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RESUMO

Os biossensores sao dispositivos analiticos capazes de identificar substancias
especificas, qualitativamente e/ou quantitativamente, utilizados em diversas
aplicagbes, que vém se aprimorando ao longo dos anos. Esses dispositivos analiticos
apresentam um amplo crescimento econémico, com destaque dos dispositivos de
diagnosticos e point of care, devido suas respostas rapidas e precisas na
determinagao de doengas, variagdes de substancias no corpo humano que venham a
ser prejudicial ou ndo a saude. A ureia € uma dessas substancias presentes no corpo
humano e o aumento da taxa de ureia no sangue ocorre em casos de insuficiéncia
renal aguda ou crdnica, insuficiéncia cardiaca congestiva, desidratacdo acentuada,
catabolismo proteico aumentado, perda muscular. Alguns medicamentos também
podem causar aumentos da ureia. Apesar das inumeras patentes, artigos,
dissertacbes e teses, a pesquisa no desenvolvimento de biossensores para
acompanhamento da taxa de ureia ainda se mostra presente atualmente. Essas
observagbes motivaram a estudar e desenvolver um biossensor para deteccao de
ureia. Para tal, foram estudadas: a preparacao do eletrodo em fita de aco inox com
eletrodeposi¢ao de antiménio; modificagcdo da fase cristalina formada e a imobilizagao
da enzima urease em membranas poliméricas de acetato de quitosana e acetato de
celulose sobre o eletrodo. Sendo caracterizados por difragdo de raios X (DRX),
microscopia 6tica (MO) e microscopia eletrénica de varredura (MEV) e avaliacado das
propriedades do biossensor: sensibilidade; linearidade; periodo de estabilidade;
seletividade; reprodutibilidade e repetibilidade. As imagens obtidas por MO mostram
que a condi¢do da eletrodeposicéo altera o recobrimento da superficie das fitas de
aco inox com diminuicao dos defeitos, com o tratamento térmico ha uma modificacao
superficial dos eletrodos. As imagens obtidas por MEV mostram também uma
superficie rugosa e porosa em que ha um crescimento de estruturas de formas
distintas. Os resultados de DRX mostram que a condi¢do de eletrodeposicao afeta na
formacao do tamanho dos cristalitos e o tratamento térmico modifica a fase cristalina
formada na eletrodeposicéo. As imagens obtidas por MO das membranas de acetato
de quitosana e acetato de celulose com e sem enzima uréase apresentam uma
superficie uniforme sem alteragdo morfologica. As imagens de MEV mostram que as
membranas poliméricas recobrem os eletrodos, no entanto, as membranas de
quitosana formam camadas mais densas. Os resultados de sensibilidade, linearidade
e periodo de estabilidade mostram que todos os biossensores sdo sensiveis a
concentragdes de ureia e apresentaram faixa de linearidade onde suas respostas séo
melhores, o periodo de estabilidade foi inferior a 2 minutos na maioria dos casos. Os
resultados de seletividade mostram que os biossensores sdo seletivos sofrendo
minima alteragdo na presenca creatinina. Na reprodutibilidade verificou-se que os
biossensores s&do reprodutiveis com minima de variagcdo das biorespostas. Os
resultados de repetibilidade mostram que os biossensores comegam a sofrer variagao
dos resultados com poucas medicdes. Os resultados indicam que tanto as membranas
de acetato de quitosana quanto de acetato de celulose sédo viaveis para imobilizacao
da enzima e que a modificagcdo do antiménio metalico para o éxido com o tratamento
térmico utilizado nos eletrodos dos biossensores melhora significativamente as
propriedades do biossensor.

Palavras-chave: Biossensores. Membranas poliméricas. Urease. Antimonio.



ABSTRACT

Biosensors are analytical devices able to identify specific substances qualitatively and
/ or quantitatively, used in various applications, which have been improved over the
years. These analytical devices have a broad-based economic growth, especially of
diagnostics and point of care devices because of its fast, accurate answers in
determining diseases, variations of substances in the human body that may be harmful
or not to health. Urea is one of these substances in the human body and increased
blood urea ratio occurs in acute or chronic renal failure, congestive heart failure, severe
dehydration, increased protein catabolism, muscle loss. Some medications can also
cause increases in urea. Despite the numerous patents, articles, dissertations and
theses, research in the development of biosensors for urea rate monitoring are still
present today. These observations prompted us to study and develop a biosensor for
urea detection. To this and were studied: the preparation of the electrode in stainless
steel ribbon with electrodeposition antimony, modification of the crystalline phase
formed and immobilizing the urease enzyme in polymer membranes of chitosan and
cellulose acetate on the electrode. They characterized by X-ray diffraction (XRD),
optical microscopy (OM) and scanning electron microscopy (SEM) and evaluation of
biosensor properties: sensitivity, linearity, period of stability, selectivity, reproducibility
and repeatability. The images obtained by OM show that the condition of the
electrodeposition coating changes the surface of stainless steel strips with decreasing
defects with heat treatment there is a surface modification of electrodes. The images
obtained by SEM also show a roughened, porous surface in which there is a growth of
different forms of structures. The XRD results show that the electrodeposition condition
affects the formation of crystallite size and heat treatment modifies the crystal phase
formed in electrodeposition. The images obtained by OM of chitosan and cellulose
acetate membranes with and without enzyme urease have a uniform surface without
morphological changes. The SEM showed that the polymer membrane overlying
pictures electrodes, however, the chitosan membranes formed thicker layers. The
results of sensitivity, linearity and stability period showed that all biosensors are
sensitive to concentrations of urea and showed linearity range where answers are best,
the period of stability was less than 2 minutes in most cases. The selectivity results
show that the biosensors are selective and suffer minimal changes in the presence of
creatinine. In the reproducibility, it was found that the biosensors are reproducible with
minimal variation in bioresponse. The repeatability results show that the biosensor
begin to undergo variation in results with few measurements. The results indicate that
both chitosan and cellulose acetate membranes are viable for enzyme immobilization
and modification of the metal oxide with antimony for the heat treatment used in the
electrodes of the biosensor significantly improves the biosensor properties.

Keywords: Biosensors. Polymeric membranes. Urease. Antimony.
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1. INTRODUCAO

Os elevados indices de pesquisas no desenvolvimento de dispositivos
analiticos denominados “biossensores”, desde seu primeiro biossensor em 1962 até
a atualidade, devem-se as suas caracteristicas tais como: menor tempo de analise,
possibilidade de miniaturizacao, portabilidade, menor custo operacional, seletividade,
bom limite de deteccao, aplicacdes online e no campo de medicao, por dispensarem
elaborado pré-tratamento das amostras (praticidade), entre outras (Alhadeff, 2011;
Moreira et al., 2010). Esses dispositivos analiticos sdo constituidos por quatro
componentes fundamentais: analito (elemento que deseja identificar e quantificar);
bioreceptor (elemento de reconhecimento biolégico); transdutor (conversor de um
sinal elétrico, quimico ou mecanico em outro sinal correspondente) e o
detector/processador (tornar o sinal visivel, mensuravel), capazes de converter a
concentracao de um analito em outro sinal proporcional a sua concentracao, através
Da Integragéo De Um Elemento Bioldgico Sensor Com Um Transdutor (Calil; Roberto,
2011; Moreira et al., 2010; Fatibello-Filho, O; Capelato, 1992).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o bioreceptor, ou
seja, elemento de reconhecimento biolégico e quanto ao transdutor (Alhadeff, 2011;
Melo, 2008; Singh et al., 2008). Dentre os diferentes tipos de biossensores, 0s
eletroquimicos que podem ser de trés tipos: amperométrico, condutimétrico ou
potenciométrico destacam-se principalmente devido a propriedades tais como:
elevada seletividade, sensibilidade e baixo custo além de apresentarem uma
variedade de produto de reagdes mensuraveis no processo cataliticos, que incluem
prétons, elétrons, luz e calor (Chambers et al., 2008; Davi et al., 2011). Propriedades
essas que sao associadas ao elemento de reconhecimento bioldgico tais como: acidos
nucléicos, anticorpo, antigeno, células, enzima, organelas, tecidos etc. (Calil; Roberto,
2011; Rodrigues, 2014).

Entre os elementos de reconhecimento biolégico as enzimas que séo, por
definicdo, proteinas, possuem extraordindria capacidade de catalisar reacdes
biolégicas com um alto grau de especificidade, sdo componentes de extrema
importancia para a fabricacdo de biossensores propiciando alta sensibilidade e
seletividade (Hansen, 2011; Melo, 2008).

Quanto ao suporte, para garantir as biorespostas das enzimas nos

biossensores, faz-se necessario a utilizagdo de técnicas de imobilizagdo com o
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objetivo de reutilizar, estabilizar e reduzir a inativagéao por distorcées da sua estrutura
nativa por influéncia da temperatura, pH e de solventes organicos (Fernandes, 2012;
Mendes et al., 2011; Sujoy; Aparna, 2013). Os métodos para imobilizacao do elemento
de reconhecimento bioldgico sdo: oclusdao (matriz, encapsulamento ou micro
encapsulamento); ligacoes quimicas (ligacées covalentes simples e ligagdo covalente
cruzadas (crosslinking) (Oliveira et al., 2013a). O acetato de celulose e quitosana séo
polimeros originados dos polimeros naturais celulose e quitina, respectivamente, que
se destacam em aplicacdes de biossensores como matrizes de fixacdo do elemento
de reconhecimento bioldgico (Mendes et al., 2011; Vieira, 2011).

A aplicacado dos biossensores esta relacionada a deteccdo rapida e precisa
dos analitos, ou seja, substancias de interesse ou que venham a ser devido as
concentragbes presentes, nos diversos setores tais como: saude; veterindria;
agricultura; industrial e no controle de poluentes. A ureia € uma substancia largamente
distribuida na natureza sendo monitorada para varias aplicagcdes principalmente sobre
a saude humana, animal, agricultura e outras (Oliveira et al., 2013b).

A funcao metabdlica renal € determinada pela quantidade de ureia no sangue
e na urina, que ocasiona serios riscos a saude. A ureia mesmo néo tendo a boa
especificidade para diagnosticar mudancas da funcado renal, € mais sensivel a
alteracoes primarias das condi¢des renais, sendo, por isso um importante indicador
em casos que a envolvam. O aumento da taxa de ureia no sangue ocorre em casos
de insuficiéncia renal aguda ou crénica, insuficiéncia cardiaca congestiva,
desidratacdo acentuada, catabolismo proteico aumentado, perda muscular, alguns
medicamentos também podem causar aumentos da ureia (Abensur, 2011; Soares,
2011; Barbosa, 2008). Embora se encontrem disponiveis métodos
espectrofotométricos e colorimétricos para a determinagéo da concentragao de ureia,
os métodos enzimaticos sdao mais seletivos, fator que leva a que estes sejam
geralmente preferidos (Bernardi, 2011; Catoni, 2011).

Diante deste pressuposto, esse projeto propde o desenvolvimento de um
biossensor eletroquimico enzimatico em fita metalica com imobilizacdo da enzima
urease em membranas poliméricas naturais: acetato de quitosana e acetato de
celulose para deteccao de ureia e caracterizacdao do processo de eletrodeposicao na

preparacao dos eletrodos e da membrana polimérica para imobilizacdo da enzima.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. Biossensores

Os biossensores sao dispositivos capazes de identificar substancias
especificas, qualitativamente e/ou quantitativamente vém sendo aprimorados ao
longo dos anos tanto em melhorias nos dispositivos ja existentes quanto no
desenvolvimento de novos. Isso origina-se de suas caracteristicas vantajosas frente
aos métodos laboratoriais convencionais, ou seja: menor tempo de analise (minutos a
horas), possibilidade de miniaturizagao e aplicacéo on-line e no campo de medigao,
portabilidade, menor custo operacional, de projeto e ao consumidor final (Calil;
Roberto, 2011; Moreira et al., 2010; Furtado et al., 2008).

A pesquisa em Biossensores é multidisciplinar, sendo portando fundamental
para o desenvolvimento de uma determinada aplicagdo, profissionais de diferentes
areas tais como: engenharias (elétrica, quimica, ciéncias dos materiais etc.), quimica,
fisica, biologia, medicina entre outras. As pesquisas em biossensores sao
relativamente recentes de grandes prospeccgdes, especialmente como tentativa de
substituicdo na andlise e monitoramento de analitos em aplicagées que sdo questdes
de saude publica, como é o caso da deteccao rapida de virus, bactérias, cancer, armas
quimicas e bioldgicas, agua, solo e alimentos (Calil; Roberto, 2011; Moreira et al.,
2010; Uygun; Sezgintiirk, 2011; Lee et al., 2008).

Historicamente os biossensores tiveram seu inicio em meados de 1962,
quando foi desenvolvido o primeiro biossensor, que ficou conhecido como “eletrodo
enzimatico’, devido as tiras enzimaticas presentes no eletrodo, que servem como
materiais biocataliticos. Este pequeno dispositivo foi utilizado com a finalidade de
detectar a taxa de glicose e monitora-la, significando o controle do diabetes, no
sangue. Apos esse acontecimento, os biossensores exibem um vasto marco historico
como apresentado na Figura 1 (Amarante et al., 2014; Feng et al., 2012; llidio, 2011;
Santos, 2012).



* 1912 v Inicio das pesquisas.
\
[
. 1962 v Primeira descricao de um biossensor: eletrodo
| enzimatico amperométrico para glicose.
| v Primeiro biossensor potenciométrico: Urease
* 1969 imobilizada num eletrodo de amonia que permite
| detectar ureia.
I
. 1970 v Invencao do transistor de campo-efeito sensivel
‘ a Ions. (Ion-Selective Field-Effect Transistor (ISFET).
[
. 1972/5 v Primeiro biossensor comercial: Biossensor de
‘ slicose produzido por Yellow Springs Instruments).
. 1975 4 Primeiro biossensor baseado em microbios.
Primeiro imunossensor: ovalbumina num fio de platina.
. 1980 4 Primeiro sensor optico de pH para gases no
‘ sangue.
[
* 1982 v Primeiro biossensor baseado em fibras opticas.
. 1983 v Primeiro imunossensor de ressonincia de
superficie de plasma.
* 1984 4 Primeiro biossensor amperométrico.
\
[
. 1987 v Lancamento do biossensor de glicose no sangue
‘ MediSense ExacTech™,
. 1990 v Lancamento de um biossensor baseado em SPR
‘ Pharmacia BIACore.
.« 1992 v Lancamento de um analisador de sangue do
tamanho de uma mao pela i-STAT.
« 2000 v Introducao de dispositivo de monitorizacao de
| glicose nao-invasivo pela Cygnus Inc. (GlucoWatch).
« 2006/2008 v FDA aprova 4 modelos que proporcionam
‘ monitorizaciao continuo de glicose.
[
* 2012 v Biochip mede nivel de glicose na saliva.
!
2014 4 Biossensor para Detecciio cAncera.

Figura 1 - Representagéo do marco histérico dos biossensores (Fonte: Propria)
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O mercado dos biossensores é categorizado como um mercado em ascensao,
com um numero crescente de aplicagdes a medida que cada novo biossensor é
desenvolvido. A Figura 2 apresenta os percentuais de receita do mercado de
biossensores para as areas da industrias de processo, meio ambiente, biodefesa,
diagndéstico, laboratorios de pesquisas e point of care nos anos de 2006 a 2009, e as
previsdbes até 2016, mostrando que as aplicagdes de biossensores em exames e
diagnésticos médicos (point of care) € o maior mercado e provavelmente dominaréao
no futuro, visto que, o desenvolvimento de novos tipos de biossensores para testes
de diagnostico devem contribuir para essas tendéncias (Gaspar, 2010).

2006 -2009

Laboratério
de Pesquisa
11,2%

Diagnéstico
0,
Biodefesa p
2,6% y

Meio
Ambiente
12,6%

Industrias de
Processo 6,8%

Laboratério de 2016

Pesquisa
Diagnostico
20,2%

10,7%

Biodefesa
3,3%

Meio
Ambiente
14,3%

Industrias de

Processo
"] /0.

Figura 2 - Mercado total de Biossensores: Percentual de Receitas no Mundo (Gaspar,
2010).

Os biossensores sao definidos como “um dispositivo analitico capaz de
converter a concentragcdo de um analito (sinal biologico) em outro sinal proporcional a
concentrag&o do analito, através da integracdo de um elemento biolégico sensor com

um transdutor’ (Xia; Wei; Wan, 2010). Os biossensores sdo constituidos por: analito,



bioreceptor;

transdutor

e 0 detector/processador, sendo 0s

fundamentais o bioreceptor e o transdutor (Figura 3).

Analito

Bioreceptor

Transdutor

23

componentes

NN\

Detector/processador >

Figura 3 - Componentes fundamentais de um biossensor (Fonte: Propria).

Estes dispositivos podem ser classificados de acordo com o bioreceptor ou

transdutor utilizado no seu desenvolvimento como ilustra a Figura 4.

Transdutor
* Opticos
* Calorimétricos
* Acusticos ou Piezelétricos
* Eletroquimicos

Bioreceptor
* Imunossensores
» Sensores celulares
* Sensores de organela
* Sensores de tecido
* Sensores microbiologico
* Enzimaticos

Figura 4 - Classificagdo dos biossensores (Moreira et al., 2010; Melo, 2008; Singh et al.,

2008; Malhotra; Turner, 2003;).
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Baseados nas mudancas das propriedades Opticas das substancias que
podem ser absor¢ao, indice de refracéo, fluorescéncia, fosforescéncia, refletividade,
ressonancia plasménica de superficie (SPR), comprimento de onda, interferometria,
elipsometria entre outras sdo desenvolvidos os biossensores 6pticos. As variacoes da
propriedade Opticas se dao pela reagao bioquimica produzida entre a substancia
biolégica seletiva e o analito. Esse tipo de biossensor apresenta vantagens como o
seu tamanho reduzido, velocidade de resposta, boa biocompatibilidade e a néao
necessidade de elementos ativos na biocamada (Barbosa, 2008; L. M. D. C. Silva,
2011).

Nos biossensores calorimétricos o principio de funcionamento baseia-se na
medida do calor envolvido na reacdo quimica pela interacao da substancia bioldgica
e o analito. As variagcbes das temperaturas envolvidas nessas reacbes sao
determinadas por termistores de alta sensibilidade, entretanto em sistemas com troca
de calor muito baixas ndo séo utilizados por apresentam dificuldades de medigcdes
(Barbosa, 2008; Moreira et al., 2010).

Os biossensores piezelétricos ou acusticos sdo baseados nas propriedades
piezelétricas dos transdutores, cristais anisotropicos, que quando submetidos a um
stress mecéanico geram um dipolo elétrico. O stress mecanico nesse caso é produzido
pelo aumento de massa no cristal piezelétrico pela adsor¢cdo do analito,
microviscosidade, onda de cisalhamento e superficie acustica. Os biossensores
piezelétricos sdo formados pelo revestimento superficial dos cristais anisotropicos
com uma substancia biologicamente ativa que se liga seletivamente ao analito. Os
cristais de quartzo tém sido muito utilizados no desenvolvimento desse tipo de
biossensor, pois sua frequéncia pode oscilar na faixa de megahertz (10°ciclos/s) de
maneira proporcional a massa do cristal, além de serem seletivos as variagdes de
massa (Barbosa, 2008; Calil & Roberto, 2011; J. J. de B. Silva, 2004).

Imunossensores sao biossensores que se baseiam na formacdo de um
complexo antigeno/anticorpo, nas quais o antigeno ou o anticorpo sdo imobilizados
em uma superficie. Empregam duas técnicas sensiveis e especificas na detecgéo do
analito, técnicas eletroquimicas e imunolégicas. S&o altamente seletivos, estaveis e
sensiveis(Furtado et al., 2008; Moreira et al., 2010; Oliveira;, 2011).

Sensores celulares sdo biossensores que empregam células inteiras como

elemento de reconhecimento biolégico, essas células s&o imobilizadas na superficie
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do sensor. Dentre os elementos de reconhecimento bioldgico utilizados encontram-se
as bactérias, algas e as leveduras (Moreira et al., 2010; Porfirio, 2014).

Sensores de tecido sdo biossensores que utilizam os tecidos animais,
fungicos ou vegetais como elemento bioreceptor e os sensores microbiol6gicos
utilizam as fungdes metabdlicas dos organismos vivos tais como bactérias, leveduras
e fungos para medir poluentes (Porfirio, 2014; L. M. D. C. Silva, 2011).

Existe ainda uma classificacdo dos biossensores em relacdo ao sistema de
reconhecimento bioldgico, ou seja, quanto ao processo quimico entre bioreceptor e o
analito esses podem ser classificados em duas categorias: biocataliticos e
bioatividade (Oliveira, Consolin-Filho, et al., 2013; Porfirio, 2014; Vieira, 2011).

Os biocataliticos se baseiam nas reacbes catalisadas pela substancia
biologica ativa, que esta imobilizado na superficie do sensor. Essa substancia
biologica provoca a reagdo de catalise quando entra em contato com o analito,
produzindo um ou mais produtos. Comumente nesse sistema de reconhecimento
biol6gico sdo utilizados trés tipos de biocatalizadores: as enzimas, as células e os
tecidos (Furtado et al., 2008; Vieira, 2011).

Ja os de bioatividade tém, como principio, a interacéo por ligagdo quimica da
substancia biolégica que estd imobilizada no sensor e o analito formando um
complexo termodinamicamente estavel. Nesses tipo de sistema de reconhecimento
biol6gico sdo utilizados os antigenos, os anticorpos, ligagdo proteica ou receptor
proteico e DNA ou oligonucleotideos (Porfirio, 2014; P. Rubens et al., 2008).

O fluxograma da Figura 5 mostra um esquema com o0s biossensores mais
utilizados baseados no tipo de transdutor e bioreceptor, indicando também que tipo
de grandeza é detectada.
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Analito

Bioreceptor

A\

Grandezas

Transdutor

Figura 5 - Fluxograma dos tipos de biossensores mais usados em funcao do bioreceptor
e transdutor (Fonte: Propria).

Dentre essas classificagbes, os primeiros biossensores cientificamente
propostos, bem como comercializados com sucesso, foram aqueles baseados em
sensores eletroquimicos e enzimaticos para analise multipla, constata-se que mais de
cinquenta por cento dos biossensores relatados na literatura sdo eletroquimicos
(Amarante et al., 2014; L. M. D. C. Silva, 2011).
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3.1Biossensores eletroquimicos

Fundamentados no principio da eletroquimica, através de estudo de sistemas
capazes de conferir potencial elétrico a partir de reagbes de oxirredugédo (célula
galvanica) ou sistemas nos quais ocorrem processos de oxirredugdo ao receberem
trabalho util elétrico (eletrolise), ou seja, na analise da inter-relacdo dos fendbmenos
quimicos e elétricos sdo desenvolvidos os biossensores eletroquimicos (Ticianelli &
Gonzalez, 2005). Esses sao caracterizados por: serem simples, sensiveis com limites
de detecgcao exponencialmente baixos, confidveis, apresentarem respostas rapidas;
baixo custo, operarem em condicbes em que nao necessita pré-tratamento das
amostras e permitirem efetuar determinagcdes em amplas faixas de concentracao
(Thévenot, Toth, Durst, & Wilson, 2001).

Dependendo do principio de medic&o, os biossensores eletroquimicos podem
ser subdivididos em: amperométrico, potenciométrico, impedanciométrico e
condutimétrico (Alhadeff, 2011; Soares, 2011).

Os amperométricos se baseiam em reacdes de oxidacdo e reducdo, que
envolve determinado analito para medicdo de suas concentragdes, essas reacdes
geram um fluxo de corrente entre os eletrodos, essa corrente é gerada sobre um
potencial constante (Andrade, 2006; Vieira, 2011).

Por sua vez os condutimétricos se baseiam na medicao da condutancia da
solucdao contendo o analito gerada por reacdes cataliticas, que produzem ou
consomem espécies quimicas que alteram a condutividade global da solugéo (Melo,
2008).

Ja os potenciométricos, em geral, sao formados por dois eletrodos, um de
referéncia e outro seletivo (sensor), que se baseiam na producao de um potencial
significativo no eletrodo de ions seletivos, devido ao acumulo de carga na superficie
do eletrdlito. Nesse contexto, o bioreceptor consome ou produz espécies quimicas
fortemente polares ou ions, em decorréncia da reacdo quimica (catélise), e essas
espécies quimicas sao detectadas pelo eletrodo de ions seletivos e sédo transformadas
em um sinal possivel de ser lido e determinado (Arya, Datta, & Malhotra, 2008;
Pohanka & Republic, 2008; Thévenot et al., 2001).

E os impedanciométricos, baseiam se na variagdo da impedancia, ou seja,

medi a capacidade de um circuito de resistir ao fluxo de uma determinada corrente
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elétrica quando se aplica uma certa tensao elétrica, produzida entre os eletrodos de
referéncia e o sensor (Soares, 2011).

O avango de um biossensor baseado na eletroquimica requer muita
consideragao no modo do processo de reconhecimento, na tecnologia de fabricacdo
e 0s materiais escolhidos para os elementos sensores devem primeiro ser avaliados
com cuidado antes de qualquer desenvolvimento. A deteccao eletroquimica é uma
parte critica de investigacdo dos biossensores eletroquimicos e desempenha um
papel importante no desenvolvimento do biossensor (Liu, 2012).

3.2Biossensores Enzimaticos

Sao dispositivos que utilizam como elemento de reconhecimento bioldgico as
enzimas, que sao catalizadores bioldgicos altamente especificos e seletivos (Melo,
2008). Foram aperfeigoados baseado nesse principio de funcionamento trés geracdes
de biossensores.

A primeira geracdo ocorreu pela obtencdo dos sinais amperométricos,
produzidos pela oxidacdo ou redugdo de um reagente ou produto da reacdo do
substrato e a enzima sobre a superficie do eletrodo. A Figura 6 ilustra um esquema
de funcionamento de um biossensor de 12 geracdao, um exemplo dessa geracao €
biossensor para glicose que contém a enzima glicose oxidase imobilizada numa
membrana de um eletrodo para O2 (Eletrodo de Clark), onde é possivel monitorar a
concentracao de oxigénio ou a producao de perdxido de hidrogénio (Galli, 2009;
Janegitz, 2012).

Eletrodo

Enzima

Oxigeénio - O2

Substrato - Glicose

Produto - H20:

Oxigénio - O2

Figura 6 - Esquema de funcionamento de um biossensor de 12 geracao (Adaptado de: (J. C.
de C. Santos, 2012).
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A segunda geracgao se baseiam na utilizacao de mediadores de elétrons que
atuam na transferéncia de carga entre o sitio ativo da enzima e a superficie do
eletrodo. Os mediadores de elétrons auxiliam na eletroatividade, que tem a finalidade
de diminuir o potencial de trabalho aplicado (potencial de deteccéo) dos biossensores
eletroquimicos enzimaticos. Os mediadores podem estar livres em solugédo ou
imobilizados junto com a enzima. A Figura 7 ilustra um esquema de funcionamento de
um biossensor de 22 geracdo. Um exemplo é o biossensor para glicose contendo B-
ciclodextrina/tetratiofulvaleno e a enzima glicose oxidase, que com o aumento da
concentragao de glicose, ha um aumento da corrente de pico de oxidagao do mediador
fazendo com que seja possivel quantificar o analito de interesse (Bernardi, 2011;
Janegitz, 2012).

Eletrodo

Mediador Enzima
=

Substrato

Figura 7 - Esquema de funcionamento de um biossensor de 22 geracao (Adaptado de: (J. C.
de C. Santos, 2012).

E aterceira geracao dos biossensores se caracteriza pela transferéncia direta
de elétrons entre a superficie do eletrodo e o centro ativo da enzima, sem a utilizagao
de mediadores de elétrons e sob baixos potenciais. Nesta geracdo do biossensor a
transferéncia dos elétrons esta associada, ou ocorre durante a transformacéao
catalitica do substrato para o produto (Bernardi, 2011; Galli, 2009; Soares, 2011). O
esquema de funcionamento dos biossensores da 32 geracao € ilustrado na Figura 8.
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Eletrodo

Enzima

Substrato

Produto

Figura 8 - Esquema de funcionamento dos biossensores da 32 geragao (Adaptado de: (J. C.
de C. Santos, 2012).

3.3 Componentes dos biossensores

3.3.1 Transdutores

O transdutor é um dispositivo que converte um tipo de energia em outro, ou
seja, ele converte uma magnitude fisica (temperatura, pressao, luminescéncia, forca,
posicao entre outras) em um sinal elétrico normalizado. A Figura 9 ilustra um esquema

de funcionamento dos transdutores.

4

R4
\
— —
— Sinal Elétrico
4

Figura 9 - Esquema de funcionamento dos transdutores (transdutores ativos e simples).

Pressao, Forga...)

Esses dispositivos sao classificados em quatro tipos de acordo com o principio
de funcionamento, que sao: ativos, passivos, simples e compostos.

Transdutores ativos geram um sinal elétrico em resposta a um estimulo e nao
precisam receber energia externa para produzir um sinal de saida (Figura 9).

Transdutores passivos precisam ser excitados por uma fonte externa de
energia para produzir um sinal de saida. A Figura 10 ilustra o esquema de
funcionamento desse tipo de transdutor.
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4

&
~—
— @
v

Pressao, Forga...)

Excitacao

Figura 10 — Esquema de funcionamento dos transdutores passivos.

Transdutores simples sao dispositivos em que a transducao é feita em apenas
um estagio, como ilustrado na Figura 9. Os sensores de posi¢ao que produzem uma
variacao de tensao elétrica na presenca de um material magnético € um caso desse
tipo de transducéo.

Transdutores compostos sdo dispositivos em que a transducao é feita em
varios estagios entre o sinal de entrada e o de saida da magnitude fisica, que, por sua
vez, é transformada em grandezas intermediarias durante o processo, conforme

ilustra a Figura 11.

&
—
—

Sinal Elétrico

22 Estdgio /

Transdutor

ﬁ .
12 Estdgio //
|

Figura 11 - Esquema de funcionamento dos transdutores compostos.

Pressao, Forca...)

Os transdutores, s&o classificados pelo principio de energia envolvida na
transducédo, sendo quatro classes: eletroquimicos (eletrdlise de espécies que sofrem
oxidag&o-reducao), 6ticos (medida da luminescéncia ou fluorescéncia), piezelétricos
(alteracdo de massa e/ou micro viscosidade) e térmicos (absorcdo ou emissao de
radiacdo eletromagnética) (Atta, Galal, & Ali, 2011; Chaubey & Malhotra, 2002;
Skladal, Pohanka, Kupska, & Safa, 2010).

Os transdutores eletroquimicos sdo os mais comuns e estudados para os
biossensores, isso baseado no fato de que durante o processo de biointeracéo, as
espécies eletroquimicas (elétrons) sao consumidas ou geradas, produzindo assim um

sinal eletroquimico (De Souza, Machado, & Avaca, 2003).
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Nos biossensores, o transdutor € o componente que recebe as perturbacdes
produzidas pela interagcao do bioreceptor com o analito e as converte em um sinal que
possa ser visualizado e amplificado (Atta et al., 2011; Skladal et al., 2010).

3.3.2 Materiais e Designer dos Transdutores

Os materiais utilizados para producdo desses diferentes transdutores
dependem do tipo de energia envolvida na transdugéo e das propriedades intrinsecas
dos materiais podendo ser: metalicos (ouro, platina, niquel, cobre, antiménio, ligas
etc.), poliméricos (polianilina — PANI, polipirrol, politiofeno etc.), ceramicos (titanato de
bario, titanato zirconato de chumbo, oxido de zinco etc.) (Ansari et al. 2010; Okafor et
al. 2008; J. J. B. Silva 2004; Soares 2011).

Os materiais metalicos sdo condutores caracterizados por diversas
grandezas, dentre as quais se destacam: condutividade ou resistividade elétrica,
coeficiente de temperatura, condutividade térmica, potencial de contato,
comportamento mecanico, etc. Estas grandezas sao importantes na escolha
adequada dos materiais, uma vez que essas definem se estes sdo capazes de
desempenhar as fungdes que lhe sdo atribuidas (Rolim, 2015).

Dentre os diversos materiais metalicos o antiménio € um semimetal, que
apresenta quatro formas alotrépicas, nas coloragdes cinza, cinza azulado, amarela e
negra, sendo sua forma mais estavel a cinza azulada. Aproximadamente 60% do
antiménio é aplicado em retardadores de chama, 20% em ligas para baterias, mancais
e soldas e os demais 20% em semicondutores, estabilizantes, catalizadores e em
medicamentos. (Medeiros, 2015). Esse metal tem apresentado recentemente estudos
mostrando sua aplicacdo como transdutor nos biossensores, algumas das
propriedades apresentadas para sua utilizagao foram: relacdo quase linear entre forca
eletromotriz (f.e.m) em pH na faixa de 2 a 12; leituras reprodutiveis e estaveis; facil de
fabricacao e baixo custo (Chan, 2012).

Os ions de antiménio formam-se em diferentes estados de oxidacao, sendo
0S mais comuns o 3+ e 0 5+, dos quais, 0 mais estavel é o 3+. Os compostos de
antiménio tiveram uma crescente importancia na industria de semicondutores para
construcéo de diodos, detectores de infravermelhos e dispositivos de efeito Hall (H.
W. L. dos Santos, 2008).



33

Ja o aco inoxidavel é uma liga de ferro e cromio, podendo conter também
niquel, molibdénio e outros elementos, que apresenta propriedades fisico-quimicas
superiores aos agos comuns, sendo a alta resisténcia a oxidacao atmosférica a sua
principal caracteristica (Teroerde, 2007). O aco inoxidavel € um biomaterial
empregado na ortopedia, desde a década de 80, pelo fato deste possuirem
propriedades mecanicas, resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade superiores,
quando comparados aos materiais convencionais (Sousa, 2006).

Um fator importante na preparacao dos transdutores € o design que deve ser
altamente especifico para o analito de interesse e responder em uma faixa de
concentragcao apropriada, ter um tempo de resposta baixo, apresentar a possibilidade
de miniaturizacao e compensar efeitos externos (como temperatura e humidade) com
o proposito de ser utilizado em aplicagoes praticas (ANDRADE, 2006).

Outro fator relevante no desenvolvimento do transdutor & a miniaturizacao
para que possam ser empregados em situacdes especificas. Para o desenvolvimento
do transdutor metalico com o design especifico e redugdo do tamanho utiliza-se a
técnica de eletrodeposicao de filmes finos de antiménio sobre uma superficie de fitas
aco inox. A técnica de eletrodeposicao para obtencéo de filmes finos, tem sua origem
datada em 1805, e veio desenvolvendo-se ao longo dos anos, sendo empregada em
aplicagbes diversas, desde simples revestimentos em objetos metalicos de uso
comum, tais como talheres e ferramentas, até a fabricacao de dispositivos avancados
como as interconexdes em circuitos integrados de alta escala de integracao (Araujo,
2005).

3.3.3 Eletrodeposicoes

A técnica de eletrodeposicao consiste no crescimento de um determinado
material em um substrato sélido, o eletrodo, que esta imerso num banho contendo os
ions do material a ser depositado, o eletrélito. As camadas crescem devido as reagdes
eletroquimicas, ou seja, reagdes quimicas produzidas pela corrente elétrica. Essas
reacoes ocorrerdo na interface do eletrodo com o eletrdlito e sempre terdo envolvidas
a transferéncia de cargas entre os dois meios (Araujo, 2005).

O mecanismo de eletrodeposicao pode ser dividido em uma sequéncia de
etapas que explicam como se forma o deposito nesse processo. A presenca de ions
do material a ser depositado na superficie do eletrodo se deve a um transporte dos
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ions disponiveis do eletrélito naquela regido. Este transporte é denominado de
transporte de massa, e pode ocorrer por trés formas (Lisboa & Barin, 2009; Stenger,
2008).

1. Difus@o: € o movimento de ions proveniente a um gradiente de concentracao
na solugao, estabelecido pelo consumo de ions do eletrdlito, proximo a superficie do
eletrodo (Lisboa & Barin, 2009).

2. Migracao: € o movimento dos ions do eletrdlito promovido por um gradiente de
potencial elétrico. A corrente elétrica que provoca reagdes eletroquimicas também
circula pelo eletrolito, fechando o circuito (Araujo, 2005).

3. Convecgéao: é o deslocamento das espécies acompanhando o movimento de
massa na solucao. A solucao pode circular devido a flutuagdes na temperatura e ou
agitacdo mecanica entre outras(Araujo, 2005; Stenger, 2008).

O processo de eletrodeposicdo dos ions presentes no material a ser
depositado sobre a superficie do eletrodo pode ser descrito em uma sequéncia de
passos:

Transporte de ions da solug¢ado para a superficie do eletrodo;
Transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo-eletrdlito;
Formacao dos adatomos;

Difusdo dos adatomos na superficie dos eletrodos;
Aglomeragéo dos adatomos e formagao de nucleos;

Incorporacao dos adatomos no nucleo formado;

N o o ks~ b=

Evolucéo das caracteristicas morfolégicas do depésito.
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lons solvatado

Solucao
1. Transporte
de ions
3 5. Aglomerados 7. Morfologia
3. Formagdo 4. Difusdo 6. Niicleo de do deposito

dos addtomos _ ng superficie crescimento

Eletrodo

2. Transferéncia de elétrons

Figura 12 - Esquema do processo de eletrodeposicao (Adaptado de: (Stenger, 2008)).

O processo inicia-se quando ions solvatados na solugdo chegam até a
superficie do eletrodo e recebem o elétron gerado pelo efeito da corrente elétrica.
Nesse momento ocorre a formacdo dos adatomos, ou seja, de elementos com
caracteristicas de atomo que se encontram adsorvidos na superficie, mas que ainda
nao foram incorporados ao material do eletrodo sélido. A difusdo dos adatomos pela
superficie vai culminar num aglomerado, ou, nucleo de crescimento que servirdo de
sitios para ancoragem dos préximos adatomos e a consequente formacao da camada
sélida, fenbmeno € visualizado na Figura 12 (Stenger, 2008).

3.4 Componente Bioldgico dos Biossensores

3.4.1 Bioreceptor

No desenvolvimento dos biossensores a escolha do componente biolégico é a
primeira etapa a ser realizada, pois esse transforma as informagdées de dominio
bioquimico, gerando sinais fisicos ou quimicos com sensibilidade definida. Sendo o
seu principal propésito permitir ao sensor um elevado grau de sensibilidade para poder
determinar espécies de interesse analitico (Galli, 2009). Existem varios componentes

biol6gicos com potencial a serem utilizados em sistemas de biossensores, tais como:
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enzimas, anticorpos, receptores, acidos nucléicos, células, bactérias (Calil & Roberto,
2011; Galli, 2009; Soares, 2011).

As enzimas sdao em sua maioria proteinas com elevado peso molecular, com
propriedades cataliticas especificas presentes em todos os seres vivos. Constituidas
por longas cadeias poliméricas formadas por aminoacidos, apresentando uma
estrutura tridimensional complexa com um centro ativo, local onde se processam as
reacdes com determinados substratos (Andrade, 2006; J. C. de C. Santos, 2012).

Os anticorpos ou imunoglobulinas sdo moléculas complexas, constituidas por
centenas de aminoacidos (unidades de construcdo das proteinas), também
denominada glicoproteinas. Sintetizados e excretadas por células plasméticas, estdo
presentes no plasma, tecido e secrec¢oes, onde atacam proteinas estranhas ao corpo,
chamadas de antigenos, realizando assim a defesa do organismo. Os anticorpos
apresentam duas cadeias idénticas ligadas por dissulfeto (Janegitz, 2012; Parreira,
2010).

O uso dos anticorpos como elemento de reconhecimento bioldégico nos
biossensores deve-se a alta sensibilidade e especificidade das interagdes do antigeno
com o anticorpo (Calil & Roberto, 2011)

Os receptores sao proteinas ou glicoproteinas presentes na membrana
plasmatica, na membrana das organelas ou no citosol celular, que se caracterizam
especificamente por se unirem a substancias quimicas, chamadas de ligantes.
Podendo ser o receptor: nuclear, esteroide ou transmembrana (Wood & Gierach,
2011).

Os acidos nucléicos sdo macromoléculas formadas por nucleotideos. Estes
apresentam alta afinidade e especificidade a determinadas moléculas. Sao utilizadas
em biossensores para deteccdo de diversos ligantes, desde pequenos ions ou
moléculas até proteinas e células (Calil & Roberto, 2011; J. J. de B. Silva, 2004)

3.4.2 Enzima Urease

A urease € uma enzima dependente de niquel, amplamente distribuido na
natureza, cuja fungéo catalitica é a hidrolise de ureia produzindo duas moléculas de
amoénia e uma de &cido carbdnico (Figura 13). Sdo sintetizadas por numerosos
organismos, incluindo plantas, bactérias, algas, invertebrados e fungos, e também
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podem ocorrer em solos como uma enzima do solo (Krajewska, 2009; Laprotox,
2011b).

NHZ_C‘— NHo

Uréia-Urease

002"' NH3

H20
Urease—C—N H2

Figura 13 - Reacao de hidrélise da ureia catalisada pela urease (Laprotox, 2011a).

Independentemente de sua origem e de sua organizagdo estrutural, as
ureases sao proteinas homoélogas compartilhando de 50 a 60% de identidade de
sequéncia, sugerindo divergéncia a partir de uma enzima ancestral comum (Laprotox,
2011b).

A enzima urease (Figura 14), determinada por cristalografia de raios X,
contém dois ions de niquel ligados por uma lisina carbamilada e um ion de hidréxido.
Cada niquel coordena dois residuos de histidina e uma molécula de agua. A esfera
de coordenacdo de um centro de niquel, Ni (2), € 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 (Benini,
Rypniewski, Wilson, Ciurli, & Mangani, 2001; Lee et al., 2008).

NH(Lys)
(His)N,, wN(His)
(Hls)N’*’ N(Hls)
/,\ NH- 0 NH O(Asp)
\::k H%N -------- ‘0\
/o T

/
HN{

Figura 14 - Representacdo do esquema de sitios ativos da urease (Andrea Graydon,
Alexander Berchansky, Michal Harel, 2015).
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As enzimas sdo componentes de extrema importancia para a fabricagdo de
biossensores como elementos de reconhecimento biolégico pela alta sensibilidade e
seletividade que as reagdes enzimaticas apresentam (Nelson & Cox, 2002).

3.4.3 Imobilizagao do Componente Biolégico

A imobilizacdo de biomoléculas no transdutor, na sua forma estavel e com a
manutengdo de suas propriedades fisico-quimicas de reconhecimento € uma das
etapas na construgcdo de um biossensor (Oliveira;, 2011). A imobilizacado de enzimas
em suportes solidos é uma ferramenta importante para a estabilizacdo da enzima,
permite a reutilizagdo e reduz a inativagdo por influéncia da temperatura e solventes,
0 que pode ser atrativo para o setor industrial (Mendes et al., 2011).

Baseado na imobilizacdo enzimatica foi possivel resolver diversas limitacoes
tais como: a perda de enzima (por vezes dispendiosa), manutencado da estabilidade
da enzima, aumento do tempo de meia vida do biossensor e adicionalmente a reducéao
do tempo de resposta (Amine, Mohammadi, Bourais, & Palleschi, 2006).

Os principais métodos utilizados na imobilizacdo enzimatica s&o: (a) oclusao
em gel; (b) encapsulamento; (c) adsorcéao fisica; (d) ligacao covalente e (e) ligacao
covalente cruzada (Dalla-Vecchia, Nascimento, & Soldi, 2004). A Figura 15 ilustra os

métodos de imobilizagdo enzimatica.

LOUCICD QQ d
allaa) Q
=L
a b c €

Figura 15 - Métodos de imobilizacao enzimatica (Dalla-Vecchia et al., 2004).

A adsorcéo fisica neste caso o componente bioldgico é fixado em uma matriz
de interesse por meio de interacbes fisicas, sendo o mais simples método de
imobilizacédo (Caridade, 2008; Janegitz, 2012).
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A oclus@o em gel € um método de imobilizagdo baseado no confinamento do
componente bioldgico dentro de espacgos intersticiais de um gel, que permite a difuséo
do substrato e do produto produzidos pelas reacdes quimicas (Janegitz, 2012;
Marques & Yamanaka, 2008).

O encapsulamento baseia-se no aprisionamento do componente biolégico em
uma membrana localizada na superficie do eletrodo, apresentando uma determinada
porosidade que permita a difusdo do substrato e dos produtos produzidos durante as
reacbes. Comumente membranas de nylon, quitosana, acetato de celulose entre
outras, sdo utilizadas (Janegitz, 2012; Moreira et al., 2010).

A ligacao covalente é um processo de imobilizacdo que ocorre por meio de
ligacdes entre determinados grupos funcionais do componente biolégico e a superficie
do material suporte presente no transdutor (Janegitz, 2012; Mendes et al., 2011).

A ligagédo covalente cruzada € o método de imobilizagdo que se baseia na
formacao de uma rede tridimensional de ligagdes covalentes, formada entre o agente
de reticulacao e o componente biolégico (Janegitz, 2012; Oliveria & Vieira, 2006).

O desempenho do biossensor depende de dois fatores (i) a quantidade de
enzima imobilizada, esta relacionada com a area de superficie/volume da matriz, e (ii)
a porosidade da matriz que proporciona a rapida difusdo da solugcédo para a enzima
imobilizada (Mozaffari, Rahmanian, Abedi, & Amoli, 2014).

A imobilizagédo pode ser aplicada a qualquer biocomposto, porém podem
ocorrer problemas relacionados a lixiviagdo dos elementos bioldgicos de
reconhecimento para a solucdo devido aos diferentes tamanhos dos poros dos
polimeros ou membranas, além de impedimentos estéricos para o substrato interagir
com a biomolécula quando os poros das matrizes sdo menores que as moléculas
(Lojou & Bianco, 2006; Marques & Yamanaka, 2008).

3.5Polimeros Naturais

Os polimeros naturais sdo derivados de plantas e animais. Essa classe de
polimeros compreende: borracha, algodao, 14, couro; seda; proteinas, enzimas, amido
e a celulose (Junior, 2008). O uso dos polimeros como matriz no desenvolvimento dos
biossensores tem crescido significativamente devido as suas propriedades fisico-
quimicas, bioldgicas, sua disponibilidade, diversidade, facilidade de sintese,
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possibilidade de incorporacdo de diferentes espécies dopantes e a imobilizagdo de
biomoléculas. Entre as fun¢des dos polimeros em biossensores estdo 0 seu uso como
intermediarios nos processos de interacao receptor/analito e na transducao do sinal
para melhorar o tempo de resposta, a sensibilidade e o limite de deteccao (Oliveira,
Consolin-Filho, et al., 2013).

As matrizes poliméricas mais utilizadas no desenvolvimento de biossensores
enzimaticos sao: gelatinas, poliacrilamida, colageno, triacetato de celulose e alginato.
Novas matrizes poliméricas veem sendo pesquisadas, dentre essas a quitosana e o
acetato de celulose tem se destacado, devido suas propriedades fisico-quimicas,
biolégicas e disponibilidade (Lojou & Bianco, 2006; Marques & Yamanaka, 2008;
Mendes et al., 2011).

3.5.1 Quitosana

A quitosana € um poliaminosacarideo natural, sucedendo de maneira muito
dispersa na natureza em alguns microrganismos. Sua férmula quimica é: (CeH1104N)n;
e tem sua massa molar na faixa de 1,0.10°— 1,2.10° Daltons, sua estrutura quimica

esta apresentada na Figura 16.
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Figura 16 - Estrutura quimica da quitosana (S. Rubens & Pavone, 2008).

A quitosana normalmente € insoluvel em agua, alcalis, alcool e acetona,
sendo completamente soluvel em solucbes de acidos organicos fracos (acético,
férmico, citrico) e em alguns acidos inorganicos diluidos (cloridrico, nitrico, perclérico
ou fosforico), resultando em solugdes viscosas capazes de formar membranas. A
solubilidade da quitosana estara intimamente relacionada com a quantidade de grupos
amino protonados (—NHs*) na cadeia polimérica. Quanto maior a quantidade destes
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grupos, maior o numero de interacdes eletrostaticas repulsivas entre as cadeias e
também maior a sua solvatagdo em agua. Deste modo, o conhecimento preciso do
teor de grupos (—NH2) é um fator de muita importancia e que podera condicionar a
utiizacdo da quitosana nas suas diferentes aplicagcbes (Albuquerque, Souza,
Stamford, & Stamford, 2009; Almeida, 2009; Dallan, 2005; S. Rubens & Pavone,
2008).

A estrutura da quitosana € muito similar a de sua precursora quitina, a
diferenca esta na presenca de um grupo amino (NH2) na posicdo 2 do anel
glicopiranosideo no caso na quitosana, enquanto que na quitina tem-se a presenca
do grupo acetamido (NHCOCHSs) (Lima, Ribeiro, & Airoldi, 2006).

O biopolimero de quitosana possui grande percentual de grupos amino (NH2)
disponivel que favorece a boa eficiéncia como suporte para imobilizagdo de enzima
(Krajewska, 2004; Oliveria & Vieira, 2006).

A quitosana tem sido utilizada para imobilizagdo em biocatalisadores,
empregados na biotransformacao de proteinas, modificacdo de éleos e gorduras e
materiais lignoceluldsicos, remocao de contaminantes em aguas residuarias, sintese
de compostos de alto valor agregado empregados nas industrias farmacéutica e
alimenticia e geragao de energia, purificacao de enzimas, preparacao de sofisticados
biossensores para medicbes in siftu em aguas residuarias e quantificacdo de
metabdlitos produzidos pelo organismo humano no controle de enfermidades. A
imobilizagdo de enzimas em quitosana € bastante promissora na preparacdo de
biocatalisadores ativos e de grande interesse industrial (Mendes et al., 2011).

3.5.2 Acetato de Celulose

A celulose € um polimero organico natural mais comum, classificado como
polissacarideo formado por um s6 monémero (glicose), considerada uma fonte de
matéria prima quase inesgotavel e biocompativel (Figura 17). Formado pela ligacéo
repetida de d-glicose de blocos de construcdo, altamente funcionalizado,
homopolimero de cadeia linear rigida é caracterizado pela sua hidrofilicidade,
biodegradabilidade, ampla capacidade de modificacdo quimica, sua formagédo e
morfologias de fibras versateis semicristalinas (Klemm, Heublein, Fink, & Bohn, 2005).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Polissacar%C3%ADdeos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mon%C3%B4mero
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicose
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A celulose tem sido utilizada para imobilizacdo de enzimas quiméricas sendo

totalmente funcional (Gongalves, 2011).

HO HO ]
H 0 H 0_0 N
H H
NUNOH  H o OH H
o H H
| H OH H OH |

Cellulose

Figura 17 - Estrutura molecular da celulose (Stock Royalty, 2016).

O acetato de celulose é um éster produzido pela substituicdo dos grupos
hidroxilas das unidades de glicose por grupos acetilas (Kelley, Company, Division, &
Tn, 1989). A Figura 18 ilustra a estrutura molecular do acetato de celulose. E um dos
derivados da celulose de grande importancia comercial, devido a sua larga aplicacao
em fibras, plasticos, filmes fotograficos, filtros para cigarros, dentre outros (Edgar et
al., 2001; Steinmeier, 2004).
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Figura 18 - Estrutura molecular do acetato de celulose (Stock Royalty, 2016).

Dentre as aplicacbes para o acetato de celulose esta a producdo de
membranas que podem ser utilizadas em processos de separacdo como, por
exemplo, osmose inversa, hemodialise e liberacao controlada de farmacos (Khulbe,
Hamad, Feng, Matsuuma, & Khayet, 2004).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%89ster
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Imobilizacdo de urease em celulose oferece vantagens do baixo custo,
facilidade de imobilizagdo, manuseio, longa vida de prateleira e nao existe o perigo de
contaminacao microbiana da enzima (Reddy, Srivastava, Dey, & Kayastha, 2004).

3.6 Analito - Ureia

A ureia ou carbamida é um composto organico formado por duas moléculas
do grupo funcional animo (-NHz) ligado por um grupo funcional carbonilo (C = O), a
Figura 19 ilustra a estrutura quimica da ureia.

C
HoN” ™ “NH,

Figura 19 - Estrutura quimica da ureia (Wikipédia, 2014)

A ureia é um importante produto natural que constitui a etapa final do
metabolismo das substancias nitrogenadas no organismo de mamiferos sendo
excretada principalmente pelos rins (Jha, Topkar, & D’Souza, 2008). Cerca de 80%
do nitrogénio excretado pelo organismo esta sob a forma de ureia

Nas areas como analise clinica, industria alimenticia, cosméticos e avaliacao
ambiental a determinacao de ureia € de grande importancia. Na area clinica, a ureia
€ quantificada em testes patolégicos de sangue e urina; na industria alimenticia,
analisa-se ureia em leite, ja que por se tratar de um constituinte ndo natural, sua
presenca pode significar adulteracdo do mesmo (Singh et al., 2008).

A ureia detém uma funcdo importante no metabolismo dos compostos
contendo azoto na urina dos mamiferos. A funcdo metabdlica renal € determinada
pela quantidade de ureia no sangue e na urina, ocasionando seérios riscos a saude
(Gyorgy et al., 2010). Dessa forma, a concentragdo de ureia no sangue e na urina atua
como um indicador de doengas renais no ser humano, tornando a anaise muito

frequente nos laboratérios clinicos. A quantificacdo da ureia utiliza métodos
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convencionais, como, por exemplo, o uso do indofenol, onde a amostra € hidrolisada
pela enzima urease produzindo bicarbonato e fons aménio. lons que na presenca de
salicilato, hipoclorito e nitroprussiato produzem a cor azul do indofenol, o qual possui
0 maximo de absorcao em torno de 600nm e é proporcional a concentracao de ureia
(Curilazo et al., 2007).

A construcdo de biossensores para deteccdo de ureia é de extrema
importancia para saude humana, pois a ureia é um bioproduto monitorado no sangue
como indicador de funcao renal e um elevado nivel causa insuficiéncia renal (Lakard,
Herlem, Lakard, Antoniou, & Fahys, 2004; Sahney, Puri, & Anand, 2005; Wang, Chou,
Sun, Hsiung, & Hsiung, 2003).

3.7 Estado da Arte

Estudos mostram a utilizacdo dos polimeros de origem natural como a
quitosana e acetato de celulose para imobilizadores de enzimas nos biossensores,
bem como patentes de biossensores para ureia.

Glass (1999) confeccionou um biossensor de ureia para monitoramento de
hemodialise, o dispositivo consiste em um sensor eletroquimico capaz de detectar e
quantificar ureia em fluidos resultantes de procedimentos de hemodialise. O sensor é
baseado na medi¢cdo da variacdo de pH produzidos num ambiente aquoso pelos
produtos da hidrélise catalisada por enzima de ureia. Numa aplicacao tipica, os
sensores podem ser utilizados em centros de tratamento, em conjunto com um
sistema eletrdnico apropriado, de modo a determinar o ponto final de hemodialise. O
sensor pode também ser utilizado para permitir estes em casa para determinar se a
didlise é necessaria. O teste em casa é semelhante, em principio, a dispositivos
utilizados para teste de glicose no sangue por diabéticos, e exigiria uma amostra da
gota do sangue.

Crismore e colaboradores (2001) desenvolveram um biossensor
eletroquimico em tiras com quatro novos recursos para analise de fluidos. Primeiro, é
um recuo ao longo de uma borda da tira teste para facilitar a identificacao do local de
aplicacdo. Segundo, uma janela transparente para identificacdo da quantidade de
amostra ideal para analise. Terceiro é a inclusdo de um entalhe localizado no local de
aplicagdo da amostra. Quarto recurso é a inclusdo do 6xido de polietileno para
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aumentar a resisténcia a perfuragcdo mecanica. Essas tiras de teste tém sido utilizadas
por diabéticos e profissionais de saude para monitorar seus niveis de glicose no
sangue.

Hsiung e colaboradores (2005) desenvolveram um biossensor de ureia
eletroquimico e o método de fabricacdo, a invencao refere-se mais particularmente a
uma tecnologia para a formagdo de um biossensor ureia pela utilizagdo de uma
pelicula sensivel ao pH com um 6xido de estanho utilizando um transdutor de efeito
de campo sensivel a ions (ISFET) e cooperando com a utilizacdo da enzima
urease.

Paek e colaboradoes (2007) desenvolveram tiras de membranas para
biossensores em sistemas de teste point-of-care. A presente invencéao refere-se a um
biossensor para testes de point-of-care (POCT), cuja sensibilidade de deteccao foi
melhorada através da inclusdo das tiras de membrana em sistema de ensaio
cromatografico, no processo de fluxo cruzado sucessivo para a reagao imunolégica e
enzimatica. As tiras de membranas nao s6 permitem ensaios rapidos e simples, como
também satisfazem as necessidades clinicas para determinagcédo altamente sensivel
de analitos em amostras aplicando o point of care.

Hsiung e colaboradores (2009) desenvolveram um biossensor de ureia de
estado sdlido, formado por um substrato contendo varias camadas, sendo uma
eletricamente condutora, uma para medicdo de pH e outra de medicao de ions de
amoénio. Este biossensor apresentou uma precisdo de medi¢cao superior a outras
técnicas.

Hsiung e  colaboradores (2010) desenvolveram  biossensores
potenciométricos para deteccao de ureia e creatinina e o método de formacao
Thereof. O dispositivo € formado por um substrato contendo dois eletrodos sensores,
um eletrodo de referéncia e um eletrodo de referéncia interno ao substrato, e uma
estrutura de embalagem que separa os eletrodos adjacentes. Os eletrodos sensores

podem conter a enzima urease ou creatinina amidohidrolase.

Krajewska (2004) mostrou em seu trabalho de revisao as aplicacées da quitina
e quitosana para imobilizacdo de enzima. Observou em 158 papers e 63 enzimas
imobilizadas para varias aplicacdées que vao desde o vinho, o aclUcar e industria

pesqueira, através da remocdo de compostos organicos de aguas residuais, para
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biossensores sofisticados “in situ”, medi¢des de poluentes ambientais e de controle
metabdlito em 6rgaos artificiais (Krajewska, 2004).

Oliveira (2006) utilizou membranas de quitosana para imobilizagcdo da
peroxidase extraida de vegetal por diferentes métodos para construcao de
biossensores. A quitosana apresentou boa eficiéncia como suporte de imobilizagao
da peroxidase, permitindo facilmente a construcdo dos biossensores, alta
estabilidade, simplicidade, preciséo e baixo custo. Narang e
colaboradores (2011) desenvolveram um biossensor amperométrico baseado na
imobilizagdo da polifenol oxidase em quitosana revestida com membrana de nylon
para determinagé@o de polifendis em bebidas alcodlicas, cha e amostras de agua. O
biossensor apresentou tempo de resposta baixo e alta estabilidade de
armazenamento.

Mulyasuryani e colaboradores (2010) utilizaram quitosana para imobilizagéo
de urease para o desenvolvimento de um biossensor potenciométrico. A pesquisa
avaliou o efeito do pH e espessura das membranas na performance dos biossensores.
Os resultados mostram que a melhor performance era para o pH de 7,3 e espessura
de 0,2 mm.

Hurk e Evoy (2015) em trabalho de revisdo sobre avaliacdo de biossensores
baseados em membrana para deteccado de patégenos, onde mostra a utilizacdo de
membrana de acetato de celulose e diferentes biossensores e para diferentes
detecgbes de patdgenos.

Anamika e colaboradores (2016) desenvolveram  biossensores
potenciométricos de colesterol por reticulacdo de colesterol oxidase e nanotubos de
carbono modificados com membranas de acetato de celulose, que apresentou
excelente sensibilidade na faixa de 103 a 10® molar e um limite de detecgédo de 108

molar.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1Local da Pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Avaliagéo e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste - CERTBIO, localizada na Unidade Académica de

Engenharia de Materiais, na Universidade Federal de Campina Grande/UFCG.

4.2 Reagentes e Materiais

e Fitas de aco inoxidavel AlSI 301;

e Acetado de Celulose — Mn ~ 30000- Sigma Aldrich;

¢ Quitosana médio peso molecular — Alto peso molecular GD > 90% CERTBIO,;

e Acetona P. A. - PM = 58,08 g/mol — (CH3)2CO - Isofar;

e Tartarato hidratado de Potassio e Antiménio (lll) — CsH4K2012Sb2. XH20 — PM
= 613.83 g/mol — Sigma Aldrich;

e Hidréxido de Sédio — P. A. — PM = 40,00g/mol — Neon;

e Enzima Urease (Sigma Aldrich;);

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

¢ Unidade de aquisicdo, comutacéao e registro de dados — 34970A — keysight
Technologies;

e PBS - Tampao fosfato-salino — Sigma Aldrich;

e Vidrarias de laboratério: Béquer, balao, vidro de reldgio, bastao;

e Balancga digital de precisao — 0,0001g;
4.3Métodos
4.3.1 Preparacao do eletrodo referéncia
Fitas de ago inox foram cortadas com dimensdes de 5mm de largura por
50mm de comprimento. Em seguida, uma regidao de aproximadamente 20mm de

comprimento foi mergulhada em uma solugdo de tartarato hidratado de potassio e

antiménio (lll) e aplicado por meio de uma fonte, correntes de 0.1, 0.3 e 0.5 A
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(amperes) nas fitas de aco inox, por um periodo de 5 minutos, para eletrodeposicéao
do antiménio, Figura 20. (Adaptado de: Tymeeki, Rozum, & Koncki, 2006).

0.1;0.3e 0.5A

_ !

Antimonio
Aco inox
: J

\4 Solucdo de tartarato

hidratado de potassio

Fitas de e antiménio (I11)

aco inox

Figura 20 - Eletrodeposicao do 6xido de antiménio sobre o aco inox (Fonte: Proépria).

Um grupo de fitas de ago inox revestidas com antiménio nas diferentes
condicoes de eletrodeposicao foram submetidas a um tratamento térmico a 550°C por
1 hora para modificacdo da superficie. Obtendo assim fitas nas diferentes condi¢des
de eletrodeposi¢cdo com e sem tratamento térmico.

Posteriormente, as fitas de aco inox revestidas com antiménio nas diferentes
condicoes de producao foram cobertas com camadas de polimero naturais (acetato

de celulose e acetato de quitosana) pelo método de mergulho.
o Método de Mergulho

Para cobrimento dos eletrodos pelo método de mergulho, as fitas de aco inox
revestidas com antiménio foram mergulhadas por um periodo de 30 segundos em uma
solucdo de acetado de celulose em acetona 1% (W/V), retiradas e deixadas até
completa evaporagao da solucao (Figura 21), para formacao do numero de camadas
(1, 3, e 5) de acetato de celulose sobre o eletrodo, esse procedimento foi repetido por
(1, 3 e 5) vezes. (Adaptado de: Tymeeki, Rozum, and Koncki 2006).

Para formacdo da membrana polimérica de acetato de quitosana sobre o
eletrodo foi realizado o mesmo procedimento descrito anteriormente (método de
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mergulho), modificando a solugcdo para de quitosana 1% (W/V). A solugcédo de
quitosana foi preparada dissolvendo-se 1g de quitosana em 100ml| de uma solugéo de
acido acético a 1% sob agitacdo por 20h, metodologia empregada no laboratério
CERTBIO.

Antiménio

" — -

2 Polimero Natural
o " (Acetato de Celulose
ou Quitosana)

Aco inox

Solucdo de acetato de
celulose (1%) ou quitosana
(1%).

Figura 21 - Recobrimento do eletrodo pelo método de mergulho (Fonte: Propria).

4.3.2 Preparacao do eletrodo sensor

Para formagéo dos eletrodos sensores foram realizados os procedimentos
descritos para o eletrodo referéncia, método de mergulho com uma unica modificagao:
as solucoes de acetado de celulose e de acetato de quitosana contém uma
concentracao de enzima urease 10 mg/mL com 60 U/mg). (Adaptado de: Tymeeki,
Rozum, and Koncki 2006).

4.4 Caracterizacao da eletrodeposicao do Antiménio

4.4.1 Microscopia Optica (MO)

A caracterizacdo por MO foi realizada em um Microscépio Optico HIROX, com
magnificacdo maxima de 3500X, onde o mesmo pode operar por transmitancia ou
refletdncia, acoplado a uma estagédo de Captura e Andlise de Imagens com Software.
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Foram obtidas micrografias com magnificagdes de 350X e 1050X das fitas de
aco inox com e sem tratamento térmico apos eletrodeposicao com 0.1, 0.3 e 0.5
amperes para observar a morfologia da superficie dos eletrodos.

4.4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizacdo por MEV foi realizada em um Microscopico Eletronico de
Varredura Hitachi, modelo TM-1000, com magnificagdo maxima de 10000x,
profundidade de foco de 1 mm, resolugdo de 30nm, 15KV, baixo vacuo e pressao
variada (1 a 270Pa).

Foram obtidas micrografias eletrdbnicas com aumento de 3000X e 5000X das
fitas de agco inox com e sem tratamento térmico apos eletrodeposicdo com 0.1, 0.3 e
0.5 amperes para observar a morfologia da superficie dos eletrodos apds
eletrodeposicao e a estrutura morfolégica das particulas de antiménio.

4.4.3 Difracao de raios X (DRX)

A caracterizacao por DRX foi realizada em um Difratdbmetro de Raios X cujo o
objetivo foi determinar as fases cristalinas presentes e tamanho de cristalitos. As
analises de difracdo de raios X foram conduzidas sob temperatura ambiente em um
aparelho XRD-7000 Shimadzu, utilizando radiacdo Ka do cobre (1,5418 A), tens&o de
40KV e corrente 30mA, examinados com angulo de incidéncia fixo em 5 graus em um
intervalo de 20 entre 25,0 e 70,0 graus a uma velocidade de 26/min.

Informacdes mais detalhadas das medidas de raios X foram obtidas por meio
do método de Rietveld (RIETVELD, 1969) utilizando o programa General System
Analyzer Structure (GSAS-Il). Para obter as informacbes cristalograficas foram
utilizadas as fichas cristalograficas n° 9859-ICSD retirada do banco de dados
Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), n® 9536-AMCSD, n°® 0015-AMCSD e a
n® 10496-AMCSD retirada do bando de dados American Mineralogist Crystal Structure
Database.

Os difratogramas dos eletrodos nas diferentes condicées de eletrodeposicao
sem e com tratamento térmico foram analisados pelo método de Rietveld, onde é
possivel observar o ajuste entre os difratogramas observado (medida obtida do
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Difratbmetro) (linha verde), padrdao de DRX calculado por Refinamento Rietveld (x,
linha preta) e a diferenga entre ambos (linha vermelha) usando os programas GSAS
Il.

4.5 Caracterizacao morfologica das membranas poliméricas

4.5.1 Microscopia Optica (MO)

Foram obtidas micrografias com magnificacbes de 1050X e 2800X das
membranas poliméricas de acetato de celulose e de acetato de quitosana com e sem
a enzima urease para observar a morfologia das membranas (Adaptado de: Prayoga,
Mulyasuryani, and Prasetyawan 2014).

4.5.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Foram obtidas micrografias eletrénicas dos eletrodos com revestimento das
membranas poliméricas de acetato de celulose e de acetato de quitosana com e sem
a enzima urease com aumento de 1000X e 3000X para observar a morfologia das
membranas apdés recobrimento dos eletrodos (Adaptado de: Prayoga, Mulyasuryani,
and Prasetyawan 2014).

4.6 Caracterizacao das Propriedades dos Biossensores

4.6.1 Sensibilidade

A sensibilidade é definida como a alteragdo na magnitude do sinal de “saida”
do biossensor como resposta a alteragdo da concentracao de uma espécie quimica
especifica. A determinacdo da sensibilidade do biossensor de ureia foi medida por
uma unidade de aquisicdo, comutacdo e registro de dados, modelo 34970A da
keysight Technologies, avaliando a diferenca de potencial (ddp) obtida em resposta a
concentragcao de ureia, numa faixa de concentracao de 2; 4; 6; 8, 10 e 20 (mM) em
solucao tampéao de PBS e no PBS puro (Adaptado de: Algasaimeh, Heng, and Ahmad
2007; Tymeeki, Rozum, and Koncki 2006).
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A sensibilidade de um biossensor pode ser definida pela equagéo 1, onde
observa-se que a sensibilidade € uma funcédo linear em relagdo a concentracao da

espécie quimica “[Ureia]” e a variagao do potencial elétrico “AmV”.

Equacéao 1- Sensibilidade do Biossensor.
Sens. = AmV/ [Ureia]

4.6.2 Faixa de Linearidade

Um biossensor perfeitamente linear apresentara a sua sensibilidade constante
desde a concentracao nula de substrato até a maxima concentragao de substrato que
possa ser fisicamente dissolvida no meio de medida. Para a determinagdo da
linearidade do biossensor de ureia foi medida uma unidade de aquisicdo de dados
modelo 34970A, avaliando a diferenca de potencial (ddp) obtida em resposta a
concentracao de ureia, numa faixa de concentracao de 2; 4; 6; 8, 10 e 20 mM em
solucao de PBS e PBS puro (Adaptado de: Algasaimeh, Heng, and Ahmad 2007;
Rodrigues 2014).

4.6.3 Periodo de estabilidade

O periodo de estabilidade indica o tempo necessario para que a resposta
“diferenca de potencial” do biossensor se estabilize, ou seja, apresente um valor
estavel. Para determinagdo do periodo de estabilidade foi avaliado o tempo
necessario para estabilidade das medidas de diferengca de potencial nas
concentracdes de 2; 4; 6; 8, 10 e 20 mM em solugédo tampéao de PBS e no PBS puro
(Adaptado de: Algasaimeh, Heng, and Ahmad 2007; Rodrigues 2014).

4.6.4 Seletividade

Um biossensor ideal devera responder unicamente a alteracbes na
concentracao do analito alvo ndo sendo influenciado pela presenca de outras espécies
quimicas em solugdo. A determinacdo da seletividade do biossensor de ureia foi
medida por uma unidade de aquisicdo de dados modelo 34970A, avaliando a
diferenca de potencial (ddp) obtida em resposta a concentracdo de ureia fixa em
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presenca da adicdo de outra espécie quimica na solucao (sais e creatinina) (Adaptado
de: Algasaimeh, Heng, and Ahmad 2007; Rodrigues 2014).

4.6.5 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade indica a capacidade de biossensores com mesmas
condicoes de preparacao, parametro e de analises apresentarem respostas similares.
Para determinacdo da reprodutibilidade dos biossensores foram feitas medidas em
quatro biossensores com mesma condi¢cao de preparagao, parametros e de anélises
e analisados seus desvios. Os biossensores com melhores biorespostas foram
selecionados para essa caracterizagao (Adaptado de: Algasaimeh, Heng, and Ahmad
2007).

4.6.6 Repetibilidade

A repetibilidade avalia as condigbes de o biossensor apresentar respostas
similares para medidas com um mesmo biossensor. Para determinacdo da
repetibilidade dos biossensores foram feitas medidas por meio de uma unidade de
aquisicdo de dados modelo 34970A, realizando medidas com um mesmo
biossensores nas solucdes com diferentes concentragdes de ureia e analisados seus
desvios. Os biossensores com melhores biorespostas foram selecionados para essa
caracterizacao (Adaptado de: Algasaimeh, Heng, and Ahmad 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da eletrodeposicao do Antiménio

Os eletrodos com eletrodeposicao de antiménio preparados nas condi¢oes de
0.1, 0.3 e 0.5 amperes com e sem tratamento térmico foram caraterizados por
microscopia 6tica, microscopia eletrénica de varredura e difragdo de raios X para
avaliagdo da camada de antiménio formada sobre o aco inox. A Tabela 1 mostra a
nomenclatura adotada as descrigdes para as diferentes as amostras utilizadas no
estudo.

Tabela 1 - Condi¢des de preparagao dos eletrodos.

Condicao de Sem tratamento Com tratamento
eletrodeposicao térmico térmico
0.1A Sb-0.1A-ST Sb-0.1A-CT
0.3A Sb-0.3A-ST Sb-0.3A-CT
0.5A Sb-0.5A-ST Sb-0.5A-CT
Aco inox sem
_ ACO-ST ACO-CT
eletrodeposicao

5.1.1 Microscopia Optica (MO)

As imagens de micrografia obtidas por microscopia 6tica mostram a morfologia
superficial das amostras nas diferentes condigdes de preparagdo conforme
apresentado na Tabela 1.

Pode-se observar na Figura 22 as imagens de microscopias 6ticas das fitas de
aco inox com e sem tratamento térmico com aumento de 350X e 1050X, onde se
verifica na superficie do ago inox ranhuras direcionais em toda area analisada com
presenca de pequenos defeitos de impurezas, apds o tratamento térmico a superficie

mantém o perfil morfolégico com pequenas alteracées que sao insignificantes.
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ACO-ST - 350X : ACO-ST - 1050X

ACO-CT - 350X 5 ACO-CT - 1050X

Figura 22 — Microscopia 6tica das fitas de a¢o inox sem e com tratamento térmico
respectivamente (Fonte: Propria).

Na Figura 23, sdo observadas as imagens dos eletrodos na condicdo de
eletrodeposi¢éao de 0.1A sem e com tratamento térmico com aumentos de 350X e
1050X, onde é observada nas imagens uma superficie rugosa e uniforme nas com
presenca de pequenos pontos embranquecidos que pode ser defeitos pontuas ou a
oxidagao do antimdnio nas amostras sem tratamento térmico, esse perfil morfolégico
da superficie foi formado pelo processo de eletrodeposicdo que devido a corrente
selecionada para tal processo induz ao crescimento dos nucleos depositados de
antiménio.

No entanto, apds o tratamento térmico, ocorre uma modificagdo do perfil
morfoldgico da superficie com uma alteragdo da coloragao, tornando a superficie mais
clara e o aparecimento de algumas trincas, este efeito ocorre provavelmente devido
pela expansao dos nucleos de antiménio formado devido ao aquecimento a 550°C,
dois fatos importantes indicam esta possivel expansao, primeiro por ndo se conseguir
um foco sobre toda superficie que ocorre pela diferenca de altura apresentada entre
os gras formados e o0 segundo pela alteracao da estrutura cristalina que € observado
na difracao de raios X.
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Sb-0.1A-ST- 350X S Sb-0.1A-ST - 1050X

Sb-0.1A-CT - 350X Sb-0.1A-CT - 1050X

Figura 23 — Microscopia 6tica dos eletrodos na condigéo de eletrodeposi¢éo de 0.1A sem e
com tratamento térmico (Fonte: Propria).

A Figura 24 mostra as micrografias dos eletrodos na condicdo de
eletrodeposi¢do de 0.3A sem e com tratamento térmico com aumentos de 350X e
1050X, onde verifica-se a formagao de uma superficie menos rugosa e uniforme sobre
toda regido avaliada, esta mudanca ocorre devido a corrente utilizada no processo de
eletrodeposicdao que levou a formacao de uma maior quantidade de nucleos e por
consequéncia uma diminuicdo do tamanho dos nucleos depositados de antiménio,
também € visualizado regides com uma coloragdo mais clara “embranquecidas e
embacada” e pontos claros que pode ter sido ocasionado pela oxidagcao do antimdnio
ou defeitos.

Apoés o tratamento térmico ocorre uma modificagdo do perfil morfolégico da
superficie com uma alteracdo da coloracdo, tornando a superficie mais clara e o
aparecimento de poros distribuidos em toda superficie. Observa-se nesta morfologia
que a expansao dos aglomerados formados sdo mais sudveis, visto que é possivel
focalizar toda superficie sem perda de foco, o que indica que a variagao da altura entre
os aglomerados formados pelo efeito da temperatura é pequena.
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Sb-0.3A-ST - 350X . oire Sb-0.3A-ST - 1050X

Sb-0.3A-CT Sb-0.3A-CT - 1050X

Figura 24 — Microscopia 6tica dos eletrodos na condigédo de eletrodeposi¢do de 0.3A sem e
com tratamento térmico (Fonte: Propria).

As micrografias dos eletrodos na condicao de eletrodeposicéo de 0.5A sem e
com tratamento térmico com aumentos de 350X e 1050X, sdo apresentadas na Figura
25, onde observa-se uma superficie pouco rugosa e uniforme com a apari¢cdo de
diversos pontos embranquecidos sao formados por defeitos de inclusdo ou formacao
de o6xido de antimbnio, esta alteragdo da morfologia superficial pode ter sido
provocada pela elevagao da corrente utilizada na eletrodeposicdo que promove a
diminuicdo dos aglomerados formados.

Apos o tratamento térmico, visualiza-se a mudancga da coloragéao da superficie
tornando-se mais clara e o aparecimento de poucos defeitos volumétricos “poros”
dispersos na superficie, estas alteracdes sao provocadas pela alteracao da corrente
utilizada na eletrodeposicéo e pelo efeito da temperatura empregada no tratamento

térmico.
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Sb-0.5A-ST - 350X Sb-0.5A-ST - 1050X

Sb-0.5A-CT - 350X Sb-0.5A-CT - 1050X

Figura 25 — Microscopia 6tica dos eletrodos na condigédo de eletrodeposi¢éo de 0.5A sem e
com tratamento térmico (Fonte: Propria).

Dois pontos importantes sdo observados a partir das analises da morfologia
superficial a partir da microscopia 6tica do processo de eletrodeposi¢cdao de antimdnio
nas fitas de ago inoxidavel. Primeiramente o aumento da corrente elétrica utilizada
para eletrodeposicédo do antiménio provoca um aumento de ions que séo atraidos pelo
catodo, gerando assim, uma maior deposicao de antiménio na superficie do aco, que
favorece a diminuigdo do tamanho dos aglomerados formados na superficie e pode
ter induzido a formagao de uma superficie menos rugosa.

Segundo ponto observado pelas imagens de MO é que o tratamento térmico
modifica morfologia da superficie em todas condi¢des de eletrodeposicao formando
uma superficie com uma coloragdo mais clara e com o aparecimento de defeitos
volumétricos de acordo com a condicao da eletrodeposicao, este fato esta relacionado
a expansdo dos aglomerados de antiménio inicial para uma outra estrutura. Esta
observacao é evidencia pela caracterizacéo de difracdo de raios X - DRX discutida
adiante, onde é constatado a modificacao da estrutura cristalina do antiménio metalico
para formacao de 6xido de antiménio.

Também pela caracterizacdo morfoldégica por microscopia eletronica de
varredura — MEV onde se visualizar com maior nitidez as mudancas associadas a esta
oxidacao e alteracédo da estrutura cristalina.
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5.1.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura nos mostram
a morfologia superficial das amostras nas diferentes condigbes de preparacao
conforme apresentado na Tabela 1.

A Figura 26 mostra as micrografias eletrénicas de varredura dos eletrodos na
condicao de eletrodeposicao de 0.1A sem e com tratamento térmico com aumentos
de 3000X e 8000X, onde é observada nas imagens das amostras sem tratamento
térmico uma superficie rugosa formada por aglomerados de antiménio e trincas. Este
aspecto morfolégico forma-se provavelmente devido a corrente utilizada no processo
de eletrodeposicdo que possibilita um maior tempo de acomodacdo dos ions
solvatados favorecendo ao crescimento dos aglomerados e possivelmente a formagao
de defeitos.

Apos o tratamento térmico € observado uma mudanga da morfologia superficial
com o desaparecimento dos defeitos de trincas, forma e tamanhos dos aglomerados,

tornando a superficie rugosa mais uniforme.

Sb-0.1A-CT

TM-1000_0104 2015/11/27 10:46 L 30 um TM-1000_0105

Sb-0.1A-CT

2015M11/27 10:50 L

Figura 26 — Microscopia eletrénica de varredura dos eletrodos na condigao de
eletrodeposi¢éo de 0.1A sem e com tratamento térmico (Fonte: Propria).
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Na Figura 27, verificam-se as micrografias eletrénicas de varredura dos
eletrodos na condicéo de eletrodeposicao de 0.3A sem e com tratamento térmico com
aumentos de 3000X e 8000X, onde é observada nas imagens uma superficie rugosa
com presenca de poros e o crescimento de grdos que exibem a formacdo de
aglomerados de forma colunar, ou seja, essas estruturas tém forma mais comprida e
delgada nas amostras sem tratamento térmico.

A forma do crescimento dos gréos pode esta associadas ao aumento da
corrente elétrica utilizada para eletrodeposicao do antiménio que aumenta o nimero
de nlcleos de deposicao e diminui o tempo de acomodagao dos ions solvatados,
fazendo com que os ions cresgam por cima dos ions ja existentes.

Ap6s o tratamento térmico, ocorre uma alteragdo da forma como os
aglomerados de antimbnio se organizam criando uma forma granular, ou seja, em
graos esféricos, esta mudanca podem ser associadas a expansao dos aglomerados
como mencionado no MO, que ocorre pelo efeito da oxidagdo que promove a alteragcao
da estrutura cristalina sera abordada mais adiante no DRX, no entanto, ainda é visivel
o perfil morfoldgico rugoso com presenca de poros.

Sb-0.3A-ST - 8000X

¢ ¥ . 5 ol
TM-1000_0147 2015/11/27 12:03 L 30 um TM-1000_0145 2015/11/27 12:00 L 10 um

Sb-0.3A-CT - 3000X e e £1| sb-0.3A-CT - 8000X

TM-1000_0117 2015M1/27  11:09 L TM-1000_0115 2015/1/27 11:06 L 10 um

Figura 27 - Microscopia eletrdnica de varredura dos eletrodos na condi¢édo de
eletrodeposi¢édo de 0.3A sem e com tratamento térmico (Fonte: Propria).
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A Figura 28 mostra as micrografias eletrénicas de varredura dos eletrodos na
condicao de eletrodeposicao de 0.5A sem e com tratamento térmico com aumentos
de 3000X e 8000X, onde é observada nas imagens sem tratamento térmico uma
superficie rugosa com poros e o crescimento de estruturas que exibem a formacao de
aglomerados de forma colunar.

Assim como nas amostras com eletrodeposi¢céo a 0.3 amperes, 0 crescimento
dos graos nesta superficie pode esta relacionados ao aumento da corrente elétrica
utilizada para eletrodeposicao do antiménio, que neste caso é de 0.5 amperes. Apds
o tratamento térmico, ha uma diminuicdo no tamanho dos poros e os aglomerados

apresentam o crescimento em forma de graos esféricos.

Sb-0.5A-ST - 3000X

TM-1000_0141 2015/M1/27 11:46 L

ke

Sb-0.5A W | sb-o.5a-CT-8000X
a ") 3 X o pol

4 T T 2
TM-1000_0135 2015/11/27  11:37 L TM-1000_0133 2016M1/27 11:34 L

Figura 28 — Microscopia eletrénica de varredura dos eletrodos na condi¢cao de
eletrodeposi¢do de 0.5A sem e com tratamento térmico (Fonte: Propria).

O aumento da corrente elétrica utilizada para eletrodeposicdo do antiménio
provoca um aumento de ions que séo atraidos pelo catodo, gerando, assim uma maior
deposicao de antiménio na superficie do aco, favorecendo a formacao de superficies
distintas. O tratamento térmico modificou a morfologia da superficie em todas
condi¢cbes de eletrodeposi¢cdo com crescimento de aglomerados em forma esférica e
com presenca de poros. As variagdes da morfologia apresentadas, com e sem o

tratamento térmico, condizem com os resultados apresentados pela microscopia ética
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e também sio condizentes com os resultados analisados adiante na difracdo de raios

X das amostras.

5.1.3 Difracao de raios X (DRX)

Os eletrodos preparados nas diferentes condigdes de eletrodeposig¢ao, sem e
com tratamento térmico, conforme apresentado na Tabela 1, foram caracterizados por
difracdo de raios X com a finalidade de observar a deposi¢cdo de antiménio na
superficie do aco inox, as fases cristalinas formadas pela eletrodeposicao, os
parametros de rede e tamanho dos cristalinos.

Os difratogramas das fitas de ago inox com eletrodeposi¢cao de antiménio nas
condicoes 0,1A; 0,3A e 0,5A sem o tratamento térmico apresentaram picos tipicos do
antimoénio, com Unica fase cristalina (romboédrica — grupo espacial R-3m) a mesma
estrutura apresentada por Barrett e colaboradores (1973).

A Figura 29 mostra o padrédo de difracdo de raios x do antiménio e sua
respectiva estrutura cristalina: antiménio (Sb — romboédrica - grupo espacial R-3m).

— Sb - CIF

Intensity (u.a.)

] . . | IAAIA . A AAIAAIA AJ\

25 30 35 40 a5 50 55 60 65 70 75 80
26 (°)

Figura 29 - Padrao de difragcao de raios X do antimdnio e dos éxidos de antiménio (Fonte:

Prépria).

Ja os difratogramas das fitas de aco inox com eletrodeposicao de antiménio
nas condigdes de 0.1A, 0.3A e 0.5A, com o tratamento térmico apresentaram picos
relacionado as fases do 6xido de antiménio: Sb20s (cubica - grupo espacial Fd-3m) e
Sb20s (ortorrébmbico — grupo espacial Pc-cn e cubica — grupo espacial Fd-3m). O
refinamento Rietveld confirmou a formacao de trés estruturas cristalinas: o pentoxido

de antiménio, trioxido de antiménio (senarmontite, syn) e o trioxido de antimdnio



63

(valentinite, syn), o que condiz com a estrutura apresentada por Hanawalt e
colaboradores (1938), Dehlinger (1927) e Svensson (1973),
respectivamente.

As Figura 31 e 31 mostram os difratogramas de raios X com o resultado do
refinamento Rietveld das amostras dos eletrodos com eletrodeposicéo de antiménio

com e sem tratamento térmico. Na
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Figura 30 visualiza-se o perfil de difracdo para as amostras sem tratamento térmico
nas diferentes condi¢cdes de eletrodeposicao, onde é identificado que a condicao de
eletrodeposicao altera minimamente a posicéao, largura e intensidade dos picos, o que

mostra tratar-se do antiménio metalico.
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Figura 30 - Andlise pelo método de Rietveld dos difratogramas de raios X dos eletrodos nas

diferentes condicdes de eletrodeposi¢do sem tratamento térmico (Fonte: Propria).

Na Figura 31visualiza-se o perfil de difracdo para as amostras com tratamento

térmico nas diferentes condicbes de eletrodeposicao, neste caso observa-se uma

completa modificacdo do perfil de difracdo das amostras. Nas amostras com

eletrodeposicao de 0.1 e 0.3 amperes o perfil de difragdo € semelhante com pequenas

alteracées da posicdo, largura, intensidade dos picos, j& na amostra com

eletrodeposicao de 0.5 ocorre a formacao de um outro perfil de difragcdo devido a

formacao de uma outra fase cristalina.
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Figura 31 - Analise pelo método de Rietveld dos difratogramas de raios X dos eletrodos nas

diferentes condigbes de eletrodeposicao com tratamento térmico (Fonte: Prépria).

A partir dos resultados nas diferentes amostras, foi possivel determinar os
parametros de rede, quantificacdo das fases cristalinas presentes e estimar o tamanho
médio de cristalito por Scherrer. A Tabela 2 mostra os parametros cristalogréaficos para
cada amostra analisada, onde verifica-se que os tamanhos dos cristalitos diminuem
com o aumento da corrente elétrica utilizada no processo de eletrodeposicao nas
amostras sem tratamento térmico. Isto ocorre pois com 0 aumento da corrente elétrica
os ions solvatados séo atraidos com maior velocidade sobre a superficie metalica do
aco inox formando varios ndcleos que tendem a se neutralizar evitando o seu
crescimento que condiz com o estudo apresentado por Stenger (2008) sobre
rugosidade superficial de camadas eletrodepositadas.

As amostras com tratamento térmico nas condi¢des de 0.1A e 0.3A apresentam
duas fases cristalinas, onde os tamanhos médios de cristalitos da fase Sb20s tendem
a aumentar e a fase Sb203 a diminuir com o0 aumento da corrente elétrica. Esse fato
deve-se ao tipo de estrutura cristalina apresentada pelas fases, pois a estrutura cubica

apresenta um maior empacotamento atdmico o que, com o aumento da corrente
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elétrica, tende a aumentar o tempo para formacdo dos nucleos favorecendo a
crescimento dos cristalitos. Na estrutura ortorrdbmbica que possui um menor fator de
empacotamento atémico, verifica-se uma diminuicao do tamanho dos cristalitos com

0 aumento da corrente como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros Cristalograficos das amostras nas diferentes condigbes de
eletrodeposicao com e sem tratamento térmico.

a=4.289;b=
i 4.289;
SbST-0.1A Antii]bémo Rogb_ogdm“ca 100,00 c=11.258 0,03982
a=90° 8 =90°
v = 120°
a=b=4301;
Sb Romboédrica c=11.272
SbST-0.3A |, .o o 100,00 o 00% pogoe | 008122
v = 120°
a=b=4.300;
Sb Romboédrica c=11.291
SbST-0.5A | oo . e 100,00 o 00 poope: | 002315
v = 120°
Sb20s - 10.285;
Pentoxido de E“b'ca 47,201 a=90° f = 0,01771
o, d3m o.
Antiménio 90°;
y = 90°
SbCT-0.1A a-4821.0=
Sb20s3 . 12.147;c =
Valentinite O”gr[:og”rt"'ca 52,799 5.331; 0,03333
syn a=90°; B =90°
y =90°;
Sb20s Cibica : Tob2=og )
Pintgx@o_de Fd3m 60,108 a = 90° § = 90°: 0,02150
ntiménio o.
y =90°;
SbCT-0.3A a=4.895; b=
Sb203 L 12.380; c =
Valentinite O”‘F’,r?;"r?'ca 39,892 5.401; 0,02409
syn a=90°; B =90°
y =90°
Sb20s Cbica i 1b1=2§- )
SbCT-0.5A | Senarmontite Fd3m 100,00 a = 90°: 8 = 90°: 0,06373
syn y =90°;

Ainda na Tabela 2, sdo apresentados os parametros cristalograficos da amostra
com tratamento térmico na condi¢cdo de 0,5A, onde observa-se que os tamanhos dos
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cristalitos aumentaram em relagdo as amostras anteriores, isto devido a formacao de
uma unica fase de 6xido de antiménio com sistema cristalino cubico, o que favoreceu
seu crescimento.

Os valores do fator de confianca do refinamento das amostras nas diferentes
condicoes de eletrodeposicdo sem e com tratamento térmico sdo apresentados na
Tabela 3, onde € possivel observar que os valores Rwp séo todos inferiores a 24%.
Vale ressaltar que as condigbes nado favoreciam a uma intensidade boa e mesmo
assim um bom fator de confianca foi alcancado, que para situacdo de analise
demonstra uma boa confiabilidade dos resultados.

Tabela 3 — Os dados do fator de confianga do refinamento das amostras nas diferentes
condigdes de eletrodeposicao sem e com tratamento térmico.

Amostra Rwp
SbST-0.1A 20,93%
SbST-0.3A 18,29%
SbST-0.5A 21,51%
SbCT-0.1A 21,67%
SbCT-0.3A 23,93%
SbCT-0.5A 23,76%

De acordo com os resultados obtidos no refinamento, observa-se que as
condicoes de eletrodeposicao sem tratamento térmico influenciam no tamanho de
cristalitos. Quanto maior a corrente utilizada no processo de eletrodeposi¢cdo, menor
o tamanho dos cristalitos, isso devido ao aumento da velocidade de atragdo dos ions
solvatados na solug&o conforme ilustra a Figura 32.
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Variacao dos tamanhos de Cristalitos
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Figura 32 - Tamanho de cristalitos de antiménio formados nas diferentes condi¢des de
eletrodeposicdo sem tratamento térmico (Fonte: Propria).

Nas amostras com diferentes condigdes de eletrodeposicdo com tratamento
térmico, os resultados obtidos no refinamento mostram que o tamanho dos cristalitos
da fase cubica cresce enquanto a ortorrdmbica diminui com a corrente elétrica, isso
devido as alteragbes das estruturas cristalinas com a formagédo de éxidos e dos
parametros de rede das estruturas formadas conforme ilustra a Figura 33
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Figura 33 - Tamanho de cristalitos dos 6xidos de antiménio formados nas diferentes condigdes
de eletrodeposi¢cdao com tratamento térmico (Fonte: Prépria).
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5.2 Caracterizacao fisico-quimica e morfolégica das camadas matriz dos
eletrodos

As membranas de acetato de quitosana e de acetato de celulose com e sem
enzima foram caraterizadas por microscopia Otica e microscopia eletrbnica de
varredura para avaliagdo da morfologia superficial das membranas poliméricas com e
sem enzima imobilizada, afim de verificar se houve uma boa dispersao e dissolucao
da enzima. A Tabela 4 mostra a nomenclatura adotada e as descricoes para as

diferentes as amostras utilizadas no estudo.

Tabela 4 — Membranas de quitosana e acetato de celulose.

Sem Enzima Com enzima
Membrana
urease urease
Quitosana Quit-SE Quit-CE
Acetato de Celulose Acet-SE Acet-CE

5.2.1 Microscopia Optica (MO)

Na Figura 34, verificam-se as imagens obtidas por microscopia 6tica das
membranas de acetato de quitosana com e sem enzima urease com aumento de
1050X e 2800X, onde se verifica nas membranas sem presenca de enzima urease
uma superficie uniforme minima presenga de defeitos.

Apés a adicao da enzima urease observa-se uma leve alteracao da morfologia
superficial tornando a superficie levemente rugosa. Estas alteracdes provocadas nas
membranas de acetato de quitosana séo insignificantes e por outro lado indica que a
enzima esta totalmente dissolvida e dispersa nas membranas o que € um fator
desejado na imobilizacdo de um elemento de reconhecimento biolégico para sua

utilizacao de forma eficiente nos biossensores.
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Figura 34 - Microscopia 6tica das membranas de quitosana sem e com enzima urease
(Fonte: Propria).

Na Figura 35, observam-se as imagens da membrana de acetato de celulose
com e sem enzima urease com aumento de 1050X e 2800X, onde verifica-se nas
membranas de acetato de celulose uma superficie uniforme levemente rugosa sem a
presenca de defeitos (trincas, impurezas, poros), apds a adicdo da enzima urease na
membrana observa-se que a morfologia superficial se torna mais rugosa. Entretanto
nao é possivel visualizar particulas da enzima na membrana o que indica uma boa
dissolucao e dispersao da enzima urease nas membranas.

Em ambas membranas poliméricas (acetato de quitosana e acetato de
celulose) a adicao da enzima urease ndo provocou qualquer alteracéo significativa da
morfologia superficial.
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Acet-SE - 1050X Acet-SE - 2800X

Acet-CE - 1050X Acet-CE - 2800X

Figura 35 - Microscopia 6tica das membranas de acetato de celulose sem e com enzima
urease (Fonte: Propria).

5.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura foram obtidas
sobre as membranas de acetato de quitosana e acetato de celulose com e sem
imobilizacdo da enzima urease sobre o eletrodo de mesma condi¢ao de preparacao.

A Figura 36 mostra as micrografias das membranas de quitosana sem e com
imobilizagdo da enzima urease sobre o eletrodo com aumentos de 1000X e 3000X,
onde é observada, nas imagens das membranas de acetato de quitosana, uma
superficie rugosa e uniforme com presenca de defeitos volumétricos “fendas ou
trincas”, esta morfologia superficial diferentemente do que € observado no MO, mostra
gue a membrana formada adota a morfologia rugosa da eletrodeposicao do antiménio,
realizando o recobrimento de poros presentes, o que também indica a membrana
forma é pouco espessa.

Nas membranas com a imobilizacdo da enzima urease nao se verifica mais a
superficie rugosa do antimbnio depositado, o que indica a formacdo de uma

membrana mais espessa, entretanto, torna-se mais quebradica.
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Figura 36 - Membranas de quitosana sem e com imobilizacdo da enzima urease sobe 0
eletrodo (Fonte: Prépria).

A Figura 36 mostra as micrografias das membranas de acetato de celulose sem
e com imobilizagdo da enzima urease sobre o eletrodo com aumentos de 3000X e
5000X, onde néo se verifica a formagao de uma membrana espessa de acetato de
celulose sem ou com imobilizacao de enzima urease sobre a superficie do eletrodo.
Esse fato ocorre, possivelmente devido as membranas de acetato de celulose
apresentarem uma viscosidade bem menor que a quitosana, formando assim uma
membrana mais fina.
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Figura 37 - Membranas de acetato de celulose sem e com imobilizagdo da enzima urease
sobe o eletrodo (Fonte: Prépria).

Outros fatores relevantes sdo observados em relagdo a formacdo das
membranas de acetato de quitosana sobre os eletrodos com deposi¢cao de antimonio
sdo observados e que podem influenciar nas propriedades dos biossensores.
Primeiramente durante a formag¢ao das membranas ocorre uma diminui¢cdo do volume
e consequentemente, provocada pela contracdo das membranas durante a
evaporacao do solvente, o que pode leva a formacédo das trincas nas membranas.
Também se verifica que os tipos de graos formados na eletrodeposicdo podem
favorecer a formacao das trincas nas membranas devido as formas mais pontiagudas
dos graos.

Quando observados esses fatores mencionados acima em relacdo as
membranas de acetato de celulose vemos que o efeito do tipo de graos formados e a
evaporagdo do solvente sdo menos intensos, o que pode esta relacionado a
viscosidade da solucdo de acetato de celulose que € menor que a de acetato de

quitosana e também do tempo de evaporacao do solvente.
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5.3 Caracterizacoes das Propriedades do Biossensores

Os biossensores produzidos com os eletrodos em fitas de ago inox com
eletrodeposi¢do de antiménio nas condi¢des de 0.1, 0.3 e 0.5 amperes com e sem
tratamento térmico e revestidos com diferentes camadas de polimeros quitosana ou
acetato de celulose foram divididos em quatro grupos, conforme Tabela 5 e avaliados
quanto as propriedades de sensibilidade, linearidade e periodo de estabilidade ou
tempo de resposta.

Tabela 5 - Grupos de biossensores avaliados por sensibilidade, faixa de linearidade e periodo
de estabilidade.

Grupo Descricao
A1 Biossensores sem tratamento térmico com membrana de quitosana.
A2 Biossensores sem tratamento térmico com membrana de acetato de
celulose.
A3 Biossensores com tratamento térmico com membrana de quitosana.
A Biossensores com tratamento télrn|1ico com membrana de acetato de
celulose.

4.3.1 Sensibilidade

No desenvolvimento dos biossensores a sensibilidade € um dos parametros de
otimizacao essencial para sua aplicacao, definida como a alteracdo na magnitude do
sinal de “saida” do biossensor como resposta a alteracdo da concentracdo de uma
espécie quimica especifica.

O gréfico da Figura 38 mostra a variacao da resposta em milivolts em funcéo
da concentracdo de ureia em mmol/L para o biossensor “Sb-0.1A-CT” com 1,3 e 5
camadas de quitosana. Onde verifica-se que 0 aumento da concentragdo da ureia
provoca alteragédo na bioresposta, indicando que o biossensor apresenta sensibilidade

a concentracao de ureia.



200

180
160
140
120
100
80
60
40

20 —@

Diferenga de Potencial (mV)

—0—Sb-0.1A-
CT+1Cam-Quit

Sb-0.1A-
CT+3Cam-Quit

—A—Sb-0.1A-
CT+5Cam-Quit

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragdo de ureia no PBS (mM)

75

Figura 38 - Curva de sensibilidade do biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento
térmico e 1, 3 e 5 camadas de quitosana (Fonte: Prépria).

Estas alteracbes de biorespostas sao visualizadas nos biossensores com

tratamento térmico e sem tratamento térmico em ambos tipos de membrana

poliméricas: acetato de quitosana ou de acetato de celulose, como mostra os graficos

das Figura 39, 40 e 41. O anexo | mostra as curvas de sensibilidade para todos os

biossensores estudados.
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Figura 39 - Curva de sensibilidade do biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento

térmico e 1, 3 e 5 camadas de acetato de celulose (Fonte: Propria).
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Figura 40 - Curva de sensibilidade do biossensor de antiménio a 0.1 ampere sem tratamento
térmico e 1, 3 e 5 camadas de quitosana (Fonte: Propria).
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Figura 41 - Curva de sensibilidade do biossensor de antiménio a 0.1 ampere sem tratamento
térmico e 1, 3 e 5 camadas de acetato de celulose (Fonte: Propria).

Quanto ao numero de camadas poliméricas, observa-se que seu aumento afeta
na sensibilidade dos biossensores, pois as camadas poliméricas tém a funcao de
imobilizar a enzima urease que atua na reacdo catalitica da ureia. A diferenca de
potencial € gerada entre os eletrodos sensor e a referéncia, e essa € dependente da
concentracdo de enzima. Desta forma, o aumento do numero de camadas do
polimero, mesmo que esse aumente a concentragcdo de enzima, pode criar uma

barreia de vazio entre as camadas, o que dificulta a interagao entre a enzima e a ureia.
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Outro fato que pode ter ocorrido foi o lixiviamento da enzima durante a realizagao das
medidas quando eram efetuadas as mudancgas dos eletrodos para recipientes com
concentracao de ureia diferentes.

As membranas poliméricas de acetato de quitosana e acetato de celulose
utilizadas na imobilizagao da enzima urease e aplicada no recobrimento dos eletrodos
mostram-se viaveis para utilizagcdo como meio de imobilizagdo e recobrimento dos
eletrodos, e mantém a sensibilidade em todos as variagdes dos biossensores.

Em relacdo a preparacdo dos eletrodos, tanto nas condicdes de
eletrodeposi¢cdo quanto no tratamento térmico, observa-se que os eletrodos afetam
nas estabilidades das curvas de sensibilidade, melhorando as propriedades dos
biossensores.

Também constatamos que as biorespostas apresentadas pelos biossensores
oscilam bastante, sendo influenciadas pelo efeito do numero de camadas de
membrana poliméricas, pelo tipo de membrana polimérica, pela condicdo de
eletrodeposicao e pelo tratamento térmico dos eletrodos, no entanto, as propriedades
dos biossensores devem ser avaliadas como um conjunto dessas variagoes. Pois em
um momento o numero de camadas da membrana pode melhorar o sinal de
bioresposta produzido, mas também pode reduzi-lo, 0 mesmo principio € observado

para as outras variagdes estudas.

4.3.2 Faixa de Linearidade

Para determinacéo da faixa de linearidade dos biossensores foram calculadas,
nas curvas de bioresposta dos diferentes biossensores, regides que apresentem boa
linearidade e avaliado quais biossensores apresentaram os melhores coeficientes de
correlagédo. O grafico da Figura 42 mostra a curva de bioresposta com as linhas de
linearidade em 3 diferentes regides da curva, para o biossensor de antiménio “Sb-
0.1A-CT + 1 Cam-Quit”. Observa-se que a melhor sensibilidade ocorre na faixa de 0
a 6 mmol/L de ureia e nessa faixa o coeficiente de correlacdo € exatamente 0,976.
Segundo Melo (2008), coeficiente de correlacdo superior a 0,9 indica uma boa
linearidade do sistema e, portanto, sua elevada sensibilidade.
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Figura 42 - Curva de bioresposta com as linhas de linearidade do biossensor "Sb-0.1A-
CT+1Cam-Quit" (Fonte: Prépria).

As faixas de linearidade dos biorespostas foram calculados para cada
biossensor determinando a faixa de melhor sensibilidade. O anexo Il mostra as curvas
de bioresposta com as linhas de linearidade para diferentes biossensores produzidos
e as Tabelas 6, 7, 8 e 9 mostram as melhores faixas de linearidade para os
biossensores.

4.3.3 Periodo de Estabilidade

Para avaliacdo do periodo de estabilidade ou tempo de resposta dos
biossensores, estes foram submetidos a medigcdes de bioresposta em termos de
diferenga de potencial. Na Figura 43, observa-se a curva do periodo de estabilidade
para um dos biossensores o “Sb-0.1A-CT+1Cam-Quit”, onde verifica-se que a
bioresposta manteve-se com pequena variacdo em todas de concentragéo de ureia
quando atingiu aproximadamente 200s, sendo este o periodo de estabilidade do
biossensor. Evidencia-se também que, para algumas concentracdes, o tempo de
resposta pode ser menor, como no caso da solu¢cao de PBS com 10mmol e 20mmol
de ureia que em aproximadamente 100s ja se mostram constantes os valores de
bioresposta. Este fato pode ser devido, a alta concentracdo de ureia na solucao de
PBS. O anexo Illl mostra as curvas de periodo de estabilidade para todas as variacoes
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dos biossensores em estudo e as Tabelas 6, 7, 8 e 9 mostram os valores dos periodos
e faixa de estabilidade para os diferentes biossensores.

Sb-0.1A-CT+1Cam-Quit
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Figura 43 - Curva de periodo de estabilidade para o biossensor Sb-0.1A-CT+1Cam-Quit
(Fonte: Prépria).

Andlise comparativa das propriedades dos biossensores foram estudas para
avaliar quais obtiveram melhores resultados. Na Tabela 6, observam-se os resultados
das propriedades dos biossensores sem tratamento térmico com membrana de
acetato de quitosana, onde constatamos que 0 nimero de camadas da membrana
polimérica para um biossensor preparado com mesmas condi¢cdes de eletrodeposicao
seja a 0.1, 0.3 e 0.5 amperes, alterou o tempo de repostas e a faixa de linearidade
dos biossensores, contudo, ndo € uma variagdo grande relevancia. Outra alteracéo
que podemos evidenciar € a pequeno aumento do potencial na regido linear e da
sensibilidade que é melhorado pelo aumento do niumero de camadas poliméricas, com
excecao do biossensor “Sb-0.3A-ST+3Cam-Quit” que pode esta associado a defeitos
da formacao da membrana.

Com relacao as condicoes de eletrodeposicao do antiménio para formacéao dos

eletrodos dos biossensores em biossensores com mesmo numero de camadas
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poliméricas, verificamos uma melhoria das propriedades similar a apresenta pelo
aumento da corrente utilizada para eletrodeposi¢cao do antiménio.

Avaliando-se 0 numero de camadas poliméricas e a condicdo de
eletrodeposi¢ao o biossensor “Sb-0.5A-ST+5Cam-Quit” obteve o melhor conjunto de
propriedades dos biossensores sem tratamento térmico com membrana de acetato de
quitosana, com tempo de resposta ocorrendo em 100s e se mantendo estavel até o
fim da analise, com uma faixa de linearidade de 0 a 6 mmol/L de ureia em PBS e
sensibilidade de 13,56 mV.

Tabela 6 - Resultados das propriedades dos biossensores sem tratamento térmico com
membrana de acetato de quitosana.

Periodo de - .
- Variacao de Faixa de I
estabilidade ou . . - Equacao Linear e
. Potencial na Linearidade e . .
Biossensor tempo de s . Coeficiente de
resbosta regiado Linear | sensibilidade Correlacio (R?)
:’s) (mV) (mmol/L) ¢
Sb-0.1A- Y = 4,52X
ST+1Cam-Qui 50 28 0-6 0,94
Sb-0.1A- Y =4,84X
ST+3Cam-Quit 150 18 0-4 0,99
Sb-0.1A- Y =7,18X
ST+5Cam-Quit 100 39 0-6 0,88
Sb-0.3A- Y = 7,94X
ST+1Cam-Quit 50 41 0-6 0,74
Sb-0.3A- Y = 0,98X
ST+3Cam-Quit 150 8 0-8 0,98
Sb-0.3A- Y = 12,20X
ST+5Cam-Quit 100 43 0-4 0,88
Sb-0.5A- Y =10,27X
ST+1Cam-Quit 150 46 0-4 0,88
Sb-0.5A- Y = 8,06X
ST+3Cam-Quit 100 46 0-¢ 0,88
Sb-0.5A- Y = 13,56X
ST+5Cam-Quit 150 80 06 0,98

Os resultados das propriedades dos biossensores sem tratamento térmico com
membrana de acetato de celulose sdo apresentados na Tabela 7, onde constatamos
que o numero de camadas da membrana polimérica para um biossensor preparado
com mesmas condi¢oes de eletrodeposicao apresentou respostas diferentes, ou seja,
para 0.1 ampere ocorre uma diminuicao do tempo de repostas, a faixa de linearidade
dos biossensores, variacdao do potencial na regido linear e da sensibilidade pelo

aumento do numero de camadas poliméricas, para 0.3 amperes estes valores nao se
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apresentam lineares com o aumento do numero de camada, ja para 0.5 amperes
ocorre uma diminuicdo desses valores com o aumento do niumero de camadas
poliméricas.

Com relagao as condigdes de eletrodeposi¢do do antiménio para formagao dos
eletrodos dos biossensores em biossensores com mesmo numero de camadas
poliméricas, verificamos uma diminuigdo das propriedades tempo de repostas, a faixa
de linearidade dos biossensores, variagdo do potencial na regiao linear e da
sensibilidade com o aumento da corrente elétrica utilizada na eletrodeposigao do
antiménio. Esta alteracao é visualizada para biossensores com 1 e 3 camadas, ja para
5 camadas estes valores ndo séo lineares com o aumento da corrente elétrica.

Para os biossensores com membrana de acetato de celulose, avaliando-se 0
namero de camadas poliméricas e a condicao de eletrodeposicao o biossensor “Sb-
0.3A-ST+5Cam-Acet” obteve o melhor conjunto de propriedades: com tempo de
resposta ocorre em 200s e se mantém estaveis até o fim da analise, faixa de

linearidade de 0 a 10 mmol/L de ureia em PBS e sensibilidade de 14,10 mV.

Tabela 7 - Resultados das propriedades dos biossensores sem tratamento térmico com
membrana de acetato de celulose.

Periodo de Variacao de Faixa de Equacéo Linear e
. estabilidade ou Potencial na | Linearidade e Coeficiente de
Biossensor e b - ~
tempo de resposta | regiao Linear | sensibilidade Correlacao
(s) (mV) (mmol/L) (R?)
Sb-0.1A- Y = 18,60X
ST+1Cam-Acet 1D A0 st 0,71
Sb-0.1A- Y = 33,42X
ST+3Cam-Acet 150 120 0-6 0,89
Sb-0.1A- Y =8,14X
ST+5Cam-Acet e e 0=6 0,99
Sb-0.3A- Y =12,18X
ST+1Cam-Acet 100 10 0-10 0,89
Sb-0.3A- Y = 5,86X
ST+3Cam-Acet 1oy “l U= 0,97
Sb-0.3A- Y = 14,10X
ST+5Cam-Acet 15 e o= 0,91
Sb-0.5A- Y =7,97X
ST+1Cam-Acet 100 30 0-4 0,84
Sb-0.5A- Y =4,21X
ST+3Cam-Acet 150 26 0-6 0,93
Sb-0.5A- Y =7,91X
ST+5Cam-Acet ey = U= 0,92
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Nos resultados apresentados nas tabelas 6 e 7 os biossensores foram
preparados sem o tratamento térmico, ou seja, segundo os resultados de difracdo de
raios X temos o antimbnio metélico eletrodepositado na fita de ago inox, onde
verificamos que para as membranas poliméricas de acetato de quitosana ocorre uma
melhoria das propriedades tanto com o aumento do numero de camadas da
membrana como pelo modificacdo do crescimento do graos eletrodepositado na fita
de aumento da corrente elétrica utilizada na eletrodeposicdo. Ja para as membranas
poliméricas de acetato de celulose ocorre o inverso, pois ha uma reducdo das
respostas do biossensor com o0 aumento do numero de camadas poliméricas e pela
modificacdo dos grdos formados com o aumento da corrente elétrica para
eletrodeposigao.

No entanto observa-se ao analisar todos os biossensores apresentados nas
tabelas 6 e 7, que os biossensores produzidos com membranas de acetato de celulose
possuem uma melhor faixa de linearidade, maior variacao de potencial e sensibilidade,
este fato pode esta relacionado com a espessura formada da membrana que no caso
do acetato de celulose é menos espessa, 0 que pode favorecer a um maior contato
da solugdo de ureia com a urease produzindo uma maior quantidade de reagdes
cataliticas da ureia com a urease gerando assim um maior potencial elétrico.

Os resultados das propriedades dos biossensores com tratamento térmico com
membrana de acetato de quitosana, Tabela 8, primeiramente em relagdo ao numero
de camadas da membrana polimérica de acetato de quitosana para um biossensor
preparado com mesmas condicbes de eletrodeposicdao podemos observa que os
valores do periodo de estabilidade e faixa de linearidade sofrem uma pequena
variacdo, e os valores de variagdo de potencial na regido de linearidade e
sensibilidade sdo melhorados com o aumento do numero de camadas poliméricas
para as condicdes de eletrodeposicdo de 0.1 e 0.3 amperes. Para os biossensores
produzidos com eletrodeposicao de 0.5 amperes verificamos uma diminuigdo das
respostas de periodo de estabilidade e sensibilidade, uma melhoria do valor da faixa
de linearidade e os valores de variacao de potencial na faixa linear sofre pouca
alteragéao com o aumento do numero de camadas poliméricas.

Avaliando as propriedades desses biossensores com relacdo a condicdo de
eletrodeposicdo do antiménio nas fitas de ago inoxidavel AlSI 301 com o mesmo

namero de camadas de membranas poliméricas verifica-se que um aumento dos
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valores de periodo de estabilidade, variacdo de potencial na regido linear,
sensibilidade e a regido de linearidade sofre pequena variagdes diminuindo e
aumentando com a condicao 0.1, 0.3 e 0.5 respectivamente para 1 e 3 camadas. Para
5 camadas o periodo de estabilidade diminui, a faixa de linearidade mante-se estavel,
a sensibilidade diminui e a variagcao de potencial aumenta.

Com base nas analise dos resultados dos biossensores com tratamento térmico
com membrana de acetato de quitosana, observamos que o biossensor “Sb-0.5A-
CT+1Cam-Quit” obteve o melhor conjunto de propriedades: com tempo de resposta
ocorre em 200s e se mantém estaveis até o fim, faixa de linearidade de 0 a 6 mmol/L
de ureia em PBS e sensibilidade de 27,72 mV.

Tabela 8 - Resultados das propriedades dos biossensores com tratamento térmico com
membrana de acetato de quitosana.

Perlo.d.o de Variacao de Faixa de Equacéo Linear e
estabilidade . . . . .
. Potencial na Linearidade e Coeficiente de
Biossensor ou tempo de L . =
resposta regiao Linear sensibilidade Correlacao
{’S) (mV) (mmoliL) (R?)
Sb-0.1A- Y = 9,42X
CT+1Cam-Quit 200 S 0-6 0,98
Sb-0.1A- Y =18,48X
CT+3Cam-Quit 5 0 0-6 0,83
Sb-0.1A- Y =19,67X
CT+5Cam-Quit 100 120 0-6 0,97
Sb-0.3A- Y = 2,62X
CT+1Cam-Quit & 20 0-6 0,78
Sb-0.3A- Y = 8,22X
CT+3Cam-Quit 100 20 U 0,97
Sb-0.3A- Y =21,97X
CT+5Cam-Quit 200 7 0-4 0,84
Sb-0.5A- Y = 27,72X
CT+1Cam-Quit 200 160 0-6 0,87
Sb-0.5A- Y = 18,52X
CT+3Cam-Quit 100 120 0-6 0,94
Sb-0.5A- Y = 13,79X
CT+5Cam-Quit e e U=l 0,94

A Tabela 9 mostra os resultados das propriedades dos biossensores com

tratamento térmico com membrana de acetato de celulose, em relacao ao aumento
do nimero de camadas para uma mesma condicdo de eletrodeposicao observa-se:
para 0.1 amperes de eletrodeposicao que os valores de periodo de estabilidade,
variacdo de potencial na regido linear, faixa de linearidade sofrem alteracdes



84

pequenas e a sensibilidade diminui com o numero de camadas; para 0.3 amperes 0
periodo de estabilidade diminui enquanto a sensibilidade aumenta, para os valores de
faixa de linearidade e variacao do potencial verifica-se aumentos destes valores e para
0.5 amperes uma diminuigdo dos valores de variacdo de potencial e sensibilidade, a
faixa de linearidade manteve-se constante e o periodo de estabilidade aumentou.

Para as propriedades desses biossensores com relacdo a condicdo de
eletrodeposicdo do antiménio nas fitas de aco inoxidavel AISI 301 com o mesmo
namero de camadas de membranas poliméricas verifica-se para com que os valores
de periodo de estabilidade e sensibilidade aumentam, e a variagao de potencial e faixa
de linearidade nao sofrem grandes alteracbes para 1 camada. Para 3 e 5 camadas o
periodo de estabilidade diminui, a variagdo de potencial, faixa de linearidade e a
sensibilidade aumenta. Para os biossensores com membrana de acetato de celulose,
avaliando-se 0 numero de camadas poliméricas e a condicdo de eletrodeposi¢do o
biossensor “Sb-0.3A-CT+3Cam-Acet” obteve o melhor conjunto de propriedades: com
tempo de resposta ocorre em 75s e se mantém estaveis até o fim da analise, faixa de
linearidade de 0 a 20 mmol/L de ureia em PBS e sensibilidade 14,64 mV.

Tabela 9 - Resultados das propriedades dos biossensores com tratamento térmico com
membrana de acetato de celulose.

Perlo_d_o de Variacao de Faixa de Equacao Linear e
estabilidade . . . . .
. Potencial na Linearidade e Coeficiente de
Biossensor ou tempo de s .. =
resposta regiao Linear sensibilidade Correlacao
{’s) (mV) (mmol/L) (R2)
Sb-0.1A- Y =20,01X
CT+1Cam-Acet 150 140 0-8 0,89
Sb-0.1A- Y =11,564X
CT+3Cam-Acet 100 94 0-8 0,95
Sb-0.1A- Y =11,63X
CT+5Cam-Acet ey 2y =10 0,96
Sb-0.3A- Y = 8,14X
CT+1Cam-Acet 100 38 0-4 0,99
Sb-0.3A- Y = 14,64X
CT+3Cam-Acet i Al D=0 0,97
Sb-0.3A- Y = 26,84X
CT+5Cam-Acet 75 180 0-6 0,90
Sb-0.5A- Y = 27,03X
CT+1Cam-Acet e Y U=0 0,82
Sb-0.5A- Y = 22,28X
CT+3Cam-Acet 75 15 0-6 0,90
Sb-0.5A- Y=17,81X
CT+5Cam-Acet ol 100 0-6 0,90
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Nos resultados apresentados nas tabelas 8 e 9 os biossensores foram
preparados com o tratamento térmico que segundo os resultados de difracdo de raios
X, ha a presencga do 6xido de antiménio eletrodepositado na fita de ago inox, onde
observou-se em ambos casos, que os melhores resultados das propriedades sao
visualizados nos biossensores que tiveram o processo de eletrodeposi¢ao de 0.3 e
0.5 amperes. Neste caso, foram obtidas uma morfologia superficial uniforme e
menores tamanhos de cristalitos.

Boris e colaboradores (2011), em pesquisa de biossensor potenciométrico
enzimatico, obtiveram tempo de resposta de 2 minutos. Gupta e colaboradores
mostraram em diversos biossensores com polimeros condutores para ureia, uma faixa
de linearidade entre 2 e 11 M.

Os biossensores apresentados nas tabelas 7 e 8 indicam que as membranas de
quitosana e de acetato de celulose apresentaram resultados similares para faixa de
linearidade e sensibilidade, no entanto as variacdes de potencial foram mais intensas
no biossensor com membrana de acetato de celulose.

Os estudos mostram que a modificagéo do antiménio metalico para o 6xido com
o tratamento térmico utilizado nos eletrodos dos biossensores melhoram
significativamente as propriedades do biossensor.

Apbs as caracterizagcbes das propriedades dos biossensores quanto a
sensibilidade, faixa de linearidade e periodo de estabilidade foram selecionados
quatro biossensores um de cada grupo que apresentaram as melhores propriedades,
segundo a Quadro 1Erro! Fonte de referéncia nao encontrada., onde foram
definidos valores de prioridades para cada propriedade avaliada e realizado os testes
de seletividade, repetibilidade e reprodutibilidade.

Quadro 1 - Valores de prioridades definidos para as propriedades dos biossensores.

Propriedade dos

. Valor de prioridade
Biossensores

Trata-se da propriedade mais importante entre as 3 aqui apresentado,

Sensibilidade por indicar a bioresposta em relagdo a concentragao do analito,
quanto maior o seu valor melhor a resposta em relagao ao analito.
Faixa de Segunda propriedade em valor de prioridade pois indica a faixa de
Linearidade trabalho que o biossensor pode trabalhar com confiancga.
, Propriedade menos relevante entre as 3 para o estudo pois os valores
Periodo de

neste estudo ndo ultrapassam os 3 minutos para ter uma resposta

Estabilidade ,
estavel.
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A Tabela 10 mostra os quatro biossensores selecionados para realizagao das
caracterizagdes quanto a seletividade, reprodutibilidade e repetibilidade.

Tabela 10 - Biossensores selecionados para realizagdo das caracterizagbes de seletividade,
reprodutibilidade e repetibilidade

Per!c_)do e Variacéao de Faixa de Equacao Linear e
estabilidade ou . . . . .
. Potencial na Linearidade e Coeficiente de
Biossensor tempo de n . - =
resposta regiao Linear | sensibilidade Correlacao
:’S) (mV) (mmoliL) (R?)
Sb-0.3A- Y = 14,64X
CT+3Cam-Acet & 280 0-20 0,97
Sb-0.5A- Y =27,72X
CT+1Cam-Quit 200 160 0-6 0,87
Sb-0.3A- Y =14,10X
ST+5Cam-Acet 200 140 0-10 0,91
Sb-0.5A- Y = 13,56X
ST+5Cam-Quit 150 80 0-6 0,98

4.3.4 Seletividade

No desenvolvimento dos biossensores a seletividade € um dos parametros de
otimizacdo essencial para sua aplicacdo, pois um biossensor seletivo responde
unicamente a alteracdes na concentracdo do analito alvo ndo sendo influenciado pela
presenga de outras espécies quimicas em solugao.

O grafico da Figura 44, mostra a variacdo da resposta em milivolts em funcéo
da concentracdo de ureia em mmol/L para o biossensor "Sb-0.3A-CT+3Cam-Acet"
com e sem a presencga da espécie quimica “creatinina”. Verifica-se que a presenca da
espécie quimica creatinina ndo altera significativamente a bioresposta do biossensor
a concentragao de ureia, indicando que o biossensor € seletivo.

Esta seletividade também é foi confirmada nos biossensores “Sb-0.5A-
CT+1Cam-Quit’, “Sb-0.3A-ST+5Cam-Acet” e “Sb-0.5A-ST+5Cam-Quit’, com o

minimo de variacado como pode ser observado nos graficos das Figura 45, 45 e 46.
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Figura 44 - Curva de seletividade do biossensor "Sb-0.3A-CT+3Cam-Acet" (Fonte: Prdpria).
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Figura 45 - Curva de seletividade do biossensor "Sb-0.5A-CT+1Cam-Quit" (Fonte: Prépria).
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Figura 46 - Curva de seletividade do biossensor "Sb-0.3A-ST+5Cam-Acet" (Fonte: Propria).
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4.3.5 Reprodutibilidade

Os quatro biossensores que apresentaram melhores propriedades quanto a
seletividade, faixa de linearidade e periodo de estabilidade foram avaliados quanto a
reprodutibilidade para verificar se o0s biossensores preparagdo nas mesmas
condicoes, parametro e de analises apresentarem respostas similares.

O grafico da Figura 48, mostra a variacao da resposta em milivolts em funcao
da concentracdo de ureia em mmol/L para quatro biossensores produzidos e
analisados nas mesmas condi¢des do biossensor "Sb-0.3A-CT+3Cam-Acet" definidos
como: BIOSSENSOR 01, BIOSSENSOR 02, BIOSSENSOR 03 e BIOSSENSOR 04.
As curvas de biorespostas apresentadas para cada um dos biossensores sofrem

pequenas alteracdes entre elas, indicando uma boa reprodutibilidade do biossensor.



300

250
200
150
100

50

Diferenc¢a de Potencial (mV)

o

0

2

4 6 8

10 12 14 16 18 20 22

Concentragao de ureia no PBS (mM)

—O—BIOSSENSOR 01

—0—BIOSSENSOR 02

BIOSSENSOR 03

—e—BIOSSENSOR 04

89

Figura 48 - Curva de bioresposta da reprodutibilidade do biossensor "Sb-0.3A-CT+3Cam-
Acet" (Fonte: Propria).

Esse perfil também foi verificado para os biossensores “Sb-0.5A-CT+1Cam-
Quit”, “Sb-0.3A-ST+5Cam-Acet” e “Sb-0.5A-ST+5Cam-Quit”, como pode ser nas
curvas de biorespostas nas Figura 49, 49 e 50.
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Figura 49 - Curva de bioresposta da reprodutibilidade do biossensor "Sb-0.5A-CT+1Cam-
Acet" (Fonte: Propria).
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Figura 51 - Curva de bioresposta da reprodutibilidade do biossensor "Sb-0.5A-ST+5Cam-Quit
" (Fonte: Prépria).

4.3.6 Repetibilidade

Foram avaliados nos quatros biossensores a propriedade de repetibilidade
para verificar se 0 biossensor apresentar respostas similares para medidas com um
mesmo biossensor. O grafico da Figura 52 mostra a variagdo da resposta em milivolts
em funcdo da concentracdo de ureia em mmol/L para o biossensores "Sb-0.3A-
CT+3Cam-Acet", foram realizadas 3 medi¢cdes em toda faixa de concentracao para o
biossensor, onde observa-se que as 2 primeiras medicdes os valores de bioresposta
em toda faixa de concentragdo mostrou-se com pequena variagdo. Na terceira

medicao verifica-se que a variagédo da bioresposta comeca a ficar mais intensa.
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Esse perfil também foi verificado para os biossensores “Sb-0.5A-CT+1Cam-
Quit”, “Sb-0.3A-ST+5Cam-Acet” e “Sb-0.5A-ST+5Cam-Quit”, como pode ser nas
curvas de biorespostas nas Figura 53, 53 e 54.

Isso pode ter ocorrido devido ao procedimento utilizado para nas medicoes,
que é por imersdo em solugdo de PBS com as diferentes faixas de concentragao (2,
4, 6, 8, 10 e 20mmol) cada vez que se muda a solugéo para realizar nova medicao,
isso pode promover o lixiviamento da enzima urease, diminuindo assim o numero de
vez que pode ser repetido o teste de forma estavel.
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Figura 52 - Curva de bioresposta da repetibilidade do biossensor "Sb-0.3A-CT+3Cam-Acet"
(Fonte: Prépria).
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Figura 53 - Curva de bioresposta da repetibilidade do biossensor "Sb-0.5A-CT+1Cam-Quit"
(Fonte: Propria).
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Figura 54 - Curva de bioresposta da repetibilidade do biossensor " Sb-0.3A-ST+5Cam-Acet "

(Fonte: Prépria).
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6. CONCLUSAO

Os resultados de difracao de raios X, juntamente com o refinamento pelo
método de Rietveld utilizando o programa GSAS Il mostrou que fase cristalina formada
nos eletrodos em todas as condi¢des eletrodeposicao sem tratamento térmico foi o
antimoénio metalico, nao sendo possivel verificar a formagdo da camada oxidada.

As imagens de microscopias 6ticas das fitas de ago inox com eletrodeposi¢ao
de antimdnio preparadas nas diferentes condigbes sem tratamento térmico mostraram
gue o aumento do potencial diminui as falhas de deposi¢cao de antiménio na superficie
do aco inox, deixando o recobrimento mais uniforme. Nas fitas com diferentes
condicoes de eletrodeposicdo e com tratamento térmico, visualiza-se uma
modificacdo da morfologia superficial tornando-a mais rugosa.

Nas imagens de microscopia eletrénica de varredura dos eletrodos, sem e
com tratamento térmico, observam-se uma superficie rugosa e porosa. No entanto, os
crescimentos das estruturas ocorrem de forma distinta: colunar naquelas sem
tratamento térmico e granular naquelas com tratamento térmico.

Nos eletrodos, apo6s o tratamento térmico verificou-se a formacao de fases do
oxido de antiménio: Sb20s (cubica - grupo espacial Fd-3m) e Sb203 (ortorrébmbico —
grupo espacial Pc-cn e cubica — grupo espacial Fd-3m) de acordo com a condigao de
eletrodeposicao.

Os tamanhos de cristalitos formados variam de acordo com o processo de
eletrodeposicao empregado na preparacao do eletrodo diminuindo o tamanho com o
aumento da corrente elétrica, na maioria dos casos.

As imagens de microscopia ética das membranas de acetato de quitosana e
de acetato de celulose, com e sem enzima urease, ndao mostram diferencas
morfolégicas. Em ambos 0s casos, nao é possivel verificar a enzima imobilizada o que
indica uma boa dissolucdo das mesmas durante a preparacdo das membranas.

As imagens de microscopia eletrénica de varredura das membranas de
acetato de quitosana e acetato de celulose, com e sem enzima urease, apds
evaporacao do solvente nos eletrodos, mostram que as membranas de acetato de
quitosana criaram um recobrimento mais espesso sobre o eletrodo e esse efeito é
mais intenso quando se tem a enzima imobilizada. Nas membranas de acetato de

celulose o recobrimento forma uma camada mais fina sobre o eletrodo.
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Todos as variacbes dos biossensores estudados mostram sensibilidade na
faixa de concentracdo de ureia avaliada, apresentando também um periodo de
estabilidade na maioria dos casos inferior a 120 segundos.

Os resultados das propriedades dos biossensores mostram que as
membranas de acetato de quitosana e de acetato de celulose apresentaram
resultados similares para faixa de linearidade e sensibilidade. No entanto, as
variagbes de potencial foram mais intensas nos biossensores com membrana de
acetato de celulose, indicando que ambas se apresentam viaveis para utilizagdo como
meio de imobilizagdo. As membranas de acetato de celulose apresentam uma maior
estabilidade nas respostas de sensibilidade em todos as variagdes dos biossensores.

Os estudos mostram que a modificagdo do antiménio metalico para o 6xido com
o tratamento térmico utilizado nos eletrodos dos biossensores melhoram
significativamente as propriedades do biossensor.

Os biossensores selecionados de cada grupo para caracterizacao das
propriedades de seletividade, reprodutibilidade e repetibilidade, mostraram-se
seletivos sofrendo minima alteragdo na presenga da espécie quimica creatinina.

As reproducdes dos quatro biossensores selecionados para a caracterizagao
de reprodutibilidade, verificou-se um minima variagéo de biorespostas, logo € possivel
reproduzi-los mantendo as suas propriedades de sensibilidade.

Quanto a repetibilidade temos que os quatro biossensores selecionados para
essa caraterizacdo comecam a sofrer variagdes de bioresposta a partir da terceira
medicdo, entretanto, devido a metodologia empregada para medicbes das
biorespostas 0 numero de repetibilidade pode ser muito maior.

Por fim conclui-se que o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos
enzimaticos com eletrodos produzidos por eletrodeposi¢cao de antiménio em fitas de
aco inox e utilizacdo de membranas poliméricas de acetato de quitosana e acetato de
celulose sao viaveis e apresentam boas propriedades dos biossensores.
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. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a modificagdo das membranas de quitosana e acetato de celulose por
meio da utilizacdo de um plastificante e de um reticulante para melhorar as

condicdes de imobilizacio e recobrimento dos eletrodos.

Avaliar o efeito do formato dos eletrodos buscando a miniaturizagdo e outras
formas geométricas, assim como a utilizagdo de eletrodos em serie e ou

paralelos para melhor as biorespostas.

Realizar teste clinicos com os biossensores com os melhores propriedades e

comparar os resultados da analise clinica com os obtidos com os biossensores.

Avaliar a utilizacdo de outros suportes para eletrodeposi¢cao do antiménio na
preparacao do eletrodo.

Utilizar concentracdo de enzima urease imobilizadas superior e inferior a
utilizada na pesquisa que foi de 10 mg/mL no biossensor com melhores
propriedades em membrana de quitosana e de acetato de celulose.
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Sensibilidade dos Biossensores
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1. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.
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2. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.
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3. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.
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4. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.
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5. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.
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6. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.
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7. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.
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8. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.
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9. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.
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10. Biossensor de antimbnio a 0.1 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.
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Concentragao de ureia no PBS (mM)
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Anexo I1

Linearidade dos Biossensores
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1. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenca de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)

90

Sb-0.1A-CT+1Cam-Quit

80
70
60
50
40
30
20
10

0

0 2 4 6

8 10 12 14 16

18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)

120

Sb-0.1A-CT+3Cam-Quit

100
80
60
40
20

0 2 4 6

8 10 12 14 16 18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)

Sb-0.1A-CT+5Cam-Quit

180
160
140
120
100
80
60
40
20

0 2 4 6
Concentragéo de ureia no PBS (mM)

8 10 12 14 16 18 20

y1 = 2,696x (0-20 mmol)
R?=-1,013

y2 = 13,689x (0-6 mmol)
R2 = 0,976

y3 = 9,415x (0-8 mmol)
R2 = 0,4149

—@— Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))

—— Linear (Série 3 (y3))
Linear (Série 2 (y2))

y1 = 3,9025x (0-20 mmol)
R2=-1,276

y2 = 18,475x (0-6 mmol)
R2 = 0,8301

y3 = 13,482x (0-8 mmol)
R2 = 0,3754

@ Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))

Linear (Série 3 (y3))

Linear (Série 2 (y2))

y1 = 8,098x (0-20 mmol)
R2 = 0,2223

y2 = 19,656x (0-6 mmol)
R2 = 0,972

y3 = 14,091x (0-8 mmol)
R2 =0,5832

® Série 1 (y1)
—Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 3 (y3))
Linear (Série 2 (y2))
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2. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Sb-0.3A-CT+1Cam-Quit

S 160

E 0 y1 = 6,772x (0-20 mmol)
I R2=0,736

S 120 o

S 100 y2 = 2,616x (0-6 mmol)
5 R2 = 0,7839

[0} 80 y3 = 2,290x (0-8 mmol)
° 6o Re=0,7756

On

g %0 ® Série 1 (y1)

g R Linear (Série 1 (y1))
a o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Linear (Série 2 (y2))
Concentragéo de ureia no PBS (mM) Linear (Série 3 (y3))

Sb-0.3A-CT+3Cam-Quit

S 250

E y1 = 11,613x (0-20 mmol)
T 200 R2 =0,7546

< y2 = 7,639xC(0-6 mmol)

2 150 Rz = 0,9548

o

) y3 = 8,2189x (0-8 mmol)
S 100 R = 0,9695

S

g 50 ® Série 1 (y1)

q) . Y

5 o Linear (Série 1 (y1))

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Linear (Série 2 (y2))
Concentracao de ureia no PBS (mM) Linear (Série 3 (y3))

Sb-0.3A-CT+5Cam-Quit

50 ® Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))

S 250

£ y1 = 10,241x (0-20 mmol)
8 200 R? = 0,3824

2 y2 = 21,971x (0-4 mmol)
£ 150 Re = 0,8399

%) y3 = 15,368x (0-8 mmol)
3 100 R2 = 0,7065

S

C

o

k3

e

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Linear (Série 2 (y2))
Concentracao de ureia no PBS (mM) Linear (Série 3 (y3))
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3. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenca de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)

300
250
200
150
100

50

300
250
200
150
100

50

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Sb-0.5A-CT+1Cam-Quit

{ ]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-CT+3Cam-Quit

0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-CT+5Cam-Quit

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragdo de ureia no PBS (mM)

y1 =13,988x (0-20 mmol)
R2=0,112

y2 = 27,724x (0-6 mmol)
R2 = 0,8697

y3 = 21,809x (0-10 mmol)
R2 = 0,8064
® Série 1 (y1)
Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 12,581x (0-20 mmol)
R2 = 0,8463

y2 = 18,524x (0-6 mmol)
R2 =0,9417

y3 = 16,117x (0-8 mmol)
R2 = 0,8923

@ Série 1 (y1)
—Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 =9,046x (0-20 mmol)
R? = 0,3954

y2 = 21,971x (0-4 mmol)
R2 = 0,8399

y3 = 13,788x (0-10 mmol)
R2 = 0,945

® Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))
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4. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenca de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

140
120
100
80
60
40
20

160
140
120
100
80
60
40
20

Sb-0.1A-CT+1Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragéo de ureia no PBS (mM)

Sb-0.1A-CT+3Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.1A-CT+5Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

y1 =9,039x (0-20 mmol)
R2 = -0,288

y2 = 20,012x (0-8 mmol)
R2 = 0,8911

y3 = 16,51x (0-10 mmol)
R2 = 0,7261

® Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 6,657x (0-20 mmol)
R?=0,284

y2 = 11,537x (0-10 mmol)
R2 =0,9477

y3 = 10,549x (0-8 mmol)
R2 = 0,9351
@ Série 1 (y1)
Linear (Série 1 (y1))
—— Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 =7,081x (0-20 mmol)

R?=0,35
y2 = 9,856x (0-6 mmol)
R2 = 0,8824
y3 =11,631x (0-10 mmol)
R2 = 0,9563

® Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))
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Biossensor de antiménio a 0.3 ampere com tratamento térmicocom 1,3 e 5

140
120
100
80
60
40
20

Diferenga de Potencial (mV)

350
300
250
200
150
100

50

Diferen¢a de Potencial (mV)

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

Diferenga de Potencial (mV)

camadas de acetato de celulose.

Sb-0.3A-CT+1Cam-Acet

® | y1=5521x (0-20 mmol)
R2 = 0,8808

y2 = 8,140x (0-4 mmol)
R? = 0,9946

y3 = 5,814x (0-6 mmol)
R2 =0,7366
® Série 1 (y1)
; —Linear (Série 1 (y1))
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Linear (Série 2 (y2))
Concentragao de ureia no PBS (mM) Linear (Série 3 (y3))

Sb-0.3A-CT+3Cam-Acet

y1 = 14,645x (0-20 mmol)
R?=0,9673

y2 = 15,755x (0-10 mmol)
R2 = 0,9302

y3 = 15,989x (0-6 mmol)
Rz = 0,8469
® Série 1 (y1)
® Linear (Série 1 (y1))
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Linear (Série 2 (y2))
Concentracao de ureia no PBS (mM) Linear (Série 3 (y3))

o @

Sb-0.3A-CT+5Cam-Acet
(] y1 = 6,000x (0-20 mmol)
R2 = -0,495

y2 = 26,841x (0-6 mmol)
[ ] R2? =0,8982

y3 = 21,033x (0-8 mmol)
R2 =0,7583

® Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Linear (Série 2 (y2))
Concentracao de ureia no PBS (mM) Linear (Série 3 (y3))
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6. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenca de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)

300
250
200
150
100

50

250

200

150

100

50

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Sb-0.5A-CT+1Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-CT+3Cam-Acet

0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-CT+5Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragdo de ureia no PBS (mM)

y1 = 12,972x (0-20 mmol)
Rz = -0,224

y2 = 27,03x (0-6 mmol)
R2 = 0,8252

y3 = 21,86x (0-8 mmol)
R2 = 0,6024
® Série 1 (y1)
—Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 =10,652x (0-20 mmol)

R2 = 0,3958
y2 = 22,282x (0-6 mmol)
R2 = 0,9006
y3 = 17,509x (0-8 mmol)
R2 = 0,6795

@ Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 8,367x (0-20 mmol)

R2 = 0,5237

y2 = 17,807x (0-6 mmol)
R2 = 0,8982

y3 = 13,919x (0-8 mmol)
R2=0,7119

® Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))
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7. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferen¢a de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferen¢a de Potencial (mV)

35
30
25
20
15
10

25

20

15

10

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

0

Sb-0.1A-ST+1Cam-Quit

\./0 O

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.1A-ST+3Cam-Quit

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.1A-ST+5Cam-Quit

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)

y1 =1,571x (0-20 mmol)

R2=-0,15
y2 = 4,517x (0-6 mmol)
R2 = 0,9436
y3 = 2,6226x (0-10 mmol)
R2 = 0,469

—@— Série 1 (y1)

—Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 0,675x (0-20 mmol)
R2 =-1,449

y2 = 4,840x (0-4 mmol)
R2 = 0,9885

y3 =2,121x (0-8 mmol)
R2? =-0,03

—0— Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 =2,271x (0-20 mmol)
R?=-0,516
y2 =7,179x (0-6 mmol)
R2=0,8817
y3 = 4,273x (0-10 mmol)
R2 = 0,4368
—— Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
——Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))
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8. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferen¢a de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferen¢a de Potencial (mV)

60
50
40
30
20
10

120
100
80
60
40
20

70
60
50
40
30
20
10

0

Sb-0.3A-ST+1Cam-Quit

N .

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.3A-ST+3Cam-Quit

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.3A-ST+5Cam-Quit

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragéo de ureia no PBS (mM)

y1 = 2,288x (0-20 mmol)
R2=-1,613

y2 = 7,944x (0-6 mmol)
R2 = 0,7431

y3 = 5,676x (0-8 mmol)
R2 = 0,2073
—o— Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
——Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 0,541x (0-20 mmol)
Rz = 0,2375

y2 = 0,975x (0-8 mmol)
R2 = 0,7431

y3 = 0,921x (0-10 mmol)
R2 =0,9833

—0— Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 3,222x (0-20 mmol)
R2 =-0,942

y2 = 12,2x (0-4 mmol)
R?=0,8812

y3= 7,081x (0-8 mmol)
R2 = 0,4185

—@— Série 1 (y1)

——Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))
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9. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenca de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)

60
50
40
30
20
10

140
120
100

Sb-0.5A-ST+1Cam-Quit

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-ST+3Cam-Quit

0 2 4 6 8§ 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-ST+5Cam-Quit

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragdo de ureia no PBS (mM)

y1 = 1,618x (0-20 mmol)
R2 = -0,745

y2 = 10,27x (0-4 mmol)
R?=0,8817

y3 = 8,279x (0-6 mmol)
R2 =0,8382

® Série 1 (y1)
—Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 2,479x (0-20 mmol)
Rz =-0,104

y2 = 8,057x (0-6 mmol)
R2 =0,8811

y3 = 4,769x (0-8 mmol)
Rz = 0,2384

@ Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))

Linear (Série 2 (y2))

Linear (Série 3 (y3))

y1 = 6,449x (0-20 mmol)
R2? =0,3305

y2 = 13,588x (0-6 mmol)
R2 =0,9749

y3 = 10,432x (0-8 mmol)
R2 = 0,7259

® Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))
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10. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenca de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)

250

200

150

100

50

0

160
140
120
100
80
60
40
20
0

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Sb-0.1A-ST+1Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)
Sb-0.1A-ST+3Cam-Acet

4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentragao de ureia no PBS (mM)

Sb-0.1A-ST+5Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragao de ureia no PBS (mM)

y1 =10,156x (0-20 mmol)
R? =-0,524

y2 = 17,681x (0- 8 mmol)
R2=0,3773

y3 = 18,598x (0-10 mmol)
R2=0,7117

—@— Série 1 (y1)

—Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 3,539x (0-20 mmol)
R2 =-1,101

y2 = 18,929x (0-6 mmol)
R2=0,0717

y3 = 33,42x (0-4 mmol)
R2? = 0,887

—@— Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 4,022x (0-20 mmol)
R2 = -0,089

y2 = 8,1383x (0-6 mmol)
R? = 0,9862

y3 = 7,608x (0-10 mmol)
R2 = 0,867

—0—Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
——Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))
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11.  Biossensor de antiménio a 0.3 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenca de Potencial (mV) Diferenca de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)

Sb-0.3A-ST+1Cam-Acet
180

160

140 /

120

100 o~
80
60

40
20

0
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)

Sb-0.3A-ST+3Cam-Acet
60

50
40
30
20
10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)

Sb-0.3A-ST+5Cam-Acet

160
140
120 @
100
80
60
40
20

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragao de ureia no PBS (mM)

y1 =7,8278x (0-20 mmol)

R2 = 0,4926
y2 = 13,486x (0-6 mmol)
R2? =0,7982
y3 =12,176x (0-10 mmol)
R? =0,8876

—@— Série 1 (y1)

——Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 =2,5636x (0-20 mmol)
Rz =-0,11

y2 = 5,8551x (0-6 mmol)

R2 =0,9676

y3 = 4,9976x (0-10 mmol)

R2 = 0,8429

—0—Série 1 (y1)

Linear (Série 1 (y1))
Linear (Série 2 (y2))
Linear (Série 3 (y3))

y1 = 5,6722x (0-20 mmol)

R? = -0,453

y2 = 17,991x (0-4 mmol)
R2 = 0,9471

y3 = 14,098x (0-10 mmol)

R2 = 0,9061
® Séria 1 (y1)
Linear (Séria 1 (y1))

——Linear (Séria 2 (y2))

Linear (Séria 3 (y3))
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12.  Biossensor de antimbnio a 0.5 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenca de Potencial (mV) Diferenca de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)

Sb-0.5A-ST+1Cam-Acet

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-ST+3Cam-Acet

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragéo de ureia no PBS (mM)

Sb-0.5A-ST+5Cam-Acet

60

50
40
30
20 ® s

10

0

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentragao de ureia no PBS (mM)

y1 = 2,1666x (0-20mmol)

R2 =-1,208

y2 = 7,9772x (0-4 mmol)
R2 = 0,8351

y3 = 4,2246x (0-10 mmol)

R?=0,5194
@ Séria 1 (y1)

——Linear (Séria 1 (y1))
Linear (Séria 2 (y2))
Linear (Séria 3 (y3))

y1 =1,309x (0-20 mmol)
R2 =-0,562

y2 = 4,2109x (0-6 mmol)
Rz = 0,9229

y3 = 2,1883x (0-10 mmol)
R2 =0,1007

® Séria 1 (y1)

Linear (Séria 1 (y1))
Linear (Séria 2 (y2))
Linear (Séria 3 (y3))

y1 =1,9586x (0-20 mmol)
R? =-0,41

y2 = 7,914x (0-6 mmol)
R2 =0,9107

y3 = 3,3481x (0-10 mmol)
R2 = -0,025

® Séria 1 (y1)
—Linear (Séria 1 (y1))
Linear (Séria 2 (y2))
Linear (Séria 3 (y3))
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Anexo 111

Periodo de Estabilidade dos Biossensores
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1. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenca de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)

100
80
60
40

120
100
80
60
40
20

-20
-40
-60
-80
-100

120
100
80
60
40
20

-20
-40
-60
-80
-100

Sb-0.1A-CT+1Cam-Quit

100 150

Tempo (s)

200 250

Sb-0.1A-CT+1Cam-Quit

T .

0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)
Sb-0.1A-CT+5Cam-Quit
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (s)

300

—e—pbs
—e—2mmol
4mmol
—e—6mmol
—e—8mmol
—e— 10mmol

—e— 20mmol

—e—pbs
—e—2mmol
4mmol
—e—6mmol
—e—8mmol
—e— 10mmol
—o—20mmol

—e—pbs
—e—2mmol
4mmol
—e—6mmol
—e— 8mmol
—e— 10mmol

—e— 20mmol
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2. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)

100

50

-100

-150

-200

100

150
100

Sb-0.3A-CT+1Cam-Quit

I R R R RS TN

100 150

Tempo (s)

200 250 300

Sb-0.3A-CT+3Cam-Quit

P ———————

| Sy

0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)
Sb-0.3A-CT+5Cam-Quit
()
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (s)

—e—pbs
—e—2mmol
4mmol
—e—6mmol
—e—8mmol
—e— 10mmol
—e— 20mmol

—e—pbs
—e—2mmol
4mmol
—e—6mmol
—e—8mmol
—e—10mmol
—e—20mmol

—e—pbs
e 2mmol
4mmol
e 6mmol
—e— 8mmol
—e— 10mmol

—e— 20mmol
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3. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)

150
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4. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.
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5. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)
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6. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere com tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)
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7. Biossensor de antiménio a 0.1 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.
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Diferenca de Potencial (mV)
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8. Biossensor de antiménio a 0.3 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenca de Potencial (mV)
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9. Biossensor de antiménio a 0.5 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de quitosana.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)
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camadas de acetato de celulose.
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Biossensor de antiménio a 0.1 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5



133

11.  Biossensor de antiménio a 0.3 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenga de Potencial (mV)
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12.  Biossensor de antiménio a 0.5 ampere sem tratamento térmico com 1, 3 e 5
camadas de acetato de celulose.

Diferenga de Potencial (mV) Diferenga de Potencial (mV)

Diferenga de Potencial (mV)
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