estdo sendo deslocados para corpos d’agua,
sendo detectados normalmente na faixa de
ng/L e ug/L, ocorrendo que esses poluentes
mesmo em baixas concentragdes tem um
grande efeito colateral ao meio ambiente e na
saude humana. Dessa maneira os pesticidas,
quando  ingeridos  pelo  corpo, sdo
responsaveis por varias doencas resultantes
como cancer, retardo do desenvolvimento
neural de criangas, debilidade mental,
atividade pulmonar diminuida entre outros
(Sun et al., 2020).

O herbicida atrazina, utilizado para
controlar ervas daninhas que possuem folhas
largas, ¢ o pesticida mais utilizado
mundialmente, chegando a cerca de 90 mil
toneladas por ano. Ao longo do tempo ¢ capaz
de se bioacumular, depositando por lixiviacao
em corpos d’adgua e em argilas. Assim, tem
grande potencial de contaminagdo a saude
humana e animal, como exemplo, em
anfibios, causando impactos no seu
comportamento, desenvolvimento e
crescimento (Huang et al., 2022; Urseler et
al., 2022). Um estudo na Alemanha, mostrou
que mesmo 20 anos apo6s a proibicdo do
herbicida atrazina, ainda era encontrado em
aguas subterraneas, mostrando o seu impacto
de contaminag¢do (Rostaml et al., 2021).

Existem varias técnicas para a deteccao
de atrazina em agua, como a espectrometria
de massa acoplada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia e a cromatografia gasosa
(Steffens et al., 2022). Com avango da
tecnologia, novas formas de deteccdo de
moléculas tém sido desenvolvidas, como
métodos mais rapidos, econdmicos e eficazes,
os nanobiossensores de cantilever se mostram
promissores nesse quesito (Scapin, 2021). Os
nanobiossensores s3o sensores em nano escala
de deteccdo, possuem uma ligacdo entre um
material bioldgico seletivo e um equipamento
eletronico, o transdutor, este responsavel pela
obtencdo do sinal para leitura. A deteccao ¢
obtida pela interacdo entre a camada biologica
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do sensor e a amostra. O sensor de antemao ¢
preparado (funcionalizado), com o agente
biologico para deteccdo, podendo ser esses
agentes enzimas, células ou até mesmo
anticorpos (Ballen, 2020; Mendes, 2014).

Esse trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de nanobiossensores de
cantilever funcionalizados como o6xido de
grafeno e enzima tirosinase para a detec¢ao de
atrazina em agua.

MATERIAL E METODOS

Funcionalizacdo de nanobiossensor de
cantilever

Os cantileveres (ContGD-G) usados
para o desenvolvimento dos nanobiossensores
foram adquiridos comercialmente
(BudgetSensors), com  as seguintes
especificagdes do fabricante: material de
silicio revestido com 70 nm de ouro em um
lado da superficie, frequéncia de ressonancia
de 13,0 (+4) kHz e constante de mola de 0,2
(0,07-0,4) N/m. A baixa constante de mola
(0,2 N/m) proporciona maior sensibilidade
para as medi¢des no modo estatico em meio
liquido (Carrascosa et al., 2006; Fritz, 2008).

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

A funcionalizacdo do cantilever foi
realizada por meio da deposi¢do da camada
sensora no lado superior, onde se encontra
depositado o Au. O procedimento de
funcionalizagdo do cantilever foi baseado nos
trabalhos de Velanki e Ji (2006) e Martinazzo
etal. (2018).

Primeiramente foi realizada a limpeza
dos cantileveres em dalcool isopropilico, os
quais foram transferidos individualmente para
uma placa de petri e imersos em 4lcool,
durante 2 min, para remocao de interferentes
da superficie, e entdo secos, a temperatura de
20 °C, por cerca de 15 min. Em seguida foram
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imersos em uma solu¢do de acido 11-
mercaptoundecandico 2 mM em meio
etandlico, por overnight (16 h). Apos, foi
realizada a lavagem do cantilever com agua
ultrapura (2 min) e secagem a 20°C por 15
min.

A proxima etapa de funcionalizagdo
consistiu da imersdo do cantilever em uma
mistura de EDC (N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-etilcarbodiimida) 1  mM/NHS  (N-
hidroxisuccinimida) 1 mM 4:1 (v/v) durante
10 min, seguido de lavagem em dagua
ultrapura (2 min) e secagem a 20°C por 15
min.

Por fim os cantileveres foram imersos
durante 10 min em uma mistura de 6xido de
grafeno (0,1 mg/mL) e enzima comercial
tirosinase (0,05 mg/mL diluida em tampao
fosfato de sodio a pH 6,5) na propor¢do de
1:1 v/v. O 6xido de grafeno utilizado neste
estudo foi gentilmente cedido pelo Instituto
de Fisica da USP, Sao Carlos/SP e pelo Grupo
de Nanociéncias e Nanotecnologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de
Fora/MG. O mesmo foi sintetizado utilizando
o processo de esfoliagdo quimica pelo método
de Hummers modificado (Lima et al., 2017).
Posteriormente, foi realizada a lavagem do
cantilever com d4gua ultrapura (2 min) e
secagem a 20 °C por 15 min. Em seguida o
cantilever foi imerso em.

Ap0s a funcionalizagdo os dispositivos
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seco sobre uma pequena placa de gel, dentro
de placas de petri. Sendo que antes da
realizagdo de experimentos, 0s mesmos
permaneciam a 25 °C por 30 min, para
estabilizar sua temperatura.

Deteccao de atrazina pelos
nanobiossensores de cantilever

A resposta dos nanobiossensores foi
avaliada em deflexdo para a deteccdo de
atrazina em agua. A resposta em deflexao foi
obtida em um AFM Nanosurf (C3000
Controller) (Figura 1) onde houve a realizagdo
de uma imagem em meio liquido e em modo
estatico. As imagens foram realizadas em
modo contato, utilizando o método de feixe
optico, o qual o feixe de laser ¢ focado na
extremidade final do cantilever e refletido
para um fotodiodo de quatro quadrantes que
monitora a deflexdo do mesmo.

foram armazenados sob refrigeracdo (4 °C), a

Nanosurf
C3000 Controller
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Figura 1: AFM: (a) Controlador C3000, (b) Mesa anti-vibratoéria, (c) Cabecote (scanner), (d)
Controlador Easyscan e (¢) computador.

O dispositivo (cantilever) foi acoplado
a um suporte denominado de canticlip, sendo
posteriormente inserido junto ao cabegote
(scanner) do equipamento. A calibracdo do
laser foi realizada apenas na primeira medida
(branco-agua ultrapura), onde o mesmo foi
posicionado na extremidade final da haste do
cantilever e na posicdo central do
fotodetector, verificando sua intensidade, que
ficou em torno de 65%. Entdo, a resposta
(deflexd@o) foi obtida por meio da criacdo de
uma imagem, onde o cantilever ndo realizava
uma varredura nos eixos x ¢ y dentro da gota
de liquido, com resolucao de 450x450 pontos
(a 1magem 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
duracao de cada anélise era de 15 min.

Sendo assim, uma gota (= 0,5 mL) de
cada concentragdo 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 deflexdo.
Transcorrido o tempo de 15 min, a gota de
liquido era retirada e injetava-se outra gota
em ordem crescente de concentracao.

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

O meio liquido utilizado nas andlises foi
preparado com diferentes concentragdes de
atrazina em agua ultrapura, onde as mesmas
foram escolhidas baseando-se no limite
maximo permitido na legislacdo vigente para
agua de rios e potavel (Brasil, 2004, 2005,
2011). Desta forma, foi preparada uma
“solucdo estoque” na concentragdo de 10000
ppb (10 mg/L) de atrazina, e a partir desta,
foram preparadas as concentragdes de 0,001,

0,01, 0,1, 1, 10, 50 e 100 ppb (ng/L), diluidas
em agua ultrapura. Todas as solu¢des foram
armazenadas em frascos de vidro ambar e em
temperatura ambiente (25°C).

Caracterizacio da resposta dos
nanobiossensores de cantilever

As repostas de sensibilidade linear,

limite de deteccdo e reversibilidade dos
nanobiossensores  expostos a diferentes
concentracdes de atrazina em agua foram
avaliadas. Todas as analises foram realizadas
em triplicata e estdo descritas a seguir:
Sensibilidade linear: demonstra a variacdo da
resposta em fun¢do da concentracdo do
analito e é expressa pelo coeficiente angular
da curva analitica que foi obtida por meio da
curva de calibragdo da concentracdo
logaritmica de atrazina em 4gua versus a
deflexao.
Limite de detec¢do (LD): menor concentragao
que pode ser distinguida com um certo nivel
de confianga. O LD foi calculado de acordo
com a Equagdo 1 (Brasil, 2003; Skoog et al.,
2005). Para o calculo utilizou-se a
sensibilidade da curva de calibracdo (m), um
fator de confianga k=3 (correspondendo ao
nivel de confianca de 99,6 %) e desvio padrao
do branco (Sp).

kSy

LD =-" (1)

Limite de quantifica¢do (LQ): definido como
a quantidade de analito detectavel pelos
sensores. Para o calculo utilizou-se a Equacao
2, onde a sensibilidade da curva de calibragao
¢ o m e o desvio padrdo do branco é o Ss.

Lg = 10‘?’—: (2)

Uberaba, 09 e 10 de dezembro de 2022.



Uniube

RESULTADOS E DISCUSSAO
Deteccao de atrazina em agua

Em se tratando de desenvolvimento de
nanobiossensores umas das etapas cruciais do
processo  ocorre  antes mesmo  da
funcionalizacdo com a escolha do elemento

biologico. Neste estudo, a enzima tirosinase
0

(a)
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foi a escolhida por haver relatos na literatura
que a mesma pode ser inibida na presenca do
herbicida atrazina, o qual ¢ o analito de
interesse.

A Figura 2 apresenta as respostas de
deflexdo do nanobiossensor funcionalizado
com o6xido de grafeno e tirosinase quando
exposto a diferentes concentracdes de
atrazina.

-60

Deflexao (nm)

404

o
S
1

frme Branco
fe= 0. 001 ppb
0,01 ppb
f==0,1 ppb

1 ppb
=10 ppb
50 ppb
=== 100 ppb

804

4100

1201

0 3 6 9 12 15
Tempo (min)

Deflex&o (hm)

120 4 -

y=-7,5718x - 103,57
R*=0,9874

-140 T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2

Log da concentracdo (ppb)

Figura 2: Resposta de deflexdo dos nanobiossensores de cantilevers funcionalizados com 6xido de
grafeno e tirosinase quando expostos ao branco (dgua ultrapura) e diferentes concentracdes de
atrazina em agua ultrapura (a) e curva de calibragdo obtida (b).

As medidas de deflexdo foram
realizadas por um periodo de 15 min, € no
decorrer deste tempo, foi possivel verificar
que houve diferenga na deflexdo (nm) dos
nanobiossensores entre o branco (dgua
ultrapura) e as solugdes de atrazina em agua
ultrapura, como pode ser observado na Figura
2a. Esta diferenca observada ¢ um indicativo
de que os dispositivos conseguem detectar a
presenca do pesticida na agua na faixa de ppb.

A deflexdo dos cantileveres ocorreu
para baixo, com o aumento da concentragdo
da atrazina, o que pode estar relacionada com
a adsor¢do da atrazina na superficie
funcionalizada dos cantileveres. A resposta do
nanobiossensor ao longo do tempo foi
decorrente da adsor¢do do analito na
superficie funcionalizada, onde ocorreu uma
curvatura do cantilever (deflexdo) que foi
causada por uma tensdo de compressao,
resultante de uma repulsdo ou expansdo de

moléculas. Quando a adsor¢dao de moléculas
ocorre na superficie funcionalizada, pode
causar uma flexdo, a qual estd associada a
repulsdo ou expansdo de moléculas na
superficie funcionalizada do cantilever.
Quando a flexdo ocorre para baixo, ¢
chamada de tensdo compressiva (Velanki et
al., 2007).

As curvas de calibragdo foram obtidas
pela deflexdo, ou seja a resposta dos
nanobiossensores versus o logaritmo das
concentracodes de atrazina utilizada, Figura 2b.
Observa-se com relacdo ao coeficiente de
correlagdo (R?) um ajuste coerente dos dados
para a linha de regressdo com valores acima
de 0,95 conforme recomendado pelo
INMETRO (2003).

Os parametros de sensibilidade linear,
limite de deteccio (LD) e limite de
quantificagdo (LQ) podem ser observados na
Tabela 1.
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Tabela 1: Valores de sensibilidade linear,
limite de detecg¢ao (LD) e limite de detecgao
(LQ) dos nanobiossensores de cantilever
funcionalizados com 6xido de grafeno e

tirosinase.
Parametros Resposta
Sensibilidade (nm/ppb)  7,5718 £+ (0,032)
LD (ppb) 0,0119 £ (0,003)
LQ (ppb) 0,0396 + (0,005)

O nanobiossensor de cantilever
funcionalizado com ¢6xido de grafeno e
tirosinase a apresentou sensibilidade de
7,5718 nm/ppb, limite de deteccdo de 0,0119
ppb e limite de quantificagao de 0,0396 ppb
como demonstrado na Tabela 1.

Segundo a Resolugdo n° 357 do
CONAMA (Conselho Nacional Do Meio
Ambiente — CONAMA, 2005) e as Portarias
n® 1469, de 29 de dezembro de 2000 e n°
2914, de 12 de dezembro de 2011, ambas do
Ministério da Satde) (Ministério Da Saude,
2001), a maxima concentracdo de atrazina
permitida em dguas doces ¢ de 2 ug/L, ou seja
2 ppb, o nanobiossensor estudado foi capaz de
detectar concentracdes menores que a
legislagao, o que significa que poderia que
este dispositivo pode ser usado para detecgdo
de atrazina em agua.

E importante salientar que em se
tratando de sensores busca-se dispositivos
com maiores valores de sensibilidade e
menores valores de limite de detecg¢do, o que
0os tornam mais sensiveis € menores
concentracdes podem ser detectadas e, sendo
assim, melhores s3o suas respostas (Brasil,
2003; Skoog et al., 2005).

CONCLUSAO

O método de funcionalizagdo dos
nanobiossensores demonstrou ser eficiente
para detectar as diferentes concentragdes de
atrazina, por meio da adsor¢do do analito na
superficie funcionalizada do cantilever, o qual

DESENVOLVIMENTO DE

PROCESSOS AGROINDUSTRIAIS
Uniube

apresentou deflexdo (nm) diferente para cada
concentracao estudada.

Através dos resultados de sensibilidade
linear, limite de detec¢do e de quantificacao,
foi possivel observar que o nanobiossensor de
cantilever funcionalizado com o6xido de
grafeno e tirosinase foi capaz de detectar
atrazina abaixo do limite maximo permitido
pela legislagdo brasileira.

Diante de tais resultados foi possivel
observar que o nanobiossensor de cantilever
desenvolvido neste estudo detectou o
herbicida atrazina em agua, o que demonstra
sua  aplicabilidade no  monitoramento
ambiental.

NOMENCLATURA

% - Percentual

Hg — microgramas

pL - microlitros

AFM — Microscopio de Forca Atdmica

°C — Graus Celsius

CONAMA - Conselho Nacional do Meio

Ambiente

EDC - N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida

INMETRO - Instituto Nacional de
Metrologia

k — fator de confianca

kHz — kilo hertz

L - litro

LD — Limite de Detecgado
LQ — Limite de Quantificagao
M — sensibilidade da curva de calibragao
min — minutos

mg — miligrama

mm - milimetros

mM — mili mol

mL - militro

NHS - N-hidroxisuccinimida)
nm — nanémetro

ppb — partes por bilhdo

R — Coeficiente de Pearson

s - segundo
Sb — desvio padrao do branco
v — volume
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