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RESUMO

Com o ascendente desenvolvimento de novas tecnologias, a procura por novos
sistemas de sensoriamento vem aumentando, pois ha uma necessidade de obter uma
melhor precisdo nos resultados de analises biolégicas, com baixo custo e em tempo
real, diante disso, 0s biossensores séo dispositivos capazes de proporcionar esse tipo
de resultado. Doencas ligadas a insuficiéncia renal necessitam desse tipo de precisao
e rapidez, que é caracterizada pela concentracao de ureia no sangue ou na urina,
eliminado assim uma série de procedimentos laboratoriais. Logo, para montagem de
um biossensor de ureia é preciso um biocomponente seletivo e especifico, que possa
identificar a ureia sem nenhuma interferéncia, como é o caso da enzima. A enzima
capaz de catalisar a hidrolise de ureia é a uréase, formando como produto da reagéo
0 gas carbbnico e a amdnia. Para ser aplicado em um biossensor, a enzima precisa
ser imobilizada, pois dessa forma confere uma maior estabilidade operacional e um
maior armazenamento da mesma. Essa imobilizagdo pode ser realizada por meio de
polimeros. A quitosana € um polimero natural que vém ganhando destaque para esta
aplicacao, diante de suas propriedades como baixo custo, abundancia na natureza,
facil processamento, capacidade de formagdo membrana, entre outras. Diante do
exposto, o objetivo desse trabalho é imobilizar a enzima urease utilizando como matriz
a quitosana e quitosana/glutaraldeido, avaliando diferentes condi¢cées de preparacao
das membranas. As membranas foram depositadas sobre um transdutor que utilizou
como suporte fitas de aco inox, eletrodepositadas com antiménio. Logo apos, foram
realizadas caracterizacoes por microscopia Optica (MO) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV), para avaliar as superficies das membranas. Também, foram
realizados testes de bioresposta dos eletrodos, para avaliar a efetividade da enzima
imobilizada, através das respostas de sensibilidade, seletividade, estabilidade, tempo
de resposta, faixa de linearidade, especificidade e repetibilidade dos biossensores. E
foi observado que, a enzima imobilizada com quitosana e com adigao do reticulante
glutaraldeido, proporcionou melhores respostas, com mais estabilidade operacional e
maior armazenamento da enzima, melhorando assim o tempo de vida da mesma.

Palavras-chave: Imobilizagdo, Quitosana, Urease, Biossensor Amperométrico.



ABSTRACT

With the upward development of new technologies, demand for new sensing
systems is increasing because there is a need for better accuracy in the results of
biological analyzes, with low cost and in real time, before that, the biosensors are
devices capable of provide that kind of result. Diseases related to renal insufficiency
require such precision and rapidity, which is characterized by the concentration of urea
in blood or urine, thus eliminating a series of laboratory procedures. Therefore, for
assembling a urea biosensor is needed a selective and specific bio-component that
can identify the urea without any interference, as in the case of the enzyme. The
enzyme capable of catalyzing the hydrolysis of urea is urease, forming a reaction
product of carbon dioxide and ammonia. To be used in a biosensor, the enzyme must
be immobilized, as this way confer greater operational stability and a longer storage
thereof. This immobilization can be performed by means of polymers. Chitosan is a
natural polymer that become increasingly more important for this application, on its
properties such as low cost, abundance in nature, easy processing capacity of
membrane formation, among others. Given the above, the objective of this work is to
immobilize the enzyme urease as a matrix using chitosan and chitosan /
glutaraldehyde, evaluating different conditions of preparation of membranes.
Membranes were deposited on a transducer used as a support of stainless steel strips,
electrodeposited with antimony. Soon after, characterizations were performed by
optical microscopy (OM) and scanning electron microscopy (SEM) to evaluate the
surfaces of the membranes. Also, the bioresponse electrode tests were performed to
evaluate the effectiveness of the immobilized enzyme, through sensitivity responses,
selectivity, stability, response time, linearity range, specificity and reproducibility of
biosensors. It was observed that the immobilized enzyme with chitosan and
crosslinking addition of glutaraldehyde gave the best responses with more operational
stability and increased storage of the enzyme, thereby improving the lifetime thereof.

Keywords: Immobilization, Chitosan, urease, Amperometric Biosensor.
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13

1.0- INTRODUGAO

Nos ultimos anos, os biossensores tém motivado grande atencdo como uma
ferramenta alternativa de detecgéo, pelo baixo custo, rapidez e facilidade de analise
(Soylemez et al., 2015); demonstrando também grandes perspectivas devido as
caracteristicas de portabilidade, seletividade, possibilidade de miniaturizacédo, entre
outros (Alfaya; Kubota, 2002). Com base nessas caracteristicas a sua aplicagao €
muito ampla na area industrial, alimenticia, no meio ambiente e na area clinica
(Barhoumi et al., 2006; Perumal; Hashim, 2014).

Biossensor é um dispositivo analitico que € incorporado ha um elemento
biolégico (enzimas, anticorpos, microbios, etc.) e ligado a um transdutor, que é capaz
de converter o sinal bioldgico em sinal elétrico, proporcional a concentragao do analito.
Dependendo do transdutor o biossensor pode ser eletroquimico (potenciométrico,
amperométrico e condutométrico), 6ptico, piezoelétrico ou térmicos (Prayoga et al.,
2014; Xia et al, 2010). Os biossensores amperiometricos enzimaticos s&o
considerados um dos mais propicios a serem fabricados, por possuirem boas
caracteristicas como rapidez na deteccao, simplicidade e baixo custo (Gabrovska et
al., 2011).

A doenca renal crbnica é uma lesdo do 6rgao com perda progressiva e
irreversivel da funcéo dos rins, o que leva o individuo a filtrar 0 sangue através da
hemodialise. Diante disto, na area médica ha varios relatos dessa doenca e, com isso
uma crescente necessidade de diagnésticos rapidos e precisos, visto que um
diagnéstico prévio de doencas renais evitaria que 0 paciente atingisse o estado
avancado da doencga, prevenindo assim a necessidade de um tratamento de
hemodialise. A concentragdo excessiva de ureia no corpo (no soro ou na urina) € um
indicador dessas doencas, e essas analises em laboratoérios clinicos sao realizadas
frequentemente. Com esses dispositivos facilitaria 0 meio de deteccao, pois seria mais
uma alternativa de medigéo, ja que em laboratérios clinicos que exige um certo tempo,
preparacao das amostras e elevado custo (Dhawan; et al., 2009; Braga, 2012). Além
do mais, os biossensores também poderiam auxiliar no tratamento de hemodialise,
pois durante o processo 0s niveis de ureia poderiam ser monitorados.

A ureia é um subproduto metabolizado pelo corpo e suas diferentes
concentragdes ocasionam sinais patolégicos (Barhoumi et al., 2006). Contudo, para
este tipo de deteccdo pode ser confeccionado um biossensor enzimatico, capaz de
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determinar a quantidade de ureia no corpo através de uma enzima especifica
(Mulyasuryani et al., 2010). A enzima capaz de catalizar a hidrolise de ureia é a enzima
urease, que tem como produto o diéxido de carbonto e a amoénia (lvanova et al., 2013).
A urease € uma metaloenzima que € dependente do niquel, podendo ser encontrada
em bactérias, leveduras e varias plantas superiores (Sujoy; Aparna, 2013).

Um dos pontos principais para a confeccdo de um biossensor enzimatico € a
imobilizagdo da enzima, pois essa imobilizagdo é capaz de conferir ao sensor uma
estabilidade operacional e um maior armazenamento do biocomponente, diminuindo
assim a lixiviagdo da enzima durante a analise. A tecnologia de imobilizacdo de
enzimas tem um importante campo na biomedicina e na biotecnologia, onde é
responsavel pelo desenvolvimento do biossensor e esta ligada diretamente com as
propriedades e qualidades dos mesmos (Gabrovska et al., 2011; Mendes et al., 2011).

Uma matriz de imobilizacdo adequada, deve fixar a enzima sobre a superficie
do eletrodo e manter a sua estrutura durante as medi¢gdes, sem qualquer tipo de
desnatuzacao. Hoje em dia, a escolha dessas matrizes ainda é um desafio e o centro
das aplicagdes cientificas (Soylemez et al., 2015).

Essas matrizes imobilizadoras podem ser produzidas através de membranas
poliméricas, onde muitos estudos apresenta a facilidade de producdo e a grande
variedade de composicao (Gabrovska et al., 2011). A utilizacdo de polimeros naturais
como matriz imobilizadora é considerada propicia para essa aplicacao (Gabrovska et
al., 2011). Dentre esses polimeros, destaca-se a quitosana, por possuir uma 6tima
capacidade de formacdo de membrana, alta permeabilidade (facilitando o contato
entre o substrato e o0 analito), resisténcia mecanica, nao toxicidade, biocompatibilidade
e possui um baixo custo (Rawal et al., 2012; Zaborska et al., 1991).

Para a confeccdo do biossensor se faz necessario um suporte capaz de
suportar as camadas que constituem o eletrodo capaz de transmitir o sinal obtido na
reacao, para um sistema de deteccao. Neste trabalho foi utilizado como suporte, fitas
de ago inox e como transdutor, essas fitas foram recobertas por meio de uma
eletrodeposicdo de antiménio, logo o antiménio foi utilizado por apresentar uma
relagdo quase linear com o pH, que estara presente na solugdo. Portanto, este
trabalho tem como objetivo imobilizar a enzima urease com a quitosana e a
quitosana/glutaraldeido e, avaliar os diferentes numeros de camadas das membranas,
sobre um eletrodo de fita de aco inox eletrodepositado com antiménio utilizado como

transdutor, para aplicacdo como um biossensor amperométrico de ureia.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Biossensor

Nos ultimos anos alguns avancos tecnolégicos importantes forneceram os
mecanismos € materiais fundamentais para construir dispositivos como os
biossensores (Perumal; Hashim, 2014). O primeiro foi desenvolvido em 1962 por Clark
e Lyons através de um eletrodo sensor de oxigénio, que foi realizado uma experiéncia
utilizando a glicose oxidase, observando a diminuicdo da concentracao de oxigénio
proporcional a concentracao da glicose (Clark; Lyons, 1962). Depois disto, muitas
melhorias foram feitas na sensibilidade, seletividade e no aumento da capacidade de
deteccdo do biossensor moderno (Perumal; Hashim, 2014).

Xia et al (2010) define biossensor como um dispositivo analitico capaz de
converter a concentracao de um analito (sinal biolégico) em outro sinal proporcional a
concentracdo do analito, através da integracado de um elemento biolégico com um
transdutor.

Este novo instrumento representa uma alternativa propicia para complementar
as técnicas ja existentes, devido as suas caracteristicas singulares como a
seletividade, resposta rapida, simplicidade, especificidade, custo relativamente baixo,
potencial para miniaturizacdo e a facilidade de automagéo (Melo, 2008). Entretanto a
principal desvantagem dos biossensores é a sua dependéncia direta do elemento
biolégico (receptor), com isso esta técnica geralmente é menos reprodutivel quando
comparada aos métodos quimicos tradicionais (Rubens et al., 2008). Logo, um
biossensor deve ser diferenciado de um sistema bioanalitico, onde este requer etapas
adicionais de processamento como adicdo de reagentes. Ja nos biossensores nao
sa0 necessarias etapas adicionais, pré-tratamentos morosos e grandes volumes de
amostra (Gossypiumhirsutum et al., 2013).

A seletividade é um dos fatores mais criticos na quimica analitica, no entanto,
existem na natureza alguns componentes biologicos altamente seletivos como
enzimas, anticorpos, microrganismos, entre outros, que combinados com um
transdutor constituem um biossensor (Silva, 2011). A Figura 1 representa um
esquema dos componentes constituintes de um biossensor: analito, componente
bioldgico, transdutor e o detector/processador. Onde o analito é o alvo a ser detectado,

o0 componente bioldgico é o elemento que vai reagir com o analito e transmitir uma
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resposta biolégica. Ja o transdutor é capaz de transformar a resposta bioldégica em
resposta elétrica, onde o detector/processador fornece a resposta.
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Figura 1- Esquema de montagem de um biossensor (Arya et al., 2008).

A classificacdo dos biossensores pode ser de acordo com o tipo de
biocomponente e do transdutor utilizado. Com relagdo a biocamada, os biossensores
podem ser classificados como enzimaticos; imunosensor; sensor celular; sensor
tecido; sensor organela (Hansen, 2011); e sensor microbiolégico (Malhotra; Turner,
2003; Nakamura; Karube, 2003). O componente biolégico € o elemento ativo que
interage especificamente com o analito, sendo ele o responsavel tanto pelo
reconhecimento do analito como também pela especificidade e sensibilidade do
sensor. E interessante destacar a capacidade intrinseca que estes sistemas biolégicos
tém de reconhecer suas contrapartes, como por exemplo, uma enzima reconhece seu
substrato, um anticorpo liga-se seletivamente ao seu antigeno correspondente, e
assim por diante. Logo o objetivo desses componentes é a reacdo com o analito,
gerando uma espécie capaz de ser detectada pelo transdutor (Andrade, 2006).
Quanto ao transdutor este por ser do tipo: Opticos, calorimétricos, piezoelétricos,
eletroquimicos (potenciométrico, amperométrico e condutométrico); termométrico e
transistores de efeito de campo (“Field effect transistors” — FET) (Singh et al., 2008).
Os biossensores amperiométricos sao os mais utilizados pela simplicidade e pela boa
exatidao nos resultados.

2.1.1 Biossensores Amperométricos
Os biossensores amperométricos apresentam um método de analise

eletroquimica na qual mede a corrente produzida durante a oxidagéo ou reducéao de
espécies eletroativas (um produto ou um reagente), através da aplicacdo de um
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potencial constante, onde essa corrente é linearmente dependente da concentragéao
da substancia a analisar. Logo possuem alta sensibilidade, boa precisdo, resposta
rapida e larga faixa de linearidade tornando-os assim os mais utilizados. Varios
biossensores amperométricos tém sido desenvolvidos a fim de detectar os mais
diferentes analitos como polifendéis, triglicerideos, colesterol, acido urico, dentre outros
(Hansen, 2011) (Nicolini, 2013).

Durante a evolugao dos sensores amperométricos a base de oxidase das
enzimas, foram desenvolvidos trés métodos principais de transdugédo, como mostra o

a equacao:

S +0, +2Ht —- P + H,0, (1)

Onde S e P séo o substrato e o produto da reagdo enzimatica, respectivamente.

Dessa forma, os primeiros biossensores amperiométricos de enzimas se
basearam no monitoramento eletroquimico de consumo de oxigénio ou formacao de
peréxido de hidrogénio. Ja na segunda geracdo, os sensores de oxigénio sao
substituidos por um receptor de elétrons (mediador redox), que podem ser
incorporados juntamente com a enzima na camada biocatalitica. E na terceira
geracao, o objetivo é a realizacao de transferéncia eletronica direta, que ocorre a partir
da enzima para o eletrodo sem presenca de mediadores produzindo assim um sinal
elétrico (Banica, 2012).

O biossensor de enzima amperiométrico tem uma boa posi¢cao entre os outros
sistemas de biossensores, pois tem a combinacao da especificidade da enzima que
atua para o reconhecimento de um dado analito alvo, com a transducao direta da taxa
da reacao biocatalitica para um sinal de corrente. Dessa forma, o acoplamento de
enzimas mais eletrodos amperiométricos permitem a determinagéo rapida e simples

dos analitos alvo (Wang, 1999).

2.2- Transdutores

Um dos maiores problemas na confeccdo de um biossensor eficiente é a
limitada estabilidade do receptor e a resisténcia difusional da matriz usada para
imobilizar o receptor proximo ao transdutor. Sobretudo, ha ainda a necessidade de
amplificar o sinal gerado, sem que haja interferéncias. Portanto, dependendo da
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natureza das interagdes bioquimicas com o analito, um transdutor mais adequado as
caracteristicas do dispositivo deve ser adaptado ao biossensor (Deshpande;
Amalnerkar, 1993).

Geralmente nos biossensores eletroquimicos a variagdo de alguma grandeza
elétrica esta ligada a concentragdo do analito na amostra biolégica. E deste tipo a
maioria dos transdutores usados em biossensores comerciais, pois sao biossensores
com elevada sensibilidade, seletividade e com equipamentos de medicdo mais
simples, quando comparados com o0s outros tipos de transdugcdo, como o0s
biossensores piezoelétricos e 6ticos. Os eletroquimicos funcionam com a imerséo de
um eletrodo numa solucao eletrolitica que resulta na troca de elétrons entre o
transdutor e o analito (Silva, 2011).

O transdutor de sinais é responsavel pela deteccédo e conversédo desse sinal,
em uma resposta mensuravel, em um sinal como som, luz, corrente elétrica, diferenca
de potencial elétrico ou variacdo de temperatura e, a partir disso, o sistema de
processamento de dados tera a funcdo de modelar esses sinais eletrénicos do
transdutor, para apresenta-los em um medidor, um display ou tela de computador,
e/ou armazena-los (Furtado et al., 2008; Silva, 2011; Guimaraes, 2009; Mehrvar; Abdi,
2004).

Esses transdutores podem ser classificados pelo principio de energia envolvida
na transducado como os eletroquimicos (eletrdlise de espécies que sofrem oxidagéo-
reducéo), 6ticos (medida da luminescéncia ou fluorescéncia), piezoelétricos (medida
da frequéncia de vibracao relacionada a variagao de tensao) e térmicos (variagao de
temperatura entre a amostra e o meio) (Skladal, 2003; Chaubey; Malhotra, 2002).

Para que um transdutor seja eficiente na interagcdo com o material bioldgico, o
mesmo deve detectar apenas um reagente ou um produto especifico (seletivo), ndo
respondendo a outras substancias presentes na amostra analisada (Fatibello Filho;
Capelato, 1992). Neste sentido, a utilizacdo de metais com boa condutividade e pouca
reatividade quimica com o analito, se faz necessaria para um sinal de resposta mais
fidedigno, como € o caso do aco inox. Além dessas propriedades, a boa resisténcia
mecanica auxilia no suporte dos outros constituintes do transdutor como, por exemplo,
as camadas eletrodepositadas, camadas poliméricas e enzimaticas.

Para uma melhor conversao do sinal biolégico em sinal elétrico, o antiménio
(Sb) pode ser adicionado ao aco inox por eletrodeposi¢cédo, por ser um semi-metal e
possuir quatro estados de oxidagao Sb(V), Sb(lll), Sb(0) e Sb(-lll) (Ungureanu et al.,
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2015). O antimb6nio e seus compostos apresentam varias propriedades que podem
ser utilizadas em diversas aplicagoes, pois apresentam propriedades como a relagao
quase linear entre forga eletromotriz (f.e.m.) e pH (de 2 a 12); leituras reprodutiveis e
estaveis; facil fabricagéo e baixo custo (Chan, 2012).

2.3- Enzima

Enzimas constituem um grupo de macromoléculas biologicas e sdo definidas
quimicamente como proteinas, com elevada atividade catalitica, especificidade e
seletividade (An et al., 2015).

Um catalizador é uma substancia que acelera uma reacao quimica, tornando-a
instantdnea e diminuindo assim, a energia de ativagdo (energia minima necessaria
para que os reagentes possam se transformar em produtos). Como catalizadores, as
enzimas atuam em pequena quantidade e se recuperam indefinidamente. Logo, nao
leva em consideracao reagdes que sejam energicamente desfavoraveis, como
também ndo modificam o sentido dos equilibrios quimicos, apenas aceleram a reagéao
(Kieling, 2002). A Figura 2 representa o efeito catalitico de uma enzima.
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Ea: energia de ativacéo; E.y: energia do catalisador; E, energia dos produtos;
E:: energia dos reagentes; H,: entalpia dos reagentes; Hy: entalpia dos produtos;
AH: diferenca de entalpia.

Figura 2- Efeito catalitico da enzima em uma reacao (Almeida et al., 2008).

As reacdes enzimaticas tem como grande vantagem a elevada especificidade
dos substratos utilizados e os produtos que sdo gerados. A atividade enzimética pode
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ser afetada pela temperatura, tendo em vista que, diferentes enzimas tém intervalos
6timos de temperaturas para uma boa atividade. O pH, a pressao e a concentracao
do substrato também podem afetar a atividade enzimatica (Hansen, 2011).

As enzimas tém uma boa caracteristica que é a alta especificidade pelos seus
substratos, podendo ser absoluta ou relativa. Especificidade absoluta acontece
quando as enzimas se ligam a apenas um tipo de substrato catalisando uma uUnica
reagao, ja a especificidade relativa, € quando a enzima se liga a diferentes tipos de
substratos quimicamente semelhantes, catalisando assim varias reagbes (Hansen,
2011).

As interacbes entre o substrato e a enzima ocorrem através de um sitio ativo
presente na estrutura enzimatica. O sitio ativo é a regido que contém residuos de
aminodcidos capazes de interagir com o substrato e catalisar a transformacao
quimica. Logo, o substrato deve ser capaz de se ligar especificamente a enzima, a fim
de possibilitar o produto final da reacado (Nelson; Cox, 2002). Como demonstrado na
equacao (2):

E+SoESoP (2)

onde E é enzima, S é substrato e P é produto da reacgéao.

Em 1894, Emil Fischer propds o modelo tipo chave-fechadura, para a ligacao
da enzima-substrato (Figura 3), onde a enzima e o substrato tém formas estruturais
complementares, fazendo com que se encaixem os pares especificos. Anos depois
em 1958, Daniel Koshland propés o modelo chave-fechadura induzido (Figura 4),
afirmando que os sitios ativos das enzimas eram estruturas flexiveis que alteram a

sua estrutura de acordo com a interagao com o substrato (Nelson; Cox, 2002; Martins,

2008).
B
3

Figura 3- Modelo Chave-Fechadura de Fischer (Martins, 2008).
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Figura 4- Modelo Chave-Fechadura Induzida de Koshland (Martins, 2008).

2.3.1- Enzima Uréase

Os elementos catalisadores de reconhecimento baseados em enzimas séo
muito atraentes para a aplicacao em biossensores, devido a algumas vantagens como
a variedade de produtos de reacdes mensuraveis de processo catalitico, incluindo
prétons, elétrons, luz e calor. A enzima uréase pode ser utilizada como elemento de
reconhecido, devido a sua capacidade de determinar e/ou monitorar a ureia, tanto em
aplicac6es médicas ou ambientais (Barhoumi et al., 2006).

A uréase é uma metaloenzima dependente do niquel, capaz de catalisar a
hidrélise de ureia, produzindo assim duas moléculas de aménia e uma de gas
carbdnico, como mostra a Figura 5, podendo ser extraida de sementes leguminosas,
bactérias ou fungos. Mas, a mais estuda € a uréase extraida do jack bean (feijao de
porco), que também pode ser identificada como Canavalia ensiformis, que foi a
primeira enzima a ser cristalizada (Sujoy; Aparna, 2013; Nelson; Cox, 2002).

'HZN . | UREASE | |
C=0 +H,0 | 2NH; |+ CO, |
N G
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Figura 5- Representacao da hidrolise de ureia catalisada por uréase.

De acordo com Lee et al. (2008b), a estrutura molecular da uréase que foi
determinada por andlises de difragdo raios X, fornece o sitio ativo da enzima, que
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contém dois ions de niquel em ponte, ligado por uma lisina carbamilada e um ion de
hidréxido, como mostra a Figura 6. Cada niquel coordena dois residuos de histidina e
uma molécula de agua. A esfera de coordenagdo de um centro de niquel, Ni(2), é
completado por um aspartato terminalmente resultando em um ambiente pseudo-
octaédrico; enquanto que outro ion de niquel, Ni(1), possui uma geometria piramidal
quadrada distorcida.

[~ > HOHOH. o
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Figura 6- Representacdo esquematica dos sitios ativos da uréase (Lee et al., 2008b).

A uréase € uma das poucas enzimas que requerem o niquel para sua atividade.
Visto que, a ligagdo do niquel a uréase é muito especifica e segura, e para uma
remocao de ions metalicos precisa-se de um tratamento forte com &cidos ou agentes
desnaturantes, que ndo é o caso das outras metaloenzimas (Balasubramanian;
Ponnuraj, 2010).

2.4- Imobilizagao de Enzimas

A imobilizagéo é uma etapa fundamental na fabricacdo de um biossensor, pois
tem o objetivo promover o contato intimo do elemento de reconhecimento bioldgico
com o eletrodo. Dentre os materiais geralmente utilizados para o reconhecimento
biolégico (enzimas, anticorpos, células, acido nucleico, micro-organismos, etc.),
destacamos as enzimas, que sdo mais comumente utilizadas e estudadas para
obtencdo de dispositivos. Um inconveniente no uso de enzimas como reagentes
analiticos € o custo elevado, principalmente se forem purificadas, sendo imobilizacéo
enzimatica uma solugao pratica, ja que, a principio, podem ser usadas repetidas vezes
(Santos, 2012; Fernandes, 2012; Andrade, 2006).



23

O suporte adequado para imobilizagdo de enzimas deve possuir algumas
caracteristicas como se ligar facilmente a enzima e ser quimicamente inerte (Gerard;
Malhotra, 2005).

Alguns suportes utilizados como matrizes de imobilizagdo sao vidros,
membranas, polimeros, nanomateriais, sol-gel, hidro-gel, fioras e grafite. E
interessante ressaltar a importancia da estabilidade das enzimas por longos periodos
de tempo quando imobilizadas no suporte, tornando assim fundamental para eficiéncia
de um biossensor. Isso depende do tipo de técnica de imobilizagao utilizada para fixar
o material bioldgico na superficie do transdutor. Varias técnicas sao utilizadas nesse
processo de imobilizacdo da enzima no suporte, dentre elas destaca-se a adsorgao,
a ligacao covalente, a encapsulacao e a ligacao cruzada, como mostra a Figura 7
(Guimaraes, 2009; Santos, 2012; Fatibello Filho; Capelato, 1992b).
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Figura 7- Representacao dos tipos de imobilizagdo: a) adsorgéo, b) a ligagao covalente, c) a
encapsulagao e d) a ligacdo cruzada (Andrade, 2006).

O tipo de imobilizacao pode afetar na perda de atividade catalitica da enzima,
devido a desnaturagdo e desativacdo. Outros fatores como a area superficial, a
porosidade e o carater hidrofilico do suporte também afetam a atividade, contudo, a
imobilizagdo prolonga o tempo de meia-vida do biocomponente. Portanto, técnicas
para aumentar a estabilidade operacional e de armazenamento do biocomponente

sao importantes para aplicacao de biossensores (Andrade, 2006; Singh et al., 2008).
2.5- Polimeros Naturais
Polimeros sao formados por cadeias macromoleculares que séo constituidas

por unidades repetitivas de mero, ligadas entre si por ligagdes covalentes e possuindo

alta massa molar. Podendo assim, possuir cadeias lineares, com ou sem ramificagoes,
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ou ainda cadeias ligadas entre si formando estruturas tridimensionais. Essa
diversidade de estruturas macromoleculares pode diversificar os tipos de polimeros
como o0s naturais e sintéticos (termoplasticos, termofixos e elastébmeros). Os
polimeros sintéticos se formam a partir de substancias naturais processadas, ou seja,
deve haver algum tipo de processamento para a sua obtencdo. Ja os polimeros
naturais sdo extraidos diretamente da natureza, todavia ndo se tem nenhum
processamento para a sua obtengcdo, como por exemplo, o latex, algodéo, celulose e
quitosana (Challa, 1993; Franchetti; Marconato, 2006).

Os polimeros naturais possuem uma sintese que envolve geralmente reagdes
catalisadas por enzimas e reacdes de crescimento de cadeia a partir de monémeros
ativados, que se formam dentro das células por processos metabdlicos complexos
(Franchetti; Marconato, 2006).

Dentre os polimeros naturais existentes a quitosana apresenta boas
propriedades para o uso em imobilizacdo de enzimas para aplicacdo em
biossensores. E um polimeros de facil disponibilidade, pois sdo encontrados em
abundancia na natureza, o que diminui os custo, sdo biodegradaveis, biocompativeis,
possuem boas propriedades fisico-quimica e tem facilidade de ser processada de
varias formas como membranas, filmes, esferas, entre outras (Magalhaes; Machado,
1998; Narang; Pundir, 2011).

2.5.1- Quitosana

Em 1859 foi a primeira vez que a quitosana foi descrita, embora sé em 1894 o
nome quitosana surgiu devido as caracteristicas semelhantes entre a ela e a quitina.
Naquela época a quitosana foi caracterizada como um polimero insoluvel em agua e
como um 6timo ligante. Porém, devido a grande semelhanca entre a quitosana, a
quitina e a celulose, constitui-se entre elas uma grande desordem que manteve-se até
o inicio do século XX, quando pesquisas concretizaram que se tratavam de
substancias diferentes. Na época, a celulose por ser bastante explorada nas industrias
de papel e téxtil, passou a ter grande investimento tecnoldgico. J&4 a quitina e a
quitosana ficaram restritas as pesquisas basicas e com pouco investimento financeiro
(Antonino, 2007).

A quitosana é um polimero natural obtido através da desacetilacdo da quitina,

que se encontra presente abundantemente nos exoesqueletos de crustaceos como o
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camarao e o caranguejo (Abreu et al., 2013). A quitina € um polissacarideo com
estrutura quimica composta com unidades de monémeros de 2-acetamido 2-deoxi- 3-
D- glicose ligadas através do 3 (1 — 4), como mostra a Figura 8. A posig¢édo do C2 no
anel de glicose do monémero tem um grupo acetamida, onde o grau de conversao do
grupo acetamida para o grupo amina nao esta realmente completa, isto é dado pelo o
grau de desacetilacao da quitosana. A N-desacetilacao de quitina leva a formacéao da
quitosana, na qual depende do grau de desacetilagcao da quitina (Aravamudhan et al.,
2014).

O grau de desacetilacdo confere a quitosana o numero de unidades
desacetiladas e pode ser definido como o numero de grupos amino em relacao aos
grupos amida da cadeia polimérica (Antonino, 2007).

OH OH OH
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NH -\ -\\ |
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{
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HH-:‘_\ _.---'\-'-.\_3_/|J|-;;|-_\__---'\-:l/ Hl'h.\_‘L__-- et P
i e dﬂ\
NEz MH., NH
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Figura 8- Estrutura quimica da quitina e da quitosana (Aravamudhan et al., 2014).

A quitosana possui algumas caracteristicas por ser um polimero natural, de
baixo custo, renovavel, biocompativel, biodegradavel, atoxico e de grande importancia
econO6mica e ambiental. Suas propriedades dependem principalmente de sua massa
molar aparente e do grau de desacetilacdo, ambos os parametros sdo importantes
para definir a solubilidade do polissacarideo em meio aquoso (Abreu et al., 2013;
Mendes et al., 2011).

A quitosana é considerada ideal para utilizacdo como suporte de imobilizacao
de enzimas, em virtude de apresentar um grande percentual de grupos amino e de

hidroxilas disponiveis em sua estrutura quimica. Com a capacidade de ser processada
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de varias formas (gel, membrana, filmes, fio, entre outros). Além disso, a quitosana
pode ser aplicada em varias areas como a medicina, em produtos farmacéuticos, na
agricultura, em biotecnologia, na industria de cosméticos e de alimentos e, também,
como adsorvente na remocao de corantes e no tratamento de efluentes industriais
(QOliveira; Vieira, 2006).

2.6- Ureia

A ureia no organismo humano se encontra como um produto natural da etapa
final do metabolismo das substancias nitrogenadas no organismo, formada
principalmente pelo figado, depois é filtrada pelos rins e eliminada pela urina; é
caracterizada por ser um composto téxico cuja férmula € (NH2)CO (Braga, 2012). A
ureia também pode ser encontrada na natureza e a sua andlise € importante na
quimica dos alimentos e no monitoramento ambiental (presentes em solos e aguas
contaminadas) (Soares, 2011).

Segundo Sodré et al., 2007, a ureia € o principal metabdlito nitrogenado
derivado da degradacao de proteinas pelo organismo, sendo 90% excretados pelos
rins e correspondendo a aproximadamente 75% do nitrogénio nao-proteico excretado.
O restante da ureia é eliminado basicamente pelo trato gastrintestinal e pela pele. A
degradacao das proteinas inicia-se com o processo de protedlise que, na maioria das
vezes, € mediado enzimaticamente. Varias enzimas tém a capacidade de degradar as
proteinas, algumas delas com acbes bem especificas; outras, agindo em sitios
comuns a todas as proteinas. Apds o processo de degradacao das proteinas em
aminoacidos, a biossintese da ureia se da exclusivamente em processo hepatico
intracelular, no qual o nitrogénio contido no amino&cido € convertido em ureia por um
ciclo enzimatico.

A ureia é catalisada pela enzima uréase, formando assim duas aménias e um

gas carbbnico, como mostra a Figura 9.

NH,CONH, + 3H,O0  _1E=2€0 2NH4" + HCO3 + OH"

Figura 9- Representa o processo de catalisagdo da ureia (Massafera, 2010).
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O nivel normal de ureia em soro é de 8-20 mg/dL, todavia se houver um
excesso de ureia no corpo pode ser indicios de uma insuficiéncia renal, obstrucéo da
area urinaria, desidratacdo e sangramento gastrintestinal. Ja a diminuigdo na
concentragao de ureia causa fracasso hepatico entre outras sindromes (Braga, 2012;
Soares, 2011).

A insuficiéncia renal crénica € uma lesdao no érgao com perda progressiva e
irreversivel da funcao dos rins, ou seja, é a perda subita da capacidade dos rins
filtrarem residuos, sais e liquidos do sangue. A principal causa de doencas renais € a
hipertensdo e o diabetes. Mas, se diagnosticada precocemente e com condutas
terapéuticas apropriadas serao reduzidos o sofrimento dos pacientes. Logo, pacientes
com insuficiéncia renal crénica, em programa de hemodialise sao levados a conviver
diariamente com uma doencga irreversivel que obriga a uma forma de tratamento
dolorosa e de longa duracéo (Higa et al., 2008).

Diante disto, ha varios relatos de doencas renais e, com isso uma crescente
necessidade de diagndstico rapidos e precisos. Logo ha uma grande importancia de
confeccionar ferramentas analiticas para o monitoramento de ureia em tempo real,
com portabilidade, com baixo custo (eliminando o procedimento laboratorial) e

rapidez.
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3.0- MATERIAIS E METODOS

Toda pesquisa, foi realizada na Universidade Federal de Campina Grande —
UFCG, no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
— CERTBIO.

3.1- Materiais

Fita de ago inox (ASTM 301);

Potassio Antiménio (lll) tartarato hidratado — CsH4K2012Sb2. xH20 — PM = 613.83
g/mol — Sigma Aldrich;

Quitosana médio peso molecular (~90% de desacetilagao) — Fabricada no Laboratério
Certbio;

Acido Acético Glacial - Sigma Aldrich;

Urease (50 — 100 u/ml) - Sigma Aldrich;

PBS - Tampao fosfato-salino — Sigma Aldrich;

Ureia — PM = 60,06g/mol — CH4N20 — Sigma Aldrich;

Glutaraldeido — Sigma Aldrich;

Equipamento de aquisicdo de dados — Agilent 34970A;

Fonte de tensdo 9 (EA-OS 2032-050);

Creatinina — Sigma Aldrich;

Vidrarias de laboratorio: Béquer, baléo, vidro de relégio, bastéo;

Balanca digital;
3.2- Preparacao dos eletrodos de trabalho

Os eletrodos sensor e referéncia foram construidos de acordo com o seguinte
fluxograma (Figura 10), que deve ser seguido para uma melhor compreensdo da
montagem do eletrodo e para avaliacdo da imobilizacdo da enzima urease com a

quitosana com diferentes nimeros de camadas e composicao diferente.
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Cortes das fitas Eletrodeposicao
de aco inox de antimoénio nas
fitas

Imobilizagao da
enzima urease

QUITOSANA (0,5%) + ENZIMA UREASE

Sem Com
Glutaraldeido Glutaraldeido

% \% % % v

Figura 10 - Fluxograma da imobiliza¢cdo da enzima com
quitosana e quitosana/glutaraldeido.

\%

3 camadas

3.2.1- Preparacao do suporte do transdutor
Para suporte do biossensor foi escolhido o ago inox, por ser um bom condutor
elétrico, relativamente barato e inerte ao analito, com essas caracteristicas esse

suporte vai auxiliar o transdutor na transferéncia do sinal.

3.2.1.1 Preparacgéao das fitas aco inox
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Para a preparacao dos eletrodos, o aco inox foi cortado em fitas com dimensodes
5mm de largura e 50mm de comprimento, para ser utilizado como suporte de
transducédo nas etapas subsequentes. Com isso, esse transdutor proporciona baixo
custo na produgéao dos eletrodos, portabilidade, praticidade, boa condutividade e é um
material inerte ao analito e as demais camadas presentes no eletrodo. A Figura 11
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Figura 11- Fitas de aco inox para ser utilizada como suporte de transducao.

representa as fitas.

3.2.1.2- Preparacgéao do transdutor sobre o suporte

Para uma melhor conducao do sinal elétrico, os suportes (fitas de aco inox)
foram eletrodepositadas utilizando Potassio de Antiménio(lll) Tartarato Hidratado.
Para a solucao, foram utilizados 2 g de potassio de antiménio(lll) tartarato hidratado
em 50 ml de 4gua destilada. As fitas foram mergulhadas na solucéo, cobrindo cerca
de 20mm de seu comprimento e em seguida foi aplicado uma diferenca de potencial
durante 5 minutos, periodo que o antimbnio se eletrodeposite na regido desejada
formando uma camada de (Sb/Sb203). Essa diferenca de potencial foi produzida por
meio de uma fonte de voltagem, com diferencas de potencial de 4, 6 e 9 volts,
adaptado de (Tymecki et al., 2006), como mostra o esquema da Figura 12 e na Figura
13 os transdutores.
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\. Solugio de potdssio de

antmmidmie ([[T1artarate
hidratado

Figura 12- Exemplo da eletrodeposi¢cao de antiménio em fitas de ago para a voltagem de 9
volts.

Figura 13- Suporte de aco inox eletrodepositado com antiménio para ser aplicado como
transdutor.

Essa eletrodeposicao foi realizada para todos os eletrodos, tanto o sensor
quanto o de referéncia, para a preparacao do transdutor de sinal. Depois, foi avaliada
qual eletrodeposicdo era mais satisfatdria, observando o aspecto superficial dos
eletrodos de acordo com a homogeneidade, presenca de poros, formacdo de
aglomerados e melhor recobrimento. Em seguida, todos os transdutores passaram
por um tratamento térmico em 550°C durante 1 hora, para a formagdo com éxido de

antimonio.
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3.2.3- Preparacao dos eletrodos sensores

A imobilizacdo da enzima é uma das etapas mais importantes na construcao
de um eletrodo sensor, pois confere ao sensor uma maior estabilidade operacional e
um maior armazenamento do biocomponente, possibilitando assim, uma maior
repetibilidade de analises. Essa imobilizacdo consiste em possibilitar o confinamento
da enzima em uma matriz, para que nao ocorra lixiviagdo da enzima durante as
analises.

A imobilizagdo da quitosana/uréase e quitosana/urease/glutaraldeido foi
aplicada apenas para a confeccdo dos eletrodos sensores, pois o0s eletrodos

referéncia foram apenas cobertos por membranas de quitosana.

3.2.3.1- Preparacao da solugao de quitosana

Inicialmente foi preparado uma solucao de quitosana (0,5%), onde este
polimero encontra-se na forma de p6 e é dissolvido em acido acético (0,1 Mol/L) sob
agitacdo magnética durante 4 horas, depois a solu¢ao foi filtrada numa bomba a vacuo
para a retirada dos residuos, adaptado de (Tan et al., 2010).

3.2.3.2- Preparacao da solugdo da enzima urease

Para a solucdo da enzima urease foi pesado 1,0 mg da enzima e foi dissolvida
em 1,0 mL de solucéo de tampéo fosfato de sédio (PBS), adaptado de (Garcia et al.,
2007).

3.2.3.3- Preparacao da solucéo de glutaraldeido

Foram preparadas concentracdes de glutaraldeido de 0,05%, 0,25%, 0,5%, 1%
e 2%, para avaliar a melhor concentracao a ser utilizada para imobilizar as camadas
de quitosana/urease sobre o suporte. Essas solugbes foram aplicadas sobre as
membranas, reticulando as mesmas. Logo, foi observado que quase todas as
concentracdes de glutaraldeido causaram o rompimento nas membranas, apds a
evaporacao do solvente, apenas com a concentracao de 0,05% as membranas foram
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imobilizadas sem rompimento. Por fim, foi utilizado a concentracdo 0,05% em todas

as camadas dos eletrodos com glutaraldeido.
3.2.3.4- Imobilizag&o da urease sobre o eletrodo sensor

Depois de todas as solugdes prontas, foi realizado a imobilizacdo da enzima
urease. A solu¢do de quitosana e a solugdo da enzima urease foi gotejada sobre o
eletrodo sensor como mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Montagem do eletrodo sensor com as membranas de quitosana/urease.

Camadas de .
. Gotejamento
Enzima

1 camada (E1) Quitosana Urease Quitosana
2 camadas (E2) Quitosana Urease Quitosana Urease Quitosana

3 camadas (E3) Quitosana Urease Quitosana Urease Quitosana Urease Quitosana

Para uma melhor imobilizacdo da membrana foi realizado estudos com as
membranas quitosana/urease/glutaraldeido (Magalhaes; Machado, 1998), pois 0 uso
de reticulante pode melhorar a imobilizagcao e aumentar o armazenamento da enzima.

Diante disto, foi utilizado a solucao de glutaraldeido (0,05%) para imobilizar as

membranas, como mostra a Tabela 2 e 0 esquema da Figura 14.

Tabela 2- Montagem do eletrodo sensor com as membranas de
quitosana/urease/glutaraldeido.

Camadas .
de Gotejamento

Enzima
1

camada Quitosana Urease Quitosana Glutaraldei-
(=hers, do (0,05%)
2
camadas Quitosana Urease Quitosana Urease Quitosana Glutaraldei-
(E2GA) do (0,05%)



camadas Quitosana Urease Quitosana

(E3GA)
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Glutaraldei-
do(0,05%)

Urease Quitosana Urease Quitosana

Glutaraldeido
Enzima urease

e e Membrana de quitosana
—_— Membrana de quitosana

C = T 7 1 T ] Antimonio eletrodepositado

Eletrodo de aco inox

Figura 14- Esquema de confecgéo do biossensor de ureia com membranas de
quitosana/urease/glutaraldeido.

3.2.4- Preparagdo dos eletrodos referéncia

Os eletrodos referéncias foram confeccionados através de gotejamento de

quitosana e quitosana/glutaraldeido sobre as fitas de ago eletrodepositadas com

antiménio. Nesses eletrodos o gotejamento foi realizado da mesma forma que o

eletrodo sensor, sé nao utilizou a enzima urease, para cada sensor uma referéncia de

acordo com a montagem. Como mostra a Tabela 3.

Camadas
1 camada
(E1)

2 camadas
(E2)

3 camadas
(E3)

1 camada
(E1GA)

2 camadas
(E2GA)

3 camadas
(E3GA)

Tabela 3- Montagem do eletrodo referéncia.

Quitosana

Quitosana

Quitosana

Quitosana

Quitosana

Quitosana

Gotejamento

Quitosana

Quitosana Quitosana

Glutaraldeido

0,05%
) Glutaraldeido
Quitosana
0,05%
) . Glutaraldeido
Quitosana Quitosana

0,05%
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3.2.5- Preparacao das solugdes para os testes de bioresposta dos biossensores

Para realizacao dos testes de bioresposta, foi preciso a preparacao de solucdes
em varias concentracdes de ureia. Para os testes de seletividade e especificidade da

enzima urease foi preparada uma solugao de creatinina.
3.2.5.1- Solugéo de ureia

As solugdes de ureia foram preparadas em varias concentragdes de 0,01 M,
0,05 M, 0,1 M, 0,5M, 1,0 M e 1,5 M. Como foi utilizado 50 ml da solugdo tampao de
PBS para dissolver a ureia, entdo foram pesados os seguintes valores de
concentracodes (0,03 g, 0,159, 0,3 g, 1,5 g, 3,0 g e 4,5 g) de ureia cada um em um
recipiente para medicdo do biossensor. Essas concentragbes foram utilizadas para
avaliar as curvas de bioresposta dos sensores, verificando assim a efetividade da
imobilizacdo da enzima urease sobre o eletrodo sensor. Também, foi preparada uma
solugéo de ureia com 4,0 M para a analise de sensibilidade enzima urease no eletrodo

sensor com melhor performance nas medidas.

3.2.5.2- Solucao de creatinina

A solucao de creatinina foi preparada em uma concentragéo de 4,0 Mol/L, onde
foi pesado 4,52 g em 10 ml de solugao tampéao de PBS, para a andlise de seletividade
e especificidade da enzima urease no eletrodo sensor.

3.3- Caracterizagdes dos eletrodos

3.3.1- Microscopia Optica (MO)

As caracterizagdes por MO foram realizadas por um Microscopio Optico
HIROX, com magnificagcdo maxima de 3500x, onde o0 mesmo pode operar com luz
transmitida ou refletida, acoplado a uma estagcéo de captura de imagens digitais.

As micrografias dos suportes eletrodepositados com diferentes voltagens foram
obtidas com diferentes magnificagdes, para observar o0 aspecto e homogeneidade das
superficies.
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JA& as micrografias das membranas de quitosana/urease e
quitosana/urease/glutaraldeido sobre o eletrodo, foram obtidas com magnificacées de
350x, 1050x e/ou 2000x, como também os eletrodos referéncias sem a enzima, so
com a quitosana. Foram avaliados os tipos de imobilizagao da enzima com diferentes

nameros de camadas, como descritas na metodologia de montagem das membranas.

3.3.2 - Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)

A caracterizagdo por MEV foi realizada em um Microscopio Eletrénico de
Varredura da Hitachi, modelo TM- 1000, com magnificacdo maxima de 50000x,
profundidade de foco de 1mm, resolugdo de 30nm, 15KV, baixo vacuo e pressao
variada (1a 270Pa).

As imagens de MEV foram obtidas com diferentes magnificacées de 2000x,
8000x e 16000x, nas membranas de quitosana com 1, 2 e 3 camadas de enzima
urease com e sem glutaraldeido, como também os eletrodos referéncias sem a
enzima, s6 com a quitosana. Foram avaliados, as imobilizagbes da enzima urease

observando a morfologia das membranas sobre os eletrodos.

3.3.3- Difragéo de Raios X (DRX)

A caracterizacdo por DRX foi realizada com o objetivo de determinar as fases
cristalinas presentes e o tamanho de cristalitos. As analises de difragao de raios X
foram conduzidas a temperatura ambiente em aparelho XRD-7000 Shimadzu,
utilizando radiacdo Ka do cobre (1,5418 A), tensdo de 40kV e corrente 30mA,
examinados com angulo de incidéncia fixo em 5 graus em um intervalo de 26 entre
25,0 e 80,0 graus a uma velocidade de varredura de 26/min.

O DRX foi obtido para verificar a presenca do 6xido de antiménio (Sb203 e/ou
Sb20s) nas fitas de aco eletrodepositadas e nas fitas que foram submetidas ao

tratamento térmico.

3.3.4— Caracterizagbes de bioresposta em termos de corrente (A)

A bioresposta dos eletrodos sensores foram obtidas medindo a corrente em
fungdo da concentracao de ureia (M), ou seja, com a variagdo da concentracédo de
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ureia ha uma variagdo de corrente, formando assim uma curva de calibragdo do
biossensor. Para a obtencao da corrente foi montado um circuito composto por uma
fonte de voltagem, um aparelho de aquisicdo de dados e os eletrodos (sensor e
referéncia), como mostra a Figura 15 que representa o esquema do circuito para a
avaliacao dos biossensores em termos de corrente (A). O circuito funciona com a
aplicacao de uma voltagem fixa no eletrodo e leitura da corrente gerada. Dessa forma,
uma variacao de corrente estara condicionada a uma variagdo de concentracao de
ureia na solucado. Para a escolha da voltagem mais adequada foram realizados testes
utilizando apenas um tipo de eletrodo sensor e uma concentracdo, com isso foi

avaliado a melhor voltagem para realizar os ensaios de bioresposta amperiométrica.

Processador de Dados

Fonte de Voltagem

PRERRRRRRY
ARRRARRRNNNY
RALLAARARENY

Aquisitor de Dados | | | |

Figura 15- Esquema do circuito para medicdo amperiométrica das concentragdes de ureia.

Essas biorespostas sdo fundamentais para a avaliacdo da efetividade da
enzima imobilizada com quitosana e quitosana/glutaraldeido, pois os eletrodos devem
apresentar caracteristicas de biossensores em termos de bioresposta, como
estabilidade, tempo de resposta, faixa de linearidade, sensibilidade, seletividade,
especificidade e repetibilidade do eletrodo sensor, como mostra a Tabela 4.



Estabilidade

Tempo De
Resposta

Faixa De
Linearidade

Sensibilidade
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Tabela 4- Caracteristicas de biossensores.

Corrente (mA) X Tempo (s)

Corrente (mA) X Tempo (s)

Corrente (mA) X
Concentracao de ureia (M)

Corrente (mA) x Tempo

(s)

A estabilidade € considerada um dos fatores
essenciais na performance de um
biossensor, podendo variar de acordo com a
geometria do sensor, com o método de
preparac¢do, com o receptor e o transdutor.
Condigbes operacionais como concentracao
do analito, contato continuo ou esporadico
do biossensor com a solucdo do analito,
temperatura, pH, presenca de solventes
organicos e composicdo da matriz da
amostra, interferem na resposta do
biossensor (Andrade, 2006).

Quanto menor o tempo necessario para que
uma variagdo na concentragdo do analito
seja mensurada como uma variagéo no sinal
de saida do biossensor, mais rapida seré sua
resposta. Uma série de fatores determina a
velocidade do biossensor, incluindo o pH da
solugdo, cinética das reacgdes, difusédo do
substrato na solugdo, como também
propriedades fisicas e o tamanho relativo do
biossensor (Andrade, 2006).

A faixa de linearidade do biossensor tem que
apresentar resultados constantes desde a
concentracdo nula até a concentracao
maxima de substrato que possa ser
fisicamente dissolvida no meio de medida.
Na pratica, a regiao de linearidade é
normalmente restrita a um determinado
intervalo de concentracbes de substrato
(Barbosa, 2008).

A sensibilidade é determinada pela relagao
entre o sinal de saida (sinal elétrico) e o sinal
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de entrada (sinal bioldégico) no transdutor.
Comumente, acontece na alteracdo de
concentracdo de um correagente ou de um
coproduto com uma reagao quimica, com
isso sédo medidos os substratos de interesse
(o analito), que devera em seguida ser
relacionado diretamente com as espécies
quimicas detectadas através de
estequiometria adequada (Barbosa, 2008).
A seletividade é capacidade que o
biossensor tem de diferenciar a molécula de
interesse na presenca de outras moléculas
ou impurezas. Essa caracteristica esta
Seletividade Corrente (A) X Tempo (s) o
relacionada com a especificidade do
biossensor, assim quanto mais especifico o
biossensor, maior ser4d a sua seletividade
(Furtado et al., 2008).
A especificidade do biossensor esta ligado
diretamente entre o biocomponente e o
Especificidade Corrente (A) X Tempo (s) analito alvo, quanto mais especifico for esse
biocomponente do analito, maior sera a
seletividade e sensibilidade do sensor.
A repetibilidade é a capacidade que o
biossensor tem de detectar resultados
semelhantes, sem que perca a confiabilidade
Repetibilidade  Corrente (A) X Tempo (s) _ _
nas biorespostas, com 0 mesmo biossensor
sendo utilizado varias vezes (Algasaimeh et
al., 2007).

A estabilidade e o tempo de resposta foram avaliados através da corrente
versus tempo, isso para cada eletrodo sensor. Ja a faixa de linearidade foi avaliada
através da concentracdo de ureia versus corrente, observando as curvas de acordo
com a mudanga de concentragdo. O teste de sensibilidade da enzima foi realizada
com a escolha de um eletrodo e uma concentracao de ureia (E2-GA e a concentracao
0,1Mol/L), sendo realizado uma cronoanalise adicionando a cada 100 segundos
aliquotas (de 50 pL) de ureia (concentracdo de 4,0Mol/L) na solugcdo durante as
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medidas, para verificar a sensibilidade do sensor imobilizado. A seletividade e a
especificidade foram avaliadas através de ensaios com corrente versus tempo, de
forma semelhante com o teste anterior. Foi utilizado um sensor e uma concentracao
qgue apresentava boa resposta (E2-GA e a concentracao 0,1Mol/L), logo o sensor foi
submetido a uma corrente de 0,5V e durante a medi¢ao foi adicionado a cada 50
segundos, aliquotas de 50 ul de creatinina na solucéo, para observar se seletividade
e especificidade do sensor/e ou/urease na presencga de outra substancia (creatinina).
Para a repetibilidade foi escolhido apenas uma concentragcdo (0,1Mol/L), onde foi
avaliado através das medicdes de corrente versus o tempo, onde esse eletrodo por 5
medicOes sucessivas, para observacdo da coeréncia entre os resultados de

biorespostas.
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4.0- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram divididos em preparagao dos suportes, avaliagdo da
imobilizacdo da enzima urease com quitosana e quitosana/glutaraldeido através de
microscopia e as medi¢des de corrente gerada no teste de biossensores, para mostrar
a efetividade da enzima imobilizada.

4.1- Caracterizagdes dos suportes

4.1.1- Microscopia Optica dos suportes eletrodepositados

Uma boa eletrodeposicdo confere ao eletrodo maior confiabilidade nos
resultados, pois € o transdutor que converte o sinal biolégico em sinal elétrico. Entao,
foi realizado um estudo prévio das eletrodeposi¢cdes de antimbnio, que consiste na
verificacdo da influéncia da voltagem aplicada na eletrodeposicédo das fitas de ago
inox. A diferenca de voltagem e a distancia do eletrodo implica na variagdo da
morfologia do revestimento do sensor. Para isto, foram realizadas analises de
microscopia Optica para avaliar a superficie da eletrodeposi¢cdao do antiménio nos
eletrodos e, verificar a melhor cobertura e homogeneidade, em relagdo ao tipo de
voltagem que foi aplicada (4, 6 e 9 volts). A Figura 16 apresenta as micrografias

superficiais dos revestimentos de antiménio para cada condi¢do de eletrodeposicao.

Figura 16- Superficie do eletrodo com eletrodeposi¢cdo em diferentes voltagens, com o
aumento de 1050x: a) com 4 volts; b) com 6 volts e ¢) com 9 volts.

Na Figura 16 a), verificamos que o recobrimento de antiménio nao foi uniforme,
ja na b), houve uma melhora no recobrimento, mas teve regiées que nao ficou
homogénea. Mas a imagem c), observa-se que a superficie que foi eletrodepositada
com 9 volts obteve uma camada homogénea, compacta, sem a presenca de trincas e
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com uniformidade satisfatéria, quando comparadas com as outras superficies de 4 e
6 volts. Portanto, foi determinado a utilizagéo de 9 volts para realizar eletrodeposicdes
nas fitas de aco inox. Observa-se na Figura 17, a superficie do eletrodo (de 9 volts)
em magnificagdes menores de 100x e 350x, onde apresenta uma estrutura rugosa de

particulas de antiménio.

S00um

Figura 17- Superficie de um eletrodo eletrodepositado com antimdnio sob uma voltagem de
9 volts, com aumento de a) 100x e b) 350x.

Essa superficie com estrutura rugosa promove a fita de aco inox uma melhor
adesdo e maior fixacdo das camadas subsequentes na construcdo do biossensor,
onde essas camadas sdo compostas pela imobilizagdo de quitosana/urease ou
quitosana/urease/glutaraldeido. Contudo, foi determinado a utilizagdo de 9 volts para
a eletrodeposicado do antimbnio nos suportes de fitas de ago inox, para ser aplicado
como transdutor do biossensor.

4.1.2- Difragéo de raios X dos suporte eletrodepositado

Para a verificagdo da estrutura cristalina formada na eletrodeposicédo de
antimonio sobre o suporte de transducéo, foi realizado um ensaio de difracao de raios
X. Na Figura 18, o difratograma mostra picos de reflexdo (02 1), (104),(110)e (20
2) referentes a presenca de uma Unica fase de antiménio (Sb) com simetria
romboédrica e grupo espacial R— 3m. Esse resultado é bastante importante, visto que
a literatura de Barrett et al., 1963, versa que nessa metodologia usada para
eletrodeposicéo, teriamos a formacao do o6xido de antiménio. O mesmo pode estar
sendo formado, mas em camadas superficiais e muito delgadas, ou seja, ndo sendo

possivel sua detec¢do por DRX.
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Figura 18- Difragédo de raios-X do suporte de aco inox eletrodepositado com antiménio.

As fitas de aco eletrodepositadas com antiménio foram submetidas a um
tratamento térmico e em seguida a ensaios de DRX, onde foi observado no
difratograma (Figura 19) do 6xido de antiménio (Sb203) de simetria ortorrébmbica e
grupo espacial de Pccn (Svensson, 1974). Também foi observado a presencga de 6xido
de antiménio (Sb20s) de simetria cubica e grupo espacial Fd-3m (Dehlinger, 1928).
Portanto, é possivel verificar que ha a formagdo do éxido de antiménio apés o
tratamento térmico nos suportes eletrodepositados com antiménio, melhorando assim

a transducao de elétrons no biossensor.
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Figura 19- Difracdo de Raios-x do suporte de ago inox eletrodepositado com antiménio apos
tratamento térmico.

Todos os transdutores utilizaram o suporte de fita de aco inox eletrodepositados
apds o tratamento térmico, pois a presenca do éxido de antimbénio no suporte
transdutor, melhora a transmissao do sinal elétrico para o processador de dados.

4.2- Caracterizacdes dos eletrodos sensores

4.2.1- Microscopia Optica das membranas imobilizadas nos transdutores

As imagens obtidas por microscopia éptica estdo exibidas na Figura 20, sdo
referentes as membranas imobilizadas com quitosana/urease sobre o suporte
transdutor com diferentes niumeros de camadas, onde é possivel verificar que a
membrana com 1 camada apresenta uma superficie porosa, homogénea e rugosa,
sem muitos aglomerados. Logo, eletrodos com 1 camada de enzima foram
imobilizados com poucas membranas de quitosana, consequentemente pouca
cobertura do suporte transdutor. Ja com o aumento do numero de camadas
quitosana/uréase é possivel observar que ha formagéao de aglomerados e diminuigcao
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de poros nas amostras com 2 e 3 camadas. A porosidade na imobilizacdo pode ser
interpretada de maneira positiva, pois confere ao eletrodo melhor permeabilidade na

reacdo entre o analito, a enzima e o eletrodo.

Figura 20- Microscopia Optica dos eletrodos sensor (quitosana/urease) com magnificagao de
350X, 1050X e 2100X, onde a) é o eletrodo com uma camada de enzima imobilizada com
quitosana, b) com duas e c) com trés camadas.

Na Figura 21, observamos micrografias das membranas imobilizadas com
quitosana/urease/glutaraldeido no suporte transdutor com diferentes nimeros de
camadas. Nas imagens com 1, 2 e 3 camadas com a presenga do reticulante, o
glutaraldeido, ndo foi possivel avalia-las visualmente, pois todos os eletrodos

apresentaram membranas com muitos aglomerados, poros e uma superficie
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heterogénea. A presenca do glutaraldeido proporciona a membrana, uma superficie
esponjosa que protege a enzima de lixiviagdo quando submetida a reagdo, o que
possivelmente seja responsavel por uma maior repetibilidade do biossensor.

Figura 21- Microscopia Optica dos eletrodos sensor (quitosana/urease/glutaraldeido) com
magnificagdo de 350X, 1050X e 2100X, onde a) é o eletrodo com uma camada de enzima
imobilizada com quitosana e glutaraldeido, b) com duas camadas de enzimas e c¢) com trés
camadas de enzimas.

Através das imagens de MO é possivel observar a presenga da membrana
sobre a camada de antiménio eletrodepositado no suporte transdutor, e além do mais,
a formacado de aglomerados nas membranas é causada pelos aglomerados da
eletrodeposicao, pois € possivel constatar que com o aumento do niumero de camadas
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esses aglomerados aumentam. E certo que, a enzima urease esteja imobilizada nessa
membrana de quitosana e quitosana/glutaraldeido e, com isso, esses aglomerados
estdo aprisionando as particulas de enzima de maneira desordenada e o ideal seria
uma distribuicdo uniforme, podendo afetar a atividade da mesma.

4.4- Microscopia Eletrdnica de Varredura dos eletrodos imobilizados

As imagens obtidas por MEV, mostradas na Figura 22, tratam-se das
membranas de quitosana imobilizando a urease sobre o transdutor, onde é possivel
observar que a superficie do eletrodo com apenas 1 camada de enzima Figura 22 (a),
encontram-se com menos aglomerados, mais espacos vazios e com uma melhor
homogeneidade quando comparada com as outras membranas de 2 e 3 camadas na
Figura 22 (b) e (c), respectivamente. As membranas formadas de quitosana/urease
com varias camadas possibilitam uma melhor adesédo do elemento bioldégico a matriz
polimérica imobilizadora, 0 que permite um melhor armazenamento da enzima
imobilizada, favorecendo assim uma maior repetibilidade do sensor. Como também,
permite que o eletrodo tenha uma melhor resposta de sensibilidade com a ureia, pois

a enzima urease encontra-se em maior quantidade.
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Figura 22- Imagens obtidas por MEV para as membranas de quitosana/urease sobre o
suporte transdutor, onde a) é o eletrodo com 1 camada de enzima, b) 2 camadas e c¢) 3
camadas, com a magnitude de 2000x, 8000x e 16000x.

Na Figura 23 é possivel verificar as membranas de
quitosana/urease/glutaraldeido sobre o suporte transdutor, onde apresentam a
mesma morfologia das amostras sem a presenca do glutaraldeido nas membranas.
Observa-se que as membranas com 1 camada se comportam da mesma forma que a
da Figura 23 (a), de maneira semelhante as membranas com 2 e 3 camadas de
enzima. Mas, a presenca do reticulante, o glutaraldeido, acarreta em uma imobilizacao
de ligacdo cruzada, que mesmo nao sendo diferenciada pela caracterizacao
morfoldgica, o glutaraldeido melhora as caracteristicas de resposta do biossensor,
pois diminui a chance de lixiviagdo da enzima durante o uso do sensor e,
consequentemente, temos um tempo de vida mais longo para enzima. Como relata
(Magalh&es; Machado, 1998) e (Tan et al., 2010) em seus trabalhos.
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Figura 23- Imagens obtidas por MEV para as membranas de quitosana/urease/glutaraldeido
sobre o suporte transdutor, onde a) € o eletrodo com 1 camada de enzima, b) 2 camadas e
¢) 3 camadas, com a magnitude de 2000x, 8000x e 16000x.

Os resultados de microscopia eletrénica de varredura completam os da
microscopia Optica, onde é possivel observar nas membranas de quitosana/urease e
quitosana/urease/glutaraldeido, os poros, as rugosidades e a presenca dos
aglomerados nos eletrodos, mas a distribuicdo das particulas da enzima néo foi
possivel visualizar pela microscopia. Os aglomerados e a heterogeneidade das
superficies dos eletrodos sensor, pode promover incerteza nas biorespostas quando
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o eletrodo for submetido a medicao, pois a distribuicdo da enzima urease no eletrodo
pode modificar o resultado da leitura, por isso, a importdncia de uma boa
homogeneidade na superficie. Segundo Holanda et al., 2014, a membrana pura de
quitosana € uniforme, lisa, plana e sem a presenga de poros visiveis. Portanto, o
aparecimento dos poros e a pouca uniformidade dos eletrodos com membrana de
quitosana devem aos aglomerados das particulas de antiménio presente no transdutor
e, € provavel que as membranas de quitosana imobilizando a enzima aumente os

aglomerados por conta das particulas da urease.

4.5- Caracterizagcao dos biossensores através de bioresposta

Apés a escolha do suporte, da eletrodeposicao de antiménio (com 9 volts), da
imobilizagcdo da enzima urease com a quitosana e quitosana/glutaraldeido, os
biossensores foram caracterizados através de bioresposta amperiométrica, para
avaliar suas propriedades e confirmar a efetividade da imobilizacdo da enzima. As
caracterizagcdes da bioresposta foi subdivididas em tempo de resposta, faixa de
linearidade, estabilidade, sensibilidade, seletividade, especificidade e repetibilidade,
para atender as caracteristicas preconizadas a biossensores. Para dar inicio as
caracterizagdes das biorespostas, foi avaliado o melhor potencial a ser aplicado ao

circuito.

Teste de Potencial

Na Figura 24, podemos observar as curvas de voltagens que foram aplicadas
no circuito para esse teste e, verificamos que para o potencial de 1,5 V o eletrodo
atinge resultados de corrente elevados, mas com um nivel de ruido elevado e
consequentemente muita instabilidade. Para o teste realizado com o potencial de 1,5V
observou-se a degradacdo de todo o eletrodo dentro da solugédo, portanto,
incapacitando o uso de 1,5 V de potencial. Para a voltagem potencial de 1,0 V,
percebe-se que o eletrodo fornece um sinal ruidoso, além de valores de corrente
crescerem com o tempo de medicao, como pode ser visto no inserte da Figura 24. Ja,
o potencial de 0,5 V, apresentou uma boa densidade de corrente, sem variagdes
significativas da corrente em funcao do tempo, exibindo uma satisfatéria estabilidade
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de resposta. O teste com o potencial de 0,2 V, ndo apresentou corrente, ou seja, que

nao houve resposta do sensor em termos de corrente.
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Figura 24- Gréfico do teste de voltagem, onde mostra os quatro tipos de potencial utilizado,
0,2V, 0,5V, 1,0V e 1,5V, respectivamente.

Diante das curvas obtidas no teste de voltagem, foi escolhida a utilizacdo da
voltagem 0,5 V. Muitos estudos como Hao et al.,, 2015, Massafera; Torresi, 2011,
Garcia et al., 2007, Gabrovska et al., 2011, entre outros, também realizaram testes de
potencial, antes de definir a melhor voltagem para obter a corrente de acordo com o
tipo de biossensor.

Teste de Tempo de Resposta e Estabilidade do Sensor

Os biossensores foram submetidos a um potencial de 0,5 V fixo, para medicao
das biorespostas em termos de corrente, produzida a partir do produto da reacéo
eletroquimica da enzima urease com a variacao de concentragéo do analito ureia, ou

seja, para cada concentracao de ureia uma corrente especifica (Massafera; Torresi,
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2011b). Na Figura 25, podemos observar as curvas que foram plotadas a partir das
biorespostas dos sensores sem o reticulante glutaraldeido. Na Figura 25 a), o eletrodo
sensor com 1 camada de enzima urease e sem glutaraldeido, apresentou um tempo
de resposta de aproximadamente 140 segundos, onde em todas as curvas foi possivel
verificar que ha uma estabilidade de resposta entre 140 s a 200 s, pois depois dos 200
s o0 eletrodo apresenta uma desestabilidade, onde é possivel observar alguns ruidos
em determinadas concentragdes. Na Figura 25 b), é possivel observar as curvas de
biorespostas do eletrodo com 2 camadas de enzima urease, no qual apresenta um
tempo de resposta de 150 segundos e uma faixa de estabilidade entre 150 s a 300 s.
Ja o biossensor com 3 camadas de enzima urease (Figura 25 (c)), obteve um tempo

de resposta de 70 s e uma faixa de estabilidade entre 70 s a 160 s.
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Figura 25- Curvas de biorespostas dos eletrodos sensores sem glutaraldeido e imobilizados
com quitosana, onde a) tem 1 camada, b) 2 camadas e ¢) 3 camadas de enzima urease.
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Os eletrodos sensores com a presenga do glutaraldeido apresentaram um
melhor tempo de resposta e uma maior estabilidade nas medigdes. Na Figura 26 a),
€ possivel observar as curvas do eletrodo com 1 camada de enzima imobilizada com
quitosana e glutaraldeido. Esse biossensor apresentou um tempo de resposta de 100
s € uma zona de estabilidade entre 100 s a 300 s, ou seja, 0 sensor mostrou-se
bastante estavel quando comparado com os sensores sem glutaraldeido. Da mesma
forma, aconteceu com os eletrodos com 2 e 3 camadas (Figura 26 (b) e (c)), onde
apresentaram um bom tempo de resposta, de 50 s e 140 s e, com estabilidade de 50
s a 300 s e 140 s a 300 s, respectivamente. Observando que o biossensor com 2
camadas obteve o melhor tempo de resposta e a maior zona de estabilidade, quando
comparado com todos os outros sensores que foram submetidos a analise de medicéo
amperiométrica. Aonde € possivel observar que a presenga do glutaraldeido
possibilitou uma imobilizacdo por ligacbes cruzadas, favorecendo um melhor

aprisionamento e rendimento da enzima.
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Figura 26- Curvas de biorespostas dos eletrodos sensores com glutaraldeido e imobilizados

com quitosana, onde a) tem 1 camada, b) 2 camadas e ¢) 3 camadas de enzima urease
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Linearidade e Sensibilidade

Na Figura 27, é possivel observar os resultados de linearidade e sensibilidade
dos sensores imobilizados sem glutaraldeido. Na Figura 27 a), podemos verificar que
esse tipo de imobilizacdo com 1 camada de enzima, promove uma pequena faixa de
linearidade entre 0,1 a 1,5M de ureia e com o coeficiente de correlagdo de 0,60. Da
mesma forma ocorreu com o0s outros eletrodos com 2 e 3 camadas de enzima
imobilizada sem glutaraldeido (Figura 27 b) e c)), que apresentou uma faixa de 0,05 a
1,0 M de ureia para os dois sensores e com baixos coeficientes de correlacao de 0,63
e 0,85, respectivamente (Massafera; Torresi, 2011b).
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Figura 27- Gréficos de faixa de linearidade do biossensor de ureia sem glutaraldeido onde a)

€ o eletrodo com 1 camada, b) com 2 e ¢) com 3 camadas de enzima urease, no quais 0s
pontos representam as concentragdes de ureia e a reta representa o ajuste linear.
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Ja os biossensores imobilizados com quitosana e glutaraldeido apresentaram
na Figura 28 a), b) e c¢) suas respectivas sensibilidades e as faixas de linearidades
dos sensores de acordo com a concentracdo de ureia em relacdo as medidas de
corrente, que é produzida através da reagao eletroquimica. No sensor com 1 camada
de enzima e com glutaraldeido (Figura 28 a)), € possivel observar uma boa
sensibilidade do eletrodo e uma faixa de linearidade entre 0,01 a 1,0M de ureia. Ja o
eletrodo com 2 camadas (Figura 28 b)) apresentou uma maior sensibilidade e uma
maior faixa de linearidade (0 a 1,5M) entre todos os sensores, e com um coeficiente
de correlacao de 0,86. O eletrodo com 3 camadas obteve resultados insatisfatérios
em relacdo a sensibilidade e a faixa de linearidade, isso pode ser decorrente do
namero de camadas quitosana/urease que possivelmente dificulta a difusdo do sinal
a ser detectado.

] —m— E1-GA
y=5,25x + 1,05 R2=0,83

Corrente (uA)

2 — T T T T 1T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Concentracao de ureia (M)
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Figura 28- Gréficos de faixa de linearidade do biossensor de ureia com glutaraldeido onde a)

€ o eletrodo com 1 camada, b) com 2 e ¢) com 3 camadas de enzima urease, no quais 0s
pontos representam as concentracdes de ureia e a reta representa o ajuste linear.
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Diante dos resultados obtidos a presenca do glutaraldeido na imobilizacdo da
enzima com quitosana, favoreceu uma melhora no aprisionamento do biocomponente
(urease) e promoveu uma boa estabilidade nas biorespostas, visto que apresentaram
melhores resultados de sensibilidade, faixa de linearidade, apresentando também um
melhor coeficiente de correlagdo quando comparados com os resultados dos
eletrodos imobilizados apenas com a quitosana (Tan et al.,, 2010; Narang; Pundir,
2011;Gabrovska et al., 2011).

Sensibilidade

A sensibilidade do biossensor € observada na Figura 29, onde foi avaliado
através de um teste com o eletrodo de 2 camadas de enzima imobilizada com
quitosana e glutaraldeido (E2-GA). As medi¢des cronoamperométricas as foram
realizadas para avaliar a sensibilidade do sensor, aonde podemos observar que a
curva apresenta boa sensibilidade no teste com aliquotas de ureia (4,0M)
concentrada, que foi adicionada a cada 100 segundos na solugcdo. Logo, com o
aumento da concentracdo de ureia a resposta amperiométrica aumenta, mostrando

assim a sensibilidade do sensor (Massafera; Torresi, 2011b; Hao,et al., 2015).
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Figura 29- Curvas cronoamperométrica de sensibilidade do sensor com 2 camadas de
enzima imobilizada com quitosana e glutaraldeido na solugao de 0,1M.

Especificidade e Seletividade

O teste de especificidade e seletividade da enzima também foi realizado para
o eletrodo com 2 camadas de urease imobilizado com quitosana/glutaraldeido (E2-
GA) e a solucédo de 0,1M de ureia, a Figura 30 representa as leituras desse teste.
Logo, é possivel verificar que a enzima urease € bastante especifica a ureia e, que o
sensor na presenca de outras substancias (creatinina), que foi sendo adicionada
durante a medi¢ao a cada 50 s, ndo apresentou sensibilidade, pois ndo houve variacao

de corrente. Logo, o sensor é seletivo e especifico a ureia, apresentando assim
resultados confiaveis.
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Figura 30- Curva de especificidade do eletrodo sensor com 2 camadas de enzima
imobilizada com glutaraldeido na solugéo de 0,1M.

Portanto, o teste mostrou que no ensaio de medicdo da corrente gerada na
reacao de urease com a ureia nao sofreram variacao com a presenca de aliquotas de
creatinina na solugdo e, comprovou que a urease imobilizada com

quitosana/glutaraldeido matem uma atividade especifica com a ureia.

Repetibilidade

O teste de repetibilidade foi realizado apenas com uma solugéo de ureia (0,1M),
onde essa concentracao foi escolhida por representar um ponto na faixa linearidade
para todos os eletrodos. Podemos observar o comportamento das curvas com a
repeticdo das andlises com o0 mesmo sensor 5 vezes, para 0s sensores imobilizados
sem glutaraldeido na Figura 31. A Figura 31 a), sensor de 1 camada, exibe respostas
estaveis para as trés primeiras medidas, para quarta e quinta, o eletrodo perdeu a
estabilidade de medic&o. Para o sensor com 2 camadas de enzima sem glutaraldeido

(Figura 31 b), houve uma boa repetibilidade apenas na segunda, terceira e quarta vez.
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Ja a Figura 31 c), apresentou estabilidade na repeticdo apenas na quarta e quinta vez,

pois as primeiras leituras o sensor ndo conseguiu estabilizar as medicoes.
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Figura 31- Curvas do teste de repetibilidade dos sensores com diferentes nimeros de
camadas de enzima imobilizada com quitosana sem glutaraldeido, utilizando 5 repetigdes do
mesmo teste na solugcéo de 0,1M de ureia, onde a) é o sensor com 1 camada, b) com 2 e ¢)

com 3 camadas.

Na imobilizacdo da enzima com quitosana/glutaraldeido foram obtidos
resultados satisfatérios em relacéo a repetibilidade. Observando as curvas € possivel
verificar a estabilidade dos resultados, que podem esta relacionadas a esse tipo de
imobilizagdo que diminui a perda de enzima durante os testes aumentando a
estabilidade da enzima no eletrodo. Na Figura 32 a), observamos que o sensor foi
estavel a partir da terceira repeticdo, onde no comego das medi¢des o resultado é
inconstante. Ja no sensor com 2 camadas (Figura 32 b), podemos verificar que as
curvas estdo exibindo uma melhor estabilidade nas respostas, e com essa
imobilizacdo o eletrodo consegue manter a medicao estavel pelas 5 repeticdes. O
sensor com 3 camadas na Figura 32 c), apresentou um resultado constante nas
repeticdes, a partir da segunda (Tan et al., 2010; Gabrovska et al., 2011).
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Figura 32- Curvas do teste de repetibilidade dos sensores com diferentes nimeros de
camadas de enzima imobilizada com quitosana com glutaraldeido, utilizando 5 repetigdes do
mesmo teste na solugcédo de 0,1M de ureia, onde a) é o sensor com 1 camada de enzima, b)
com 2 e c) com 3 camadas.

Analise comparativa dos biossensores

Essa andlise comparativa resultados de biorespostas obtidos dos biossensores
com diferentes nUmeros de camadas e dos dois tipos de imobilizacbes da enzima

apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5- Andlise comparativa de dados dos biossensores, que avalia as biorespostas diante
dos tipos de imobilizagdo e dos niUmeros de camadas.

Sensores

E1

E2

E3

E1- GA

E2- GA

E3 -GA

Tempo

de

resposta

140 s

150 s
70 s

100 s

50s

140 s

Estabilida-

de

140-200 s

150-300 s

70-160 s

100-300 s

50-300 s

140-300 s

Faixa de

linearidade e
Sensibilidade

0,1-1,5M

0,05-1,0 M
0,05-1,0 M

0,01-1,0 M

0,01-1,5M

0,01-0,1 M

Teste de
Sensibilida-
de

Resultado
satisfatorio
na adicao do
concentracao
de ureia na
solucao.

Repetibilidade

Seletividade e (conc. de ureia

especificidade

de 0,1M)
- 1,2,e 3x
- 2,3,e4x
- 4 e 5x
- 3,4 e5x
Resultado
satisfatério, sem
nenhuma
alteragéao na Todas as vezes
presenca de
outra substancia
(creatinina).
- 2,3,4e5x

Diante dos resultados, percebemos que 0s sensores produzidos com a

imobilizagdo da enzima urease com quitosana e glutaraldeido apresentaram melhores

respostas de estabilidade, menor tempo de resposta, maior faixa de linearidades das

concentracao e melhores repetibilidade. Provavelmente, esses bons resultados séao

provenientes da presenca do reticulante glutaraldeido, que possibilitou um melhor

aprisionamento da enzima, garantindo uma melhor estabilidade de resposta. Apenas

o eletrodo com 3 camadas de enzima e com a presencga de glutaraldeido, apresentou

resultados incoerentes, provavelmente decorrente do numero de camadas. As

respostas satisfatérias do sensor E2 - GA e por todos o0s sensores apresentarem

sensibilidade a concentragdo de 0,1 M, foram critérios para serem escolhidos para

realizacdo dos testes de cronoamperométrica, seletividade e especificidade e

repetibilidade dos sensores.
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CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, € possivel concluir que a quitosana tem a
capacidade de imobilizar a enzima urease, pela habilidade de formagdo de membrana,
biocompatibilidade e por ser insoluvel em 4gua. Desse modo, a quitosana foi utilizada
nos dois tipos de imobilizacbes (adsorcéo e ligacdes cruzadas) e com diferentes
nameros de camadas para confeccdo do eletrodo. Onde foram avaliadas, as
imobilizagdes de quitosana/urease e quitosana/urease/glutaraldeido através das
analises de microscopia e de bioresposta do sensor.

Antes de imobilizar a enzima é preciso de um suporte transdutor para depositar
as camadas das membranas, entdo foi utilizado fitas aco inox como suporte e o
antiménio eletrodepositado para atuar como transdutor. A camada de antiménio sobre
o suporte foi avaliada através de microscopia Optica que mostrou que a
eletrodeposicao com potencial com 9 volts apresentou uma boa homogeneidade na
superficie do suporte.

Os transdutores também foram caracterizadas por DRX, sendo constatado que
a camada eletrodepositada tinha a presenca do antiménio metalico. Dessa forma, os
suportes eletrodepositados foram submetidos a um tratamento térmico para formacao
do 6xido de antiménio. Os resultados de DRX indicam que o tratamento térmico foi
eficaz para formagéo do Sb203 e Sb20s, essencial para transducéo do sinal.

Foram realizados ensaios de MO e o MEV para as membranas com os dois
tipos de imobilizagbes e os diferentes nUmeros de camadas, onde as membranas
apresentaram algumas caracteristicas como aglomerados, superficies rugosas, poros
e pouco homogeneidade. Foi verificado um aumento de aglomerados na superficie do
transdutor para os sensores com mais camadas imobilizadas. E importante ressaltar
que esses aglomerados devem-se também das superficies eletrodepositadas de
antimonio dos suportes transdutores.

A avaliagdo da efetividade da enzima imobilizada com quitosana e
quitosana/glutaraldeido foi através da bioresposta amperiométrica, onde foi possivel
observar que os eletrodos atenderam as caracteristicas preconizadas para 0s
biossensores. A enzima urease mostrou-se eficiente com relacdo a sensibilidade,
tempo de resposta, faixa de linearidade, estabilidade, seletividade, especificidade e
repetibilidade. Também foi constatado, que a imobilizacdo da enzima urease com as

membranas de quitosana e a adicdo do reticulante glutaraldeido apresentaram
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melhores respostas nas analises, pois o reticulante possibilitou a formacao de ligacdes
cruzadas nas membranas de quitosana com urease, favorecendo um melhor
armazenamento do biocomponente (urease), consequentemente um maior tempo de
vida da enzima no biossensor, além disso o eletrodo apresenta uma maior estabilidade
operacional.

Por fim, é valido considerar que a imobilizacao foi efetiva e que a enzima dispde
da sua atividade quando imobilizada e a imobilizacdo com reticulante proporciona um
melhor ambiente para a mesma. Além do mais, foi visto que os biossensores podem
ser confeccionados para funcionarem como um dispositivo de precisdo, resposta
rapida e baixo custo, para aplicacdo na deteccao de ureia. Ressaltando ainda, que a
imobilizagdo é uma das etapas mais importantes na confecgdo desses dispositivos,
visto que as caracteristicas e parametros de producao influenciam fortemente nos

mesmaos.
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