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RESUMO

SILVA, Livia Maria da Costa. Desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos para fenol e uréia com foco na aplicacdo ambiental. Rio de
Janeiro, 2011. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2011.

O numero crescente de poluentes potencialmente nocivos no meio
ambiente tem motivado um aumento na demanda de técnicas analiticas de
baixo custo e resposta rapida para serem utilizadas no monitoramento in situ.
Nesse contexto, 0s biossensores despontam como uma ferramenta
complementar de andlise. O presente trabalho pretendeu desenvolver, de
forma simples e barata, dois projetos de biossensores eletroquimicos para
uréia e fenol visando aplicacdo em amostras reais ambientais.

O biossensor potenciométrico para uréia utilizou o feijao de porco,
Canavalia ensiformis, como fonte da urease e, escolheu-se o eletrodo ion-
seletivo a aménio como transdutor. A urease (EC 3.5.1.5) é capaz de catalisar
a hidrélise da uréia em amonia e dioxido de carbono. O biocomponente (0,29)
foi imobilizado em tela de nylon por meio de uma solugdo de glutaraldeido
12,5%. O tempo reacional selecionado foi de 15 minutos e a faixa linear,
utilizando solu¢des padréo, do instrumento foi de 1 a 20ppm de uréia. O tempo
de vida util do instrumento foi superior a 2 meses, quando o biocomponente foi
estocado em congelador (-8°C) e envolto em papel filme de PVC. Quando
aplicado a amostra real, o vinhoto, apresentou resposta qualitativa promissora.

O biossensor amperométrico para fenol foi construido utilizando o

cogumelo champignon de Paris, Agaricus bisporus, como fonte da enzima



tirosinase e o eletrodo de oxigénio como transdutor. A tirosinase (EC 1.14.18.1)
€ uma polifenol oxidase que tem capacidade de oxidar fendis a o-quinonas,
consumindo o oxigénio. O material utilizado (5g) foi cortado em cubos de 1cm
de lado e liofilizado, sendo colocado na posicdo mais proxima ao
posicionamento do eletrodo, do sistema montado. Visando o melhor
funcionamento do instrumento, selecionou-se 40ml/min como vazdo de
escoamento das solu¢des padréo, encontrando o tempo reacional de 6 minutos
e uma faixa linear de 5 a 25ppm de fenol. No entanto, o biossensor néo
apresentou repetibilidade da sua faixa linear, precisando haver novas analises
para determinar melhor arranjo do sistema, como a utilizacdo do material

bioldgico liofilizado em po, para futura aplicacdo em amostras reais ambientais.



ABSTRACT

SILVA, Livia Maria da Costa. Desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos para fenol e uréia com foco na aplicacdo ambiental. Rio de
Janeiro, 2011. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2011.

The increasing number of potentially harmful pollutants in the
environment has asked for fast and cost-effective analytical techniques to be
used in environmental monitoring programs. In this context, biosensors appear
as a suitable alternative or as a complementary analytical tool. This study aimed
to develop in a simple and inexpensive way two projects of electrochemical
biosensors for urea and phenol in order to apply in real environmental samples.

The urea potentiometric biosensor used the jack bean, Canavalia
ensiformis, as a urease source and ammonium ion-selective electrode as a
transducer. Urease (EC 3.5.1.5) can catalyze the urea hydrolysis into ammonia
and carbon dioxide. The biocomponent (0,2g) was immobilized on a nylon net
by glutaraldehyde solution 12,5%. The selected reaction time was 15 minutes
and the linear range of the instrument was 1-20ppm of urea using standard
solutions. The lifetime of the biosensor was more than two months when the
immobilized biocomponent was stored in freezer (-8°C) and wrapped in PVC
film. When the biosensor was applied to real sample, vinasse, it showed
promising qualitative response.

The phenol amperometric biosensor was mounted using the champignon
de Paris mushroom, Agaricus bisporus, as a tyrosinase source, and oxygen

electrode, as transducer. The tyrosinase (EC 1.14.18.1) is a polyphenol oxidase



that is capable of oxidizing phenols to o-quinones with oxygen consuming. The
lyophilized biocomponent (5g) used was cut into cubes with 1cm on a side and
placed in the closest position to the electrode, on the system.

To better instrument operation, was selected as 40ml/min to flow drain of
standard solutions, was found the reaction time of 6 minutes and the linear
range 5-25ppm of phenol. However, the biosensor didn’t show repeatability of
its linear range, there must be further analysis to determine the best
arrangement system, such as the lyophilized powder of biocomponent, for

future environmental samples application.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO

O aumento inadvertido na producéo e utilizacdo de produtos quimicos
verificado nas ultimas décadas tem causado problemas de poluicdo ambiental
de maneira generalizada em todas as partes do mundo. Portanto, a protecao
ambiental vem adquirindo grande importancia na sociedade contemporanea,
que tem cobrado mecanismos rapidos e eficientes de controle e fiscalizagcdo
dos processos de contaminacao, principalmente relacionados aos efluentes
industriais (EPA, 2003; PAITAN et al., 2003). Deste modo, existe um consenso
a respeito da necessidade de monitorar continuamente o teor de contaminantes
quimicos, principalmente, nos corpos hidricos naturais e nos inumeros
efluentes industriais neles descarregados.

No contexto brasileiro, a legislacdo ambiental tem sido cada vez mais
rigorosa quanto aos limites de descarte de compostos quimicos nos diversos
tipos de corpos hidricos. Além disso, determina a possibilidade de utilizagdo de
ensaios ecotoxicologicos, ou outros métodos cientificamente reconhecidos,
para andlise de possiveis interacdes entre as substancias citadas na lei e a
presenca de contaminantes que nado estejam listados, passiveis de causar
danos aos seres vivos (biota local e ser humano), presentes no efluente
industrial a ser descartado. No contexto de legislacdo federal, pode-se citar a
resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°® 357/05, que
dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, bem como estabelece as condicdes e padrbes de
langamento de efluentes no meio ambiente.

O tempo e os custos envolvidos com a deteccdo de poluentes (por
exemplo: aquisicdo, preparo e analise da amostra) tém imposto limitacdes no
namero de amostras que podem ser analisadas para um determinado projeto
de monitoramento ambiental. Por outro lado, o aumento na quantidade de
dados analiticos permite maior confiabilidade nas decisdes de gerenciamento
ambiental, por melhorar a eficiéncia na caracterizagdo dos compostos
poluentes in situ e caracterizar melhor os riscos ou ainda a eficiéncia dos
procedimentos de descontaminacdo. Assim, a limitacdo no numero das

analises tem criado uma demanda por tecnologias analiticas que permitam um
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aumento no numero destas analises num menor tempo e com custos
acessiveis. Dentro deste contexto, € importante contar com metodologias
emergentes na area de determinacdo e quantificacdo dos diversos tipos de
poluentes, como os instrumentos denominados biossensores (ROSATTO,
2000; ROSATTO et al., 2001; EPA, 2003).

Os biossensores representam ferramentas promissoras para
suplementar as técnicas existentes, devido as suas caracteristicas unicas, tais
como: seletividade, relativo baixo custo de construcdo e estocagem, potencial
para miniaturizacéo, facilidade de automacéo e possibilidade de construgéao de
equipamentos simples e portateis. Contudo, estas ferramentas ndo podem ser
encaradas como uma substituicdo das técnicas analiticas classicas, mas sim
como um complemento a estas, pois algumas delas podem apresentar
problemas de estabilidade (ROSATTO, 2000).

O funcionamento de um biossensor, de uma forma geral, envolve a
especificidade e alta sensibilidade do componente bioldgico com o substrato de
interesse. Em seguida, variacbes de um ou mais parametros fisico-quimicos
sdo gerados como produto desta interacdo entre a molécula biolégica e o
substrato, produzindo ions, elétrons, calor, luz, variacdo de massa,
fluorescéncia ou gases, que sao convertidos em um sinal elétrico quantificavel
e processavel pelo uso de um transdutor adequado (DANIELSSON et al.,
1981). Os biossensores, além de se apresentarem como instrumentos
promissores para o monitoramento ambiental rapido e continuo, possuem um
amplo mercado potencial de aplicacdo, cobrindo as areas de diagnose clinica,
militar, controle de processos, alimenticia, de bebidas e agricultura.

Os problemas de estabilidade supracitados e a falta de credibilidade dos
biossensores para aplicacdo em algumas areas sao ainda grandes desafios
gue contribuem para a escassez destes instrumentos no mercado. No entanto,
esforcos tém sido realizados buscando melhorar a confiangca de modo a obter
um sensor com desempenho desejado em termos de sensibilidade, alcance
dindmico e reprodutibilidade.

Na busca por componentes biolégicos mais baratos e eficazes para a
producdo de biossensores, na literatura existente, encontram-se varios
trabalhos utilizando fontes naturais (vegetal e fungica) para extragdo de

enzimas. Assim, o presente trabalho visou o desenvolvimento de biossensores
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para aplicacdo ambiental, na quantificacdo de compostos fendlicos e
nitrogenados, analitos que tém seus limites méximos de descarte e
concentracdo presentes na legislacdo ambiental brasileira vigente. Pretendeu-
se ainda construir estes instrumentos de forma simples, usando as enzimas de
interesse naturalmente presentes nos tecidos vegetal e fangico, para
monitoracdo in situ de amostras reais, que além de fornecerem respostas
rapidas, sdo de baixo custo e com baixa geracdo de residuos durante as
analises, se comparado com as metodologias classicas de analise.

Para a apresentacao do trabalho desenvolvido, essa tese foi dividida nos
seguintes capitulos: Capitulo 1, apresentando a introducdo com 0s aspectos
gerais relacionados ao tema do trabalho, além de um breve apanhado da
motivacao e objetivos do mesmo; Capitulo 2, que apresenta os objetivos gerais
e especificos relacionados ao desenvolvimento de ambos os biossensores para
aplicacao ambiental; Capitulo 3, onde sdo apresentados 0s principais conceitos
e estados da técnica referentes ao tema de biossensores para uréia e
compostos fendlicos; Capitulo 4, onde sdo mostrados 0s aspectos gerais e 0s
principais resultados encontrados nos dois trabalhos (PINTO et al., 2009;
SILVA, 2009) que foram utilizados como base para o desenvolvimento dessa
Tese; Capitulo 5, onde sdo apresentados os materiais e métodos utilizados
durante o desenvolvimento dos biossensores eletroquimicos para uréia e fenol;
Capitulo 6, que apresenta e discute os resultados encontrados na confeccao
dos biossensores eletroquimicos para aplicacdo ambiental; Capitulo 7, onde
sdo apresentadas as principais conclusfes da Tese, finalizando com o Capitulo
8, com as sugestdes de trabalhos futuros visando a continuacdo dos

instrumentos desenvolvidos e aplicacdo em amostras reais.
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CAPITULO 2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

O objetivo deste trabalho consiste em desenvolver biossensores para aplicacao
ambiental, especificamente para os analitos: uréia e fenol, usando tecidos vegetal e
fungico e duas técnicas de transducdo eletroquimica: potenciometria e amperometria,

respectivamente.

2.2 Objetivos especificos

A fim de alcancar o objetivo principal da tese, o presente trabalho apresentou os
seguintes objetivos especificos para o biossensor amperométrico para quantificacdo de
compostos fendlicos:

v Dar continuidade ao trabalho de Mestrado no desenvolvimento de um

biossensor amperométrico para quantificacdo de fenol no Laboratério de

Sensores Biolégicos (SILVA, 2009), usando tecido fungico como fonte de

tirosinase e eletrodo de oxigénio como transdutor;

v Quantificar o teor de umidade do biocomponente flngico;

v Comparar o tempo de estocagem, em geladeira, do tecido fungico cortado

em cubos de 1cm de lado sob duas maneiras: embalados a vacuo na forma in

natura e liofilizados;

v Analisar o tempo e 0 modo de estocagem do tecido fungico liofilizado

cortado em cubos de 1cm de lado;

v Determinar as melhores condi¢cdes de montagem do instrumento para a

determinacdo de fenol em relagdo ao posicionamento do biocomponente em

relacéo ao transdutor, vazao de operacao do sistema e tempo reacional;

v Determinar a faixa de deteccédo (faixa linear) do instrumento em relacéo

ao fenol e construir a sua curva padrdo sob as condigcbes escolhidas de

conducéo dos ensaios;



25

v Analisar a reutilizacdo do biocomponente no biossensor amperométrico;
v Analisar a repetibilidade e reprodutibilidade do instrumento desenvolvido;
v Determinar as melhores condi¢cdes de construgcéo do instrumento para a

quantificacdo de fenol usando o biocomponente liofilizado em po.

E os seguintes objetivos especificos para o sistema biossensor potenciométrico
para quantificacdo de uréia:

v Dar continuidade ao desenvolvimento do sistema biossensor

potenciométrico para quantificacdo de uréia desenvolvido no Laboratério de

Sensores Bioldgicos por Pinto et al. (2009), usando tecido vegetal de feijao de

porco como fonte de urease e eletrodo ion-seletivo a aménio como transdutor;

v Quantificar o teor de umidade do biocomponente vegetal;

v Analisar o tempo de estabilidade de acordo com o0 modo de estocagem do

tecido vegetal em p6 in natura e imobilizado;

v Analisar o tempo de estabilidade do biocomponente imobilizado em uso

no instrumento;

v Determinar o tempo de resposta do instrumento para a determinacdo do

analito sob as condicdes previamente determinadas de conducdo dos ensaios;

v Escolher a faixa de deteccéo (faixa linear) do instrumento e construir a

curva padréao sob as condi¢des de conducéo dos ensaios escolhidas;

v Analisar a repetibilidade e reprodutibilidade do instrumento desenvolvido;

v Analisar a perda do biocomponente imobilizado durante as andlises

utilizando o biossensor potenciométrico;

v Aplicar o biossensor desenvolvido em amostras reais ambientais,

avaliando os possiveis interferentes.
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CAPITULO 3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biossensores

A seletividade é um dos maiores problemas na quimica analitica, e geralmente,
€ obtida apenas através de um intenso controle das condi¢cdes experimentais. No
entanto, na natureza, encontram-se estruturas altamente seletivas na forma de
enzimas, anticorpos, dentre outros. As enzimas, particularmente, apresentam varias
vantagens, em especial uma feliz combinacao de seletividade com sensibilidade, além
de permitem a utilizacdo de varias tecnologias de transducao.

Free & Free (1953) revolucionaram o0s procedimentos analiticos com a
implementacdo de tiras enzimaticas. No entanto, estas apresentavam diversos
inconvenientes de modo que se procurou uma nova abordagem conseguida por Clark
& Lyons (1962), através de uma experiéncia usando glicose oxidase imobilizada na
superficie de um eletrodo de oxigénio. Observou-se uma diminuicdo da concentracéo
de oxigénio proporcional a concentracdo de glicose. No artigo correspondente,
apareceu pela primeira vez o termo eletrodo enzimatico. Apesar disto, foram Hicks &
Updike (1966) que, extrapolando o conceito, resolveram os problemas de ordem
préatica, necessarios para construir um eletrodo enzimatico sensivel a glicose. O sensor
foi a base de numerosas variacbes de um desenho basico nos quais outras enzimas
(oxidases) foram imobilizadas.

O desenho de Clark foi tdo bem sucedido que muitos biossensores
experimentais e comerciais ainda séo construidos segundo o original. No entanto, hoje
em dia, prefere-se, como alternativa, a medicdo de peroxido de hidrogénio. Destes,
destacam-se 0s biossensores produzidos pela companhia Yellow Springs Instrument
Company (Ysi) (Ohio, EUA) (PATACAS, 2007). O seu biossensor de glicose foi criado
em 1975, baseado na detecgdo amperométrica do peroxido de hidrogénio. Este foi o

primeiro biossensor a ser produzido com fins comerciais.
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O primeiro eletrodo enzimatico potenciométrico foi construido por Guibault &
Montalvo (1969). Tratava-se de um sensor de uréia baseado em urease imobilizada em
um eletrodo de membrana seletiva a amonia.

Durante os anos 80, pela primeira vez, foi atingido o sucesso econdmico em
grande escala. Em 1984, foi publicado um artigo sobre o uso de ferroceno e dos seus
derivados como mediadores imobilizados para uso com oxidorredutases. Em 1987,
estes eram componentes essenciais para a construcdo de eletrodos enzimaticos pouco
dispendiosos, e como tais, formaram a base para os primeiros elétrodos enziméticos
impressos em placas lancados pela companhia MediSense (Cambridge, EUA)
(PATACAS, 2007).

As atuais publicacfes cientificas contém descricbes de uma ampla variedade de
dispositivos que exploram as enzimas, &cidos nucléicos, anticorpos, células intactas e
receptores celulares (material bioldégico) em combinacdo com transdutores
eletroquimicos, Oticos, calorimétricos e acusticos (sistema de transducdo). As
mudancas no material biolégico e/ou no sistema de transducdo permitem milhares de
estratégias alternativas de desenvolvimento de biossensores. Cada uma apresentando

novas solucdes para problemas analiticos nas mais variadas areas de atuacao.

3.2 Definicado de biossensor

O sensor quimico é definido como um dispositivo que transforma a informacgéo
guimica, que varia de acordo com a concentracdo de um componente da amostra a ser
analisada, em um sinal analiticamente util e quantificavel. Os sensores quimicos
geralmente apresentam dois componentes basicos ligados em série: um sistema de
reconhecimento quimico ou molecular (receptor) e um transdutor fisico-quimico.
Estendendo essa definicdo aos biossensores, estes sdo sensores quimicos onde o
sistema de reconhecimento utiliza um mecanismo bioquimico (ARNOLD & RECHNITZ,
1987).

Os biossensores sdo uma area multidisciplinar para a qual nao existe uma forma

delineada. Assim, a sua rapida disseminacdo e diversidade justificam as varias
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definicbes para o termo biossensor que se encontram na literatura. De forma geral, séo
definidos como qualquer dispositivo de deteccdo que incorpore tanto um organismo
vivo ou produtos derivados de sistemas biologicos (enzimas, anticorpos, DNA, etc),
como um transdutor que fornece a indicacgéo, sinal ou outra forma de reconhecimento
de uma substancia especifica no ambiente (PATACAS, 2007). Formalmente, a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) propde a seguinte definicdo para
biossensor: “Um biossensor € um instrumento integrado que é capaz de fornecer uma
informacao analitica especifica, quantitativa ou semi-quantitativa atraves do uso de um
elemento de reconhecimento biologico (receptor bioquimico) que estd em contato direto
com o elemento de transdugdo” (THEVENOT et al., 2001). Assim, um biossensor
combina a especificidade de um componente biologico ativo para o analito de interesse
com a sensibilidade de um transdutor para converter o sinal biolégico em um sinal
guantificavel; por exemplo, elétrico; proporcional a concentracdo do analito (SALGADO,
2001).

Estes instrumentos permitem realizar as mais variadas tarefas como: efetuar
controle em linha a nivel industrial, analise ambiental em tempo real, automatizacéo de
analises bioquimicas, analise in vivo, deteccdo de substancias biolégicas relevantes
(como horménios e drogas) e deteccdo de agentes de guerra quimica. Geralmente, um
biossensor permite o uso de métodos “limpos” e de baixo custo sem a necessidade de
pré-tratamentos morosos e de grandes volumes de amostra. Assim, um biossensor
deve ser claramente diferenciado de um sistema bioanalitico que requer etapas
adicionais de processamento, tais como adicdo de reagentes, além do componente
biol6gico ndo estar necessariamente ligado de forma direta ao detector.

O uso dos biossensores, na maioria dos casos, ndo necessita de técnicos ou
especialistas, podendo, em alguns casos, dispensar 0 uso de reagentes. Podem ser
confeccionados para uso continuo, em linha no processo, ou como descartaveis.
Portanto, representam uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas
analiticas existentes, devendo ser analisadas as suas caracteristicas unicas
(ROSATTO et al., 2001), tais como:

v’ Seletividade, que esta relacionada a habilidade que certas macromoléculas

biolégicas possuem em discriminar diferentes substratos;
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v’ Faixa de sensibilidade, que corresponde a faixa de concentracdo mensuravel;
v’ Acurdcia e precisao;

v/ Natureza da solucdo, que esta relacionada com condicbes como pH,
temperatura e forga idnica do meio as quais devem ser consideradas;

v' Tempo, relacionado ao tempo de resposta; tempo de recuperacgéo e tempo de
vida util;

v Frequiéncia de amostragem;

v’ Estabilidade operacional, onde a resposta do biossensor pode variar em
funcdo de diversos fatores como: geometria do sensor, método de preparo,
assim como, receptores e transdutores usados. Depende da difusdo externa e
interna do substrato, e das condi¢cdes operacionais de trabalho (concentracdo do
analito, temperatura, pH, natureza do tampao, presenca de solventes organicos
e de outras substancias, e composicdo da solucdo matriz que contém a
amostra);

v Reprodutibilidade, que é a medida da disperséo ou flutuacdo em uma série de
medidas obtidas ao longo de um periodo de tempo para concentracdo de um
analito dentro de uma faixa de utilizacao;

v’ Baixo custo de construcao e estocagem;

v/ Pequeno tamanho e potencial para miniaturizacdo que permite a sua facil

instalacdo no ambiente de medida e monitoragao in situ.

3.3 Componentes e funcionamento de um biossensor

Uma caracteristica dos biossensores que os diferencia dos sensores quimicos é

a especificidade da analise, isto €, a especificidade e a alta sensibilidade do

componente biolégico com o substrato de interesse. De um modo geral, como

componentes usados no desenvolvimento de um biossensor, incluem-se:

v Componente biolégico;
v Sistema de transducao;
v Sistema de processamento de dados e registro.
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O componente biologico faz o reconhecimento da substancia de interesse por
meio de uma reacdo quimica gerando um sinal que pode resultar de uma variacdo na
concentracdo de prétons, liberacdo de gases, emissdo ou absor¢éo de luz, emisséo de
calor, variacdo de massa, mudanca de estado de oxidacéo, etc. O transdutor converte
este sinal em uma resposta mensuravel, tais como: corrente, potencial, variacao de

temperatura, dentre outras. A Figura 1 resume de forma clara o que foi supracitado.

Processamento

*
B A 4 de Dados
ot

Componente biologico

Analito imobilizado

Figura 1. Esquema geral de funcionamento de um biossensor (criacdo grafica de MELO, 2008).

A aplicacdo de um biossensor permite a deteccdo quantitativa, além de
gualitativa, de uma determinada espécie, pois este responde seletiva e reversivelmente
a espécie quimica, produzindo um sinal elétrico cuja intensidade depende da

concentracao da dita espécie.

3.3.1 Componente biolégico

A seletividade, habilidade para discriminar um entre diferentes substratos, € uma
das caracteristicas mais importantes de um biossensor. Ocorre principalmente em
fungdo do componente biologico, embora algumas vezes o transdutor também
contribua. Por isso, enzimas foram e continuam sendo o elemento biolégico mais usado
na construcéo de biossensores (ALFAYA & KUBOTA, 2008; DU et al., 2008).

Alguns requisitos basicos sdo exigidos na escolha de um biocomponente para
atuar como elemento de reconhecimento biologico, dentre eles (SALGADO, 2001):

v Disponibilidade de um sitio reativo que possa reagir/interagir com o analito;
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v Estabilidade face ao meio e as condi¢cées de medicao;

v' Possibilidade de modificacdo/imobilizagdo sobre suporte por métodos

quimicos sem afetar o seu desempenho.

Baseado nestas exigéncias, alguns biocomponentes sdo adequados para 0 uso
na composicdo dos biossensores, entre eles: enzimas, cofatores, receptores,
anticorpos, células de microorganismos, organelas e tecidos (vegetais, animais e
fungicos). Assim, de acordo com o elemento biolégico utilizado para a sua construcéo,
0s biossensores podem ser divididos em varias classes (Figura 2). Dentre elas, as
classes mais desenvolvidas sdo: biossensores enzimaticos, microbiolégicos, os

guimioreceptores e 0S imunossensores.

Componente Biologico Biossensor

Enzimas | " sensorEnzimatico
Anticorpos ). ' Imunosensor

Receptores SensorReceptor

oy

Organelas SensorOrganela

B ——
—

T
R
A
[\
S
D
U
T
(¢
R

Sensor
Microbiologico

—

Células Plantas ; SensorCelular
animais

TecidosPlantas e R " Sensor Tecido
Animais

co-—om-4 m »rcrmolf

Figura 2: Classificacdo dos biossensores de acordo com o elemento biolégico sensivel (criacdo gréfica
de MELO, 2008).
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3.3.1.1 Biossensores enzimaticos

A maior parte dos biossensores desenvolvidos utiliza como componente
biolégico as enzimas, em geral imobilizadas (KARUBE & NOMURA, 2000). A vantagem
do uso deste componente é que sdo catalisadores biolégicos altamente especificos e
seletivos. Comparadas aos catalisadores quimicos, apresentam um alto nivel de
especificidade com o substrato, devido principalmente a ligacao forte da molécula de
substrato pelo seu sitio ativo, envolvendo fatores do meio ambiente reacional, tais
como: tamanho da molécula do substrato, polaridade, estereoquimica, grupos
funcionais ligados e relativa energia de ligacao.

A maior desvantagem em relacdo ao uso de enzimas na construcdo de um
biossensor é o fato de apresentarem uma estabilidade relativamente baixa,
principalmente no que diz respeito a variagdo das condi¢des fisico-quimicas do meio
reacional, mas que pode ser contornada usando as condi¢cdes adequadas de pH,
temperatura e forca ibnica que garantam a manutencao da atividade enzimética. Outra
desvantagem é o fato delas serem caras e, algumas rea¢fes enzimaticas, requererem
co-fatores que, se ndo foram facilmente regenerados, encarecem ainda mais ainda o
uso dos biossensores enzimaticos.

Na literatura, encontram-se varios trabalhos que utilizam uma ou mais enzimas
como componente bioldgico do biossensor, na maioria das vezes, imobilizadas em
diversos suportes e utilizando varios componentes ligantes (VIEIRA et al., 2003;
LOUZADA et al., 2004; PANPAE et al., 2006; FIORENTINO et al., 2010; NIKOLELI et
al., 2010).

3.3.1.2 Biossensores que usam tecidos (animais, fungicos e vegetais)

O Brasil tem uma grande variedade de organismos vivos que podem se
constituir em fontes inesgotaveis de enzimas para serem aplicadas nas mais diversas
areas do conhecimento. Em quimica analitica, por exemplo, podem ser utilizados na

construcdo de diversos tipos de biossensores e/ou procedimentos enzimaticos de
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analise. H4 uma tendéncia recente de utilizacdo de tecidos (vegetal e fungico) e/ou
extratos brutos no lugar de enzimas purificadas na confeccdo dos biossensores
(FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002).

O uso de tecidos e/ou extratos brutos pode apresentar, em alguns casos,
desvantagem na seletividade do método analitico, bem como estdo sujeitos a um
grande numero de interferéncias e contaminacdes. No entanto, sdo extremamente
econbmicos e, geralmente, possuem tempo de vida superior agueles métodos que
utilizam enzimas purificadas. Essa estabilidade se deve ao fato das enzimas estarem
em seu habitat natural, isto é, naturalmente imobilizadas nas células do material
biol6gico (ARNOLD & RECHNITY, 1987).

Ha diversas formas de se aplicar o tecido na confec¢éo dos biossensores, sendo
a utilizacdo de extratos brutos enziméticos imobilizados, a forma mais citada na
literatura (MATSUMOTO et al., 1981; SIGNORI & FATIBELLO-FILHO, 1994; VIEIRA &
FATIBELLO-FILHO, 2002; TOPCU et al, 2004, MOCCELINI et al., 2008;
SEZGINTURK & DINCKAYA, 2010). No entanto, o ideal seria a utilizagdo do tecido
integro, ndo havendo necessidade de extrair a enzima, garantindo uma fonte barata,
onde o tecido pode ser usado na forma de fatia do material biolégico descascado
(HOIRE & RECHNITZ, 1995; FERNANDES et al., 1996), in natura (PINTO et al., 2007;
SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2011), previamente liofilizado ou desidratado.

A tendéncia de escurecimento dos tecidos estd relacionada com as reacdes
entre a enzima polifenol oxidase e peroxidase, e os substratos naturais presentes
nestes tecidos. Este processo, aliado a oxidacdo promovida pelo oxigénio, sdo os
responsaveis pelo apodrecimento do material e o decréscimo da atividade enzimatica
dos extratos brutos (SALGADO, 2001). Com o objetivo de minimizar estes efeitos,
diversas  substancias protetoras e/ou  estabilizadoras, como  Polyclar®
(polivinilpolipirrolidona) Super R, K-30, 10, AT, SB-100 séo utilizadas (VIEIRA et al.,
2003), sendo que a ultima € responsavel por manter a maior atividade especifica
guando usada na proporcéo de 2,5:25 (Polyclar® SB-100 : tecido vegetal).

A Tabela 1 aponta algumas aplicacdes de tecidos animais, fungicos e vegetais

como componentes bioldgicos dos biossensores.
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Tabela 1: Aplicacbes de tecidos animais e vegetais em biossensores.

Substrato Tecido biocatalisador Transdytqr
eletroquimico
Glutamina Células de rim suino Sensor de NH;
Adenosina _ Celu_las da mucosa do Sensor de NHs
intestino delgado de rato
Guanina Figado de coelho Sensor de NH3
Peréxido de hidrogénio Figado bovino Sensor de O,
Piruvato Semente de milho Sensor de CO;
Dopamina Polpa de banana Sensor de O,
Cisteina Folha de pepino Sensor de NH3
Tirosina Beterraba Sensor de O,
Uréia Feijdo de porco triturado Sensor de NH3
Cogumelo de Paris o
Fenol . : Sensor de oxigénio
(Agaricus bisporus)
< . A Broto de feijao (Vigna | Sistema de trés eletrodos
Acido clorogénico : .
radiate) (voltametria)

Fonte: SALGADO, 2001 modificado.

O presente estudo se insere nesta categoria quando a classificacdo dos
biossensores se baseia no material biolégico, visto que utiliza como biocomponentes, o
tecido fungico de Agaricus bisporus para deteccdo de compostos fendlicos e os graos
(em p6 imobilizado) de Canavalia ensiformis para quantificagéo de uréia.

Os tecidos vegetal e fungico integros surgem como excelentes fontes de enzima
de baixo custo e, geralmente, mais estaveis que as enzimas purificadas. As enzimas
naturalmente imobilizadas nas células destes materiais biol6gicos possuem, também,
maior tempo de vida e normalmente apresentam o seu cofator disponivel (ARNOLD &
RECHNITZ, 1987).

3.3.2 Sistema de transducéao

Genericamente, define-se transdutor como sendo todo dispositivo que
transforma uma forma de energia em outra. No ambito da instrumentacdo elétrica,
define-se como sendo todo equipamento que converte qualquer grandeza fisica ndo
elétrica (temperatura, som, luz) em um sinal elétrico. Sob o ponto de vista da confeccao

de um biossensor, transdutor é o equipamento que converte o produto da reacao
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biologica em um sinal elétrico quantificavel e processavel. O papel deste equipamento
consiste em detectar a presenca, a mudanca, a amplitude ou a frequéncia de uma
grandeza submetida a medic&o e providenciar na saida um sinal elétrico que, quando
convenientemente processado e aplicado a um aparelho de medicdo, seja possivel
guantificar o elemento medido.

A combinacdo das mais variadas areas, como eletroquimica, fisica, eletrbnica,
tecnologia de sistemas integrados de silicio e de fibras 6ticas no desenvolvimento de
novos transdutores, aliada a bioquimica e imunoquimica, tem tornado possivel o
surgimento de micro-biossensores altamente sensiveis, especificos, seletivos e
acurados.

A escolha do transdutor é realizada mediante trés requisitos basicos: que ele
seja adequado para adaptacdo ao material biologico imobilizado; que seja altamente
especifico para o analito de interesse, sendo capaz de detectar alguma variacdo
especifica que ocorra durante a reacao biologica e; que esta variacdo ocorra na faixa
de concentracdo apropriada (MELLO & KUBOTA, 2007). Outros aspectos também
devem ser atendidos, como: frequéncia da resposta; compatibilidade com o meio
ambiente onde tem que operar; exatidao; caracteristicas elétricas (relacéo entre sinal e
ruido; possibilidade de amplificacdo do sinal quando insuficiente; limitacdes da
frequéncia de resposta) e condicdes de aplicagdo e robustez (peso, dimensdes,
robustez mecanica e elétrica).

Além da classificacdo de acordo com 0 seu componente biolégico, os
biossensores podem ser classificados de acordo com o seu sistema de transducéo.

Baseado no transdutor, os biossensores podem ser classificados em:

v Biossensores Eletroquimicos:
o Biossensores Amperomeétricos;
o Biossensores Potenciométricos;
o Biossensores Condutimétricos;

v Biossensores Acusticos;

4 Biossensores Oticos;

v Biossensores Calorimétricos.



36

Dos vérios transdutores empregados na construcdo dos biossensores, 0s mais

utilizados sdo os eletroquimicos, 6ticos e calorimétricos. Na Tabela 2, encontram-se os

varios sistemas de transducéo, seus modos de medigéo e aplicagéo tipica.

Tabela 2: Tipo de transdutores empregados em biossensores.

Sistemas de
Transducéo

Modo de medida

Aplicacdes tipicas

Eletroquimicos

Condutimétrico

Condutancia

Reac0bes catalisadas por
enzimas

Substratos enzimaticos e

Amperométrico Corrente sistemas imunolégicos
(antigeno/anticorpo)
Potenciométrico lons, gases, espécies
redox
Carga ionica ou de efeito
de campo:
ISFET (ion seletivo fons, gases, substratos
transistor de efeito de enziméaticos e analitos
campo) Voltagem imunolégicos
ENFET (Enzima fons em meio bioldgico,
transistor de efeito de eletrodos enzimaticos e
campo) imunoeletrodos
IMFET (Imunolégico
transistor de efeito de
campo)
o A Imunossensores
Impedimétrico Impedancia .
enzimaticos
Acdlsticos

Cristais piezoelétricos,
equipamentos de
superficie acustica

Variacdo de massa

Gases volateis, vapores e
analitos imunolégicos

Oticos

Optoeletrénicos, fibras
oticas, equipamento de
ondas guiadas

Variacéo de
luminosidade
(luminescéncia,
fluorescéncia), indice de
refracao

pH, substratos
enzimaticos, analitos
imunoldgicos

Calorimétricos

Termistores, diodos

Calor

Enzima, organela, células
integras ou tecidos,
gases, poluentes,
antibioticos, vitaminas,
analitos imunoldgicos

Fonte: MASCINI et al., 2001 modificado.
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3.3.2.1 Biossensores eletroquimicos

Essa classe de biossensores se caracteriza por: serem simples, sensiveis,
confidveis e de resposta répida; necessitarem de instrumentacdo de baixo custo.
Operarem em condigcbes em que ndo € necessario um pré-tratamento da amostra e
permitirem efetuar determinacdes em uma ampla faixa de concentracdo (THEVENOT
et al., 2001).

As técnicas eletroanaliticas sdo capazes de fornecer limites de deteccéo
excepcionalmente baixos e uma abundancia de informagdes que caracterizam e
descrevem determinados sistemas, sempre se baseando nas propriedades elétricas de
uma solucdo de analito, quando este esta em contato com uma célula eletroquimica.
Tais informacdes incluem: a estequiometria e a velocidade de transferéncia de carga
interfacial; a velocidade de transferéncia de massa; a extensdao de adsorcédo e de
guimissorcdo e as velocidades e constantes de equilibrio de reacdes quimicas. Uma
vantagem deste método é que as células eletroguimicas sao frequentemente
especificas para um estado de oxidacdo particular e sua instrumentacdo é
relativamente barata. Todas estas vantagens fazem com que o0s biossensores
eletroquimicos constituam a grande maioria dos biossensores desenvolvidos
(CASTILHO, 2003).

Dependendo do principio de medi¢do, os biossensores eletroquimicos podem
ser subdivididos em: amperométricos, potenciométricos e condutimétricos. Neste
trabalho, somente serdo descritos de forma mais abrangente os transdutores
amperomeétricos e potenciométricos por estes serem nosso objeto de estudo e

aplicacgéo.

3.3.2.1.1 Biossensores amperomeétricos

O principio de funcionamento de um biossensor amperométrico € a medida da
corrente produzida por uma reacdo quimica entre espécies eletroativas. Esta reacéo

ocorre num potencial determinado, onde a corrente gerada esta relacionada com a
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espécie em solucdo. Assim, estes biossensores dependem tipicamente de um sistema
biolégico que converta cataliticamente analitos inativos eletroquimicamente em
produtos que possam ser oxidados ou reduzidos em um eletrodo operante, o qual é
mantido em um potencial especifico de acordo com um eletrodo de referéncia. A
corrente produzida pela reacédo redox é linearmente proporcional a concentracao do
produto eletroativo, a qual € proporcional ao analito (substrato da enzima) nao
eletroativo (THEVENOT et al., 2001).

Todavia, como estes biossensores sdo operados por difusdo, as principais
desvantagens apresentadas por eles sdo: uma faixa dindmica pequena devido a
cinética de saturacdo da enzima; os potenciais relativamente elevados podem oxidar
espécies diferentes do composto de interesse e a corrente pode ser afetada pela
velocidade com a qual o analito difunde até a superficie do eletrodo. Algumas
inovacdes tém tentado superar estes problemas, como o uso de membranas limitantes
de difusdo para manter as concentracfes de substrato abaixo dos niveis de saturacéo
da enzima e o uso de mediadores (PEREZ, 2000).

A construcdo de eletrodos quimicamente modificados através do
desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tanto das enzimas como dos mediadores
fez surgir uma nova classe de transdutores amperométricos. Os mediadores podem ser
incorporados aos eletrodos por adsorcdo, oclusdo em filmes poliméricos, ligacédo
covalente ou simplesmente misturados em pasta de carbono (ROMANI et al., 2000).
Pandey et al. (1993) desenvolveram um biossensor para medi¢do da glicose, onde a
enzima glicose oxidase estava incorporada a uma pasta de grafite e ep6xi modificada e
material eletroativo (mediador) tetracianoquinodimetano (TCNQ). A mistura pastosa
obtida era usada para preencher o corpo de um eletrodo ligante. Esta tecnologia é
conhecida como screen printing.

Este tipo de biossensor representa a maioria dos dispositivos comerciais
disponiveis atualmente, isto porque estes eletrodos sdo baseados em enzimas redox
(oxiredutases) (SIGNORI & FARIBELLO-FILHO, 1994) e existe um grande numero
destas enzimas comercialmente disponiveis que podem atuar na deteccdo de acidos

graxos, agucares, aminoacidos, aldeidos e fenais.
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A Tabela 3 apresenta alguns biossensores amperomeétricos a base de tecidos

vegetais ou fungicos.

Tabela 3: Biossensores amperométricos a base de tecidos.

Tecido Enzima Analito Faixa linear Referéncia
Polifenol o NARANG et al.,
Banana oxidase Polifendis 0,2-400pM 2011
Fungo Polifenol SEZGINTURK
ung : Thiourea 1-20uM & DINCKAYA,
(A. bisporus) oxidase 2010
Espinafre Oxalato SEZGINTURK
b . Oxalato 0,01-0,1uM & DINCKAYA,
(S. oleracea) oxidase
2003
Abacate .
(P. americana) Tirosinase Catecol 4,65nM-0,01M PAGLIAI, 2009
. SIGNORI &
e ) oendl paienos OO0 paripeLLo.
: FILHO, 1994
Banana nanica Polifenol Paracetamol i PERONE et al.,
(M. acuminata) oxidase (acetaminofenol) 2007

3.3.2.1.2 Biossensores potenciométricos

Os biossensores potenciométricos, em geral, utilizam um eletrodo de referéncia
(inerte) e um eletrodo operante, preferencialmente contendo gases ou ions seletivos,
ambos em contato com a amostra. Estes se baseiam no desenvolvimento de um
potencial significativo no eletrodo operante por acumulacdo da carga e, portanto,
densidade de carga aumentada na superficie do eletrdlito. Desta forma, enzimas
consomem ou produzem espécies quimicas fortemente polares ou ions, em
decorréncia da catalise, e estas espécies sao detectadas pelo eletrodo de ions
seletivos e sdo transformadas em um sinal possivel de ser lido e determinado
(THEVENOT et al., 2001; ARYA et al., 2008).

Os eletrodos de ions seletivos apresentam as vantagens de serem rapidos,
sensiveis, de baixo custo e apresentarem simplicidade na medicdo, onde somente a
medicado do pH € necesséria, ndo um sistema polarografico como requer 0s sensores

amperométricos. Em geral, a faixa analitica destes sensores é de 10" a 10® mol e
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como sua resposta é logaritmica, ja que o potencial elétrico desenvolvido pelo eletrodo
€ proporcional ao logaritmo da atividade do ion em solucédo, a precisdo da medida é
constante por toda sua faixa dinamica, sendo descrita pela equagéo de Nernst-Donnan
(THEVENOT et al., 2001). A Figura 3 apresenta as diversas areas de aplicacio da

analise potenciométrica.

Anilise
ambiental
8%

Andlise de dgua
39%

Diversos
9%

Andlise de
alimentos
12%

Amostras
- i biolégicas
Produtos 16%
farmacéuticos
16%

Figura 3: As diversas areas onde a andlise potenciométrica é empregada (KUTSCHENKO et al., 2005
modificado).

Biossensores potenciométricos tém sua medicdo afetada pela atividade de um
dado ion em solucéo, por isso espécies que possam formar complexos com o ion de
interesse, assim reduzindo sua atividade, devem ser removidas ou mascaradas. Para
isso, € necessario usar uma solucao tampao para forcar o controle ibnico prevenindo
variacbes na atividade do ion causadas por oxidacdo, reducdo ou formacdo de
complexo. Embora, estes sensores tenham uma ampla faixa de medi¢cao, apresentam
inconvenientes de responder a outros contaminantes e tem uma limitacdo que é seu

baixo limite de deteccéao.
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3.4 Aplicacao dos biossensores na area ambiental

A capacidade dos biossensores em, determinar de forma seletiva analitos em
amostras complexas, apresentar rapidez de analise, diminuir custo e residuos gerados
por analise, tem atraido o interesse de diferentes areas como: diagnose clinica, militar,
controle de processos, industrias de alimentos e bebidas, agricultura e monitoramento
ambiental.

Na area ambiental, a aplicacdo dos biossensores € interessante, visto que eles
apresentam caracteristicas importantes quando se deseja fazer uma monitoracao
ambiental, como: portabilidade, custo baixo (na construcdo do sistema e na analise),
preparacdo minima de amostra e estabilidade do instrumento frente aos inameros
obstaculos existentes neste campo (amplo nimero de potenciais poluentes, suas varias
classes quimicas e concentragcfes). Os biossensores sdo usados na monitoracao e
controle do ambiente, principalmente na deteccdo de metais pesados em amostras de
solo, além de herbicidas e pesticidas em amostras de agua dos corpos hidricos
(VELASCO-GARCIA & MOTTRAM, 2003). Mais recentemente, os biossensores tem
tido uma utilizagdo crescente com o desenvolvimento de dispositivos analiticos com
capacidade de resposta em tempo real, na deteccdo e monitoracdo de agentes
guimicos e biologicos perigosos.

Apesar da diversidade de areas de aplicacdo dos biossensores e do crescente
aumento de estudos e patentes na area, a falta de credibilidade para a sua aplicacao
em algumas areas é ainda um grande problema que contribui para a sua escassez no
mercado. Uma das solucBes para este problema tem sido o desenvolvimento de
sensores multienziméticos que permitam a determinacdo simultdnea de compostos de
interesse presentes em uma mesma amostra, diminuindo custos, visto que €
necessario o uso de um unico instrumento e ainda possibilitam, em alguns casos, que
possiveis compostos interferentes sejam eliminados. No entanto, independente da area
de atuacdo, a maioria dos biossensores ja utilizada € do grupo dos enzimaticos

eletroquimicos.
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3.5 Comercializagcdo dos biossensores

Thusu (2010) estimou que a receita global para o mercado de biossensores
continuara a registrar um forte crescimento, ultrapassando marca de US$ 14 bilhdes
em sete anos (2009 a 2016) (Figura 4). Estas receitas foram estimadas a crescer com
um CAGR (crescimento composto anual) de 11,5% entre 2009 e 2016. A maior parte
deste crescimento foi relacionada ao aumento na demanda nas areas de seguranca e
biodefesa, monitoramento ambiental, além do segmento de diagnostico do tipo
homecare.

Na area ambiental, estima-se que o desenvolvimento dos biossensores cresca
em um ritmo acelerado, chegando a US$ 32,7 milhdes até o ano 2015. Dispositivos
baseados na bioluminescéncia tém ganhado popularidade em andlises da qualidade da
agua em paises como Franca, Alemanha, Espanha e Suécia (THUSU, 2010).
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Figura 4: Expanséo esperada para o mercado para biossensores que se prevé um CAGR de 11,5% de
2009 a 2016 (THUSU, 2010).

A industria de biossensores € composta por dois tipos de participantes:
empresas produtoras dos dispositivos (biossensores) (Abbott Point of Care Inc., Affinity
Sensors, Neosensors Limited, Siemens Healthcare Diagnostics Inc, Animas

Corporation, LifeScan Inc., Medtronic Diabetese e Roche Diagnostics Ltd.) e empresas
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de desenvolvimento de tecnologia aplicadas a biossensores (AgaMatrix Inc., Cranfield
Biotechnology Center, LifeSensors Inc., M-Biotech e Nova Biomedical).

Ainda existem desafios (Figura 5) a serem enfrentados para que haja efetiva
comercializacdo dos biossensores, ndo ficando restritos a &area de pesquisa e
desenvolvimento. Assim, o crescente desenvolvimento de biossensores miniaturizados
vem ampliar e muito o campo de aplicacdo e uso destes instrumentos e, futuramente,
acredita-se que com os “novos elementos” e com o aperfeicoamento dos biossensores
existentes, a falta de credibilidade, que atualmente ainda existe no Brasil, segundo o
Professor Doutor Lauro Kubota (Unicamp), para o uso destes instrumentos para
aplicacoes industriais, deixe de ser um grande problema

(http://www.clubedeengenharia.org.br/).
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Figura 5: Esquema dos principais desafios para a comercializacio dos biossensores (SCOGNAMIGLIO
et al., 2010 modificado).
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3.6 Analitos de estudo

3.6.1 Compostos fendlicos: fenol

O fenol apresenta a férmula quimica, CgHsOH, e quando puro € um solido
cristalino, possuindo odor caracteristico e sabor adocicado. Ele é relativamente soltvel
em agua (9g9/100g de agua). Os compostos fendlicos sao alcodis do tipo ROH, onde o
R é um grupo benzénico. Os mais simples sao liquidos ou soélidos de baixo ponto de
fusd@o; a presenca na sua estrutura quimica de ligacdes de hidrogénio intermoleculares
faz com que apresentem pontos de ebulicdo bastante elevados. Eles se oxidam com
muita facilidade, e se néo estiverem purificados podem apresentar cor, devido
simplesmente a presenca de impurezas coradas.

O fenol é recuperado na industria do carvao, além de uma quantidade
consideravel ser sintetizada. E utilizado extensivamente na sintese de produtos
organicos, particularmente de resinas do tipo fendlicas. Dentre seus diversos usos,
pode-se citar: na agricultura onde é utilizado como biocida e na industria de papel e
celulose, utilizado no branqueamento da polpa.

Embora suas primeiras utilizacdes tenham sido como anti-séptico de feridas e
em cirurgias, o fenol € um veneno protoplasmatico que causa danos a todo tipo de
célula. Os efeitos toxicologicos agudos do fenol sdo predominantemente sobre o
sistema nervoso central e a morte pode ocorrer apds uma hora e meia de exposicédo. O
envenenamento agudo por esse composto pode causar distarbios gastrointestinais
severos, falha no sistema circulatério, anemia hemolitica, edema pulmonar e
convulsdes (MANAHAN, 1994; SANTOS DE ARAUJO et al.,, 2006). Devido ao seu
potencial dano a saude humana, a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos EUA
classifica os fenois em 11° lugar, no total de 126 poluentes, na sua lista de poluentes
prioritarios (FERNANDES, 2005). No Brasil, a fim de evitar danos a saude humana, o
Ministério da Saude determinou que o limite maximo permitido de fenol em agua

destinada ao abastecimento publico é de 0,1ug.I"*. Além disso, a Portaria 5182004 do
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Ministério da Saude impde concentracdes maximas, em aguas de abastecimento, para
compostos derivados do fenol, tais como pentaclorofenol e 2,4,6 triclorofenol.

A origem do fenol no meio ambiente € tanto natural como xenobib6tica. As fontes
naturais sdo oriundas da queima das florestas e demais tecidos vegetais, ocorrendo,
portanto, naturalmente no solo (PASSOS, 2006). Ja como fontes xenobidticas, isto €,
poluentes, os compostos fendlicos estdo comumente presentes em efluentes
industriais, oriundos das atividades de producéo de plasticos, corantes, tintas, drogas,
antioxidantes, pesticidas, detergentes e principalmente de papel. A quantidade e a
gualidade dos efluentes variam muito de acordo com a tecnologia e 0s processos de
producdo empregados (ATLOW et al., 1984; ROSATTO, 2000; ROSATTO et al., 2001;
FREIRE et al., 2002; LOUZADA et al.,, 2004; TOPCU et al.,, 2004; ARAUJO et al.,
2006).

O contexto de crescente preocupacdo com a degradacdo ambiental levou os
governos a criarem leis que limitam os niveis de descarte para um numero diverso de
substancias. No Brasil, a legislacao federal estabelece um limite maximo diferenciado
de fendis totais em cada tipo de corpo d’agua natural, limite este estabelecido pelo
capitulo 1l da resolucdo CONAMA 357/05. Além disso, em relacdo ao descarte de
efluentes em corpos hidricos, essa resolucdo impde uma concentragdo maxima de
0,5mg/I de fendis (CONAMA, 2005).

Devido a rigorosa imposicdo legal, além de serem substancias toxicas e
claramente nocivas a saude humana, o monitoramento ambiental constante e in situ é
um problema pratico importante. Até o presente momento, analises tanto de fenol como
de espécies fendlicas tém sido realizadas, principalmente, por meio de métodos
espectrofotométricos, cromatograficos e fluorimétricos. Entretanto, estas técnicas nao
permitem, facilmente, um monitoramento continuo in situ, pois sdo caras, lentas e
necessitam de operadores treinados (ROSATTO, 2000; ROSATTO et al., 2001;
FREIRE et al., 2002; KOCHANA et al., 2008a). Por isso, € imprescindivel que haja um
crescente investimento no desenvolvimento de tecnologias capazes de realizar essa
monitora¢cdo, como por exemplo, nos instrumentos biossensores. Neste contexto, a
literatura tem mostrado o desenvolvimento de biossensores utilizando polifenol

oxidases.
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A maior parte dos trabalhos com biossensores para compostos fendlicos,
baseiam-se na utilizagdo da tirosinase comprada comercialmente (YILDIZ et al., 2007;
KOCHANA et al., 2008a; FIORENTINO et al., 2010), e/ou extratos brutos enzimaticos
de tecidos vegetais imobilizados em varias matrizes como glutaraldeido (TOPCU et al.,
2004), agarose, quitosana (ABDULLAH et al., 2006; OLIVEIRA & VIEIRA, 2006), PVA
(KIM et al., 2007; ZEJLI et al., 2008), poliamida, e sistemas de adsorcéo fisica em
eletrodos como platina, carbono vitreo (TEMBE et al., 2007; SHAN et al., 2008), dentre
outros. Em relacdo ao material de estudo do presente trabalho, Agaricus bisporus, a
tirosinase presente no seu tecido, normalmente, é utilizada, como biocomponente de
biossensores, em extrato bruto imobilizado (FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002).

Narang et al. (2011) desenvolveram um biossensor baseado na imobilizacédo
covalente da polifenol oxidase em quitosana revestida por membrana de nylon para
determinacdo de polifendis em cha, bebidas alcodlicas e amostras de agua. O
instrumento apresentou tempo de resposta baixo e alta estabilidade de armazenamento
(180 dias) a 4°C. Fiorentino et al. (2010) desenvolveram um biossensor 6ptico para
determinacdo de o-difendis utilizando a enzima tirosinase fungica imobilizada em
multicamadas polieletroliticas. A Tabela 4 mostra alguns biossensores desenvolvidos

para deteccao de compostos fendlicos.

Tabela 4: Alguns biossensores desenvolvidos para detec¢ao de compostos fendlicos.

Biocomponente Transducéo Analito Referéncia
Polifenol oxidase de banana Amperométrico Polifendis NARA%(flet al.,
Tirosinase imobilizada em pasta AmDerometrico BisfenolAe  PORTACCIO et
de carbono imobilizada P catecol al., 2010
Lacase de Trametes versicolor e Amperomeétrico Polifendis em DI FUSCO et al.,
Trametes hirsuta P vinho 2010
. L . KOCHANA et al.,
Lacase e tirosinase Amperométrico Polifenois 2008D
; OZCAN &
Casca de b_anana (M' cavendish) Amperométrico Polifenéis SAGIROGLU,
(polifenol oxidase) 2010
Tirosinase imobilizada em filme Potenciomeétrico Catecol AMEER &
de polipirrol ADELOJU, 2009
Lacase imobilizada em filme de . ABDULLAH et
Otico Catecol

guitosana al., 2006
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3.6.2 Compostos nitrogenados: uréia

As fontes de nitrogénio nos corpos hidricos sdo bastante diversificadas, sendo
natural ou antropogénica. Os esgotos sanitarios constituem em geral a principal fonte,
langando nitrogénio orgéanico devido a presenca de proteinas e nitrogénio amoniacal,
resultante da hidrélise sofrida pela uréia. Alguns efluentes industriais também
concorrem para as descargas de nitrogénio organico e amoniacal nas aguas, como
algumas industrias quimicas, petroguimicas, siderurgicas, farmacéuticas, de conservas
alimenticias, matadouros, frigorificos e curtumes. Em areas agricolas, o escoamento
das aguas pluviais pelos solos fertilizados também contribui para a presenca de
diversas formas de nitrogénio. J4 nas areas urbanas, as drenagens de aguas pluviais
associadas as deficiéncias do sistema de limpeza publica, constituem fonte difusa de
dificil caracterizacéo.

Em relacdo as fontes naturais, a atmosfera € uma fonte importante devido a
diversos mecanismos: fixacdo biologica desempenhada por bactérias e algas; a fixacao
quimica, reacdo que depende da presenca de luz, concorre para a presenca de aménia
e nitratos nas aguas; as lavagens da atmosfera poluida pelas aguas pluviais concorrem
para a presenca de particulas contendo nitrogénio organico, bem como para a
dissolucédo de amonia e nitratos (CHAGAS, 2007).

Os compostos de nitrogénio sdo nutrientes para processos biolégicos. Sao tidos
como macronutrientes, pois, depois do carbono, o nitrogénio é o elemento exigido em
maior quantidade pelas células vivas. Nas décadas recentes, por conta do incremento
de atividades humanas, o aporte desses nutrientes, além do fosforo, nos corpos
hidricos aumentou e excedeu em muitas vezes 0s niveis de base (naturais),
estimulando a producédo primaria de matéria organica, superando a producao primaria
do oxigénio. Esse processo € denominado eutrofizacgéo.

Os nitratos sdo toxicos, causando uma doenca denominada
metahemoglobinemia infantil que é letal para criancas (o nitrato € reduzido a nitrito na
corrente sanguinea, competindo com o oxigénio livre, tornando o sangue azul). Além
disso, a amdnia € um toéxico bastante restritivo a vida dos peixes, sendo que muitas

espécies ndo suportam concentragdes acima de 5mg/l. Além disso, a amobnia provoca
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consumo de oxigénio dissolvido das aguas naturais ao ser oxidada biologicamente. Por
estes motivos, a concentracdo de nitrogénio amoniacal é importante parametro de
classificacdo das aguas naturais e normalmente utilizado na constituicdo de indices de
gualidade das aguas (DHAWAN et al., 2009).

A uréia é um importante produto natural que constitui a etapa final do
metabolismo das substancias nitrogenadas no organismo de mamiferos sendo
excretada principalmente pelos rins (JUNIOR, 1995; JHA et al., 2008). Cerca de 80%
do nitrogénio excretado pelo organismo esta sob a forma de uréia (CHAGAS, 2007).
Esse composto é utilizado entre outras aplicagdes, como fertilizante e como fonte de
nitrogénio para racao animal.

A determinacdo de uréia € de grande importancia para areas como analise
clinica, industria alimenticia, cosméticos e avaliagdo ambiental. Na area clinica, a uréia
€ quantificada em testes patologicos de sangue e urina; na industria alimenticia,
analisa-se uréia em leite, por exemplo, ja que por se tratar de um constituinte nao
natural, sua presenca pode significar adulteracdo do mesmo (VERMA & SINGH, 2003);
na area de cosméticos, a uréia € usada como matéria-prima de cosméticos e na
avaliacdo ambiental, a grande quantidade de uréia em efluentes e corpos hidricos pode
favorecer o processo de eutrofizacao.

A sua quantificacdo pode ser feita por diversos métodos, dentre eles: método
manométrico descrito por Van Slyke & Hiller (1933 apud JUNIOR, 1995) que é baseado
em medidas de reacBes que consomem ou produzem gases; € considerado muito
preciso com erro de aproximadamente 1%, porém nao é usado para determinacao de
pequenas concentracbes de uréia; método espectrofotométrico, onde a amobnia
formada na degradacdo enzimética da uréia é geralmente quantificada pelo reagente
de Nessler (APHA, 1992) ou pela reacdo de Berthelot; método volumétrico descrito
inicialmente por Folin (1913 apud JUNIOR, 1995), consiste na conversdo de uréia em
carbonato de amonio, através da urease, e uma quantificacdo antes e depois da
conversdo, por meio de titulacdo acido-base usando alaranjado de metila como
indicador; e método potenciométrico, onde 0 aumento na concentragdo de ions aménio,
ions bicarbonato e ions hidroxila via degradacdo da uréia, pode ser detectado,

respectivamente, ou por eletrodos ion-seletivos a amonio ou por eletrodos sensores a
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gases (gas carbdnico ou amoénia ou ainda por eletrodos de membrana de vidro
(medidas de pH). Em todos os casos ha uma relacdo logaritmica entre o sinal obtido e
a concentracdo de uréia.

Em relacdo aos biossensores para determinacdo de uréia, o primeiro dispositivo
foi construido por Guilbault & Montalvo (1969) e consistiu da imobilizacdo da urease em
gel de poliacrilamida na superficie de um eletrodo ion-seletivo a amonio. Ademais,
Arnold & Glazier (1984), em 1984, desenvolveram um biossensor potenciométrico para
uréia imobilizando o extrato do feijdo de porco na superficie de um eletrodo gas
sensivel a amoénia. Desde entéo, varios instrumentos foram desenvolvidos e a Tabela 5
mostra alguns biossensores para quantificacdo de uréia em diferentes matrizes e areas

de aplicacéo.

Tabela 5: Biossensores para quantificacéo de uréia.

Biocomponente Transducéo Area de aplicacdo Referéncia
Urease imobilizada em L A1 - PANPAE et al.,
. Potenciometrico Andlise clinica
gelatina 2006
Urease imobilizada em Quimica analitica CHIRIZZ] &
polimero Potenciométrico (solucdo padro) MALITESTA,
eletrosintetizado caop 2011
Urease imobilizada em Otico Industria de NIKOLELI et al.,
filme lipidico laticinios (leite) 2010
Urease imobilizada em L IndUstria de TRIVEDI et al.,
. o Potenciometrico o .
matriz polimérica laticinios (leite) 2009
Urease imobilizada por
dois métodos:
eletropolimerizagao de L Quimica analitca HEDAYATOLLAH
pirrol e cross-linking Condutimétrico ~ ~
: (solucao padrao) et al., 2004
em filme de
glutaraldeido e
albumina
Urease imobilizada em
filme de azul de Amperométrico Quimica analitica  VOSTIAR et al.,
toluidina P (solucéo padréo) 2002

eletropolimerizado
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3.7 Biocomponentes de estudo e suas enzimas
3.7.1 Macrofungo Agaricus bisporus

O Reino Fungi é um grupo bastante heterogéneo formado por seres
eucaridticos, podendo se apresentar sob a forma leveduriforme, formar um
pseudomicélio ou constituir hifas, formando um micélio verdadeiro (SMIDERLE, 2008).
Seus representantes sdo encontrados em todos os ambientes do planeta. Sao
importantes decompositores e parasitas. Em relacdo a nutricdo, sao heterotroficos e se
alimentam pela secrecdo de exoenzimas no substrato ao redor (RAVEN et al., 2001).

Esse Reino é dividido em grupos menores, onde o filo Basidiomycota agrupa os
seus representantes mais desenvolvidos. Os representantes desse filo, comumente
conhecidos como basidiomicetos, constituem um grupo bastante diverso, sendo os
cogumelos e orelhas-de-pau, as formas mais conhecidas. Eles apresentam, em sua
maioria, uma frutificacdo macroscopica, constituida por hifas modificadas que formam
pseudotecidos, os quais se diferenciam em pileo, estipe, lamelas, anel e volva
(SMIDERLE, 2008).

A importancia atribuida a esse grupo esta relacionada a utilizacdo de seus
representantes na alimentacdo e medicina popular desde tempos remotos (WASSER,
2002). O maior numero das espécies comestiveis do filo Basidiomycota € enquadrado
na ordem Agaricales, na qual ha duas principais familias: Boletaceae e Agaricaceae
(SANTOS, 2005).

A familiarizacdo com o consumo de basidiomicetos se tornou evidente quando
se iniciou o cultivo de espécies de Agaricus bisporus (J.E.Lange) Imbach (cogumelo
champignon de Paris). O cultivo deste macrofungo foi iniciado na Franga casualmente.
Em 1865, o champignon foi introduzido na América e passou a ser cultivado em
instalacbes semelhantes a fabricas (estagbes de cultivo). No Brasil, o cultivo foi
introduzido em 1953 por imigrantes chineses na cidade de Mogi das Cruzes-SP e
italianos em Atibaia - Sdo Paulo (ROSA, 2007). Atualmente, é cultivado,

principalmente, nas regides Sudeste e Sul do Brasil e € uma fonte rentavel promissora
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dentro do agronegocio. O champignon de Paris é nutritivo, sendo rico em proteinas
(2,69%), célcio, ferro, cobre, zinco, vitamina C, folato e dezoito aminoacidos.

Outra importancia atribuida aos basidiomicetos refere-se a capacidade desses
fungos em degradar celulose e lignina. Materiais organicos desperdicados, como
subprodutos agricolas e residuos animais, sdo utilizados como substrato para o cultivo
de fungos, produzindo alimentos de boa qualidade, podendo ser consumidos pelos
humanos. Dessa maneira, 0s nutrientes sdo reciclados e retornam para a cadeia
alimentar.

Este macrofungo tem sido utilizado como fonte da tirosinase para o
desenvolvimento de biossensores para compostos fendlicos. Além desse analito, o
tecido fungico de A. bisporus também tem sido utilizado para detecdo de demais
compostos, como tiouréia (SEZGINTURK & DINCKAYA, 2010), alcool etilico
(AKYILMAZ & DINCKAYA, 2000; HUANG & WU, 2006), &cido benzéico (SEZGINTURK
et al., 2005). Neste ultimo caso, Sezgintlrk et al. (2005) desenvolveram um biossensor
para deteccdo de acido benzodico. Utilizaram a tirosinase do tecido de Agaricus
bisporus homogeneizado imobilizada em gelatina e glutaraldeido na proporcdo de
44,25mg/cm?, 5,9mg/cm? e 2,5%, respectivamente sob eletrodo de oxigénio do tipo
Clark.

3.7.1.1 Tirosinase

As polifenol oxidases formam uma familia de enzimas oxidorredutases capazes
de catalisar a oxidacdo de compostos fendlicos, reagindo com o oxigénio sem a
necessidade de co-substratos. Ela é dividida em duas subclasses: lacases e tirosinases
(DURAN & ESPOSITO, 2000).

As tirosinases (polifenol oxidase; monofenol monoxigenase, catecol oxidase, EC
1.14.18.1) sdo amplamente distribuidas na natureza, estando presentes ao longo de
toda a escala filogenética desde as simples bactérias até os grandes mamiferos
(FENOLL et al.,, 2001). Estdo diretamente ligadas a fase proximal na cadeia da

melanogénese e sao responsaveis pelos fendbmenos de pigmentacdo em mamiferos e
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de escurecimento em cortes vegetais (VAN GELDER et al., 1997). Isto €, essa enzima
catalisa a oxidacdo da L-tirosina para seu correspondente dopaquinona. A
polimerizacao do ultimo resulta na formacédo da melanina (FARIA et al., 2007).

Varios trabalhos j& foram publicados utilizando tirosinase obtida a partir de
diferentes fontes - cogumelos, vegetais, frutas, legumes, além de epiderme de poés
tumores e Neurospora crassa (ROS et al., 1994; SEO et al., 2003; VIEIRA et al., 2003;
KOCHANA et al., 2008a). Através desses estudos, observou-se que,
independentemente da fonte, as tirosinases mantinham suas caracteristicas funcionais
e apresentavam estruturas semelhantes. O primeiro trabalho de investigacao
bioquimica com a tirosinase data de 1895, sendo realizado com o cogumelo Russula
nigrans, cujos cortes expostos ao ar tornavam-se vermelhos e depois negros
(SANCHEZ-FERRER et al., 1995; FARIA, 2008). Em plantas e fungos, as tirosinases
ocorrem em varias isoformas: formas imaturas, formas maturas e latentes e formas
ativas. Sabe-se que existem estas isoformas, no entanto, ndo foi estabelecida a relacéo
entre a descricdo bioquimica e as caracteristicas cinéticas destas (WICHERS et al.,
1996). Segundo van Gelder et al. (1997), em cogumelos, aparentemente, 99% do total
desta enzima estéo presentes sob a sua forma latente. Além disso, Bevilagua (2000) e
Silva (2009) observaram que o envelhecimento do cogumelo deve ser responsavel pela
ativacado destas formas latentes da tirosinase.

Assim, como ocorre com outras tirosinases macroflingicas, a tirosinase de
Agaricus bisporus é intracelular. Estudos sobre a estrutura da tirosinase desse
cogumelo sugerem que a enzima possui um peso molecular de 110-120kDa e ocorre
como um composto tetramero de duas subunidades de 43-48kDa (H) e duas
subunidades de 13,4kDa (L), assumindo uma estrutura quaternaria HoL, (WICHERS et
al., 1996). Seu ponto isoelétrico (pl) situa-se em uma faixa de 4,7-5,0 e seu pH 6timo
de atuacdo esta entre 6 e 7.

O grupo prostético da enzima possui estrutura semelhante ao da hemocianina,
contendo dois atomos de cobre e sendo composto por dois sitios de ligacdo para
aromaticos e um sitio de ligacdo para oxigénio que esta relacionado aos atomos
metalicos (BEVILAQUA, 2000).

O mecanismo cinético da tirosinase € bastante incomum. Ela, além de possuir
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dois tipos de atividade catalitica distintos (mono e difenolase), apresenta uma fase lag
na reacdo com monofenadis. Varios fatores afetam o periodo desta fase: concentracéao
de substrato, concentracdo de enzima, pH e a fonte da enzima. A presenca de
quantidades cataliticas de difenéis ou fons metalicos de transicdo (principalmente Fe*?,
mas também Cd*?, Ni*?, Co*? e Zn*?) pode acabar com esta fase (SANCHEZ-FERRER
et al., 1995). No entanto, em relacdo a cinética da segunda reacdo, oxidacdo de
difendis, pode-se dizer que segue a cinética de Michaelis e Menten (FARIA, 2008).

A tirosinase utiliza oxigénio molecular para oxidar fendis catalisando duas
reacdes distintas: a orto-hidroxilacdo de monofendis (atividade monofenolase, creolase)
gerando catecois e a oxidacdo de orto-difendis a orto-quinonas (atividade difenolase,
catecolase) (FENOLL et al., 2001; ROSATTO et al., 2001; CESTARI et al., 2002). As
duas reacdes estdo esquematizadas, de forma simplificada, na Figura 6.

OH OH {ﬁ)
OH A
1o, 10,2,
+ 5 O, + 5 O,

(A) (B) (C)
A fenol % Y 4 e !
B: catecol ‘H{;}_ =€
C: o-quinona

Figura 6: Esquema simplificado da reagéo catalisada pela enzima tirosinase, (1) representa a atividade
cresolase e (2) a atividade catecolase (adaptado de ZHANG et al., 2001).

3.7.1.1.1 Aplicacbes da Tirosinase de Cogumelos

Os primeiros estudos sobre a enzima tirosinase presente em cogumelos foram
motivados pelo desejo de entender o mecanismo de escurecimento enzimatico de
cogumelos ou dos vegetais, na presenca de ar, e evita-lo (fato que reduz o valor de
mercado do produto). No entanto, com o passar dos anos, o foco de estudo dessa
enzima tem se voltado para seu uso em aplicagBes biotecnologicas e ambientais. As

mais importantes aplicacfes da tirosinase sdo: 0 seu uso na biossintese de L-DOPA,; a
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deteccdo e a quantificacdo de compostos fendlicos em aguas; a remocdo de
compostos fendlicos de aguas residuarias e a formacao de redes de proteinas ligadas
(cross-linked protein) (FARIA, 2008).

Como componente biologico de biossensores, as enzimas sdo as mais
empregadas, sendo a tirosinase uma delas. A tirosinase presente no cogumelo
Agaricus bisporus, material de estudo desse trabalho, tem sido estudada de diversas
formas: extrato bruto (ATLOW et al., 1984; SEZGINTURK et al., 2005), purificada
(PAPA et al., 1994; WICHERS et al., 1996) e preparacdo comercial (ATLOW et al.,
1984; COOKSEY et al., 1997; YILDIZ et al., 2007; SHAN et al., 2008).

Além disso, van Leeuwen & Wichers (1999) analisaram a distribuicdo da
atividade tirosinasica total e quantidade de tirosinase ativa no corpo de frutificacdo de
A. bisporus ao longo das partes principais (pileo, estipe, lamelas, anel e volva) do

macrofungo, concluindo ndo haver variacao significativa entre as partes.

3.7.2 Feij&do de porco (Canavalia ensiformis)

O feijao de porco (Canavalia ensiformis (L.) DC.) é uma leguminosa cultivada em
regides tropicais e equatoriais que apresenta crescimento anual ou bianual. O valor
principal dessa espécie consiste na sua notavel rusticidade e adaptacdo aos solos de
baixa fertilidade com a propriedade de imediatamente enriquecé-los. E recomendada
para adubacdo verde, no comeco da floracdo, aproximadamente trés meses apds o
plantio. Estudos fitoquimicos mostram que o feijdo de porco apresenta uma série de
compostos, como: saponinas, terpendides, alcaldides e taninos. Além disso, extratos
de diversas regifes das plantas tém apresentado potencial atividade herbicida e
fungicida (SOUZA FILHO, 2002).

Na literatura, observam-se diversos trabalhos que utilizam esse tecido vegetal
como fonte da enzima urease com aplicacbes em diversas areas, dentre elas, a

construcéo de biossensores para uréia (PANPAE et al., 2006).
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3.7.2.1 Urease

3.7.2.1.1 Caracteristicas Gerais

Ureases (uréia amidohidrolase E.C.3.5.1.5) sdo enzimas niquel dependentes
(DIXON et al.,, 1975) que catalisam a hidrolise da uréia a amonia e carbamato, que
espontaneamente se decompde em didxido de carbono e uma segunda molécula de
amoénia (Figura 7). Esta enzima demonstra um alto grau de especificidade para uréia e
derivados como hidroxi e dihidroxiuréia, além de algumas uréias substituidas e ésteres
de &cido carbamico (POSTAL, 2008).

H,N — CO — NHy + Hy0 ——3 NHs + H,N — CO — OH (1)
H,N — CO — OH + H,0 — NHs + HyCO5 (2)
H,CO; & H* + HCO3 (3)
2NH; + 2H,0 < 2NH} + 20H (4)

Figura 7: Esquema de hidrdlise da uréia catalisada pela enzima urease, (1) reacao a clivagem da uréia,
pela urease, produzindo uma molécula de amdnia e uma de acido carbamico; (2) a decomposi¢ao
espontanea do acido carbamico em aménia e acido carbonico; (3) a hidrélise do acido carbdnico, que se
tornam protonadas, gerando ions aménio e hidroxila (4) (FEDER, 2008).

Ureases sao encontradas em bactérias, fungos e tecidos vegetais, sendo mais
abundantes em sementes de leguminosas (exemplo: feijdo-de-soja - Soja hyspida) e
curcubitaceas (exemplo: abobora moranga - Cucurbita maxima) (POLACCO &
HOLLAND, 1993). Apesar dessa abundancia, pouco se sabe sobre a funcdo da urease
nas plantas. Acredita-se que suas funcdes estejam relacionadas ao reciclo do
nitrogénio (SIRKO & BRODZIK, 2000) e, em combina¢do com a arginase, a utilizacdo
das reservas protéicas da semente durante a germinacao (FOLLMER, 2008).

Ureases apresentam alta homologia e mecanismos cataliticos similares apesar
de diferirem na estrutura quaternaria. Enquanto as enzimas vegetais e fangicas se
comportam como trimeros ou hexameros de uma subunidade de 90kDA, as
bacterianas sdo multimeros de complexos formados por duas ou trés subunidades
(GUERRA, 2007).
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3.7.2.1.2 Urease de Canavalia ensiformis

As sementes de C. ensiformis sdo fontes de varias proteinas de interesse
bioguimico e biotecnolégico, como a urease. Esta foi a primeira enzima a ser isolada na
forma pura e cristalizada por Sumner em 1926 (SUMNER, 1926). Em 1913, Marshal
(1913 apud POSTAL, 2008) foi o primeiro pesquisador a utilizar urease extraida de
feijdo de porco.

A urease do feijdo de porco possui uma cadeia polipeptidica Unica de 840
residuos de aminoacidos e uma massa molecular de 90,770 kDa. A forma minima da
proteina que expressa atividade enzimatica (ativa) € trimérica; no entanto, a forma
nativa € um hexamero (ZERNER, 1991). A enzima possui dois &tomos de niquel no seu
sitio ativo, sendo cada um coordenado por dois residuos de histidina. Além disso, em
1981, uma proteina neurotdxica foi isolada e denominada canatoxina que foi
caracterizada como uma isoforma minoritaria da urease da semente de C. ensiformis
(FOLLMER et al., 2001).

3.8 Transdutores utilizados

Biossensores baseados em transdutores eletroquimicos sao os mais comuns e

mais freqiientemente citados na literatura.

3.8.1 Eletrodo de oxigénio

A amperometria € a técnica eletroquimica geralmente aplicada em biossensores
disponiveis comercialmente. E uma técnica eletroquimica que tira vantagem do fato de
certas espécies quimicas serem oxidadas ou reduzidas em eletrodos de metais inertes
guando se aplica um potencial constante. Essas espécies quimicas sdo conhecidas

como substancias eletroativas. Trés eletrodos compreendem uma célula
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amperomeétrica. O eletrodo de trabalho é geralmente constituido de um metal como
platina, carbono vitreo ou ouro (D’ORAZIO, 2003).

Em 1962, o professor Liland Clark desenvolveu o primeiro sensor enzimético
para glicose (eletrodo de Clark) que consistia de um sistema de dois eletrodos
separados da solucdo da amostra por uma membrana gas permeavel. Assim sendo,
atualmente, os sensores de gases amperométricos, representados pelo sensor de
oxigénio tipo Clark, sdo utilizados para determinagéo de oxigénio em uma variedade de
ambientes liquidos (PORRAS, 1996).

O eletrodo de oxigénio consiste de um catodo e de um anodo condutivamente
conectados por um eletrélito (solucdo concentrada de KCI). Uma tensdo adequada de
polarizacdo entre o catodo e o anodo reduz o oxigénio no catodo. A tensdo é
selecionada de modo que o oxigénio seja completamente reduzido, sendo que 0s
demais gases nao sao afetados. A tenséo ideal para o sistema Pt/Ag’/AgCI encontra-se
entre =500 e —750mV.

Reacdo no catodo: O, + 2H,0 + 4" — 40H’
Reacdo no anodo: 4Ag + 4CIT — 4AgCl + 4e”

Tais reac¢Bes quimicas resultam em uma corrente elétrica que é proporcional a
pressao parcial de oxigénio (pO,). O eletrodo de oxigénio consome o oxigénio que é
continuamente extraido da solucdo. A quantidade de oxigénio dissolvido e a magnitude
da corrente do eletrodo séo influenciadas pelos seguintes parametros: presséo parcial
do oxigénio da solugcédo; material e espessura da membrana; tamanho do catodo;
tensao de polarizacdo; temperatura e condi¢cdes de vazao e a viscosidade da solucgéo.

Na literatura, existem diversos trabalhos que descrevem o desenvolvimento de
biossensores que utilizam o eletrodo de oxigénio como transdutor na detecgdo e
monitoracdo de diversos analitos, como: glicose, compostos fendlicos (TIMUR et al.,
2004) e etanol (AKYILMAZ & DINCKAYA, 2000; HUANG & WU, 2006).
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3.8.2 Eletrodo ion-seletivo a amoénio

Os métodos eletroanaliticos estdo entre as técnicas mais populares usadas em
quimica analitica, dentre elas a potenciometria. Esta é uma técnica simples e bem
conhecida, tendo sido inicialmente empregada na medida de pH. O fundamento da
medida potenciométrica reside na medida do potencial da célula, isto €, a diferenca de
potencial entre os dois eletrodos — o indicador e o de referéncia — em uma célula
eletroquimica em condi¢des de corrente desprezivel, visando obter informagdes sobre
a composicdo da solugcdo de interesse. O eletrodo de referéncia deve manter um
potencial constante e estavel em fungcdo do tempo, independente das propriedades da
solucédo no qual esta imerso. O eletrodo indicador geralmente interage com uma dada
espécie, desenvolvendo um potencial de interface, que reflete a sua atividade
(concentracdo). As medidas potenciométricas séo feitas, geralmente, por eletrodos ion-
seletivos (SILVA, 2000; TORRES, 2001; RIBEIRO, 2006).

Os eletrodos ion-seletivos sao sensores eletroquimicos que monitoram
atividades ibnicas em solu¢édo. Uma vez que o potencial de um Unico eletrodo ndo pode
ser medido, o potencial do eletrodo ion-seletivo deve ser substituido pela forca
eletromotriz gerada por uma célula galvanica, consistindo em um eletrodo indicador e
um de referéncia na solucdo de interesse. Tais eletrodos séo relativamente livres de
interferéncia e proporcionam medi¢cdes rapidas e convenientes para determinacdes
guantitativas de cations e anions (SILVA, 2000; TORRES, 2001).

Nesse contexto, o eletrodo ion-seletivo a amoénio utiliza uma membrana
hidrofobica permeavel a gas para separar a solucdo de estudo da solucdo de
enchimento do eletrodo. A amodnia dissolvida na solucdo se difunde através da
membrana até que sua pressao parcial seja a mesma em ambos os lados da
membrana. Em dada amostra, a pressao parcial de aménia € proporcional a sua
concentragao.

A solucdo de enchimento do eletrodo contém cloreto de amoénio em quantidade
suficientemente elevada para que a concentragcdo de ions de amoénio possa ser
considerada fixa. Portanto, o potencial do eletrodo indicador em relacdo ao de

referéncia interno € descrito pela Equacdo de Nernst (Equagéo 1):



E=E,— S.log][OH™]

Onde:

E = medida do potencial do eletrodo;

Eo = potencial de referéncia,;

[OH] = concentracdo de hidroxila na solucao;

S = variagao (slope) do eletrodo.

(Equacéo 1)
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CAPITULO 4 TRABALHOS ANTERIORES

A presente tese € resultado dos ensaios realizados durante o Doutorado, onde
neste capitulo serdo apresentados 0s aspectos gerais e 0s principais resultados
encontrados nos dois trabalhos que foram utilizados como preliminares para o
desenvolvimento dessa Tese. A secdo 4.1 se refere ao trabalho realizado durante o
desenvolvimento do Mestrado (SILVA, 2009), defendido ao longo do Doutorado, e a
secdo 4.2 aos trabalhos realizados por Pinto (PINTO et al, 2007; 2008; 2009) no

Laboratorio de Sensores Bioldgicos.

4.1 Utilizacdo do tecido fungico de Agaricus bisporus como biocomponente no

desenvolvimento de um biossensor amperométrico de fenol

A determinacdo de fendis € de extrema importancia ambiental, visto que os
fendis s@o poluentes toxicos encontrados em diversos efluentes industriais. Andlises de
espécies fendlicas tém sido realizadas, principalmente, por meio de métodos
espectrofotométricos e cromatograficos. Entretanto, estes ndo permitem, facilmente,
um monitoramento continuo in situ, pois sdo caros, lentos e necessitam de operadores
treinados. A fim de viabilizar uma metodologia analitica que permita tal monitoracdo, o
trabalho de Mestrado se prop6s a utilizar o tecido fingico integro de Agaricus bisporus,
dada sua atividade tirosinasica, fazendo o papel de biocomponente de um biossensor
para deteccdo de fendis e tendo o eletrodo de oxigénio como transdutor (Figura 8). A
tirosinase € uma polifenol oxidase que tem capacidade de transformar fendis em
produtos menos solUveis em 4gua, as quinonas.

A metodologia experimental adotada visou a escolha do melhor tamanho e forma
do tecido fungico, temperatura e pH para a remocao de fenol em solucéo padrao, assim
como, foi analisada a possivel adsor¢cdo do analito no tecido, a influéncia do
envelhecimento do tecido fangico na remocgdo de fenol e a quantificacdo da
concentragéo de fenol presente no proprio tecido ainda sem utilizacdo. Posteriormente,

para a montagem preliminar do biossensor, propriamente dito, o eletrodo de oxigénio
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foi utilizado como transdutor, investigando a relacéo linear entre a variacdo de oxigénio
dissolvido e a concentracdo de fenol da solucdo aquosa. Para a calibracdo do
instrumento, estudou-se o tempo de reacgéo e a quantidade de tecido necessarios para
promover respostas confiaveis e com menor erro entre as analises. As influéncias da
saturacao da solucdo com ar antes da leitura e a lavagem do eletrodo também foram
analisadas.

Resumidamente, os resultados mostraram que néo houve adsorcéo de fenol no
tecido fungico e que este apresenta fenol em sua composi¢édo (aproximadamente 0,306
ppm). Além disso, as melhores condicbes de atuacdo da enzima tirosinase para
remocao de fenol foram: cogumelo cortado em cubos de 1,0 cm de lado, pH 8,0 e faixa
de temperatura de 35°C-45°C. J4 na confeccdo do sistema biossensor, o tempo de
reacdo escolhido foi de 1 minuto e a quantidade de 5g do biocomponente. Porém, ao
contrario do esperado, ndo houve uma relacdo linear entre a variacdo de oxigénio
dissolvido e a concentracdo de fenol da solu¢do padrao utilizando esta configuracao do
biossensor. Além disso, observou-se que o procedimento de lavagem do eletrodo de
oxigénio entre as andlises nao interferiu positivamente na resposta. No entanto, a etapa
de borbulhamento de ar, por 5 minutos antes da leitura das solu¢cdes padrdo pelo
eletrodo de oxigénio, promoveu menor variagao entre as leituras do “teste em branco”,
isto €, quando n&o se utilizou tecido fungico.

Como a configuracdo testada neste trabalho n&o apresentou resultados
coerentes, varias sugestdes foram oferecidas, dentre elas, testar a utilizacdo do
biocomponente em um outra forma, a fim de minimizar os efeitos da deposicdo das
guinonas nos seus intersticios, como por exemplo, uso do tecido fungico liofilizado.

O trabalho desenvolvido durante o Mestrado permitiu a elaboracdo de diversos
trabalhos apresentados em congressos nacionais e internacionais, a publicacdo de dois
artigos cientificos no periddico Environmental Technology, intitulados “Agaricus
bisporus as a source of tyrosinase for phenol detection for future biosensor
development” (SILVA et al., 2010) e “An amperometric biosensor development for
phenol detection” (SILVA et al.,, 2011a), além de um artigo no periédico Chemical
Engineering Transactions denominado de “Amperometric Biosensor for Phenol
Determination” (SILVA et al., 2011b).
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Figura 8: Fotografia do sistema biossensor inicialmente montado (eletrodo de oxigénio e tecido fungico)
durante o desenvolvimento preliminar do sistema.

4.2 Uso do tecido vegetal para o desenvolvimento de um biossensor de uréia

A determinacdo de uréia € de grande importancia para diversas areas como
analise clinica, industria alimenticia, cosméticos e avaliacdo ambiental. Muitos métodos
sao utilizados na sua determinacao, incluindo espectrofotometria (FUHRMANN et al.,
1992), fluorimetria (MANA & SPOHN, 1996), potenciometria (EGGENSTEIN et al.,
1999) e amperometria (BERTOCCHI et al, 1996). Porém, alguns desses métodos
precisam de um pré-tratamento da amostra ou sdo inapropriados para um
monitoramento in situ. Por esse motivo, tem crescido o interesse no desenvolvimento
de biossensores, que sao dispositivos capazes de medir substancias de forma segura,
rapida e barata.

Nesse contexto, os trabalhos de Pinto et al. (2007, 2008, 2009) visaram estudar
a aplicacdo de um biossensor de tecido de feijao, fonte da enzima urease, imobilizado
em membrana de nylon acoplada a um eletrodo de amoénia sob diferentes condigbes
para monitoracdo de uréia (Figura 9). Alguns parametros foram analisados visando
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otimizar o funcionamento do biossensor, dentre eles: a massa de feijdao (0,1 a 0,5g), a
faixa de temperatura (20 a 40°C), o valor de pH (6,0 a 8,0), o tamanho de poro e o tipo
de membrana de nylon a ser empregada. Além disso, os parametros cinéticos da
urease presente no tecido de feijdo imobilizada em membrana de nylon com o agente
guimico glutaraldeido foram analisados.

Através dos resultados, viu-se que a massa de 0,2g foi a que forneceu maior
sensibilidade de medicdo e, o pH e a temperatura ideais foram de 6,0 e 25°C,
respectivamente. Os valores de Ky app € Vmax app Para a enzima imobilizada foram
411,39mM e 31,26mM/min, respectivamente. No entanto, problemas de transferéncia
de massa decorrentes da proximidade do biocomponente imobilizado e a sensibilidade
da membrana do transdutor, resultaram em uma conversdo menos efetiva de uréia a
amonia, 0 que sugeriu ser necessario desenvolver outra configuracdo para a

construcéo do biossensor enzimatico.

Figura 9: Biossensor potenciométrico desenvolvido por Pinto et al. (2009) para quantificacdo de uréia.

Uma parte dos resultados de Pinto et al. (2007, 2008, 2009) unida a alguns
resultados da presente tese foram responsaveis pela geragdo do capitulo denominado
“‘Development of potentiometric urea biosensor based on Canavalia ensiformis urease”
do livro Biosensors - Emerging Materials and Applications, ISBN 978-953-307-328-6
(SILVA et al., 2011c).
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CAPITULO 5 MATERIAL E METODOS

No presente capitulo, sdo apresentados os principais materiais e a descricao dos
procedimentos utilizados durante o desenvolvimento dessa Tese que visou dar
continuidade aos trabalhos citados no Capitulo 4, buscando a forma otimizada para a
configuracdo dos biossensores eletroquimicos para uréia e fenol, e sua aplicacdo em

amostras ambientais reais.

5.1 Equipamentos

Durante o presente trabalho, foram utilizados os seguintes equipamentos:
balanca eletrébnica (FA-2104N, Bioprecisa); estufa microprocessada de secagem
(Quimis); placa de aquecimento e agitacdo (Quimis); agitador orbital (Thomas);
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800); bomba a vacuo (Motores Elétricos Brasil S.A);
bomba dosadora peristéltica (Milan Equipamentos Ltda); trituradores elétricos (Arno e
Croydon Industrial Ltda); pHmetro microprocessado (Quimis); centrifuga (Excelsa 2);
mini aerador (Aqualife 200); oximetro (medidor de OD/O,/Saturacdo DM-4P Digimed);
eletrodo ion-seletivo a amonio (Orion Ammonia Electrode 95-12 Thermo); liofilizador
Enterprise 1 (Terroni Equipamentos Cientificos Ltda); ultrafreezer (modelo CL120-80V,

ColdLab); seladora a vacuo (Zip Fun Kitchen); banho maria (Quimis).

5.2 Quantificacao de proteina: Método de Lowry

A determinacdo de proteina foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al.,
1951; ZAIA et al., 1998). O método apresenta limite de deteccdo de 0,7mg.I™" e leituras
de absorbancia em comprimento de onda 750nm. Neste método, ocorre reducdo dos
constituintes ativos do reagente Folin-fenol por meio das cadeias laterais de alguns
aminoacidos que contribuem com quatro elétrons ou pela retirada de dois elétrons de
cada unidade tetrapeptidica dos peptideos e proteinas, que é facilitada pela formacéao
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do quelato entre o cobre (ll) e peptideos/proteinas. Apds a reacdo supracitada ocorrer,
a solucao desenvolve uma cor medida em um espectrofotdmetro e correlacionada com
uma curva padrao (Figura 10), obtendo-se a concentracdo de proteinas da amostra

analisada.
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Figura 10: Curva padrédo de quantificacdo de proteina obtida pelo método de Lowry usando albumina
bovina como padréo.

5.3 Quantificacdo de umidade dos biocomponentes

A umidade dos biocomponentes (p6 do feijao de porco e cubos de 1cm de lado
de cogumelo champignon de Paris in natura) foi determinada, em triplicata, pela
secagem em estufa a 105°C até peso constante. A fim de se obter o valor percentual
de umidade, subtraiu-se o valor do peso final (Vf) obtido do valor inicial (Vi) e dividiu-se

pelo valor inicial, multiplicando por 100, através da Equacéo 2.

% x 100 = Umidade (%) (Equacéo 2)
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5.4 Ensaios com o tecido vegetal de Canavalia ensiformis visando o

desenvolvimento do biossensor potenciométrico para uréia

5.4.1 Tecido vegetal de feijao de porco (Canavalia ensiformis)

O material de estudo, feijao de porco (Canavalia ensiformis) (Figura 11), foi
doado pela empresa Sementes na Terra & Produtores Associados através da Embrapa
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria). Trata-se de um tecido rico na enzima
urease (EC 3.5.1.5) (LUCA & REIS, 2001) que é responséavel por catalisar a hidrélise
da uréia, formando ions aménio (SILVA et al., 2005).

Figura 11: Foto do feijdo de porco na sua forma in natura.

5.4.2 Preparac¢do do biocomponente

5.4.2.1 Moagem e peneiramento

Os graos de feijao de porco foram descascados manualmente usando luvas e
uma lamina de corte e, posteriormente triturados a seco em um triturador elétrico. Em
seguida, peneirados em uma peneira, de uso doméstico, de nylon, separando o p6

obtido com granulometria menor ou igual a 3mm. O material, na forma de pd, foi
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estocado em geladeira a 4°C em recipiente hermeticamente vedado, quando néo
utilizado no processo de imobilizacédo para uso no biossensor.

5.4.2.2 Imobilizag&o em tela de nylon comercial

A imobilizacéo realizada foi baseada no trabalho de Junior (1995). Esta consistiu
na utilizacdo de uma tela de nylon comercial (Figura 12), 0,2g de tecido vegetal

triturado (po) e solucédo comercial de glutaraldeido 12,5%.

Figura 12: Foto de um pedaco da tela de nylon comercial utilizada no processo de imobilizag&o.

A Figura 13 mostra a sequéncia de passos da imobilizacdo, onde a massa de
feijdo (0,2g) foi depositada sobre uma tela de nylon (passo 1) e foram adicionados
200p! de uma solucdo contendo 100ul da solucdo de glutaraldeido e 300ul de solucdo
tampao fosfato de sédio pH 7,0 (passos 2 e 3). Revestiu-se a massa de feijdao com
outra tela de nylon (passos 4 e 5), ficando em repouso por 20 minutos. Posteriormente,
foi imersa em &gua destilada por 20 minutos e, em seguida, em tampao fosfato de
sédio pH 7,0 pelo mesmo tempo. O biocomponente imobilizado (passo 6) foi utilizado
depois de armazenado por 24h em geladeira a 4°C.
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Figura 13: Sequéncia de passos do processo de imobilizagao do p6 de feijdo de porco.

Inicialmente, quando ndo estava em uso, o tecido vegetal imobilizado foi
armazenado em geladeira, a 4°C, estando imerso em solucéo tampéao fosfato de sédio
pH 7,0, a fim de evitar o ressecamento, e consequentemente, a possivel inativacdo da
enzima presente no tecido de feijdo de porco. Posteriormente, foram utilizadas as
melhores condicbes de armazenamento encontradas e testadas durante o presente
trabalho.

O reagente utilizado na imobilizacdo, glutaraldeido, promove a ligacdo das
moléculas entre si por meio de pontes intermoleculares, proporcionando a formacéao de
uma ampla rede tridimensional. A ligacdo cruzada envolve a formacdo de ligacéo
covalente entre as estruturas de superficie do tecido vegetal. Trata-se de um reagente
polifuncional bastante utilizado devido ao seu baixo custo e baixa toxicidade quando
comparado com os demais. Além disso, outra vantagem, é que as ligac6es formadas
entre o tecido e o glutaraldeido séo estaveis frente aos efeitos ambientais, como pH,
temperatura, forca i6nica e solvente (JUNIOR, 1995; FOLLY, 1996; SALGADO, 1997,
2001).
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5.4.3 Medida da atividade enzimatica da urease do tecido vegetal

A medida da atividade ureasica foi baseada no método alcalimétrico descrito por
Kistiakowsky & Shaw (1953 apud COMERLATO, 1995). Estes autores observaram que
o pH inicialmente neutro de uma solugcdo ndo tamponada de uréia-urease rapidamente
aumenta para pH 9,0 e, entdo, permanece constante. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que promove a liberacdo de
1pmol de amdnia por minuto.

Assim, inicialmente, utilizou-se como substrato uma solugdo de uréia 20ppm
diluida em tampao Tris/HCI 0,1M pH 9,0. No entanto, devido ao fato do uso do tampéao
fosfato de sodio pH 6,0 como diluente das solucbes de uréia usadas no biossensor, e,
aos resultados semelhantes encontrados quando as solu¢des tampéao foram utilizadas,
optou-se por utilizar como substrato uma solucéo de uréia 20ppm diluida em tampéao
fosfato de sodio pH 6,0.

A 11ml de 4gua destilada, adicionou-se 1ml de substrato e colocou-se a solucéo
em contato com o tecido vegetal imobilizado ou em pé in natura (0,2g9) por 5 minutos
sob baixa agitacdo constante a temperatura ambiente (24°C = 1°C). Em seguida,
retirou-se uma aliquota de 2ml do meio e adicionou-se acido cloridrico (HCI) 0,1M para
interromper a reacao. Por fim, retrotitulou-se esta nova solucdo com hidroxido de sédio
(NaOH) 0,05M. Os ensaios do branco foram realizados com uma solugéo de 11ml de
agua destilada e 1ml de substrato. Todas as analises foram realizadas, semanalmente,
em triplicata.

A adicdo de acido cloridrico no final do tempo reacional, além de interromper a
reacdo, converte o carbamato e amdnia em ion amonio. Assim, a retrotitulagdo com
hidréxido de sédio mede o acido que nao reagiu. O calculo da atividade enziméatica foi

realizado através da equacgédo a seguir (Equagéo 3):

Unidade Molaridade do NaOH X Volume NaOH X 1000
g de feijio  tempo de reacio X quantidade de feijio imobilizado (Equacao 3)
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onde, volume NaOH representa a diferenca entre o volume utilizado no branco e

o volume utilizado nas aliquotas dos ensaios.

5.4.4 Calibragéo e curva padréo do eletrodo ion-seletivo a aménio

O eletrodo ion-seletivo a amonio foi utilizado como transdutor do sistema
biossensor montado para quantificacdo de uréia. Assim, antes dos ensaios
relacionados ao desenvolvimento e aplicacdo do instrumento, foi necessario calibrar o
eletrodo e elaborar sua curva padrao especifica. Esta foi elaborada utilizando solu¢fes
diluidas de cloreto de aménio (NH4CI), em tampéo fosfato de sédio pH 6,0, na faixa de
concentracGes de 5ppm a 100ppm. Para a sua construcéo, o eletrodo foi imerso em
5ml das solucdes padrdo nas diversas concentracdes, sendo 100ul da solucdo de
ajuste de forca idnica (solucado ISA comercial) adicionados. Apds alguns minutos de
estabilizacao, a leitura do sinal (em mV) produzido foi registrada. Entre as leituras das
solucdes, o eletrodo foi lavado com agua destilada e seco com papel macio.

A fim de construir a curva padrao (Figura 14), um grafico de forma logaritmica foi
produzido correlacionando os valores de mV encontrados com suas respectivas
concentragbes padrdo de amonia. Concomitantemente, foi verificado o teste da
pendente, caracteristico do instrumento transdutor citado, a fim de assegurar o seu
bom funcionamento, segundo a Equacdo de Nernst (Equacdo 1), onde deveria

encontrar variacdo de 54-60mV/década.
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Figura 14: Exemplo de uma curva padrdo do eletrodo ion-seletivo a amdnio elaborada ao longo do
presente trabalho.

5.4.5 Estudo do tempo de estabilidade de acordo com o método de estocagem do
tecido vegetal na forma de po6 (imobilizado e in natura) usando o método

alcalimétrico

A estabilidade enzimética é a capacidade das enzimas de reter sua capacidade
catalitica sob diferentes condic¢des de reacdo ao longo do tempo — funcéo biologica das
enzimas esta intimamente associada a sua estrutura tridimensional.

Para estudar o tempo de estabilidade de acordo com o0 modo de estocagem do
tecido vegetal imobilizado, foram imobilizadas quatro amostras de tecido vegetal em
p6, sendo duas armazenadas em geladeira, uma mergulhada em solu¢do tampéo
fosfato de sédio pH 7,0 e a outra envolta em papel filme, e outras duas armazenadas
em congelador, do mesmo modo supracitado. Além disso, também foi estudado o
tempo de estocagem do p6é de feijdo de porco armazenado em recipiente
hermeticamente fechado em geladeira (4°C), congelador (-8°C) e temperatura ambiente
(24° = 1°C) (em dessecador). As analises da atividade ureasica foram realizadas, em

triplicata, segundo o método alcalimétrico descrito na se¢éo 5.4.3.
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5.4.6 Estudo do tempo de estabilidade do tecido vegetal em po (imobilizado e in
natura) usando quantificacdo de amoénia produzida pelo eletrodo ion-seletivo a

amonio

A fim de estudar o tempo estabilidade sob estocagem do tecido vegetal
imobilizado, foram imobilizadas seis amostras de tecido vegetal em pé e armazenadas
em congelador envoltas por papel filme. No caso do p6 de feijdo in natura, este foi
armazenado em recipiente hermeticamente fechado em geladeira (4°C) e congelador
(-8°C). Os ensaios foram realizados a cada 15 dias em um prazo total de 3 meses. As
analises da atividade ureasica foram realizadas, em triplicata, através do
monitoramento da producdo de amoénia apdés 15 minutos de reacdo por eletrodo ion-

seletivo a amonio previamente calibrado usando o método descrito na se¢éo 5.4.4.

5.4.7 Estudo do tempo de estabilidade de resposta do eletrodo ion-seletivo a
amonio em contato com o p6 de feijdo de porco in natura e imobilizado e da

repetibilidade da resposta do transdutor

O tempo de resposta de um sensor é uma das caracteristicas dinamicas de um
instrumento e pode ser definido como o tempo que a leitura deste instrumento leva
para ir de um valor inicial a um valor final de equilibrio. Assim, o tempo de estabilidade
de resposta do eletrodo ion-seletivo a aménio em relacdo ao tempo de reacédo
enzimatica do po6 de feijdo de porco in natura e imobilizado foi estudado. Os ensaios
foram realizados, em triplicata, em temperatura ambiente, com solucdes de uréia de
concentracdo de 10ppm (diluida com tampao fosfato de sodio, pH 6,0) e mesma
guantidade de biocomponente (0,2g de p6 de feijao) imobilizado ou in natura. Ao longo
de 30 minutos de reacao, a leitura, em mV, do transdutor foi monitorada a cada minuto.

Além disso, a repetibilidade € uma caracteristica importante para um instrumento
de medicao, visto que representa a capacidade que este possui de dar o mesmo valor
do sinal de saida para um valor correspondente de sinal de entrada em situagfes

semelhantes. Assim, a repetibilidade do transdutor foi investigada com a sua insercao
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em uma solucéo de uréia (20ppm) e uma solucdo de amoénia (50ppm) ao longo de 60
minutos por trés dias consecutivos. Os valores do transdutor, em mV, foram anotados a
cada minuto e plotados em um gréafico reposta do eletrodo (mV) x tempo (minutos).
Com o tempo de resposta definido, a repetibilidade do sistema foi estudada
através de quatro ensaios realizados para a avaliacdo da variagdo dos valores
encontrados pelo transdutor quando esteve em contato com a solucao de uréia 10ppm

sob as condigdes citadas acima durante o tempo determinado.

5.4.8 Estudo da estabilidade operacional da enzima urease presente no tecido

vegetal imobilizado em tela de nylon

A utlizacdo de enzimas imobilizadas favorece a manutencdo de suas
propriedades cataliticas por maior tempo, podendo ser reutilizadas em um maior
namero de analises. Os estudos de estabilidade operacional mostram a robustez do
procedimento de imobilizacdo através do reuso da enzima imobilizada em varios ciclos
reacionais consecutivos (ROSATTO et al., 2001). Assim, quanto maior a estabilidade
operacional do biocomponente imobilizado, maior é seu tempo de uso produtivo,
tornando a analise mais barata e simples.

Para investigar a variacdo de atividade uredsica do pdé de feijdo de porco
imobilizado, em funcdo da sua reutilizacdo, fez-se uma primeira determinacdo da
atividade segundo o procedimento descrito na se¢édo 5.4.3. Em seguida, separou-se 0
biocomponente imobilizado do meio reacional e este foi lavado com, aproximadamente,
10ml de agua destilada. Posteriormente, com o biocomponente reutilizado, seguiu-se o
mesmo meétodo para determinacdo da atividade enzimética. O procedimento de
reutilizacdo do material imobilizado foi realizado por mais uma vez, seguindo, portanto,

trés reutilizacbes consecutivas, intercaladas por lavagens com agua destilada.
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5.4.9 Projeto do sistema biossensor potenciométrico para quantificacdo de uréia

e seu funcionamento

O sistema biossensor potenciométrico, desenvolvido no presente trabalho,
montado para analise de uréia é mostrado na Figura 15. O sistema consistiu de um
recipiente com amostra real ou solucdo padrdo de uréia (1); bomba dosadora
peristaltica (2); uma camara reacional (3) formada por tubos e conexdes de PVC no
tamanho de %", com capacidade de, aproximadamente, 25ml de volume reacional;
eletrodo ion-seletivo a aménio (4); potenciostato (leitor de milivoltagem) (5); descarte
das solucdes (6), além das mangueiras de silicone de conexdo (diametro interno de

0,3mm = 0,05mm e comprimento de 82,2mm + 0,05mm, medidos com paquimetro).
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Figura 15: Esquema do sistema biossensor potenciométrico, desenvolvido no presente trabalho,
montado para analise de uréia, (1) recipiente com a solugdo padréo de uréia; (2) bomba dosadora
peristaltica; (3) camara reacional; (4) eletrodo ion-seletivo a aménio, (5) potenciostato e (6) descarte.

A camara reacional, retangulo vermelho, consistiu no local onde o componente
biologico (0,2g de tecido vegetal em pd) imobilizado em tela de nylon foi retido e o
transdutor (eletrodo ion-seletivo a aménio) foi imerso. Os ensaios foram desenvolvidos
a temperatura de 24°C * 1°C, e as solu¢des padrdo de uréia foram diluidas em tampéao
fosfato de sédio pH 6,0. Ap6s a analise de cada solu¢cdo padrdo de uréia pelo
instrumento, o sistema foi lavado pelo bombeamento de agua destilada, por 2 minutos,

com vazao de 40ml/min.
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5.4.9.1 Estudo do tempo reacional do biocomponente no sistema biossensor

Nessa etapa, o tempo de resposta do instrumento em desenvolvimento foi
determinado, passando uma solugdo 10ppm de uréia pelo sistema com vazdo de
40ml/min. Apos o enchimento da caAmara reacional, colocou-se o eletrodo, previamente
calibrado, em contato com a solucéo e os valores (mV) foram acompanhados a cada
minuto até a sua estabilizac&o.

Este ensaio permitiu verificar se o tempo de estabilizagcdo encontrado no ensaio
descrito na secdo 5.4.7 se manteria com 0 uso do sistema biossensor mostrado na

Figura 15.

5.4.9.2 Estudo da faixa de linearidade do biossensor potenciométrico

O estudo da faixa de linearidade e o grau de linearidade do instrumento sé&o de
extrema importancia na construcdo da curva de calibragdo de um instrumento,
garantindo sua precisdo e confiabilidade. A maioria dos sensores analiticos
comercialmente disponiveis necessita de calibracdo antes da sua utilizacdo, a fim de
gue nao haja erros de medicéo decorrentes de quaisquer motivos que tenham causado
alteracdo nas suas condi¢cOes padroes de operacdo. Essas curvas podem ser tracadas
usando um conjunto de pontos experimentais obtidos observando o sinal de saida do
transdutor para um determinado valor do sinal de entrada (concentracdo do analito de
estudo). Instrumentos lineares possibilitam a relacao direta da leitura do sinal de saida
com o da entrada, através da sua funcéo de calibracdo (SKOOG et al.,1994; PEREIRA
et al., 2007).

No estudo da faixa de linearidade do instrumento, foram passadas pelo
biossensor, solugdes padrao de uréia na faixa de 1 a 50ppm, com vazao de 40ml/min.
Apo6s o preenchimento total da camara reacional, a bomba foi desligada, e 200ul da
solucdo de ajuste de forga ibnica foram adicionados. Passado o tempo reacional

determinado, anotou-se o valor (mV) indicado pelo eletrodo.
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Os valores, em mV, encontrados, apos a leitura com o transdutor, foram
convertidos em valores de concentracdo de amonia através da equacdo da curva
padréo do eletrodo ion-seletivo a aménio. A fim de se construir as curvas de calibracdo
ascendente e descendente do instrumento, a concentracdo inicial de uréia foi
correlacionada com a concentracdo de amoénia gerada. Além disso, curvas foram
construidas correlacionando o logaritmo natural (In) da concentracédo de uréia e o valor

de saida do transdutor (em mV).

5.4.9.3 Estudo do tempo de vida util do componente biolégico do biossensor

potenciométrico

A fim de estudar o tempo de vida util do biocomponente imobilizado usado no
biossensor de uréia, foram realizados experimentos, visando a constru¢do da curva de
calibracdo, ao longo de 3 meses, utilizando o instrumento, com 0 mesmo conjunto de
tecido vegetal em pd imobilizado em tela de nylon, e diversas concentracdes de
solucéo padrao de uréia (1 a 20ppm). Entre as anélises, o biocomponente, imobilizado

em tela de nylon, foi envolto em papel filme de PVC e armazenado em congelador.

5.4.9.4 Anédlise de perda de biocomponente imobilizado pela lavagem do sistema

biossensor

A possivel perda de biocomponente imobilizado durante o processo de lavagem
do sistema, realizada entre as analises, foi investigada através da passagem de agua
destilada pelo sistema, na vazdo de 40ml/min, por um periodo de duas horas. Foram
retiradas aliquotas no inicio, meio e final do tempo transcorrido para quantificacdo de

proteina segundo o método de Lowry descrito na se¢éo 5.2.
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5.4.9.5 Utilizacao do biossensor potenciométrico em amostra real

Utilizando as condicbes de trabalho determinadas para o0 biossensor
potenciométrico proposto, foi analisada a concentracdo de uréia adicionada
artificialmente (10ppm), em uma amostra real de vinhoto de 12 geracdo doada pelo
Laboratério de Tecnologia Ambiental da Escola de Quimica cuja composicdo €

mostrada na Tabela 6.

Tabela 6: Composicao da amostra de vinhoto doada pelo Laboratério de Tecnologia Ambiental.

Parametros Valores
pH 5,98
Cor (unidadade PtCo) 15200
SST (mg/l) 3938
SSV (mg/l) 1213
SSF (mg/l) 2725
DQO total (mg/l) 51549
DQO soluvel (mg/l) 45339
DBOs (mg/l) 17000
Nitrogénio total (mg/l) 626,5
Fendis totais (mg/l) 1,94
Polifendis (mg/l) 3690
COT (mg/l) 13998
Faésforo total (mg/l) 24
Sulfato (mg/l) 330
Acidos volateis (mg HAc/I) 2860
Alcalinidade (mg CaCOs/l) 1082

Por se tratar de uma amostra complexa, para cada ensaio, a amostra foi diluida
1000x em solucao tampao fosfato de sédio pH 6,0 e, a concentracdo de uréia foi obtida
por meio da curva de calibracéo (regressao linear simples) do biossensor elaborada no

dia da andlise.
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5.5 Ensaios com o tecido fungico de Agaricus bisporus visando o desenvolvimento

do biossensor amperomeétrico para fenol

5.5.1 Tecido fungico de champignon de Paris (Agaricus bisporus)

Os cogumelos do fungo Agaricus bisporus (Figura 16) usados no presente
trabalho, conhecidos vulgarmente como cogumelo champignon de Paris, foram
adquiridos em mercados populares, como por exemplo, CADEG (Benfica) (SILVA,
2009). Todos os lotes adquiridos apresentavam aparéncia similar (coloracdo branca,
poucas vezes com um tom amarronzado). Os cogumelos foram utilizados, no maximo,
trés dias ap0s a sua compra, e até a sua preparacdo, conservados sob refrigeracéo a
4°C. O tecido fungico é rico em tirosinase (WICHERS et al., 1996), uma enzima

responsavel pela oxidagéo de fendis.

Figura 16: Foto dos cogumelos champignon de Paris in natura.

5.5.2 Extracdo datirosinase presente nos cogumelos de Agaricus bisporus

O macrofungo Agaricus bisporus foi escolhido como biocomponente para o
desenvolvimento de um biossensor amperométrico para fenol por ser uma fonte rica
em enzima tirosinase. Assim, a fim de avaliar a variacdo da quantidade da atividade
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tirosinasica dos lotes de cogumelos utilizados no presente trabalho, realizou-se o
procedimento de extracdo enzimatica dos mesmos.

A extracdo da enzima tirosinase do tecido fungico foi realizada segundo o
procedimento desenvolvido por Kameda (2003). Os cogumelos (340g) foram triturados
em acetona gelada (1250ml) e o preparado foi filtrado em papel filtro (Whatman n°1) a
vacuo. Em seguida, a pasta resultante foi congelada por 24 horas a O0°C.
Posteriormente, esta foi ressuspensa em agua destilada (150ml) e resfriada por 24
horas a 4°C. Finalmente, a pasta foi centrifugada a 3000rpm por 5 minutos, sendo o
sobrenadante obtido, o primeiro extrato enzimatico. As etapas de ressuspensdo e
centrifugacdo foram realizadas por mais uma vez, gerando o segundo extrato

enzimético.

5.5.3 Medida da atividade enzimatica da tirosinase do tecido fungico

A atividade enzimatica da tirosinase foi medida segundo Campos et al. (1996).
Em um béquer contendo 5,5ml de solucdo 0,2M de tampéo fosfato de sodio pH 6,0 e
1,5ml de solucdo 1,2mM de L-tirosina foi adicionado 1ml do extrato enzimatico,
previamente diluido em uma proporcdo de 1:10 no mesmo tampdo. A variacdo de
absorvancia proveniente da reacdo enziméatica foi lida a 280nm em intervalos de 30
segundos durante 999 segundos. A Figura 17 mostra as curvas de atividade
tirosinasica dos 1° extrato enzimatico e da sua re-extracdo (2° extrato) de um dos lotes
comprados do cogumelo Agaricus bisporus durante o desenvolvimento do presente
trabalho.

A unidade de atividade enzimatica da tirosinase foi definida como sendo a
guantidade de enzima que promove o incremento de 0,001 na absorvancia a 280nm
por minuto. A atividade foi calculada pela equacgéo abaixo, Equacéao 4:

__ (Abs2—Abs1)x 1000 x De Eauacao 4
AU/ml) = (t2—t1)x Ve (Equag )
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Onde: Absl e Abs2 s&do absorvancias nos tempos tl e t2 em sua fase de
aumento linear; Ve é o volume da solucdo enzimatica (1ml) e De € a diluicdo da

solucao enzimética.
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Figura 17: Curvas de atividade tirosinasica dos 1° e 2° extratos enzimaticos de um dos lotes comprados
do cogumelo Agaricus bisporus durante o desenvolvimento do presente trabalho.

5.5.4 Preparacao do cogumelo champignon de Paris

Na preparacédo dos cogumelos, estes foram cortados em cubos de 1cm de lado
(SILVA, 2009), usando luvas e um bisturi limpo e esterilizado. Para o procedimento de
liofilizacdo, os cubos, aproximadamente 5g (SILVA, 2009), foram separados em frascos
e colocados em um ultrafreezer até, finalmente, serem liofilizados. Para o processo de
embalagem a vacuo, os cubos, aproximadamente 5g (SILVA, 2009), foram colocados
em embalagens apropriadas (Nylon Poli) e seladas a vacuo. Enquanto ndo estava em

uso, o biocomponente foi conservado sob refrigeracéo a 4°C.
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O material liofilizado também foi levado a p6 através de um triturador elétrico e,
posteriormente, peneirados em uma peneira, de uso doméstico, de nylon, separando o

po obtido com granulometria menor ou igual a 3mm.

5.5.5 Dosagem do fenol

A concentracdo do fenol das solucdes foi determinada pelo método colorimétrico
direto descrito no Standard Methods (APHA, 1992), empregando o reagente 4-
aminoantipirina como agente complexante. Este método permite a dosagem de fenol
simples e fendis substituidos, exceto na posicéo para.

A quantificacdo do fenol foi realizada pela adicdo de 250ul de hidréxido de
amonio (NH,OH) 0,5M a 10ml da solucdo padréo, agua destilada ou tampéo fosfato de
sadio pH 8,0. Posteriormente, foram adicionados 100ul da solugéo de 4-aminoantipirina
a 2% (p/v) e 100ul da solugéo de ferricianeto de potassio a 8% (p/v). O pH foi ajustado
para 7,9 (£ 0,1) pela adi¢éo de hidréxido de amdnio 0,5M ou solucéo tampéo fosfato de
potdssio pH 6,8. Apds 15 minutos, a absorvancia da solucao foi lida em

espectrofotometro em comprimento de onde (A) de 500nm.



82

0,9

y =0,1436x + 0,0386
R?=0,9982

0,6

0,5 -

ABS (500nm)

0,2 -

0,1 -

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Concentracdo de fenol (ppm)

Figura 18: Exemplo de curva padréo de dosagem de fenol utilizando o método colorimétrico direto
descrito no Standard Methods (APHA, 1992).

A fim de construir a curva padrao (Figura 18) do método utilizado, as solucbes
de fenol, com concentracdes de 1 a 5ppm, foram preparadas a partir de diluicbes com

tampao fosfato de sodio pH 8,0. O branco da reacdo consistiu de agua destilada.

5.5.6 Calibragéo do eletrodo de oxigénio

O eletrodo de oxigénio foi utilizado como transdutor do sistema biossensor
montado para quantificacdo de compostos fendlicos. Assim, diariamente, antes dos
ensaios relacionados ao desenvolvimento e aplicacdo do instrumento, foi necessério
calibrar o eletrodo. Sua calibracdo foi realizada com dois pontos de acordo com o
manual do equipamento (medidor de OD/Oj/Saturagdo DM-4P Digimed). A
determinacdo do ponto zero (0%) da curva de calibracdo foi realizada de forma

automatica, através de chaveamento eletrénico interno e, o ponto 100% através da



83

opgao “Calibrar no Ar”, onde a célula seca foi colocada a 2 cm da superficie da agua

destilada.

5.5.7 Estudo do tempo de estabilidade do tecido fungico liofilizado e tecido in

natura embalado a vacuo

O tempo de estocagem do material fungico (liofilizado e in natura) em geladeira
(4°C) foi analisado através da sua capacidade de remover fenol da solucdo padréo. Os
ensaios foram realizados em duplicata e, consistiu em utilizar um erlenmeyer contendo
uma solucéo de fenol (10ppm) e 5g do material fungico (cubos de 1cm de lado), que foi
submetido a baixa agitacdo constante. Foram recolhidas 5 aliquotas de 7,0ml a cada
15 minutos, durante 60 minutos de ensaio, sendo a primeira aliquota retirada assim que
os cubos de cogumelos entraram em contato com a solucao fendlica diluida em tampao
fosfato de sédio pH 8,0. A quantificacdo do fenol das aliquotas foi realizada segundo o
procedimento descrito na se¢do 5.5.5.

Posteriormente, analisou-se a melhor maneira de se estocar o biocomponente:
geladeira (4°C), congelador (-8°C) ou temperatura ambiente (24° + 1°C) (em
dessecador). Os ensaios do estudo da remocdo de fenol pelo biocomponente

ocorreram como descrito anteriormente nessa secdo, semanalmente.

5.5.8 Projeto do sistema biossensor amperométrico para quantificacdo de

compostos fendlicos e seu funcionamento

No desenvolvimento do sistema biossensor, desenvolvido no presente trabalho,
mostrado na Figura 19, as medidas amperométricas foram realizadas através do
emprego do eletrodo de oxigénio tipo Clark e o tecido fungico liofilizado como
biocomponente, previamente cortado em cubos de 1cm ou na forma de pd. As
solucdes padréao de estudo foram previamente diluidas com solucéo tampéo fosfato de

sédio pH 8,0 na faixa de 1 a 30ppm de fenol.
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O sistema consistiu de um recipiente com solucao padréo de fenol (1); bomba
dosadora peristaltica (2); uma camara reacional (retangulo vermelho) (3) formada por
tubos e conexdes de PVC de tamanho de 34", promovendo capacidade de,
aproximadamente, 50ml de volume reacional; eletrodo de oxigénio (4); descarte das
solucdes (5), além das mangueiras de silicone de conexao (diametro interno de 0,3mm
+ 0,05mm e comprimento de 82,2mm + 0,05mm, medidos com paquimetro).

O funcionamento do sistema consistiu, a temperatura ambiente (24°C + 1°C), na
passagem das solugbes padrao, previamente borbulhadas com ar por 5 minutos
(SILVA, 2008), pelas mangueiras de silicone. O objetivo desse procedimento foi fazer
com que todas as solucbes comecassem com a mesma concentracdo inicial de
oxigénio, evitando assim, mais interferentes na resposta final em relacéo a variacdo de

oxigénio dissolvido obtida resultante da reacdo enzimética (SILVA, 2009).

Figura 19: Sistema biossensor, desenvolvido no presente trabalho, montado para quantificacdo de
compostos fendlicos , (1) recipiente com a solugdo padrdo de composto fendlico; (2) bomba dosadora
peristéltica; (3) cAmara reacional; (4) eletrodo de oxigénio e (5) descarte.

O eletrodo de oxigénio, previamente polarizado, por 15 minutos, e calibrado, foi
imerso na solucdo de fenol imediatamente apos a saturacdo inicial desta com oxigénio
obtida no borbulhamento de ar e o valor da concentracdo de oxigénio dissolvido, em
mg/l, registrada (Vi). O valor final (Vf) foi registrado no final do tempo reacional
determinado, sendo a variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido, em mg/I,
definida pela diferenca entre Vi e Vf.

Vale dizer que, a fim de minimizar as trocas de gases entre 0 meio externo e a
solucéo de analise, o sistema sempre foi vedado com papel filme e as pecas vedadas

com fita veda rosca.
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5.5.8.1 Estudo das melhores condi¢cdes relativas a posicao do tecido fungico, o
tempo de reacdo e a vazdo de escoamento da solucdo padrdo para a construcao

da curva de calibracdo do biossensor amperométrico

Os primeiros ensaios para a construcdo do sistema biossensor para fenol
visaram escolher a melhor posicdo da massa de tecido fungico, o tempo de reacéo e a
vazdo de escoamento das solucbes padrdo que promoveriam variacdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido (Vf-Vi) coerente a reacdo de oxidacado promovida
pela enzima tirosinase. Na préatica, esperava-se que 0 aumento da concentracao de
fenol da solucdo padrao, sob tempo reacional fixo, promoveria 0 aumento da variacado
da concentracao de oxigénio dissolvido.

Para a determinacdo da melhor vazdo de escoamento das solu¢des padrao
fendlicas no sistema foram escolhidos trés valores: 20ml/min, 40ml/min e 60ml/min, e
para a selecdo do melhor posicionamento do biocomponente foram escolhidas duas
posicbes (A e B) na camara reacional demonstradas na Figura 20, diretamente

acoplada ao sistema transdutor (A) ou imediatamente anterior a este (B).

e
N
[y I

Figura 20: Possiveis posigBes para o biocomponente no sistema biossensor em desenvolvimento.

As solucbes padréo fendlicas, previamente saturadas com oxigénio, foram
bombeadas pelo sistema biossensor até o preenchimento da camara reacional, quando
a bomba peristaltica foi desligada e, o eletrodo de oxigénio imerso na solugcédo e o

sistema vedado. Os valores da concentracdo de oxigénio dissolvido, em mg/l, foram
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registrados no tempo zero (Vi) e a cada 5 minutos (Vf), durante 30 minutos de ensaio.
A passagem das solucdes se deu da menor para a maior concentracdo, visando obter

a curva de calibragéo ascendente do sistema.

5.5.8.2 Estudo do tempo de estabilidade de resposta do eletrodo de oxigénio no
biossensor para fenol quando colocado em contato com o tecido flangico

liofilizado em cubos de 1cm de lado na posicéo A

Nessa fase, estudou-se o tempo de resposta do instrumento, em triplicata,
passando uma solugcédo 10ppm de fenol, previamente diluida em tampé&o fosfato pH 8,0,
pelo sistema com vazao de escoamento de 40ml/min a temperatura ambiente. Apos o
enchimento da camara reacional, colocou-se o eletrodo polarizado e calibrado, em
contato com a solugao e vedou-se o sistema, e os valores da concentracao de oxigénio
dissolvido foram acompanhados a cada minuto até a sua estabilizacdo. Este ensaio
permitiu verificar se o tempo de estabilizacdo encontrado no ensaio descrito na secéo
5.5.8.1 se manteria com o uso do sistema biossensor.

Ademais, foram realizados 4 ensaios para a avaliacdo da variacdo dos valores
encontrados pelo transdutor quando esteve em contato com a solugdo de fenol 10ppm
sob as condi¢des citadas acima durante o tempo determinado nesse item e na sec¢ao
5.5.8.1.

5.5.8.3 Estudo da faixa de linearidade do biossensor amperométrico

De posse das melhores condigcbes de posicdo do tecido fungico no sistema
biossensor (posicdo A), o tempo de reacao (6 minutos) e a vazdo de escoamento da
solugédo (40ml/min), objetivou-se determinar a faixa de linearidade do instrumento,
atraveés da construcao da curva de calibracdo ascendente do biossensor para fenol. Os
ensaios foram desenvolvidos conformo descrito na secdo 5.5.8, utilizando cubos

liofilizados de 1cm do tecido fungico diferentes.



87

5.5.8.4 Anédlise da reutilizacdo do biocomponente durante a construcdo da curva

de calibracdo ascendente do sistema biossensor para quantificacdo de fenol

De posse das melhores condigcbes de posicdo do tecido fungico no sistema
biossensor (posicdo A), o tempo de reacao (6 minutos) e a vazdo de escoamento da
solucdo (40ml/min), objetivou-se construir a curva de calibracdo ascendente do
biossensor para fenol, estudando a possibilidade de reutilizagdo do biocomponente,

sendo este aproveitado trés vezes e, observando-se a repetibilidade da curva.

5.5.8.5 Estudo do tempo de estabilidade de resposta do eletrodo de oxigénio no
biossensor para fenol quando colocado em contato com o tecido fangico

liofilizado na forma de p6 na posicéao A

Primeiramente, buscou-se utilizar a quantidade 0,5g do material liofilizado, visto
gue o tecido fangico in natura apresenta aproximadamente 90% de umidade e a
guantidade utilizada nos outros testes € de 5g do biocomponente.

Assim, para o estudo do tempo de resposta do eletrodo de oxigénio quando
colocado em contato com o tecido fungico liofilizado na forma de p6 (0,59 e 1,0g) na
posicdo A, bombeou-se, a temperatura ambiente, uma solucéo padréo de fenol 10ppm,
previamente diluida em tampéo fosfato pH 8,0, pelo sistema com vazdo de escoamento
de 40ml/min. ApGs o enchimento da camara reacional, colocou-se o eletrodo polarizado
e calibrado, em contato com a solugdo, vedando-se o sistema, e o0s valores da
concentracdo de oxigénio dissolvido foram acompanhados a cada minuto até a sua
estabilizacdo. Este ensaio permitiu verificar se o tempo de estabilizacdo encontrado no
ensaio descrito na secdo 5.5.8.2 se manteria, mesmo com a modificagdo da forma do

biocomponente.
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CAPITULO 6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Quantificacdo de umidade dos biocomponentes

A atividade da agua (aw) estd relacionada com a &agua disponivel para
crescimento microbiano e reagcdes que possam deteriorar 0os alimentos, referindo-se a
medicao da concentracdo de solutos em agua e seus efeitos sobre a atividade quimica
da agua. O valor da aw indica o nivel de agua em sua forma livre nos materiais e &
expresso na escala de 0 a 1 aw, onde o valor 0 é dado para materiais livres de 4gua e
1 para a 4gua em sua forma liquida (JOBIM et al., 2007).

Assim, além da temperatura, o teor de agua dos grdos e sementes € um fator
primordial na conservacdo dos mesmos. Quando o teor de agua € baixo (11 a 13%,
base umida), a respiracédo, atividade vital, fica diminuida e o metabolismo reduzido ao
minimo. Assim, a combinacao de baixas temperaturas e baixo teor de 4gua dos gréos é
ideal para a armazenagem de sementes que necessitam da manutencdo da sua
gualidade (RIGUEIRA et al., 2009).

Os ensaios de determinacao do teor de umidade dos feijdes de porco, realizados
em triplicata, mostrou que eles apresentam cerca de 11,4% + 0,17% de teor de 4gua. O
baixo teor de agua explica o longo de tempo de vida util dos feijdes que estdo
armazenados desde 2003 guando foram doados pela empresa Sementes na Terra &
Produtores Associados. Fato que promoveu o0 barateamento do projeto do biossensor,
visto que o material biol6gico possui grande tempo de vida util na forma de graos a
temperatura ambiente.

Ao contrario dos graos, os cogumelos sdo alimentos altamente pereciveis na
natureza e com vida de prateleira que varia de 3 a 5 dias quando armazenados em
temperatura ambiente (MARTINE et al., 2000 apud MOHAPATRA et al., 2008). Isso
ocorre devido ao alto teor de umidade e da alta atividade de enzimas como proteases e
polifenol oxidases (MANZI et al.,, 2004). Analisando o tecido fangico de Agaricus
bisporus in natura, o teor de umidade encontrado foi de 93,5% + 5,7%. A alta

porcentagem de agua sinalizou que o procedimento de liofilizacdo seria necessario
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para aumentar o tempo de estocagem e de conservacao do biocomponente sem que
houvesse apodrecimento. Assim como nesse trabalho, Junqueira (2004) relata que o

cogumelo shiitake fresco apresenta de 85% a 95% de agua.

6.2 Resultados relativos ao tecido vegetal para aplicagdo no biossensor

potenciométrico para uréia

6.2.1 Estudo do tempo de estabilidade de acordo com o método de estocagem do
tecido vegetal na forma de p6 (imobilizado e in natura) usando o método

alcalimétrico

Parametros importantes que devem ser analisados quando se quer desenvolver
um biossensor sdo o tempo de vida util, durabilidade e estabilidade as condi¢cdes de
estocagem do componente biologico de estudo (SALGADO, 2001).

Assim, como descrito na sec¢ao 5.4.3, a medida da atividade da enzima urease
foi baseada no método alcalimétrico descrito por Kistiakowsky & Shaw (1953 apud
COMERLATO, 1995) onde se observa que o pH inicialmente neutro de uma solucdo
ndo tamponada de uréia-urease rapidamente aumenta para pH 9,0 e, entdo,
permanece constante. No entanto, como os resultados de Pinto et al. (2007) mostraram
gue a urease naturalmente presente no pé de feijao possui melhor atividade catalitica
em solucdo tampéao fosfato de sédio pH 6,0, adaptou-se o método, trocando a solucéo
tampao utilizada na metodologia de andlise da atividade ureasica. Ademais, conforme
visto na Figura 21, o perfil da atividade ureésica relativa (%) do p6é imobilizado em tela
de nylon ao longo dos dias de estocagem em geladeira € semelhante quando se usa
ambas as solugdes tampao.

Apesar de Pinto et al. (2007) terem observado que o aumento do valor de pH
promove a reducdo da atividade enzimatica do biocomponente imobilizado, os
resultados mostrados na Figura 21 mostram que esse fenbmeno nao ocorreu no tempo
reacional do ensaio, 5 minutos. Ademais, o aumento do pH da solug&o, causado pela

reacdo enzimatica, também nado foi capaz de inativar a enzima presente no
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biocomponente durante o tempo de ensaio, quando foi utilizada a solugdo tampéao
fosfato pH 6,0. Assim, a partir desses resultados, os ensaios de quantificacdo de

atividade ureasica foram realizados utilizando solu¢édo tampéo fosfato de sédio pH 6,0.
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Figura 21: Variacao da atividade ureasica do p6 de feijao imobilizado em tela de nylon ao longo dos dias
de estocagem em geladeira usando as duas solu¢des tampéao durante o ensaio alcalimétrico.

Inicialmente, como o p6 de Canavalia ensiformis era guardado em geladeira,
guando ndo estava em uso na sua forma imobilizada, nos trabalhos de Pinto et al.
(2007, 2008, 2009), resolveu-se estudar a estabilidade do biocomponente sob
estocagem em geladeira através da andlise alcalimétrica (Figura 22). Como era de se
esperar, a atividade ureasica relativa do biocomponente decaiu ao longo do tempo de
estocagem em geladeira, atingindo o valor de 30% em 22 dias. Devido ao baixo desvio
padrdo das triplicatas dos ensaios, barra de erros invisivel no gréfico, acredita que os
aumentos da atividade relativa observados em 8 e 30 dias de estocagem se devam as
variacdes inerentes ao biocomponente, visto que trata-se de uma mistura de gréos de

feijdo de porco na forma de po.
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Figura 22: Variagdo da atividade ureéasica do p6 de feijdo in natura ao longo dos dias de estocagem em
geladeira usando o ensaio alcalimétrico.

Posteriormente, a fim de escolher o melhor modo de estocagem do p6 de feijao
de porco, decidiu-se por estudar a sua estocagem em outras temperaturas:
temperatura ambiente (24° + 1°C) e congelador (-8°C). Os resultados, média das
triplicatas, dos ensaios das andlises feitas ao longo dos dias estdo mostrados na Figura
23.
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Figura 23: Variagdo da atividade ureéasica do p6 de feijdo in natura ao longo dos dias de estocagem
usando o ensaio alcalimétrico.

Até trigésimo dia de estocagem, observou-se o menor decaimento, cerca de
50%, da atividade ureasica do biocomponente quando este foi armazenado em frasco
hermeticamente fechado e estocado a temperatura ambiente. Entre o trigésimo e o
guadragésimo quinto dia, observou-se um aumento da atividade relativa nas trés
condicBes de estocagem analisadas, voltando a decair até o sexagésimo dia. Assim,
decidiu-se armazenar o p6 do feijdo de porco a temperatura ambiente por, no maximo,
30 dias. Esse resultado ja era esperado devido ao longo de tempo de vida util dos
feijdbes de porco que estdo armazenados desde 2003. No entanto, por estar
descascado e na forma de p6, aumentando, assim, a area em contato com o ambiente
externo, o tempo de vida Gtil € bem menor.

Além do po6 de feijdo de porco in natura, analisou-se o melhor método de
estocagem do biocomponente imobilizado em tela de nylon, enquanto ndo estava em
uso no biossensor. Durante os seus trabalhos, Pinto et al. (2007, 2008, 2009) o
armazenavam em geladeira, imerso em solucdo tampédo fosfato pH 7,0, solucdo
utilizada na imobilizacdo do mesmo. No presente trabalho, analisaram-se quatro
opcOes de armazenamento: geladeira ou congelador e, imerso em solugdo tampéo

fosfato pH 7,0 ou envolto em papel filme. As duas ultimas maneiras foram escolhidas
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visando minimizar o ressecamento do material bioldgico em contato com o ar frio. A

Figura 24 mostra os resultados encontrados ao longo de 14 dias de estocagem.
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Figura 24: Estudo da forma de armazenamento do pé de feijdo imobilizado em tela de nylon usando o
ensaio alcalimétrico para quantificagdo da atividade ureasica.

Frente a analise dos resultados encontrados, percebe-se que a vida util do
biocomponente imobilizado em tela de nylon armazenado, em baixas temperaturas,
entre os dias de uso no biossensor, é baixa, sendo a estocagem em congelador e,
envolto em papel filme de PVC, a mais apropriada. Assim, esta foi a forma de
armazenagem escolhida. A baixa estabilidade também foi relatada por Comerlato
(1995) que observou queda de aproximadamente 80% na atividade da urease
imobilizada em crisotila ao longo de 7 dias de estocagem em geladeira.

Os sitios ativos da enzima s&o geralmente compostos por grupos ativos
ionizaveis, que devem estar na forma idnica apropriada para manter sua conformacao.
Assim, a variacdo do pH contribui para a desativagcdo da enzima, modificando sua
estrutura tridimensional afetando a atividade catalitica. Pinto et al. (2008) e Oliveira

(2008) mostraram que valores de pH acima de 6,0 promove uma reducao da atividade
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uredsica do biocomponente. Esses trabalhos confirmam as maiores quedas na
atividade, nos primeiros oito dias, quando o material foi armazenado em solucéo
tampéo fosfato pH 7,0.

A Figura 25 mostra o perfil da variagdo de atividade ureésica do biocomponente
imobilizado, entre os dias de uso no biossensor, quando foi armazenado segundo o
modo de estocagem escolhido (congelador e envolto em papel filme de PVC). Como
observado anteriormente, o tempo de vida Util é baixa, chegando a 2,4% de atividade
ureasica relativa em 16 dias. No entanto, como esse biocomponente imobilizado foi
utilizado por mais de 2 meses no biossensor, mostrando atividade, isto €, variacdo na
resposta do eletrodo, em mV, com a variacdo da concentracdo do substrato, o método

alcalimétrico se mostrou pouco sensivel para valores baixos de atividade.
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Figura 25: Variagdo da atividade ureasica do pé de feijao imobilizado em tela de nylon, quando nao
estava em uso no biossensor, armazenado em congelador e envolto em papel filme de PVC, usando o
ensaio alcalimétrico.
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6.2.2 Estudo do tempo de estabilidade do tecido vegetal em pé (imobilizado e in
natura) usando quantificacdo de amoénia produzida pelo eletrodo ion-seletivo a

amonio

Como o método alcalimétrico mostrou-se pouco sensivel para baixos valores de
atividade ureasica, visto que indicavam auséncia de atividade da enzima urease,
enquanto o biocomponente ainda estava em uso no biossensor com baixas conversdes
de uréia em amonia, optou-se por analisar o tempo de estocagem do biocomponente
imobilizado em tela de nylon, através da quantificacdo de aménia produzida pela
atividade ureasica do biocomponente. A determinacdo foi realizada pelo transdutor,
eletrodo ion-seletivo, ao longo dos dias de estocagem em congelador, envolto por
papel filme (melhor condicdo de estocagem escolhida). Assim, a unidade de atividade
enzimatica (U) foi estabelecida através da medida da velocidade de reagdo a partir da
guantidade de produto formado (aménia) em uma dada unidade de tempo. Definiu-se
como a quantidade de enzima capaz de produzir 1umol do produto por minuto sob
condicbes adequadas de atuacdo, pH 6,0 e temperatura ambiente, da enzima de
estudo presente no tecido de feijao de porco.

Esperava-se encontrar o mesmo perfil de variacdo da atividade ureasica relativa
ao longo do tempo encontrado utilizando o método alcalimétrico, isto €, diminuicdo da
atividade com o passar do tempo. No entanto, ao contrario do observado nas Figuras
21-25, a atividade ureasica do biocomponente imobilizado aumentou ao longo do
tempo até 44 dias de estocagem, decaindo, posteriormente, de forma acentuada e a
atividade do material biolodgico in natura manteve-se praticamente constante ao longo
de 44 dias nas duas temperaturas de armazenamento — congelador e geladeira (Figura
26). Possivelmente, o material biolégico, consequentemente, a urease, adaptou-se ao
suporte, tornando-se mais estavel, ao longo do tempo de estocagem. Assim como 0
mostrado no presente trabalho, Oliveira (2008), utilizando um biossensor de urease de
soja imobilizada, encontrou um aumento muito elevado (valores acima de 500%) da
resposta relativa até 8 dias de uso, decaindo em seguida, quando utilizou 10ul de

extrato de soja na confecc¢éo do instrumento.
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Figura 26: Estudo do tempo de estocagem do pé de feijao in natura e imobilizado usando o eletrodo ion-
seletivo para quantificacdo da geragdo de amdnia pela reacdo enzimética catalisada pela urease.

6.2.3 Estudo do tempo de estabilidade de resposta do eletrodo ion-seletivo a

aménio em contato com o p6 de feijdo de porco in natura e imobilizado

A Figura 27 mostra os perfis de variacao da resposta do transdutor, ao longo do
tempo, quando o biocomponente, in natura ou imobilizado, foi imerso na solugéo
padrdo de uréia de 10ppm. Observou-se a estabilizacdo da resposta do eletrodo a
partir do tempo de 12 e 15 minutos, utilizando o biocomponente in natura e imobilizado,
respectivamente. A estabilizacdo da resposta do eletrodo frente o material in natura
ocorreu pouco antes do tempo estabelecido para o imobilizado, mostrando pequena
variagdo na atividade catalitica dos materiais bioldgicos. Assim como o ocorrido nesse
trabalho, Janior (1995) também encontrou valores menores para a estabilizacdo da
resposta quando se utilizou o material biolégico in natura. Ele achou valores de 5
minutos e 9-10 minutos para a forma in natura e imobilizada, respectivamente, quando

utilizou como fonte de urease a espécie Canavalia brasiliensis.
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Figura 27: Tempo de estabilizagdo da leitura do eletrodo ion-seletivo quando se colocou o pé de feijdo in
natura e imobilizado em contato com solugdo de uréia 10ppm.

Essa variacdo do tempo de estabilizacdo pode ser decorrente da menor
transferéncia de massa do meio reacional para o sistema imobilizado, pois 0 processo
da imobilizacdo reduz a difusdo do substrato nos intersticios do suporte ou pelo
decréscimo da velocidade das enzimas presentes no tecido vegetal imobilizado devido
as mudancas conformacionais na sua estrutura terciaria ou aos impedimentos estéreos
gue resultam na dificuldade de acesso do substrato ao seu sitio ativo (MATEO et al.,
2000).

6.2.4 Estudo da variacdo da atividade da urease imobilizada em funcédo da sua

reutilizacéo

O estudo de estabilidade operacional do processo de imobilizacdo foi realizado
através do reuso de um mesmo tecido, fonte da enzima, imobilizado em varios ciclos
reacionais consecutivos (ROSATTO et al., 2001). Os resultados do estudo da variacdo
da atividade do biocomponente imobilizado em funcdo de sua reutilizagdo sao

mostrados na Figura 28. A reutilizagdo do tecido vegetal imobilizado ocasionou a
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reducdo de 50% na atividade ureasica detectada através da analise do método

alcalimétrico.
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Figura 28: Andlise da influéncia da reutilizagdo do biocomponente vegetal imobilizado na atividade
uredsica quando o colocou em contato com solugdo de uréia 10ppm através do método alcalimétrico.

A atividade uredsica promove a conversdo de um substrato neutro, uréia, em um
produto basico, amoénia. Kistiakowsky & Shaw (1953 apud CORMELATO, 1995)
observaram que uma soluc¢do, inicialmente, neutra, de uréia-urease, rapidamente tem
seu pH aumentado para 9,0. A partir de entdo, o valor permanece constante, visto que
0s produtos da reacdo formam um sistema tampao.

Pinto et al. (2007) estudaram o melhor valor de pH da solucdo de uréia para a
atuacdo do po6 de feijdo de porco imobilizado em tela de nylon, utilizando solucao
tampéao fosfato de sddio como diluente. Os resultados apontaram o valor 6,0 como o
melhor para atuacdo. Além disso, os perfis reacionais, usando o eletrodo ion-seletivo,
mostram que o aumento do pH da solucdo promove reducéo da atividade ureasica do
material biolégico.

Assim, pode-se dizer que a atividade enzimatica do biocomponente reduziu

devido ao aumento do valor de pH da solucdo que pode ter desativado a enzima. Esse
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comportamento também foi encontrado por Cormelato (1995) analisando urease
imobilizada em crisotila e por Oliveira (2008) durante o seu trabalho de
desenvolvimento de um biossensor potenciométrico a base de soja, onde concluiu que
a enzima urease necessita de um longo tempo de permanéncia no pH de andlise, antes

de uma nova leitura, a fim de ser reativada, restabelecendo a linha base da medida.

6.2.5 Funcionamento do biossensor potenciométrico para quantificacdo de uréia

Segundo Oliveira-Neto & Yamanaka (1988 apud FATIBELLO-FILHO &
CAPELATO, 1992), apesar de haver excelentes monografias na literatura sobre
biossensores amperométricos e potenciométricos na década de 80, no Brasil, apenas
uma tinha sido publicada. Assim, observa-se que se trata de uma area de estudo
recente no pais. Os trabalhos brasileiros, na década de 90 e nos primeiros anos do
século XXI, na area de biossensores, indicavam uma busca por fontes naturais rica em
enzimas (FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2002), além de métodos de imobilizacdo das
mesmas ou do extrato bruto. Atualmente, as publicacdes internacionais nessa area
indicam uma tendéncia no desenvolvimento de inovac¢des tecnologicas nas areas
elétrica, eletrbnica, engenharia quimica e biotecnologia, buscando novos compostos
para a construcao de transdutores e suportes, a fim de aumentar a confiabilidade dos
biossensores e conseguir a sua miniaturizacao e aplicagcdo em amostras reais, focando
na sua comercializacdo. No Brasil, observa-se que essa tendéncia é iniciante, no
entanto, crescente ao longo dos anos, sendo observado pelo aumento e contetdo dos

trabalhos publicados.

6.2.5.1 Estudo do tempo reacional do biocomponente no sistema biossensor

O tempo de resposta de um instrumento € uma caracteristica dinamica, podendo
ser definido como o tempo que a leitura do mesmo leva para ir de um valor inicial a um
valor final de equilibrio. Geralmente, o0s instrumentos comerciais tém esta variavel

como um parametro especificado (MELO, 2008). Vale ressaltar que, quando se tratam
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de biossensores, o tempo de resposta geralmente é maior que o de outros
instrumentos, devido a necessidade de um tempo de contato entre o analito de
interesse e 0 biocomponente.

O estudo do tempo reacional do biocomponente no sistema biossensor se iniciou
utilizando o tempo jé estabelecido por Pinto et al. (2009), isto é, 2 minutos. No entanto,
provavelmente, por se tratar de um novo eletrodo ion-seletivo, ndo se observou uma
boa relacdo entre a faixa de analito de estudo e a resposta, em mV, do transdutor, além
da baixa repetibilidade dos valores de saida do transdutor (desvio padrédo relativo,
DPR, de, aproximadamente, 10,7%) para o0 mesmo valor do analito de estudo (20ppm

de uréia) (Figura 29).
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Figura 29: Valores de saida do transdutor, em mV, para o0 mesmo valor de analito (20 ppm de uréia) e
material bioldgico, usando dois tempos reacionais: 2 e 5 minutos.

Assim, realizou-se um ensaio de estabilizacdo da resposta do eletrodo, ao longo
do tempo, frente a reagdo enzimética promovida pelo biocomponente imobilizado no
biossensor potenciométrico em contato com 10ppm de uréia. O resultado é mostrado
na Figura 30, onde se percebeu que, a partir de 5 minutos, ocorreu a estabilizacédo da
resposta do eletrodo.

Assim, posteriormente, analisou-se a repetibilidade da resposta do mesmo, com

o tempo reacional de 5 minutos, frente a uma concentracao fixa (20ppm) do analito
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(Figura 29). Com a melhor repetibilidade dos resultados com o tempo reacional
escolhido, de 5 minutos, apresentando um DPR de, aproximadamente, 8,3%, passou
entdo a ser adotado como o tempo a ser utilizado no desenvolvimento do biossensor

potenciométrico.
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Figura 30: Variacao da resposta do eletrodo ao longo do tempo quando inserido em uma solu¢éo do
analito (10 ppm de uréia) em contato com o material biol6gico de estudo no biossensor.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho, foi necessaria a troca do
eletrodo ion-seletivo por outro, de mesma marca, visto que a assisténcia técnica do
fabricante ndo conseguiu reparar o problema. Assim, com a modificacdo do eletrodo
jon-seletivo a aménio, decidiu-se realizar outro ensaio de estabilizacdo da resposta do
eletrodo frente a reagdo promovida pelo biocomponente imobilizado no biossensor
potenciométrico em contato com o substrato (10ppm de uréia). O resultado € mostrado
na Figura 31, confirmando a precisdo das respostas com o tempo reacional de 15

minutos na Figura 32.
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Figura 31: Tempo de estabilizagdo da leitura do novo eletrodo ion-seletivo quando se colocou o p6 de
feijdo imobilizado em contato com solug&o de uréia 10ppm no biossensor.

A Figura 32 mostra a repetibilidade das respostas do eletrodo ion-seletivo, no
biossensor, quando foi inserido em uma solu¢do de 10ppm de uréia, usando o tempo
reacional escolhido de 15 minutos. Os resultados mostram que houve um DPR de,
aproximadamente, 3,2%.

Segundo o documento do INMETRO (PEREIRA et al., 2007), a precisdo é um
termo utilizado para avaliar a dispersdo de resultados de ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdo, em condi¢cées
definidas. Portanto, o DPR se mostra mais Gtil como critério de comparacéo, pois &
normalizado com base na concentracdo e, desse modo, é praticamente constante ao
longo da faixa de interesse, contanto que nao seja muito ampla. Baseando-se nisso, o
presente trabalho também o utilizou como paréametro de comparagcdo e tomada de
deciséo para a escolha do melhor tempo de resposta do eletrodo. Além disso, outros
trabalhos encontraram DPR da mesma ordem de grandeza aqui encontrado, como € o
caso do trabalho de Junior (1995).
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Figura 32: Valores de output do transdutor, em mV, para 0 mesmo valor de analito e material biol6gico
utilizado, usando o tempo reacional determinado (15 minutos).

Os tempos encontrados para a resposta do biossensor potenciométrico, 5 e 15
minutos, estdo de acordo com os dados da literatura que estdo na faixa dos minutos
guando se utiliza um transdutor comercial (PANPAE et al., 2006; KUMAR et al., 2009).
Os trabalhos que desenvolvem o proprio transdutor para a aplicagdo no
desenvolvimento de biossensores, o tempo, geralmente, fica na ordem de segundos
(TRIVEDI et al., 2009; CHIRIZZI & MALITESTA, 2011). Isso se deve ao fato dos
transdutores serem desenvolvidos especificamente para o analito de interesse na
construcdo do biossensor, sendo, portanto, otimizado para as condicbes do meio
reacional (temperatura, pH, forca i6nica) e material biolégico empregado. Assim,
apesar de novas técnicas eletroquimicas terem sido desenvolvidas, por exemplo,
ISFET, os estudos na direcao das funcdes resposta-seletividade para os eletrodos ion-
seletivo, podem ser um novo caminho para a potenciometria, revitalizando esta
metodologia (FERNANDES et al., 2001)
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6.2.5.2 Estudo da faixa de linearidade do instrumento

As curvas de calibragdo foram tracadas usando um conjunto de pontos
experimentais obtidos observando o sinal de saida, mV, do primeiro eletrodo ion-
seletivo a amonio para um determinado valor do sinal de entrada (faixa de
concentracdo de uréia: 1 a 50ppm). Os resultados que visaram buscar a faixa de
linearidade do biossensor sdo mostrados nas Figuras 33a e 33b, onde a primeira € a
exposicdo dos resultados comparando a faixa de uréia e a de aménia gerada apdés o
tempo reacional e a segunda é ilustracdo da comparacdo da faixa do analito e da
resposta do eletrodo em mV. A analise dos dados com o software STATISTICA Trial
Version (StatSoft, Inc. 1984-2011) mostrou uma relacdo significativa (a=95%) entre os
dados de input e output do transdutor na faixa de estudo, com os R? acima de 0,93 em

todas as quatro curvas na faixa de 1 a 20ppm de uréia.
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Figura 33a: Estudo da linearidade do instrumento montado, usando o biocomponente imobilizado em
tela de nylon, relacionando a concentracdo do substrato e do produto formado. Cada curva representa
um “conjunto” de biocomponente imobilizado em tela de nylon diferente.
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Figura 33b: Estudo da linearidade do instrumento montado, usando o biocomponente imobilizado em
tela de nylon, relacionando o logaritmo natural do substrato e a resposta, em mV, do transdutor. Cada
curva representa um “conjunto” de biocomponente imobilizado em tela de nylon diferente.

A maioria dos trabalhos que visa desenvolver um biossensor para uréia
presentes na literatura apresenta seu foco na area médica e de analises clinicas, visto
gue a anadlise da uréia em fluidos biolégicos € um importante parametro no diagndstico
de doencas renais. Assim, a faixa linear da concentracdo de uréia dos instrumentos
montados situa-se torno de 10° a 10™M. Em relacdo & aplicacdo ambiental dos
biossensores a base de urease, curiosamente, tem sido na deteccdo de metais
pesados em corpos hidricos através do processo de inibicdo enzimatica da urease
(SINGH et al., 2008; DHAWAN et al., 2009).

Como o foco do presente trabalho € o monitoramento e controle ambiental, a
escolha da faixa baseou-se na Resolugdo Conama n° 357/05 que cita 0S compostos
nitrogenados na ordem de alguns ppm e, em relacdo ao lancamento de efluentes,
estabelece 20ppm como valor maximo de lancamento de amoénia. Assim, a faixa de
linearidade do instrumento em desenvolvimento é condizente com 0 seu objetivo

principal é que é ser aplicado na area ambiental.
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6.2.5.3 Estudo do tempo de vida atil do instrumento para andlise de uréia

O estudo do tempo de vida util do biossensor foi realizado através da elaboracao
de curvas ascendentes do instrumento, ao longo dos dias, onde o biocomponente
imobilizado, em uso, foi armazenado da forma escolhida mostrada na sec¢éo 6.2.1. Os
dados, quando se utilizou o primeiro transdutor e o tempo reacional de 5 minutos, sdo
mostrados nas Figuras 34a e 34b.

Posteriormente, com a aquisicdo de um novo eletrodo ion-seletivo a amonio, 0s
ensaios mostraram que o tempo reacional deveria ser de 15 minutos e as curvas de

calibracéo realizadas ao longo dos dias sdo mostradas nas Figuras 35a e 35b.
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Figura 34a: Curvas de calibracdo ascendentes do sistema biossensor de uréia realizadas ao longo do
tempo de estocagem do biocomponente imobilizado em geladeira visando o estudo de vida util do
instrumento, levando em considera¢éo o produto formado (aménia).
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Figura 34b: Curvas de calibragdo ascendentes do sistema biossensor de uréia realizadas ao longo do
tempo de estocagem do biocomponente imobilizado em geladeira visando o estudo de vida Util do
instrumento, levando em consideragéo a resposta do transdutor.
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Figura 35a: Curvas calibragdo ascendentes do sistema biossensor de uréia realizadas ao longo do
tempo de estocagem do biocomponente imobilizado em geladeira, levando em consideracéo o produto
formado (aménia).
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Figura 35b: Curvas calibracdo ascendentes do sistema biossensor de uréia realizadas ao longo do
tempo de estocagem do biocomponente imobilizado em geladeira, levando-se em consideracdo a
resposta do transdutor.

A analise dos dados com o software STATISTICA Trial Version (StatSoft, Inc.
1984-2011) dos resultados mostrados nas Figuras 34b e 35b mostrou uma relacao
linear significativa (0=95%) entre os dados, em mV, do transdutor e faixa do analito,
com os R? acima de 0,93 em todas as curvas. Assim, concluiu-se que existe relacdo
linear entre a resposta do eletrodo, em mV, e a concentracdo de uréia. Além disso, o
tempo de vida util do instrumento foi de, aproximadamente, 70 dias. O resultado esta
de acordo com a literatura onde sdo encontrados valores que variam de algumas
semanas a meses (SINGH et al., 2008; DHAWAN et al., 2009).

Ademais, com ambos os eletrodos também foram elaboradas curvas
descendentes da faixa de concentracdo onde se observou linearidade do instrumento,
1 a 20ppm de uréia. As Figuras 36 e 37 sao referentes aos resultados encontrados com

o primeiro e segundo eletrodos utilizados, respectivamente.
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Figura 36: Curvas descendentes construidas ao longo dos dias de estocagem do material biolégico em
geladeira, usando o primeiro transdutor adquirido.
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Figura 37: Comparacao entre as curvas ascendente e descendente construidas com o biossensor
potenciométrico, usando o segundo transdutor adquirido.

A Figura 36 mostra que as curvas descendentes construidas ndo indicam a
mesma relagdo de linearidade entre o valor, em mV, do transdutor e a faixa de
concentracéo de estudo do analito encontrada na construcdo das curvas ascendentes.

Ja na Figura 37 a diferenca mostrada entre as curvas ascendente e descendente
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construidas com o segundo eletrodo ion-seletivo ndo é significativa (a=95%) segundo
analise com o software STATISTICA Trial Version (StatSoft, Inc. 1984-2011). A
discrepancia mostrada na Figura 36 pode ser explicada por varios fatores, dentre eles:
desativacdo do material bioldégico por conta do aumento do valor de pH da solucdo
provocado pela reacdo enzimatica de hidrdlise da uréia, com aumento da concentracao
de solucdo amostra, e/ou histerese do transdutor. Além disso, a interferéncia de
diversos ions e compostos no eletrodo ion-seletivo também foi constatada por outros
autores que desenvolveram seus transdutores para aplicagdo em um biossensor
eletroquimico, como é o caso do trabalho de Junior (1995). Além disso, Fernandes et
al. (2001) relatam que, inicialmente, a comunidade cientifica considerou que o0s
eletrodos potenciométricos eram especificos, mas com o passar do tempo,
descobriram que a especificidade dos sensores nédo era tdo grande como se pensava e
o termo seletivo foi consagrado, em substituicdo ao especifico. Em potenciometria, &
bem conhecido o estudo de interferentes, através da determinacdo dos coeficientes de
seletividade potenciométricos pelos métodos da interferéncia fixa ou das solucbes
separadas.

O estudo da histerese € importante para avaliar o retorno das propriedades do
biossensor em relacdo a sua linha base com a repeticdo das analises. Essa
caracteristica do eletrodo ion-seletivo a aménio pode ser observada aumentando a
resposta em funcdo do crescimento da concentracdo de uréia (curva ascendente) e,
posteriormente, com a diminuicdo desta (curva descendente). Assim, os resultados
mostrados na Figura 37 indicam uma histerese, pois as respostas no sentido crescente
da concentracdo sdo maiores do que as encontradas no sentido da diminuicdo da
concentracdo do analito. No entanto, o efeito desse fendmeno néo provocou variacéao

significativa, utilizando o nivel de significancia de 95%.

6.2.5.4 Estudo da repetibilidade do instrumento para analise de uréia

A repetibilidade do biossensor potenciométrico para analise de uréia foi

investigada através do desenvolvimento das curvas de calibragcdo ascendentes na faixa
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de 1 a 20ppm de uréia. A Figura 38 mostra os resultados referentes a utilizacdo do
primeiro transdutor e a Figura 39 mostra os resultados com o uso do segundo eletrodo
ion-seletivo. Assim como observado na secdo anterior, as curvas encontradas nos
ensaios referentes ao presente item, também mostraram a presenca de histerese dos
eletrodos ion seletivos utilizados. No entanto, a repetibilidade do biossensor é
satisfatdria, visto que a diferenca mostrada entre as curvas construidas nas Figuras 38
e 39 nao é significativa (0=95%) segundo anélise com o software STATISTICA Trial
Version (StatSoft, Inc. 1984-2011).
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Figura 38: Curvas de calibragdo visando o estudo da repetibilidade da curva de calibracdo do
instrumento em desenvolvimento, utilizando o primeiro transdutor. A curva 1 representa a primeira curva
de calibracdo elaborada e a curva 2, a repeticdo da curva 1.
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Figura 39: Curvas de calibracdo visando o estudo da repetibilidade da curva de calibragédo do biossensor
potenciométrico, usando o segundo transdutor. A curva 1 representa a primeira curva de calibracdo
elaborada e a curva 2, a repeti¢céo da curva 1.

6.2.5.5 Andlise de perda de biocomponente imobilizado pela lavagem do sistema

biossensor

A fim de analisar a possivel perda do material biolégico imobilizado decorrente
da lavagem do sistema biossensor com agua destilada entre as analises, foi realizada a
guantificacdo de trés aliquotas retiradas ao longo de 2 horas de lavagem conforme
descrito na secdo 5.4.9.4. Os resultados ndo mostraram valores significativos de
proteina na solucdo de lavagem através do método de Lowry, mostrando ndo haver
arraste do biocomponente imobilizado na tela de nylon. Desse modo, conclui-se que a
vazao de escoamento da solucdo padrdo de uréia para analise e da agua destilada
para a limpeza do sistema é adequada para 0 uso no projeto de biossensor

potenciométrico.
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6.2.5.6 Utilizac&o do biossensor potenciométrico em amostra real

A Tabela 7 mostra os resultados encontrados quando se aplicou o biossensor
potenciométrico para uréia em uma amostra real de vinhoto doada pelo Laboratério de
Tecnologia Ambiental da Escola de Quimica/lUFRJ. Decidiu-se adicionar uma
concentracdo do analito que estivesse dentro da faixa de linearidade do instrumento
construido, a fim de estudar o seu funcionamento. Além disso, por se tratar de uma
matriz complexa, optou-se por dilui-lo 1000x, a fim de reduzir as concentracbes dos

diversos interferentes ao biocomponente, como fendis.

Tabela 7: Resultados da aplica¢@o do biossensor potenciométrico de uréia em uma amostra real.

Tempo de ~ Variacdo das
Equacéo da ~
armazenagem Amostra Amostra real concentragoes
Reta (curva de o :
da amostra . ~ real (sem (com adicédo de estimadas pela
. calibracédo do L »
em geladeira . adicdo) 10ppm de uréia) curva de
: biossensor) . ~
(dias) calibracéo
7 y=-6,411x + 8,00ppm 10,93ppm 2,93ppm
105,33
y =-4,6277x + 8,87ppm 13,66ppm 4,79ppm
20 97,1
23 y =-8,3291x +  15,48ppm 25,03ppm 9,55ppm
152,82

A observacao dos resultados das andlises realizadas da amostra real estocada
ao longo de 23 dias, em geladeira, retrata um aumento do valor lido da concentracéo
de uréia adicionada, indicando que algum(ns) componente(s) presente(s) na amostra
real, que poderiam estar inibindo a urease presente no biocomponente imobilizado do
sistema, estava(m) sofrendo processo de degradacao ao longo dos dias de estocagem
e 0s compostos gerados respondendo positivamente ao transdutor. A andlise dos
dados presentes na Tabela 7 mostra que o biossensor foi capaz de responder,
gualitativamente, ao incremento de uréia (10ppm) na amostra real em todas as analises
realizadas. Assim, 0 biossensor se mostrou promissor na aplicagdo ambiental, porém

s80 necessarios mais ensaios para sua aplicacdo em demais amostras reais.



114

A aplicacdo dos biossensores em amostras reais, principalmente na area
ambiental, ainda é um desafio, sendo pouco observada na literatura, em comparacao
com outras areas de estudo, encontrando apenas estudos com solu¢gBes padrdo. As
matrizes a serem analisada apresentam alta complexidade o que promove a
interferéncia nas analises através, por exemplos, morte e/ou inibicdo do componente

biologico presente no biossensor.

6.3 Resultados relativos ao tecido fungico para aplicacdo no biossensor

amperométrico para fenol

6.3.1 Extracdo enzimatica e atividade tirosinasica do tecido fungico

A extracao da enzima tirosinase do tecido fungico de Agaricus bisporus seguiu o
protocolo desenvolvido por Kameda (2003). Além do sobrenadante inicial, o primeiro
extrato enzimatico, foi realizada uma segunda etapa de extracdo da enzima ainda
contida na pasta obtida. Os resultados das atividades enzimaticas dos primeiro e
segundo extratos dos lotes de cogumelos utilizados variaram de, aproximadamente,
611U.mlI* a 1810U.mI™". Essa grande variacdo entre lotes de cogumelos também foi
observada por Trejo-Hernandez et al. (2001) quando analisou a utilizacdo de residuos
do cultivo de Agaricus bisporus como fonte da enzima lacase para oxidacdo de
compostos fendlicos, encontrando valores de atividade enzimatica variando de 120 a
1000 U.ml™,

A tirosinase proveniente de tecido fungico, como € o caso de Agaricus bisporus,
encontra-se no citoplasma (VAN GELDER et al., 1997). Portanto, a presenca de maior
atividade no segundo extrato enzimético em relagdo ao primeiro pode ser devido ao
maior rompimento celular durante o processo de re-extracdo, facilitando a difusdo da
enzima do interior celular para o meio aquoso (extrato). Além disso, Ingebrigtsen et al.
(1989) relataram que um fator que influencia a atividade da tirosinase no extrato é o
grau de maturacdo dos cogumelos. Portanto, provavelmente, os cogumelos estavam

em grau de maturagao distinto.
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Assim, a fim de minimizar as variagdes, decorrentes da atividade enzimatica do
biocomponente, na realizacdo dos ensaios no desenvolvimento do biossensor
amperomeétrico, optou-se por utilizar sempre o mesmo lote de cogumelos em cada

parametro analisado.

6.3.2 Estudo do tempo de estabilidade do tecido fungico liofilizado e tecido in

natura embalado a vacuo

O tempo e 0 modo de estocagem do tecido fungico cortado em cubos de 1cm de
lado foram investigados através do percentual de remocéo de fenol ao longo de 1 hora
de reacdo. Os cogumelos integros e frescos, quando guardados em geladeira na
embalagem em que foram comprados, duraram, no maximo, 5 dias, apresentando, em
seguida, mau cheiro e aspecto desagradavel. Assim, decidiu-se confinar o
biocomponente, cortado em cubos, em embalagem apropriada, de poli nylon, a vacuo.
O material armazenado durou 12 dias, visto que, apos esse tempo, apesar de ainda
possuirem atividade tirosinasica, ndo se apresentaram em condicbes de manuseio
adequadas. A Figura 40 mostra o perfil de remocao de fenol pelo material biolégico por

1 hora ao longo dos dias de estocagem em geladeira.



116

50
. 3
40 - *
—_ L
§
2 30 -
Q
q_,
©
o)
T |
g - 9
T} A N
o
A
10 - & -
¢ 1dia 5dias A 12dias
0 T T T T
0 15 30 45 60 75

Tempo de reagdo (minutos)

Figura 40: Remocéo de fenol ao longo de 60 minutos de reagdo com os cogumelos in natura embalados
a vacuo e estocados em geladeira.

Devido ao baixo tempo de estocagem do material biolégico, por se tratar de um
material altamente perecivel, investigou-se a possibilidade da utilizacdo do material
biologico liofilizado. Para isso, analisou-se a influéncia da utilizacdo do procedimento
de liofilizacao no percentual de remocéo de fenol, comparando os perfis mostrados na

Figura 41.
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Figura 41: Comparacéo entre o percentual de remocao de fenol ao longo de 60 minutos de reacéo entre
os cogumelos in natura embalados a vacuo e os liofilizados estocados em geladeira apds 12 dias de
adquiridos.

Pela andlise das curvas da Figura 41, observa-se que ndo houve variacao
significativa entre os percentuais de remocéo de fenol ao longo dos 60 minutos
utilizando o biocomponente nas duas maneiras de preparo. Ademais, estudou-se a
influéncia da liofilizacdo no tempo de estocagem do material biolégico em geladeira ao
longo dos dias, os resultados sdo mostrados na Figura 42. Assim, ap0s a analise de
ambos os resultados, optou-se por se utilizar o material fangico liofilizado nas analises
posteriores e aplicacdo no biossensor amperométrico, visto que apresentou maior
tempo de estocagem e, ndo mostrou diferenca significativa na remocao de fenol em

relacdo ao material in natura embalado a vacuo.
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Figura 42: Ensaios preliminares do tempo de estocagem do tecido fungico liofilizado em geladeira
através da andlise de remocéo de fenol ao longo de 60 minutos de reacao.

Posteriormente, com outro lote de cogumelos, utilizado nos ensaios de escolha
dos melhores parametros do biossensor, foram realizados estudos do percentual de
remocdo em 60 minutos ao longo de 72 dias de estocagem do material liofilizado. Os
resultados do tempo de vida util do tecido fangico liofilizado cortado em cubos de 1cm
de lado através do seu percentual de remocédo de fenol apés 1 hora de ensaio sédo
exibidos na Figura 43.

Os resultados mostram que, a remocdo de fenol no tempo zero, usando 0s
cubos de 1cm de lado de tecido fangico in natura, mostraram um teor de remocéo de
45,2% em 1 hora de reacao. Ao longo 73 dias de estocagem em geladeira, houve uma
gueda acentuada no teor de remocao de fenol pelo biocomponente chegando ao valor
de 3% no tempo final. Assim, optou-se por utilizar o material estocado até o periodo
maximo de 23 dias.
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Figura 43: Ensaio do tempo de estocagem do tecido fungico liofilizado em geladeira analisando a
remocéao de fenol ao final de 60 minutos de reagéo.

Posteriormente, a fim de escolher o melhor modo de estocagem do material
liofilizado, o estudo de tempo de vida atil do material liofilizado foi estendido para outros
modos de estocagem além da geladeira — congelador e temperatura ambiente. A
Figura 44 mostra os resultados desse estudo, onde, conclui-se que a armazenagem em
congelador foi o melhor método de estocagem, além de ratificar os baixos valores de
remocao de fenol ao final de, aproximadamente, 2 meses, mostrados na Figura 43.

Esse comportamento de subidas e descidas visualizado na Figura 44 também foi
observado no trabalho de Polesel et al. (2010) analisando o tempo de armazenamento
da polpa e casca de berinjela (Solanum melongena L.) utilizados como fonte de

catecolase.
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Figura 44: Estudo de melhor forma de estocagem (geladeira, congelador, temperatura ambiente -
dissecador) dos cogumelos liofilizados usando como comparacao o percentual de remoc¢éo de fenol ao
final de 60 minutos de reacao.

6.3.3 Funcionamento do biossensor amperométrico para quantificacao de fenol

6.3.3.1 Estudo das melhores condi¢cfes para a construcéo da curva de calibracéo

do biossensor amperométrico para determinacéo de fenol

Analisando todas as seis possibilidades de combinac¢do usando duas posi¢cdes
do biocomponente no sistema biossensor e trés vazdes de escoamento da solucéao de
fenol (ml/min), apenas a configuracdo composta pela posicdo A e vazdo de
escoamento de 40ml/min (Figura 45) mostrou relacdo entre o aumento da variacédo de
oxigénio dissolvido (mg/l) com o aumento da concentracdo de fenol (ppm) da solucéo
padrédo. Ademais, os melhores resultados foram encontrados quando o tempo de
reacdo foi contabilizado ap0s o enchimento completo da céamara reacional do

biossensor. Assim como foi observado em Silva (2009), existe uma tendéncia de
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aumento linear da variacdo de oxigénio com o aumento da concentracdo de fenol da

solucéo padréao de analise a partir da concentracdo de 4ppm de fenol.
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Figura 45: Relacdo entre a variacdo da concentracédo de fenol (ppm) e a variagcdo de oxigénio dissolvido
(mg/l) usando 5 minutos como tempo reacional do biocomponente na posi¢édo A do biossensor e vazéo
de escoamento da solucdo padréo de fenol de 40mi/min.

Posteriormente, outros ensaios foram realizados, buscando estudar a
repetibilidade e reprodutibilidade da curva mostrada na Figura 45, a fim de estabelecer
a faixa de linearidade do biossensor. No entanto, ndo se observou a repetibilidade dos
dados usando tecido fangico liofilizado de 1,0cm de lado sob as condigbes escolhidas.

O problema de baixa reprodutibilidade das -caracteristicas analiticas dos
biossensores que utilizam tecido fungico e vegetal é relatado na literatura por Fatibello-
Filho & Vieira (2002), se agravando quando se tratam de polifenol oxidases devido a
formacédo das quinonas que promovem diminuicdo na sensibilidade do sistema. Além
disso, Rosatto et al. (2001) mostram que biossensores que utilizam eletrodo do
oxigénio do tipo Clark apresentam a desvantagem de terem sua resposta influenciada
por flutuagbes na concentracdo de oxigénio dissolvido resultantes de variacdes de pH,

temperatura, forga idnica ou pressao parcial. Portanto, percebe-se que desenvolver um
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instrumento que utilize tecido fungico e eletrodo de oxigénio como transdutor é uma
tarefa dificil por estar suscetivel a grande influéncia externa e dos proprios compostos
inerentes ao biocomponente.

Assim, como ndo se conseguiu repetibilidade da curva mostrada na Figura 45,
estudou-se a estabilizacdo da resposta do oxigénio dissolvido ao longo do tempo
guando foi carreada uma solucdo de fenol 10ppm pelo biossensor nas seis
possibilidades de estudo (trés vazOes de escoamento da solucdo padrao de fenol e
duas posicoes do biocomponente no sistema). Os resultados dos ensaios sé&o
mostrados nas Figuras 46 e 47.

Os melhores resultados foram encontrados quando o tecido fungico foi colocado
na posicado A na camara reacional, possivelmente devido & proximidade do transdutor
com o biocomponente e, portanto, com a variagéo de oxigénio dissolvido decorrente da
reacdo enzimatica da tirosina. Dentre esses resultados, observou-se boa variacdo, em
um menor espaco de tempo, usando a vazao de escoamento da solucdo padréo de
40ml/min. A estabilizacdo ocorreu, nessas condi¢des, no sexto minuto de reacéo.
Assim, 0s ensaios seguintes foram feitos com os 3 parametros definidos (6 minutos de
reacdo, 40ml/min e posicdo A), buscando uma relacdo entre a variacdo de oxigénio

dissolvido e as concentracdes de fenol (1 a 50ppm).
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biocomponente na posicdo A em contato com solugéo de fenol 10ppm no biossensor usando as trés
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Figura 47: Tempo de estabilizac&o da leitura do eletrodo de oxigénio quando se colocou o

vazodes de escoamento estudadas.
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biocomponente na posi¢éo B em contato com solugdo de fenol 10ppm no biossensor usando as trés

vazdes de escoamento da solucao analisadas.
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Os resultados referentes a analise da repetibilidade da resposta do eletrodo,
variacdo de oxigénio dissolvido (mg/l), frente a uma concentracédo fixa de substrato,
10ppm de fenol, no biossensor sdo mostrados na Figura 48, utilizando trés tempos
reacionais. O tempo reacional de 6 minutos se mostrou o mais adequado a ser utilizado
na configuracdo escolhida do biossensor amperométrico para fenol, visto que
apresenta 0 menor desvio padrdo entre as leituras, +0,54mg/l. No entanto, vale
ressaltar que o DPR encontrado, apesar de ter sido o menor entre os trés tempos, €
extremamente elevado (47,83%). Possivelmente, essa grande variacdo é decorrente do
biocomponente e seu grau de maturacao que tem sido observado desde o trabalho de
Mestrado (SILVA, 2009).
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Figura 48: Repetibilidade da resposta do eletrodo, variacdo de oxigénio dissolvido (mg/ml), frente a
concentracdo de 10ppm de fenol, no biossensor, utilizando trés tempos reacionais: 5, 6 e 10 minutos.

O valor de tempo reacional determinado nesse trabalho é condizente com os
demais trabalhos da literatura que utilizaram material vegetal ou fungico in natura no
desenvolvimento de biossensores. Uchiyama et al. (1988 apud FATIBELLO-FILHO &
VIEIRA, 2002) utilizaram tecido de folhas de espinafre (Spinacea oleracea) picadas e
suportadas por uma membrana de dialise no desenvolvimento de biossensor para

catecol, apresentando um tempo de resposta de 5-10 minutos. Timur et al. (2004) e
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Abdullah et al. (2006), desenvolvendo seus respectivos biossensores para deteccao de
compostos fendlicos, encontraram o tempo de resposta de 5 minutos. Usando o
mesmo transdutor do trabalho, Tomita et al. (2005) desenvolveram um biossensor
amperomeétrico para &cido ascorbico, onde o melhor tempo de resposta foi de 60
segundos e o tempo de estabilizacdo também foi de 60 segundos e, Campanella et al.
(1993), usando 3mg de tirosinase colocados sob o transdutor, obtiveram um tempo de
resposta de 2 minutos.

Os resultados da construcao das curvas de calibracdo sdo mostrados na Figura
49. Essas foram tracadas usando um conjunto de pontos experimentais obtidos
observando a variacdo do sinal de saida do eletrodo de oxigénio, em mg/l, para um
determinado valor do sinal de entrada (faixa de concentragdo fendlica de 1 a 50ppm). A
analise dos dados com o software STATISTICA Trial Version (StatSoft, Inc. 1984-2011)
mostrou uma relagao significativa (a=95%) entre os dados, com os R? acima de 0,93,
em todas as trés curvas na faixa de 5 a 25ppm de fenol, indicando que ha uma relacéo
direta entre o input (concentracdo de fenol) e output (variacdo do sinal do eletrodo de
0Xigénio).

Os trabalhos na literatura sobre biossensores que utilizam a tirosinase comercial
imobilizada em diversas matrizes encontram a sua faixa linear na faixa de 10° a 10“M
para diversos compostos fendlicos (KOCHANA et al., 2008a; ADAMSKI et al., 2010). O
presente trabalho se encontra nessa faixa de concentracdo, mas, em relacdo a
legislacdo brasileira, CONAMA 357/05, a faixa linear esta acima do valor maximo aceito

para descarte de efluentes que é de 0,5ppm.
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Figura 49: Curvas de calibracdo ascendentes do biossensor amperométrico utilizando as condigBes
escolhidas (6 minutos de reagdo, vazdo de 40ml/min e posicao A do biocomponente na camara
reacional). Cada curva foi realizada com 5¢g de cogumelos liofilizados diferentes.

Apesar de ser observada uma linearidade em uma faixa de fenol, como
mostrado na Figura 49, essa relacdo linear mostrada na referente figura ndo foi
observada em todas as tentativas de construcdo da curva de calibracdo, mostrando
gue o biossensor na presente configuracdo apresenta baixa repetibilidade. Assim,
buscou-se uma nova opcao através do estudo da utilizacdo do material liofilizado na
forma de po.

A repetibilidade do biossensor de TOPCU et al. (2004) foi testada através da
repeticdo do experimento por oito vezes, encontrando o valor baixissimo de + 0,002mM
como desvio padrédo. AKYILMAZ & DINCKAYA (2000) estudaram a repetibilidade do
instrumento através da execucdo de dez repeticdes, encontrando um valor de desvio
padréo de £ 0,23mM.
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6.3.3.2 Andlise da reutilizacdo do biocomponente na construcdo da curva de

calibracéo ascendente do sistema biossensor para quantificacdo de fenol

Os resultados dos ensaios que visaram estudar a reutilizagdo do biocomponente
na construgéo da curva de calibracdo do biossensor sdo mostrados na Figura 50. Além
de se observar a ndo possibilidade de reuso do material bioldgico liofilizado, percebe-
se que nao ha linearidade das curvas na faixa mostrada na Figura 49.

Assim, devido a ndo possibilidade de reuso, o tempo de vida utl do
biocomponente em uso no biossensor néo foi estudado. O tecido fungico liofilizado foi
descartado ao final do ensaio, tratando-se, portanto, de um material descartavel. Na
literatura, os poucos trabalhos que utilizam o material biol6gico in natura, faz seu uso
na forma de extrato bruto imobilizado, apresentando tempo de vida Gtil de até 1 més
(SEZGINTURK et al., 2005; MARIN-ZAMORA et al., 2006).
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Figura 50: Ensaios visando o estudo da repetibilidade na construcdo da curva ascendente do biossensor
amperomeétrico utilizando o mesmo biocomponente sob as condi¢cfes escolhidas (6 minutos de reacgéo,
vazao de 40ml/min e posicdo A do biocomponente na camara reacional).



128

6.3.3.3 Estudo do tempo de reacdo para a construcao da curva de calibracdo do
biossensor para fenol usando o p6 de tecido fungico liofilizado na posicao A do

sistema

Por ndo encontrar uma curva de calibracdo reprodutivel usando a configuracao
do biossensor escolhida na secao 6.3.3.1, o cogumelo liofilizado cortado na forma de
cubos de 1cm de lado na posicdo A do sistema, estudou-se a possibilidade da
utilizacdo do material biologico liofilizado em pé. Para isso, analisou-se o tempo de
resposta de estabilizacdo do eletrodo, quando se colocou 0,5g ou 1,0g do p6 do
biocomponente liofilizado na posicdo A do sistema e passou uma solucao de 10ppm de
fenol por ele. Os resultados sdo mostrados na Figura 51. A tendéncia de estabilizacédo
da resposta do eletrodo é observada aos 10 minutos e 13 minutos quando se utilizou
0,5 e 1,0g do biocomponente respectivamente.
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Figura 51: Tempo de estabiliza¢&o da leitura do eletrodo de oxigénio quando se colocou o
biocomponente, em pé, na posicdo A em contato com solucao de fenol 10ppm no biossensor.

Os resultados referentes a repetibilidade da resposta do eletrodo, variacdo de
oxigénio dissolvido (mg/l), frente a concentragdo de 10ppm de fenol, no biossensor sao

mostrados nas Figuras 52 e 53, utilizando trés tempos reacionais para 0,5g e 1,0g do
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biocomponente, respectivamente. A Tabela 8 mostra a analise da precisdo dos dados

mostrados nas figuras supracitadas.

0,5 @ 10 minutos 15 minutos A 20 minutos

Variagdo de oxigénio dissolvido (mg/I)
N
[ 4

Repeticdes

Figura 52: Repetibilidade da resposta do eletrodo, variagcao de oxigénio dissolvido (mg/l), frente a
concentracao de 10ppm de fenol, no biossensor, usando 0,5g de p6 do biocomponente liofilizado,
utilizando trés tempos reacionais: 10, 15 e 20 minutos.

*F

05 - # 10 minutos 15 minutos & 20 minutos

Variagao de oxigénio dissolvido {mg /1)

Repetictes

Figura 53: Repetibilidade da resposta do eletrodo, variacdo de oxigénio dissolvido (mg/l), frente a
concentracdo de 10ppm de fenol, no biossensor, usando 1,0g de pé do biocomponente liofilizado,
utilizando trés tempos reacionais: 10, 15 e 20 minutos.



Tabela 8: Analise dos dados presentes nas Figuras 52 e 53.
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0,59 de p6 de cogumelo liofilizado

Tempo (minutos) Desvio Padrao (mg/l) DPR (%)
10 0,76 29,55
15 0,84 27,59
20 1,21 37,86

1,0g de p6 de cogumelo liofilizado

Tempo (minutos) Desvio Padrao (mg/l) DPR (%)
10 0,88 29,95
15 0,73 21,71
20 0,66 18,74

Os desvios encontrados entre as leituras em ambas as Figuras 52 e 53 sé&o

maiores do que os encontrados quando se utilizou o biocomponente na forma de cubos

de 1cm de lado, no entanto, a precisdo das leituras foi maior, encontrando a melhor

precisdo quando se utilizou 1,0g do biocomponente e o tempo de 20 minutos. Assim,

apesar do tempo reacional ser maior do que a maioria dos trabalhos encontrados na

literatura, novos testes sdo necessarios para se estudar a faixa linear e construir a

curva de calibracdo do biossensor, utilizando solu¢des padrdo de fenol, dessa nova

configuracdo (1,0g do p6é do biocomponente na posicdo A e tempo de resposta de 20

minutos).
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CAPITULO 7 CONCLUSOES

7.1 Biossensor potenciométrico para uréia

O material biolégico escolhido para a confec¢do do biossensor potenciométrico
para uréia, o feijao de porco, apresentou teor de umidade de, aproximadamente, 11,4%
+ 0,17%. O baixo teor de agua explica o longo de tempo de vida util dos feijdes que
estdo armazenados desde 2003 quando foram doados pela empresa Sementes na
Terra & Produtores Associados. Quando estocados na forma de po, escolheu-se como
mais apropriado o armazenamento em frasco hermeticamente fechado, a temperatura
ambiente, por, aproximadamente, 30 dias. No entanto, quando o material biolégico
esteve na forma imobilizada em tela de nylon e, em uso no biossensor, entre as leituras
diarias, a estocagem em congelador e, envolto em papel filme de PVC, por 8 dias, foi a
mais adequada.

No desenvolvimento do biossensor, utilizou-se o eletrodo ion-seletivo a aménio
como transdutor e Canavalia ensiformis, na forma de p6 imobilizado em tela de nylon,
como fonte da urease. Com a utilizacdo do primeiro eletrodo, a concepc¢éo do projeto
teve melhor desempenho quando se utilizou o tempo de resposta de 5 minutos e vazao
de escoamento da solucdo padrdo de 40ml/min. A faixa linear encontrada para as
curvas ascendentes foi de 1 a 20ppm de uréia, no entanto, problemas na leitura do
eletrodo, como exemplo, histerese, provocaram curvas descendentes nao lineares
nessa faixa de substrato. O componente biolégico usado no instrumento apresentou
vida atil de 72 dias, ndo sendo confiavel quando aplicado em amostras reais. Ja,
guando se utilizou o segundo eletrodo, o biossensor apresentou melhor desempenho,
utilizando tempo de resposta do transdutor de 15 minutos e vazdo de escoamento da
solucéo padrao de 40ml/min. A faixa linear das curvas ascendentes e descendentes foi
de 1 a 20ppm, visto que o fendbmeno de histerese ndo provocou variagdo significativa
ao nivel de significancia de 95%. A vida util do componente biolégico do biossensor foi
de 70 dias e, quando aplicado em amostra real, o vinhoto, apresentou aplicacéo

promissora ao indicar, qualitativamente, com o aumento da resposta do biossensor, a
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adicdo do analito de estudo (10ppm de uréia) a amostra real. Vale ressaltar que ambos
0S projetos apresentaram boa repetibilidade, mostrando-se instrumentos baratos e de

facil manuseio.

7.2 Biossensor amperométrico para fenol

Os cogumelos, Agaricus bisporus, escolhido como fonte da tirosinase para
desenvolvimento do biossensor amperométrico para fenol, sdo altamente pereciveis,
apresentando teor de umidade de, aproximadamente, 93,5% + 5,7%. A alta
porcentagem de &gua indicou que o procedimento de liofilizacdo era indicado para
aumentar o tempo de estocagem do biocomponente. Por ndo se observar diferenca
entre a remocgao de fenol entre o material liofilizado e in natura, escolheu utilizar esse
procedimento no material biolégico aplicado ao biossensor. Ademais, a armazenagem
em congelador foi escolhida como o melhor método de estocagem por, no maximo, 2
meses.

Visando construir um biossensor barato e de simples concepc¢édo, utilizou o
biocomponente supracitado liofilizado e na forma de cubos de lado de 1cm (5g) e o
eletrodo de oxigénio como transdutor. No projeto de biossensor montado, a melhor
concepcao foi encontrada quando se utilizou vazdo de escoamento das solucbes
padrdo de fenol de 40ml/min; tempo de resposta de 6 minutos; e o biocomponente
liofilizado foi colocado na posicdo A do sistema, regido mais proxima ao
posicionamento do eletrodo de oxigénio. Apesar de ter sido encontrada uma faixa de
linearidade durante a construcdo da curva ascendente de calibracdo, 5 a 25ppm de
fenol, a repetibilidade do instrumento foi baixa. Desse modo, foi preciso investigar nova
forma de utilizacdo do material biolégico, o p6é do biocomponente imobilizado, na
guantidade de 1,09, que apresentou boa precisdo (DPR de 18,74%) nas leituras da
solugéo padréo de fenol, utilizando tempo de estabilizagdo do eletrodo de 20 minutos.
Assim, o0 biossensor amperométrico ainda ndo teve sua melhor confecgédo escolhida,
precisando ainda mais ensaios para verificar sua futura aplicagdo em amostras

ambientais reais.
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7.3 Comparacao entre os biosssensores desenvolvidos durante a Tese

A Tabela 9 é um resumo comparativo dos projetos de biossensor desenvolvidos

ao longo da Tese — 0s biossensores potenciométricos para uréia, usando os dois

transdutores, e 0 biossensor amperométrico para fenol.

Tabela 9: Comparacdo entre os projetos de biossensor desenvolvidos ao longo da Tese.

Projetos de biossensor

Parametros =
Uréia Fenol
eletrodo ion-seletivo a amoénio eletrodo de
Transdutor 5 S s
1° transdutor | 2° transdutor oxigénio
5g de Agaricus
0,2g de p6 de Canavalia ensiformis bisporus

Material bioldgico

imobilizado em tela de nylon com
glutaraldeido 12,5%

cortados na
forma de cubos
de 1cm de lado e

liofilizados
Posw;ac_) do Posicdo A
material . A
P N.R (mais préxima ao
biolégico no
: transdutor)
sistema
Temperatura Temperatura ambiente (24°C £1°C)
pH da solucéo
padréo 6.0 8.0
Fluxo de
escoamento da 40
solugcdo (ml/min)
Tempc_) reacional 5 15 6
(minutos)
Faixa linear da
curva ascendente 1-20 5-25
(ppm)
Faixa linear da
curva
descendente N-E 1-20 N-R
(ppm)
Tempo de vida 72 20 material
atil (dias) descartavel
Repetibilidade sim sim nao
Reprodutibilidade sim sim nao
DPR (%) 8,30 3,20 47,83
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DP (mg/l) 4,00 3,20 0,54
em amostra de
Aplicacéo real N.R V'n~h0t0 com N.R
atuacao qualitativa
promissora
Onde:

N.R: ndo realizado;
N.E: ndo encontrado;

DP: desvio padréo.
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CAPITULO 8 SUGESTOES

8.1 Biossensor potenciométrico para uréia

Como sugestbes para a continuagdo dos ensaios com o projeto de biossensor
montado, tem-se:

v Aplicar o biossensor potenciométrico a base de urease de Canavalia
ensiformis em outras amostras reais, ambientais ou de demais interesses, como
leite e cosméticos;

v Comparar o instrumento desenvolvido com a metodologia classica de
analise utilizada;

v Estudar a possibilidade de desenvolver o transdutor ion-seletivo a
amonio, visando minimizar os interferentes e o fenbmeno de histerese, além de

permitir a miniaturizagéo do instrumento.

8.2 Biossensor amperomeétrico para fenol

Como sugestbes para a continuacdo do desenvolvimento do projeto de
biossensor em desenvolvimento, tem-se:

v Buscar a faixa de linearidade e construir a curva de calibracdo do

biossensor, utilizando o biocomponente fangico lioflizado na forma de po6, 1,0q,

na posicdo A do sistema, vazdo de escoamento de 40ml/min das solucbes

padrao e 20 minutos de tempo de resposta do transdutor;

v Aplicar o biossensor amperométrico em outros compostos fendlicos de

interesse ambiental, além do fenol, como o bisfenol A,

v Aplicar o biossensor desenvolvido em amostras reais ambientais,

avaliando os possiveis interferentes;

v Comparar o instrumento desenvolvido com a metodologia classica de

analise utilizada (teste colorimétrico);
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v Escolher uma nova fonte natural, barata e rica em tirosinase que seja
menos perecivel que o tecido fuangico de Agaricus bisporus, caso todas as

possibilidades de uso com o presente biocomponente sejam esgotadas.
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