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RESUMO

O presente trabalho teve como propdsito iﬁtroduzir nova
fonte de urease, para andlises enzimalicas.

Fol ;jesenvglvido um eletrodo enzimatico para substrato
urdia, utilizando a leguminosa “Canavalia maritima®.

Os biossensores foram preparados, remévendO*se a camada
externa do fei jFo e pulverizando as sementes com um gral = com
pistilo. Unaa  camada da “Canavalia maritima” foli imobilizada
diretamente com glutaraldeido, na superficie de um sSensor para gas
amdnia € sletrodo 11 3, ou através de uma membrana de PVC (eletrodo 1D

Pelo menos 150 anilises podem ser realizadas com o eletrodo

4 a 9,8 x 10_5 M, com um ?8

I1. na faixa de concentragio de 2.5 = 10
de ©,0983.

Cuando  usado para determinag3o de uréia no sangue, o
eletrodo I mostrou excelente correlacis com os resultados obtidos
pelo procedimento espectrofotométrico.

De um modo geral, a leguminosa "Canavalia maritima™ na sua
forma de pd & uma alternativa adequada para substituigio da enzima

isclada e purificada para finalidades analiticas, principalmente para

eletrodo enzimidtico.



ABSTRACT

The murpose of the work was Lo introduce a new source of
urease, for enzimatic analysis.

Enzymes electrodes for bLhe substrate urea, using "Canavalia
maritima" bean. were developed.

The biosenzors were prepared by removing the outer laver of
t,he whole bean and pulverizing the treated seeds with a mortar and
pestle. A layer of "Canavalia maritima” bean was Iimmobilized
directly, with glutaraldehyde, at the surface of an ammonia gas
sensing proble Celectrode 113, or through a PYC membrane (electrode I3

AL least 150 assays can bs made with Lhe electrode 11T over

4 2.8 x 1073 M with a r® of 0,0083.

the range 2,5 x 10
When wsed for determination of urea in blood, the electrode
IT showed excellent correlation to results obtained by the
specilrophotometric procedurs,
Overall, the "Canavalia maritima" bean meal laysr is a

suitable alternative to isclated and purified enzyme for analytical

purposes, especially for enzyme electrode.

xiii



CAPTITULO I

’
UREIA

A—- INTRODUGKO

A ur&ia ou diamina do &cido carbéniaé, fol descoberta por
Rouelle no ano de 1773 e sua sintese fol realizada por Wohler em 1888;
a parlir do Cianatc de Aménio.

E um imporitante produto natural que constitui a etapa final
do metabolismo das substadncias albuminoides ou nitrogenadas no
organisme dos mamiferos e € eliminada pelos rins (25 - 40 mg didrios).

A determinacZco de uréia, € um dos exames mais solicitados
nos laboratérios de Andlises Clinicas, gque juntamente com a
determinagfo de creatinina permite a avaliagHo da fungfo renal.

O produﬁo nitrogenado medido, €& derivado da degradag3o

enzimatica da wuréia. O aumento do nivel de uréia no sangue &
conhecido como AzZotenla & pode ter varias causas {1,28] como : defeito
na excregio renal, excessiva ingest3o de preodutos nitrogenados,

aunento na degradaglo de produtos proteicos, etc.

Una diminuigio do nivel de uréia pode estar associada a uma
gravidez, nutrigfo initravencsa ou a danos no figado.

A uréia ¢ usada como agente desnaturante de proteina ou como
fertilizante, sendo que neste Ultimo, pode haver liberagfo de aménia,
perdendo—~ se nitrogénio. Esta perda, pode ser minimizada usando-se a

forma uréia-aldefdo, composto de condensagdo que diminui a perda de



nitrogenio.

Usa-se uréia, também como fonte de nitrogénioc em rag3o para
gado. No sstdmago dos ruminantes ela € degradada por microorganismos
simbidticos.

A ureéia ainda € usada e=m osmorregulagio, através de uma
dieta de peixe marinho cartilaginoso sendo acumulada nos fluidos
biolédgicos em concentrég%ﬁes relativamente altas.

Vem sendo bastante utilizada, como terapéutica, por  via
endovenosa, par;a diminuir edema cerebral e combater crises agudas de
hemédlise nas drepanocitoses.

Cerca de 80X do nitrogénio excretado do nosso organismo esta

na forma de uréia.

B- METOLOS PAREA DETERMINACEO DE UREIA.

1. METODO MANOMETREICO,.

Os métodes manométrices tém side extensivamente usados emn
medidas de reagfes que consomen oy produzem gas [(3,47.

Una detalhada discussZo das tLécnicas manométricas podem ser
enconbtradas nos livros de Umbreit =t aliil (8] & de Dixon [8].

¢ metodo manométirico descrito por Van Slyke & Hiller [7} &
conéiderado muito precisc com erro de aproximadamente 12, porém este
nio & usadoe para delterminagio de pequenas quantidades de uréia.

A técnica da microdifusio de Conway (81, com modificagSes

introduzidas, possibilitou 2 medida de quantidades menores, da ordem



de 1 micrograma de nitrogénico-urdia com erro Jde Gk
Estes métodos foram  abandonados por  serem  extremamente

elaborados envol vendo varias eslapas.

2. METODO GRAVIMETIRICO

0O método de Fosse et aliil [8] baseia-se na reagdo
estequiométirica da uréia com o xantidrol, posterior separagdo, secagem
e pesagem do dixantil-ureéia resultante.

Para baixos niveis de uréia, o método Fosse ¢ mais preciso,
especifico e simples que o método classico do hipobromito, de Ambard e

Schmid [10]., que usa a reagio representada abaixo:

COCNHL 5 ¥ 3 NaBrO + 2NaBr + CO + 2H,0 + N
2 2 2 2

originalmente desenvolvido como técnica gravimeétrica, o
metodo de Fosse ol modificado para método coloriméirico [1117.

Os métodos gravimétricos s3o extremamente elaborados = de
alto custoa. Por sua precisfo e exatidfo, poderiam eventualmente serem

usados coma métodos de referéncia.

3, METODO VOLUMETRICO.

Consiste na conversXo de uréia em carbonato de amdnio por
meio de urease e uma avaliagio antes e depois da conversio, por meio

de uma titulag¥o Acido-bisica em presenga de metil orange.



Este procedimento, nFo & diretamente aplicado para soro
sanguineo com grande teor de proteina e pequena quantidade de uréia.
Contudo, quando se faz a remogdo da amdnia por melo de corrente de ar,
como sugeriu Folin {121, pode-se obter resultados satisfatdrios sem
necessidade da remogio preliminar das proteinas.

E muiilo pouco provavel que outros constituintes do sangue
contribuam com amdnia para o resultadeo final na determinagio de uréia

por este método.

4, METODO CEOMATOGRAFICO

£ baseado no processo de microdifusfio de Conway (2] sem
necessidade de desproteinizagio.

Zeny mecanismo especifico & r@pré$entadc pelo esquema  da
Bonitz & Fiuhr [13].

O soro se difunde por rcapilaridade atravessando as varias
zonas do papel creomatografico, provocando uma série de reagfes num
determinado tempo de incubagBa (307a 18-20°C>, liberando aménia em
concentracio proporcional de uréia.

Fol usado por Parmense [14] para determinar o nivel de uréia
em sangue de animails como bol, cavalo, porco e carneiro.

Este método apresenta as seguintes vantagens

1~ Determinag3c quantitativa baseada numa reacgio sspecifica
e numa medida cromatogrifica muito simples;

2« Utilizag¥o de uma quantidade minima 0,2 ml) de =soro ou

plasma puro;



3~ Digspensa a utilizag3o de aparelhagem ou reativos
especials;
4—- Estabilidade do papel cromatografico;

5~ Zimplicidade e facilidade de execugdo.

5. METODO ESPECTRCFOTOMETRICO

£ baseards na reagfo da urdia com a diacetilmonoxima =m melo
fortemente acl do. 4 diacetilmonoxima & convertida em diacetil,

composto menos  @stavel que reage com uréia para produzir um composto

2 fron 2 8
i i
CHS—G_C_CHs + Hzo hd CHs"C_C—CHa + NHng
Aiacetllmomnoxima diacetil hidroxilamina
0
g Q (8 g
[ E ]| 1 FAAN
CHg-C—C-CHgy + NH g~ C~NH 4 -+ ﬁ ﬁ + 2H,0
diacetil el a /cwwwc\
CH. CH4
complexo diazina
Camarel ol

A reagdo corada descrita inicialmente por Fearon [181,
apesar de bastante especifica, mostrou-se inconveniente sob wvarios

aspectos:

1- A intensificagio da cor n3oe € linear em relagdo a



conceﬁtragﬁo de uréia;

22— 0 tempo de agquecimento para desenvolvimento da cor, wvaria
de acordo com a concentragio de uréia tornando dificil estabelecer um
procedimento padrio;

3- A cor & fotossensivel e desaparece rapidamente;

4- O reagen.tes tém odor desagradavel e a reagio gera
vapores toxicos e irritantes;

5- Elevado prego do diacetilmonoxima.

Numer oesas varlacdes foram propostas [16-18) com o intuito de
intensificar o produto corado £ minimizar o seu descoramento pela luz.
A introducZo de tiossmicarbazida e idions férricos ao sistema por

Coulomb & Favreau {1897 melhoraram bastanbte esta metodologia.

5. METODOS ENZIMATICOS

O uso de urease, apreseénta a vantagem da reagfo enzimiatica
ser bastante especifica e tem sido largamente empregada por Golaz

(201, Manzini [ 211, Peters = Van Slyke [282] e Sildhof e Tibchendorf
[231.

6.1. METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Este método envolve a degradag8o da uréia por agio da
urease, formando os produtos NH, e CO, 4que podem ser quantificados
pelo reagente de Nessler em Ryland [{24], pela Ninhidrina em Nathan

[25] ou pela reagdo de Berthelot [26]1.



Com o reagente de Nessler a amdnia produzida reage com
jodeto de potds=io e mercurio produzindc um composto que absorve a 460
nm. A turbidez = a baixa reprodutibilidade tornam este método pouco
usado.

No procedimento desenvolvido por Chaney e Marbach (271 a
aménia liberada por acfo enzimatica reage com fenol em presenga de
hipoclerito alcaline produzindo o indofencl, composto azul cuja
absorgio ¢ medida a 630 nm.

Esta reaglico do fenol alcalino com a aménia foil descrita
inicialmente por Berthelot [261 e Thomas [28] que demonstraram ser
possivel sua aplicagio a sals de amonio. Van Slyke e Hiller [7]
determinaram amadnia em sangus, usando esta reagfio e Borscok [29]
utilizou-a para determinar o teor de urélia depois da hidrélise com
urease. Segundeo Russel [(30) a uréia deve ser calculada por reagio
direta em fluidos bioldgicos antes e depeis do tratamento com urease e
Fleury e Eberhard [311 seguindo éesta sugestlo, determinaram uréia em
sangue.

Russel [30] & mais tarde Muftic (32] acharam que a reag8o
n¥o era especifica para  amdnia e que aminogrupos interferiam.
Longsdon [33] modificou o método, de maneira que a aménia em meio
fermentado poderia ser avaliada com um auto analizador. Testando um
grande nmero de amino acidos, mostrou gue estes nAo interferiam. Sua

modificaclo consistiu na diilise removendo substincias interferentes.



G. 2. METOXD CONDUTIMETRICO

Basel a-3=2 na medida do nitrogénio da uréla, utilizando-se da
formagfo do ion amdnio, durante a sua degradagBo pela urease. O
aumente da condutividade provocado pelo aumento na concentragio de
fons de carga positiva & relacionado & concentragio de uréia.

A primeira  mengio de um  método  condutiméirico  para
determinagdce de urela deve-se a Hanss = Rey [347.

O resultados s3c ldénticos ao procedimento colorimé&irico
classico, mas, com as vantagens de maior simpplicidade, rapidez nas

analises & gensibilidade,

§. 3. METODOZ POTENCIOMETRICOS

A maloria dos métodos eletroquimicoé para determinagdo de
urelia, realmente combinam a especificidade da urease com a
seletividade dos mélodos de detecgio potenciométrica. A reagdo da
ureia catalizada pela urease produz um aumento na concentragfo do fon
amdnio e no pH gue pode ser deltectado por eletrodo =zeletivo a ion
amdnio [38,36]1, eletrodo sensivel a gas amdnia [37], ou eletrodo de pH
[38]. H& uma relagdo logaritimica entre o sinal e a concentracgio de

uréia em todos os casos [39-411.



C. OBJETIVO DA TESE

De todos os métodos citados a determinagcio enzimatica de
uréia com urease pura & um dos exames bloguimicos mals realizados nos
labaoratdrios de analises cliniéas.

Com essa constatagio em mente, objetivou-se wverificar a
possibilidade da ulilizagdo de uma nova fonte vegetal da enzima urease

na consbrucio s um Dlossensor.

Neste sentido, estudou-se a construgdo e aplicagio de um

ifi

eletrodo enzimat.ico para uréla, utilizando a Canavalia maritima, fonte
g yreaze abundanis no nordeste do Brasil, acoplada a um eletrodo
sglebtivao para amdnia,

Como se  Lrata da primeira  tese, deniro do grupe de
sletroanalitica da UNICAMP a utilizar enzima como reagenite analitico,
decidiu-se introduzir os conceltos basicos sobre a quimica das
enzimas. nos capitulos I a VI,

Derwge modo preblendeu-se atingir um outro objetiveo, fornecer
uma referencia  acessivel a outros  alunos de poés-graduagcio que

decidirem, trabalhar nesta area de pesquisa.



CAPITULO II

Ve
ENZIMAS COMO REAGENTE ANALITICO

A, INTRODUCXO

Enzimas s3o catalizadores especiais de origem bioldgica e
exi stentes en Lodos os organismos vivos. Elas aceleram varias reagBes
metabdlicas importantes para a vida sob condigBes fisioldgicas de pH,
bemperatura. ebo.

Todas  as enzimas. sendo proteinas, tém peso molecular da
ardem  de iiD.C}C'O a &.000.000; serndo termolibelis, e extremamente
sensivels A agio do  calor, desnaturando-se pela elevagio da
temperaltura. Muitas s8o destruidas pela agfo de tempertura superior a
S0°C ou por precipitagio mediante a agfo de solventes orginicos.

Como a maioria dos catalizadores, atuam no abaixamento da
energia de atlvagHo, acelerando a velocidade da reacZo permitindo
atingir rapidamente cﬁ estado de equilibrico sem modifica-lo. Essa
energia ¢ geralmente elevada e ndo compativel com as condig¢gBes do meio
no qual devem we desenvolver as reag@es metabdlicas dos organismos
vivos, tals como o pH pr-c‘;xirgo da neutralidade, temperatura entre 0 e
40°C, pressfo prdaxima da pressio atmosférica, =to,

Muitas enzimas s$3c isoladas de forma pura ou cristalina,
sendo algumas provenientes até de mais de 10 fontes diferentes, como

por exemplo a lactato desidrogenase.
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O estudo sistemidtico de Enzimologia comecou no século XIX
com procediment.os de purificagdo e determinagio da estrutura. Planche
[43] usou extratos de plantas como catalizador bioldgico. Mais tarde
Liebig e Wohler [441 extrairam suco de améndoas para catalizar a
hidrélise da gl icose.

As propriedades mals importantes apresentadas pelas enzimas
s¥o : especificidade ¢ sensibilidade de suas reagdes.

Uma enzima & capaz de catalizar uma reac3o particular de um
substirato mesprd gque exista isdmeros desse substrato e oDubros
compostos de estrultura similar.

£ esta especificidade que diferencia as enzimas de oubtros
catalisadaorss Lnorgnicoas, A sensibilidade das enzimas para reagBes
de substratoes de menores concentragfies ¢ de grande uso em analises
quimicas.

Ha muito tempo reagfes catalisadas por enzimas tém sido
usadas com diferentes propdsitos, como a determinacfo de substratos.
atlvadores e inibidores.

Estudos intensivos Lén sido realizados e hoje ja se conhecem
mais de 3,000 enzimas. sendo que algumas centenas delas tém sido
isnladas e comercializadas de forma pura e cristalina.

For causa de sua alta especificidade, sensibilidade [45,48)
e poder catalitico, as enzimas apresentam un grande potencial de usao
na quimica analitica. Com © desenvol vi mento de tL.écnicas
instrumentais, as enzimas sHo largamente usadas em medicina,
tecnologia de alimentos, inddstrias, agricultura, estudos de meio

ambiente, eic.
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Cerca  de 600 substinciaz s%o determi nadas por métodos
enzimaticos [47-49), muites deles apresentando resultades melhores que
os metodos nFEo enzimiticos, devido a sua excelente seletividade e
sensibillidade.

Indi vidualmente a analise enzimatica, tem um papel
importante na guimica analitica moderna.

-

z. PROFPRIEDADES DAS EEACSES CATALIZADAS POR ENZIMAS

© conhescinento da cindtica enzimatica I 50-831 & i mportante
para o entendimentc de comportamento e propriedades das enzimas bem
cCOmo do =el medcanismo de agc¥o. O objetive do estude cinédtico & o de
estabelecer a relagfo entre a velocidade da reagdo enzimitica e =a
concentracdo do substrato e da enzima s+ assim como a influéncia de

fatores come pH, Lemperatura, ete.

C- CINETICA ENZIMATICA DE SISTEMAS CGOM UM SUBSTRATO.

Brown  [50] Iformulou um estudo cinético para as reagdes
enzimaticas e em 18913, uma teoria geral da agfo enzimilica e cinética,
foi desenvolvida por Michaelis-Menten [84), e extendida mais tarde, =m
18485, por Brigas e Haldane [S8).

Segundo Mi;:haelis-rvienten a enzima, E, primeiro combina-se
como substrato, X5, para formar um complexo intermediirio e transitério

ES,

Este complexo resulta de uma interagcio de estrutura entre o

1z



sitio ativo da enzima e a molécula do substrato (figura 1) e tende a

se guebrar para formar produto P e liberar a enzima E.

K-1

Figura - Complexc Enzima-Substrato

Onde
E : Enzima
S : Substrato
ES : Complexo Enzima-substrato
P : Produto

ki, k-1 e kz: Constantes de veiocidade
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A vel ocidade de reag3oc no tempo t, ou seja a velocidade de
ds

desaparecimnenta do substrato [ - g ] ou de aparecimento do produto
dP
( T ] diminui em fungdo do tempo, devido a diminuig¢io da

concentragio do subsirato no decorrer do desenvolvimento da reacio.

A constante de equilibrio para a formacio do complexce ES
£ chamada constante  de Michaelis—Menten, Km e & definida como
Ckw1 + k23 ~ k4.

Briggs = Haldane [B5] ampliaram a hipdtese cde
Michaelis-Menten, postulando um estado estacionarie para o qual a
velocidads de formacio do zomplexe ES & igual a wvelocidade de
decomnposigio, Considerando o estado estacionario e assumindo que

dE-dt = O e dOESD oA = O, Lenos:

el = 3 -

~ = = k—1[ES] + k1 [EJ(S] =5
it

- AE .tk v k23 [ES] + ke (E] [S) 3
dt

AT

ALEST o Ll (E1IS) = Ckes + k2D ES) 4
adt

P = k2 (ES] €5

dt

A guantidade de enzima no melo sera:
Et = E + ES e

desde que
dP
<t

Ve-x

= kz [ES] 7
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onde:
Vo : Velocidade incial

Dividindo ambos os lados da equagio por Et

Vo _ kz [ES] 8
Bt [El + [ES]
Rearranjando e substituindo ES
ki [ 5] [E]
1. . .
Vo - ki + kz cod
kzalEL]d TE> + kil 5]

— . [E]
k~i + k2

Cancel ando [E]l € rearranjando, a equagio de veloclidade sera:

Vo = kz TEW]I [S] LoD

Ck-1 + k2l ks + [S]

Ezsta equacio se reduz a equagio de Michaelis-Menten
para velocidade da reaglo

Vmax [5]

Vo = €110
Km + [5]
Onde:
Vo @ Velocidade inicial
(5] : Concentrag8o inicial do substrato
Vmax = kz EiL & o limite miximo de velocidade observado

quando toda enzimas estid presente como ES.

Km = Ck-1 + kz2)-kt & conhercida como constante de Michaelis e

exprime a relagdo enire as concentractes no estado estacionario antes

18



do egquilibrio & possue dimensdes de concentragZo.
Oz valores das constantes cindticas Km e Vmax podem ser

obtidos de um grafico v versus [3] mostrado na figura 2.

Vrn}/____“_
2

VEILOCIDADE

] i i §

Km 2Km 3Km 4Km 5Km
CONCENTRACAO DO SUBSTRATO

Figura - Efeito da concentragSo do substrato na velocidade

inicial das reagdes enzimabticas.

A velocidade inicial de uma reagio enzimatica € entio uma
fung3o da concentragdo da enzima & do substrato (equagio 113, Fixando
a concentragio da enzima, a velocidade aumenta com a concentragio do
substrato até um limite quando o excesso de substrato € alcangado
{figura 22, depois do qual a adig¢io de mais substrate nfSo causa

aumento na velocidade.
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Cutras formas da equagdo de Michaelis-Menten sXEo também

usadas para se obler valores de Vmex & Km.

Consi derando-se o reciproco da equacio 11, tém-se:

1 — K i + 1 C1eD
Vo Ymax ) [ 53 Vo

Uma graflico 1.Vo versus 118 ¢ uma rela com coeficiente

angular de Kn Vmax e intercepgio 1-Vmax no 2ixo das ordenadas e 1.-.Vo e

no eixo das aboedlssas como mosgstra na Figura 3.

Esta & a linesarizacgdo mais COoOmuUm da 2uagao de

Michaelis-Mentern conhecida como equag8o de Lineweaver-Burk [5867.

coeficiente _ ]/Vo _ Km
angular ] -
Vmax
/s

/ %max

/'VKm ] /S

Figura 3~ Linearizagio da equagBo de Michaelis-Menten,

segundo Linewsaver -Burk.
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Cutra indicagdo da velocidade de uma reag3c enzimdlica sera

kz, a constante para conversZco do complexe enzima-substrato em
produto. E 1inearmente relacionada a Vmax com a concentragio da
enzlma.

Vmaox = kz [E] €135

Conhecendo-se a concentragfo da enzima £ © Vmax pode-se

calcular kz.

1. STIGNIFICADO DE Km e Vmax

Guandex a velocidade da rea¢do enzimdtica atings © Vmax
Cfigura 2. Ltodas enzima enconitra—-se sob a forma complexa ES

Quando a velocidade da reacgfo atingir a metade da velocidade
maxima, V & Vmox-2. Km sera ilgual 'a [{5].

Sez kz > k-1, Km = kz2-k1 que & A hipdtese de
Michaells~Mentern, segundo gqual [E] + [Sl= [ES], estic em equilibrio e
a formacfo do produto apresenta uma ligeira perda. Assim o valor de
Km pode ser considerado inversamente preoporcicnal a afinidade da
enzima pelo subsirato. Cuanto menor for Km maior serd a afinidade e
vice-versa.

CQuando uma enzima € imobilizada, geralmente se observa um
aumento na Km, devido provavelmente a carga no substrato esou suporte,
efeito de difusdo, mudanga na configurag¢io terciaria, etc,

A constante de Michaelis-Menten sendo uma constante de
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propofc;zo do complexo enzima-substrato € um bom parimetro quantitative

de uma reagdo enzimitica.

D. ATIVIDADE ENZIMATICA

A r:a;‘nc.eﬁtraf;&‘r:z de uma enzima nZo & expressa classicamente em
mg-l, mas em unidades de atividade, isto porque sé uma pequena parte
da enzima., catalilicamente ativa, esti presente em uma dada massa
desta substanci a.

Para wuma dada concentracio de substrate, o estudo das

varia¢@es da velocidade inicial de reagfo em funcfo da concentracfo de

enzima (figura 42 mostra que essa variagfo n3o & linear.

VELOCIDADE

[E]

Figura 4 - Variag8o da velocidade inicial de uma reagfo

enzimatica com © aumento na concentragfo de enzima.

19



A velowoldade inlcial de uma reagdo enzimatica ¢ diretamente
proporcional A quantidade de sitio ativeo presente, guando a
concentracio do substrate ndo estid em niveis de saturagfo e outras
variavelis sZEo otimizadas ¢ mantidas constantes,

A saturacio do substrato implica em manter o nivel de
substrato bastante alto, de modo que a reagfo é limitada apenas pela
concentracido da enzima. Nestas condig8es, a atividade enzimatica pode
ser sstimada atraves do acompanhamento da velocidade da reagHo.

A curva apresenta uma trajeldria hiperbdlica que corresponde
ac fato gue, além de uma certa concentragfo de enzima, a totalidade do
substirato estd sob a forma de complexo enzima-substrato. Disto
resultara que a wveloclidade inicial, fungfSo da concentragio nesse
complexo, permanece constante.

& atividade enzimatica £ funglo direta de sua eslrutura
terciiaria ou guaternaria. Todo tratamento que modifique a conformacfo
da enzima como aquecimento, modificagio do pH, ete; difilcultando ou
impaedinde a filxagdo do substralo na enzima ou ainda modificando a
estrutura do sitio ativo, alterarid as propriedades cataliticas da
enzima & portanto seu sitio ativo.

A unidade de atividade ¢ estabelecida através da medida da
velocidade da resagdo a partir de uma quantidade de substrato
~consumido,  ou produtoe formado, numa uhidade de tempo e temperatura
especifica.

Grande numerco de defini¢@es de unidade foram usadas para
vaArias enzimas. Em geral sHo designadas pelo nome do investigador que

estabeleceu o procedimento, como: Karmen [871, Henry (58], Wroblewski
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LaDue- [59], Wacker [60], FRFosalki & Wilkerson (811, Gliver [6&2],
RBosalki (631, Bessey oL alil (841, etc, gerando uma enormes confusio.

Em 1961 no 52 Congresso Internacional de Bioquimica,
adotou-se a reconendagio da Unido Internacional da Comissfo Bioquimica
cde Enzimas, gque define uma unidade de atividade (U como a gquantidade
de enzima que caltallirza a Lransformagdo de um micromol de substrato por
minuto, ou, guands mais do gue uma ligacio do substrato reage, umnm
microequi valentes do grupo envolvido por minuto sob condigd@es do
exper i mento. Esta concenbragdo deve ser axprassa em btermos de unidade
internacionalpor libeo CIUA1S ou unidade por mililitro CUsmld,

As condliches experimentsis btais como pH, concentragio de
substrato, temperatura-devem mer delinldas. A Lemperalura sempre qus
possivel deve ser fixads em torno de 267¢.

Recomenda—se que s delerminagfo da atividade enzimabtica seja
feita a partir de medides da velocidade inicial, para ewvitar
comnpl Locacdes CIOIMD A formagio de produt.os inibidores Lk
reversiblllidade da reacdo.

Outras expresstes de atividade costumam bLambem ser aceitas,
assiin Lem—se:

13 Abtlvidade sspeciflica; expressa como unidade de enzima por
miligrama de probeina.

22 Atividade molecular; definida como unidade por micromol
de enzima em concanitracdo otima de substrato (ndmera de moldéoulas de
substrate transformada por minuto por molécula de snzimald,

22 Centro de atividade catalitica; definido como o numero de

moléculas de substrato transformada por minuto por centro catalitico
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Cpara‘gru,,@s gquie btenham um grupo prostético ou centro catalitico cuja
concentragio possa ser medidad.

4) Concentracio em unidades por mililitros

Recentemente fol sugerido o katal como unidade de atividade
enzimatica, gque & definida como a quanlidade de enzima capaz de

convarLer um mol de substrato por segundo.

E. FATORES QUE AFETAM AS EEACOES ENZIMATICAS

Dent.re oz princioais fatores que afetam a cindlica das
reacaes enzimabicas deslacam—se : concentiragio do substrato,

concenteacio da enzima, ativadores, inibldores, temperatura, pH, forga

idnloa.

EFEITO D4 CONCENTRACAQ DO SUBETRATO

1.

0O efeito da concentragio do substrato em uma reagdo
enzimadlica ¢ explicada pela equagio de Michaslis-Menlen, quando se
plota a concentragio do substrato versus sua veloclidade inicial
oblendo-se uma hipérbole como & mostrado na figura 2.

Para concentragdo de substrato muito baixa, tal como
{(S1 < < G,1 Km a constante de Michaelis-Menten se reduz a
Vo = (Vmax-Kmd [5].

A velocidade inicial & diretamente proporcional a
concentracfo do substrato e se aplica a cinédlica de primeira ordem,

Quando (51 >> 10 Km a eguagio de Michaelis-Menten se reduz a
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Vo = Vimax. A wverlocidade inicial depende da concentragio do substrato
e a cinégtica de ordem zero € aplicada.
Na regido 6,1 Km £ [5] % 10 Km a ordem da reagdo &
misturadsa, Iste & valido para reaglBes com somente um substrato.
Frequsentement.e observa-se uma diminuigio na velocidade da
reacic para concentragdo alta de substrato. Esta inibigZc n3o &
prevista pela eduagfo de Michaelis-Menten e pode ocorrer devido a

Varias caus

ifi
ifi

=

iy

ccoamo compelicido ou formagio d complexos com duas o

mais moleculas de substrato combinande com um sitio ativo.

=

A chance de farmacdo desses complexos aumenta com o aumento

da concentracio do substrato,

11
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!
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i
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CONCENTRACED DA ENZIMA

Teguncio Michaelis-Menbten a velocidade inicial de uma reagdo

enzimaticoa & proporcional a concentracfo da snzima de acordo com a

o = [ﬁiﬁi_}] Et C14D
Km + [ 3

Este falto pode ser usado para determinagdo guantitativa da
concentragio de  2nzima. Teoricamente um aumento na wvelocidade de
reacio pode ser observado como aumenbto na concentragio da enzima, mas
-esta lih@aridade & interrompida para concentragdes altas da enzima.
Istao n3o =significa gqueda de atividade, mas limite no mnétodo de
detecsio (figura 40

Os desviogs da linearidade s8o provavelmente devido em
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4

algumas medidas & presenga de ativaderes ou inibidores na preparagio

das enzimas.

3. EFEITGC DE ATIVADCRES E INIBIPORES

A& wveelocidade de um  reagdo enzimdtica & a atividade
enzimdtica podem ser modif lcsados pela presenga de ocutros compostos que
nEo o substrato e que sio denominados de ativadores £ inibidares.

SFo  compostos importantes nos fendmencos de regulacfo e
estucdn o mecanismon de acio das o enzimas. O ativadores aumentam a

wesl o iddade da reatids enzimatica e 0% inibidores a reduzen.

Z.1. ATIVADGORES

At i vador 2 uma subsiiancia necessaria a enzima para tornd-la
tm catallizadoer. ou alnda,. para aumentar o seu poder catalitico. O
afeito da concentragdo de um ativador na velocidade inlcial &€ similar

an da concentragio do substrato.

=+ =+ o+

Alguns ativadores sfo simples lons. como Mg . Mo Gl Qo
Outros =Ho stibslanclas arganicas compl exas, entre as quailis

freglientensnte se¢ enconbram derivados de vitaminas.

Para concentragBes baixas hid uma dependéncia de velocidade
de primeira ordem na concentragio do ativador. Em concentragdes
altas, a enzima € ativada ao maximo e a velocidade independe da
concentragio do ativador (figura 53. O estudo da ativag8o enzimatica

tem merecido a atencio de multos pesqulisadores [65,86].
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VELOCIDADE
INICIAL

CONCENTRACAO DO ATIVADOR

Figura £ - Variagdo da velocidade inicial de uma reagio

enzimitica com aumento da concentragcfo de um ativador.

3.2. INIBIDORES

Inibigio da atividade enzimatica ¢ um dos mals inportantes
instrumento de regulacioc nas células vivas e um dos mais importantes
procedimentos de diagndstico para os enzimologistas [67,68].

Estados de inibi¢do geralmente indicam algo em r=lagd@o a
especificidade de uma enzima, a arquiltetura fisica e quimica do sitio
ativeo & o mecanismo cindtico da reagfo. Diariamente encontramos
inibidores enzimiticos simul ados cCoOmo drogas, antibidticos,

preservativos, venenos, Loxinas, etc.
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O inibidor ¢ uma substincia que causa uma redugcfo na
velocidade de uma reagdo catalitica, ao reagir com o catalizador
formando uma complexo catalizador-inibidor ou reagindo com um dos
reagentes.

As enzimas s30 muito sensiveis a tragos de metals e
a inibig3o de reagfes enzimaticas tem =sido usada para determinacio do

metal in;‘__bidor L63,701.

4. EBrEITO DA TEMPERATURA

A reagio enzimdblica consiste de Lrés zucessivos passos: a
formagdc do comnplexo enzima-substrato, conversion deste num complexo
produto-znzima 2 a dissociagio em produto & enzima livre. O efeito
total da temperaltura na reagdo resultarad da separagiic desses passos
individuais (faigura B8).

O acuescimento, a energia livre, a entropia deos processos
conbribuirfo para os paramebros termodinimicos observados. Fara cada
snzima exite wuma btemperatura Stima, para um determinado conjunto de
condicBes experimentais. A velocidade de cada reagdo quimica aumenta
a medida que se eleva a temperatura da reagio.

Ezte aumento leva a um aunento da agitacio das moléculas e
da frequéncia de colis3o entre as meléculas do substrato e da enzima,
acarretando um aumenio na velocidade de desnaturacgXo. Esta, modifica
a estrutura terciaria & qualternaria da proteina. desativando a =snzima.

De fato na desnaturagio das enzimas pelo calor deve-se considerar o

bindmio tempo—temperatura, ou seja duracio e intensidade do tratamento
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tLérmico.

fragdo da enzima ativa
- [ea¢ado nqo catalizada
g por enzima
<t
Q — -
O -=— rea¢do catalizada
O . por enzima
wd
L)
>
TEMPERATURA
Figura 6 - Efeito da temperatura na veloclidade de reagZo.

FParsa btemperaburas Dalxas, que geralmente n8o tém efeito
desnaturante, a repelig¢do das Lransigdes solido-1iquido
Ccongel amento—descongel amento), provoca notiveis perdas de atividade.

Para evitar grandes perdas de atividade as enzimas sfo guardadas sob

refrigeragfo =ntre 2 a s5%:. A temperatura recomendada pela IUPAC-IUB
para desenvolwvimento das reagdes enzimaticas & de 25°¢. No entanto em
alguns paises devido as suas condic®es climidticas, adota~se a

temperatura 30 - 37°C.
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As

maxima.

formagio de uma forma idnica imprdpria do substrato ou da enzima,

de ambos,

O pH oétimo de uma enzima € determinadeo experimentalmente

para cada condigdo de trabal ho.

atividade da

Acima e abaixo deste pH,

5. EFEITO DO pH

enzimas apresentam pH &timo, no

na desnaturacio da enzima ou na conbinacio desse efeitos.

Lrease a varlios pHs.

gqual atiwvidade

a atividade decresce, resultande na

Assim por exemplo a figura 7V mostra a

citrato (pH 6,7)
q ]
=
i fosfato (pH 7,3)
acetato osfa i
bl (pH 6,3) <
Lyl
O
<{
=
=
-
<L
| ] ] !
6,0 7,0 8,0 9,0
pH
Figura 7 - Curva de atividade da urease em fungio do pH.
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Oz =itieos ativos das enzimas s3o geralmente compostos por
grupos ionizadvels, que devem estar na forma idnica apropriada afim de
manter a sua conformagio. Dentre os residucs de aminoacidos da
molécula enzimatica que possuem grupos ioniziaveis, alguns v3o se ligar
ao substrato, outros v3o participar da reacfo e a maioria vai servir
para manter a conformagd3o da enzima. Esses residuocs, assim como o
substrato em nuitos casos s3o sensivels ao pH e possuem estados
ionizaveis diferentes.

E facil conpreender gue quando um grupo -CO0 do sitio ativo
& pecessario A fixagfo do substrato, a diminuigfo do pH do meio
acarresta suas transformacio e -C00H. nao permi tindo mais a
imobilizagio do substrato, suprimindoe a atividade da enzima.

A forma da curva de pH depende de varios fatores distintos.
A enzima sd pode catalizar 2 reaclo se o substrato estiver na forma
apropriada de i1onizagdio e isto depende do pH do sistema de reagio e do
pK do grupo aAcido ou basico qﬁ& se ioniza. A atividade da enzima
tambhenm £ alfetada pelo grau de dissociacio de certos aminocidcidos da
cadeia proteica., uma vez gue o© pH e o ambiente idnico afetam a
estrutura tridimensional.

Tuando se efetua uma reacio catalizada enzimdticamente em
diferentes valores de pH mantendo constantes as concentragdes de
enzima e do substrato, ha intervalos de pH em que nSo ocorre reagdoc ou
onde a velocidade de reag3o € muito lenta.

O declinio da atividade enzimatica resulta na formagio de
uma forma idnica impropria do substrato ou da enzima, ou ambas, ou

desnaturagico, ou ainda a combinagio desses efeitos.
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A natureza do tampio tem um papel importante na imobilizacZo
das enzimas, como por exemplo: uma imobilizag®o com glutaraldeido via
ligagdo covalente sera melhor realizada em tamp3o fosfato, que

Tris-HCl ., onde ocorre a ligagio cruzada com grupos NH, do tamp3o.

B, EFEITO DX TAMPAEO E FORCA IONICA

A forga idnica tambem afetard a reagfo enzimatica por
mudanga no  =sgulibric da  reacHo. Pode ocorrer de o eletrodo
enzimatico nda responder bem no pH de uma reagfo enzimdbica. Neste
caso deve haver um compromlsso entre sensor e reagcio enzimatica.

A atividade de um sistema enzimiético, depende n¥o so do pH,
mas bLambém do Lipo do LtampdEo = forca idnica. O tampic pode nio sd

afetar a atividade. mas bLambém a estabilidade de uma enzima devido A

carga. ativagdo anidnica, mudangas na superficie, termodinamica da
Para encontrar resulfados reprodutiveis deve~se eliminar
culdadosomente ions estranhos e controlar a forca idnica, para se

assegurar a concentragio efetiva dos reagentes.

7. TEMFO DE RESFOSTA

De modo geral, o comportamento de um eletrode pode ser
interpretado com base no mecanismo de resposta. O limite de debtecg3o
e a resposta em fungio do pH s3o essenclalmente determinados pelo

desempenho do sensor propriamente dito. £ evidente que uma diminuig¢HEo




na espessura da membrana reduz o tempo de difusfo do substrate e do
produto da reagdo atraves da mesma. Un aumento na fLemperatura & na
alecalinidade do melo Ltambém resulta em um menor tempo de resposbta, mas
leva a desnaturagio da enzima mais rapidamente.

Existem algumas resisténcias a difusfco do produto {formado
C N5 do seio da solucHo atée a superficie de catalise, e dal atraveés
da membrana semipermsiavel do eletrodo de amdnia. E claro gque a
transformacfo  do  substrato somente ocorre apds  tbter alcangado a
superficie enzimatica. Pode-se acelerar este processo de difus8o.
aumentando—se a agitacio da solugHEo.

Out.ras resisténcias difusionais internas poden surgir devido
A movimentacio do subsbralo no interior do meio catalitbtico poroso, o

s aumeniaria o Lempo de resposta,
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CAPTITULO IIT

IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS

A, INTRODUGCEO

o~

O ouso de enzimas com propdsitos analiticos tem sido limitado
por causa e cerbas desvanlagens como: altos custos para exiragio e
purificacio das macromoleculas enzimaticas., instabilidade em solucio,
balxa DreclsSE0 £ 3UA NEQ Fecupsracio.

A imoilizagdo sobre suporbte insoldvel leva a um aunento na
eslainl b idade enzimadlica facilitando o usoe em reatores continuos,
permlbinds preperagdes mals puras e melhorando a qualidade dos
procubos ol icdos .

Em 1910, HNelson e Griffin (711 mostraram que a invertase
adsorvida em carvido, conserva sua atividade catalitica. podendo ser
reutilizada varias v«;nz-;=3 Ja em 1871, Grubhofer e Schleith [(72]
apresentaram as primeiras Lécnicas de imocbilizac%o sobre derivados de
poal i aminoestireno,

Apartir de 1980, as pequisas Toram intensificadas com o
impulso.dado pelas equipes do professor Katchalski [73] em Israel e
Manecke (741 na Alemanha. Chibata 1751 e colaboradaores, prepararam o
primeiro reator <com enzima imobilizada. Em varios outros paises, esta
aArea tem recebido atengio dos pesquisadores como na Franga, Duran e

Monsan (761 no Instituto Nacional de Ciéncias Aplicadas Toulose.
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Varios livros e revis@es ja foram publicados sobre técnicas
de imobilizagdo 2 o uso de esnzimas ilmobilizadas em quimica analitica

[77.78], quimica clinica [789] e em colunas [80].

B. METODOS DE IMOBILIZACEO

= meSbodos de imobilizagﬁo devem ser brandos = em condigBes
bem controladas, respertando a esbtrutura nativa das proteinas.

Em 18971, a primeira conferéncia de Engenharia Enzimatica de
Henniker JUSAD  definta uma classificac8o de enzimas imobilizadas
conslderando-as aomo un caso particular de enzimas nmodificadas. De wum
modo geral e imobllizagdn das enzimas, ofersce vantagens em relagio a
enzima soluvel. Lais como:

12 Reulillzagdo: a enzima pode ser usada nultas vezes,

diminuinds o cuzto por anidlise;

fu

o Madlor estabilidade:  guando imobilizadas as enzimas s3o
mantidas num ambients mals semelhante aoc que z8o encontradas na
natureza;

3) Foucas interferdncias: menos susceptiveis aos ativadores

e ilnibidores normais.

1. IMOBRILIZACAQ POR OCLUSEO

Neste processo, as moléculas das enzimas ficam aprisionadas
dentro da rede iridimensional de um polimero insoldvel na agua ou

aprisionadas deniro de microcapsulas delimitadas por uma membrana
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semipermeavel cujos poros sfc pequenos para impedir a difus3oc de
macromoléculas. mas sulicientenmente largos para permitir a passagem do

substrato ¢ dos produtos da reagfo.

1.1. OCLUSED EM MATRIZES INSOLUVEIS EM AGUA

Nester caso a enzima ¢ dissolvida e dispersada numa sol ugf@io
de um mondmero. polimerizada na presenga de um agente de reticulacfo e
de um colotde protetor como albumina, agarose ou dextrana, ou ainda a
anzima pode 2er aprisionads dentro de Mibras ocas.

Oz polipesros mais usados 530 a poliacrilamida. metacrilato,
polletileno glicol,. amido, K-carragena, eLlc.

Guilbault e Das (401 estudaram varios fatores que afetam a
imobilizagds da  ureass em gel de poliacrilamida e borracha de
silicone. constatando uma perda de enzima durante a polimerizac¥o, de

ol 2 T LS

cerca de o a =t T

Wi

!

A imobilizagio em Clorelto de Polivinila PV consiste na
incorporagio da enzima dentro da matriz PVC Az membranas obtidas
apresentam boas caracteristicas mecanicas, fisicas, tempo de vida
prolongado. seletlividade, etc.

Solventes apropriados s¥c usados com PVC e a solucSo do
polimero & misturada com a enzima, formandoe um filme, quando o
solvente & evaporade a temperatura ambiente,

Alguns plastificantes sio usados com o propdsiteo de tornar o
polimero mais plastico & temperatura ambients. A principal vantagem

deste Lipo de imobilizagdo ¢ o ndo envolvimento dos grupamentos ativos
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das enzimas e com a totalidade da massa proteica mantida dentro da
rede do polimer o, A desvanbagem £ que muitas vezes as condigles de
polimerizagio le&va a desnaturagfo, além de fendmenos de impedimento

estérico » difusio através do gel ou membrana.

1.2, MICECENCAPSULACAC

E uma bLéonica introduzida hia alguns anos por Chang (851]
pastanie usada nas industrias de cosmético ou de corantes = na
inddstria alimsniticia, Consiste em Lter a enzima dentro de uma capsula
cielimibada por vima membrana seml permsiavel

Una solugio aquosa da enzima © um mondmeros hidrofilico

Cpoliamida ou glicol) =s3do misturados com um solvente orgianiceo
insol dvel  em  Aoua, A adigda de um segundo mondmero hidrofdbico

{cloreto de soido polibasico por exemplol provoca uma  reacdo  de
polimerizagdEo  Levando 4 fornagdo de wuma menmbrana ac redor  das
microgoticul as. Esia Lecnica ndo tem sido usada para preparacio de

eletrodos enzim&ailicos.

2. ADSORGAO

Neste processo estio envolvidos forgas de interagfo de baixa
energia =ntre o suporte e a proleina bLails como: interagfo de Van der
Waals, ligagfes  hidrogenidnicas ou ligag@es hidrolfdbicas. Com
suportes nio porosos, as enzimas ficam fracamente ligadas, enguanto

que, com suportes porosos as macromol &culas protéicas preenchem seus
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poros.

Diferentes parametros influem na quantidade da enzima fixada
e nas ligagBes coriadas, destacando-se concentracio da proteina
enzimitica. pH, forga idnica do meio, temperatura, formato das
particulas & naturera do suporte [82,83].

Aiguns  trabalhos visando adsor¢io de proiteinas  foram
revistos por Sohuan o Katchalski [847. Suportes ricos em sitios
hidrofilos 3o mals adsorventes qgque os suportes hidrdfobos o fornecem
sistemas mals estavels,

Entre os adsorventes mals usados tém—se: quartzo (821, vidro
i83), carvio (3051, silica gel [88]1, alumina (871, resina trocadora de
teons [85], & bhenboniba (837,

A malar vantagen deste metodo reside na extrema simplicidade
g ho wemprego de condigd@es brandas. gque preservam a atividade das
BNzl mas.

A4 principal desvantagem & que as forgas de interacio
envol vicias  sHo relatbtivamsnte fracas e fregusntemente conduzenm, no
decorrer <o Lempa, a umna dessorgfo progressiva das enzimas. Este
incoveniente limita O emprego desse processo As preparagies

enzimabticas mais baratas.

2. IMOBILIZACARD PCR LIGACAD COVALENTE

Este método, envolve a formagfo de ligacleo quimica entre a

moleécula enzimatica e os grupos reativos do suporte, além de fendmenos

de adsorgfo eletrostalticos que consolidam a fixagSo.



Para evilar a desnaturagfo das enzimas € necessario proceder

uma ativacHo prévia dos grupos funcionais do suporte, possiveis de

participar da reagdo , a tabela I mostra os principais grupos

funcionais de matrizes.

Tabela - Grupamentos funcionais das enzimas que participam

dos processos de imobllizagfo sobre suporte.

G UMD EIA Dl o e
grupe carboxilico 3 =
Liol SH cistelna
Lirosina
histidina

£ amino grupo
¥ grupo  carboxilico

et

IAS Sl la!
Midroxila fendlica
grape 1ml dazol

grupo hidroxila Serina
O supsrles  =23o  escolhidos  por suas propriedades de
sol ulil i dade, T UROS funcionais, estabilidade mecanica, Area

sup=riicial, natureza hidrofdbica & hidrefilica.

Na tabela II encontram-se  alguns suportes  usados na

imobilizacio por iligacio covalente.



Tabela 11—~ Suportes wusados para ligacf3o covalente:

Duporte Referéncia

vidro poroso 80,91
Poliacrilami da o2, O3
derivados do seldo poliacrillico 94,395
acido poliaspartico Q5
Avido glutamico Qa4
poliestlreno o7
nylon @s, B9
Cerl Ll Osse 100,101
seel aclex ‘108.103
STHE O 104,105
carboxi mel il oel ul ose S, 100

Enlre as vantagens deste método, incluem-se: simplicidade e

solidez do vincuio proteina suporte, menores quantidades de enzimas,

em relagio ac metodo de oclus8o ou adsorgio,. e portanto, uma técnica

indicada no caso de enzimas de preco elevado.

O inconveniente principal do processo estd nos riscos
inativagdo parcial ou total da enzima no decorrer da reacfo
fixagdo. Além do mais, os suportes organicos sHo susceptivels

serem atraidos por microorganismos e sio sensiveis as condigBes
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melo @ varliagBess do pH e enprego de certos solventes.

Nezla tecnica. as moléculas das enzimas ligam—se entre si
por pontes intermoleculares, utilizando agentes bi ou multifuncionais,
oblendo-se desta forma, estruturas de peso molecular alteo (106,1071.

Alguns destes reagentes s8o o glutaraldeideo [108], Acido
bizdiazobenzidi na -2 -Z- dissulfdnico [1091, acido difenil—-4

—4—ditioacetato - - dissulfdnico (11063, 1.5- di fluora-2

~d-dinlirobenzena 1111, tolusno- 2-isocianateo- 4-isctiocianate [11871.

b
Dentre o3 reagentes polifuncionais, o glutaraldeido & um dos
mais ubilizados para incbllizagio covalente cruzada. Esquematicamente

a reagino entre o glutaraldeido e a enzima estA representado na figura

8.
T
?HD ?NZIMA ?:N—ENZIMA
?Hz " ?H: — ?Hz
?Hz ALBUMINA ?H:
CHO ?ZN-&LBUMIN&
OH
Figura 8 - Reagio esquematica entre o glutaraldeido e a
enzima.
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As estruturas assim preparadas podem ser incluidas em um
gel. As vezes ha uma dimuigdo na atividade da enzima, devide ao
estabelecimento de interagBes entre macromoléculas em raziio de sua
proximidade espacial.

Para remediar esse inconveniente ¢ possivel dispersar a
enzima por melo de moeleculas proteicas n8o ativas como albumina,
fibrinogénio ou hemoglobina que evitam o contato muito estreito entre
as moléculas do biocatalizador.

Esta tLecnica proporciona complexos de alta atividade e
grande resisténcia 4 desnaturaglo que & explicada por fendmenos de
impedimento estérice. A malor desvaniagem € gue muitas enzimas sZo

sensivels a reagdo e perdem atividade,

C. CARACTERISTICAS DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

Criando REIE=Y enzima & imaobilizada, algumas de Sttas
caracteristicas podem se alterar:

12 pH otimo -~ devido a modificagfo do micrcambiente, pH
iocal . interacBes eletrostaticas, etco. O pH &timo para a atividade
enzimitica pode sofrer alteragio de mals ou menos uma unidade.

2 Alteracio na constante de Michaelis-Menten hi geralmente
um aumento de Km devido ao efeito de difusiZo, modifica¢fo na estrutura
tridimensional. etc.

3> Maior estabilidade - A velocidade de desnaturagio de uma
enzima imobilizada & menor que a enzima livre, pois ela estid protegida

como se estivesse no seu ambiente natural.
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Estas novas caraclteristicas conferem vantagens as enzimas
imobilizadas em relagio as solUvels como: baixe custo por andlise,
reutilizagyo, eficiéncia em reagSes com mdltiplas etapas, malor

reprodutibilidade e precisio.

D. FATORES QUE INFLUENCIAM NA IMOBILIZACAC DAS ENZIMAS

Come a relagio custosbeneficio € importante na
implantagdo de gualguer nmetodologia analitica, a utilizag3o das
srzimas na robina laboratorial sd foi possivel com o advento das
téonicas de imobilizagio gue permitiram a reutilizagio destes
catalizadores bioldgloos,

Existe portanto um incentiveo para a conversfo de uma enzima
soldvel en inoblilizada. O custo de uma enzima depende muito da sua
oblengdo e o custo de sus inmobllizagio refsre—-se ao trabalho & custo

gquimico, complexidade do mdtodo, ete Ctabsia IIID.

Tabela III- Falores que afetam o cus£0 de um processa de

imobilizagdo de enzimas

Atividade especifica Processo de imobilizagdo e guantidade
de enzima

Estabilidade catalitica Estabilidade a sstocagem;
Ezstabilidade operacional

FRegeneragio da Capacidade de regenerag¢io da
capacidade de catilise atividade;
Capacidade de reuso do suporte

41




CAPTTULO IV

PROFPRIEDADES E CARACTERISTICAS DA UREASE

A, INTRODUGZEO

Urease (ureia amidohidrolase E.C.3.85.1.8) fol a2 primeira
enzima a =er l1solada na forma pura  por Sumner [1131 em 18286, E uma
enzima de alto poder catalitico que cataliza a hidrdlise da ureia em

co, © NHs,{;_;z_;zr_]LiFlijJ a edquacio abal xo:

i ,
MH}"C"NHQ + aH:D e HgCUa - aﬂHz
Encontra-se principal mente =] semnentes dex mlantas,

microorganismos £ animals inverbtebrados como caranguejos, mexilhdes,
et Deerponstra um alto grau de sspecificidade para uréia e derivados
como hidroxi & dihidroxiuréia.

A ursase de soja, apresenta pH dlimo 7.0 & peso molecular
4530, 000, conzisbte de duas moléculas enzimaticamente ativas de peso
molecular 240, OO0,

Em sol ugdo neulra e na presenga de dodecil sulfato de sddio
1% ela se dissocla em 8 unidades (PM 60, 0003 gque compreende duas
cadelias ligadas covalentemente (cada cadeia de PM 30. 0003, A urease £
resistente a desnaturagiio pelo seu préprio substrato, o qual numa
concentracic 8M € capaz de desnaturar numerosas proteinas.

Em concentragiio de urdia 8 4 9M a urease se dissocia em
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subunidades CPM 60. 000> que alnda possuem atividade,

B, FONTES DE UREASE

Fol Marshal {114 em 1813 quem prinmelro utilizou urease,
extraida do "jack bean” para dosar ureia de amostras de sangue e
urina, seguindo um processo de aeragdio para o recolhimento e titulagHo
da amdnia resul Lantes,
Em 1909, a4 se havia demonstrado a presenga de urease na
soja (snja hyspidal, Em 1937, Damodaran e Sivamakrishnam [1195)
fizeram sxtensivoe esbudo dos tLeores de uresase em varias sementes
nativas na India especialmente Papilionaceae « Cucurbitaceae.
Machado [118), realizando estudos concluiu que as melhores
fontes de ursass no Brasil s3io:
ad Semente de melancia (Citrullus vulgarisd
b)) Fel jSo-de-soja (Scoja hyspidad
¢ Feljdo de porco ou "jack bean" (Canavalia
ensiformis)
dd Abdbora moganga (Cucurbita maximad
Esta dltima apresenta a desvantagem de seus extratos
desenvolverem rapidamente elevados teocres de amdnia, provavelmente

devido a outros sistemas enzimaticos (canavanase, arginase, etc).
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C. ATIVADORES E INIBIDORES DA UREASE

No caso da urease Kistaiakowsky e Shaw [(117] estudaram a sua
inibigio pelos metais Ag (I3, Hg CIID, Cu CIID, ¢d CIID, Co CIID, Ni
CIID, M CIE2, PbL CIID.

Gorin [118] e seus colaboradores publicaram um artigo
afirmando gque oS éitios ativos da urease s¥o grupos sulfidrilas, Ions
metilicos geral mente inativam a urease por reagfo com grupo sulfidrila' 
2 a correlaqﬁo—que a toxidade de cada um desses fons tem com o produto
de scolubilidade do sulfelo do metal correspondente.

Sidney = Joseph E119] estudando a determinagio
potenciométrica direta do sistemna ureia-urease sob  condig¢Bes
experimentais controladas de efeito de pH, temperatura, concentraciio
da  enzima, concentragio do substrato, inibidores e ativadores
concluiram gue cobre e zinco desativam a urease numa inibic¥o n¥o
compelitiva sendo o primeiro mais forte, devido ao menor valor do
‘produto de solubilidade do sulfeto de cobre.

A inibigHo da urease pelo gy CIIJ, foi estudado por Bahabur
¢ Chandra [120] em 1962, mas Leuthardi e Kohler [1217 concluiram gque o
cobre nd3o afeta a urease na auséncia de acido Eécérbiéo.

Fitner [1Z22] atribuiu a inibigio da urease por metals devido
a ligag@es quimicas destes com os sitios ativos da enzima. A amdSnia
forma complexos <om metais Hg: Ags> Cu: Au, Ni:» Co:. Cd e In. Muitos
podem ser removidos como hidréxidos complexos ou preciptados em
solugdo basica. Quando hidréxido estd presente em concentragio igual

a 0,1 M e a concentragio de amdnia & menor que 10"3M. sd Hg formara
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comﬁlexa com a amdnia. Neste caso iodeto & recomendado para evitar
interferéncia porque forma complexo de Hg sollGvel em qualquer pH.

A complexagio destes metals por um agente quelante, como
cianeto, EDTA. etc, pode eliminar suas interferéncias. A inibicHo da
urease por metals € do tipo n3o competitiva a pH 8,9; a velocidade da
reagf¥oe  enzimatica € inversamente proporcienal a concentracfe do
inibidor.

A atividade das enzimas imobilizadas tém sido restaurada
quando tratadas com solugBes de ticacetamida, EDTA, tamp3o Triszs, etc.

A inibigio competitiva da urease por nitrato & peguena,
provavelmente este ion n3o afeta a atividade da enzima a pH 7,0.

A ativagEo da urease pelo fozfato iHFOL%) foli observada por
Fasman e Nieman [123]. E possivel que carbamil fosfate seja um

produto intermediario no mecanismo da reag¥o.
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CAPTTULO V

/
ELETRODOS ENZIMATICOS

A. INTRODUGEO

O progresso da potenclomebria com elebtrods selstive =

aletrodos vol tbametbricos tem sido expressivo, T di agniosticos
laboratoriais. terapia intensiva e pesquisas bioldgicas. Isto fica
evidencl ado pela expansio desse assunto na literatura

[41.42.70.768,1&41.
& ide2ia inicial de usar uma enzima allada a wun eletrodo &

atribuida a Clark e Lyon [1251, mas a denominagio de "Eletrodo

Enzimatico"” se deve a Updike & HicKs [1261].

B. CARACTERIZTICAS DOS ELETROROS

As caracteristicas mais importantes de um aleLrodo

enzimatico s8o: establlidade. tempo de resposta e sensibilidade.

1. ESTABILIDADE

A estabilidade de um eletrodo enzimitico pode ser afeltada
por varios fatores:
13 Tipo de imobilizacHo
ad) soldvel + membrana de dialise

b Fisica
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¢l Quimica
22 Quantidade e pureza da enzima
32 Condig¢Bes Stimas

42 Estabilidade do sensor base

1.1. TIPO DE IMOBILIZACEO

O tipe e imobilizagio afeta conslderavel nent e a
estabilidads cddo  biossensor. Geralmente, um eletrodo com enzima
soluvel £ usade por cerca de uma semana com 28 4 B0 determinag@es,
sendo o eletrodo guardado sob refrigeracio quando fora de uso.

Ors erlebrodos com  enzimas inobllizadas fisicamente sHo
estavers por malis Lemps chegando algumas vezes a 3 semanas ou mais, e
cerca de 100 amostras,dependendo do grau de cuidado na preparac@io do
polimero.

Os eletrodos com enzimas imobilizadas por métodos gquimicos
apresentam—se mals estavelis com vida Gitil maior, devido as ligagcBes
mails efelivas =nlre as enzimas e os suportes diminuindo a lixiviacZo

da camada enzimaitlica

1.2. GUANTIDADE E PUREZA DA ENZIMA

A estabilidade aumenta com a espessura da camada enzimabtica,
porsm o Ltempo de respesta btanmbém aumenta. HA uma quantidade critica
de enzima necessaria para se obler uma resposta nerpstiana. Muitas

vezes & vantajoso adicionar mais enzima, principalmente quando ela n3o
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¢ purificada,

1.3. COMNDICOES STIMAS

As condigBes operacionals &timas como pH, temperatura,
concentracio o 1= enzimna, concenbtragio do substrato, etc, sSHO

determinadags exparimental mente,

1.4 ESTABTLIDADE DO SENZSOR BASE

A estabilidade do eletrodo enzimdtico depends do sensor
base. Em mul bLos cagos esse ndo & o rator mais imporftante quando o
sensor Lem uma =staibilidade maior do que a enzima, porém izto deve ser
considerado gquando se usa elelrodos com tempo de vida curto, como por

exemnplo o5 de menbrana liguida.

. TEMPO DE RESPOSTA

O Lempo de resposta do sensor envolve a difusio do substrato

atraves da membrana enzimatica e a difusfo do produto formado ate a
superficie do sensor base quando & entio monitorado.

Alguns ratores que afetam o tempo de resposta sZo:

12 Velocidade de agitagHo

=22 Concentracio do substrato

3 Concentracfo da enzima

43 pH &timo

5 Temperatura
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82 Membrana de diialise

70 Tempo de resposta do sensor base

2.1. VELOCIDADE DE AGILTACRO

A vel ocldade de difusfo do substrato depende da agitacBo da
soluglBo, que afeta a resposta do eletrodo, o wvalor do potencial, a
velocidade de transferéncia de massa do substrato para o sletrodo,
assim como a verlocidade de btransferéncia de massa do produto para fora
do elelrodo.

Agitacio mals slevada fornece potenciais mals reprodutiveis

e menor Ltempo ode resposia.

2. 2. CONCENTRAGAD DO SUSTRATO

A vel ocidade da reagfo aumenta com o aumento da concentracZo
do substrato diminuindo o Lempo de resposta. de acordo com previsto

pelo modelo de Michaslis-Menten.

2.3, CONCENTRAGEO DA ENZIMA

Un awimento na quantidade de enzima pode levar a um tempo de
reposta mais 1longo. Isto & devido aoc aumento na espessura da
membrana, dificultando a difus3o do substrato na mesma. Para bons
resultados recomenda-se a utilizagio de enzimas com alta atividade,
permitinde eobtengio das membranas com a enzima imobilizada, as mais

finas possiveis.
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Come» ja fol dito anteriormente cada enzima tem um pH &time,
no qual ela € mais ativa, £ uma faixa de pH onde existe uma certa
reatividade. ¢ pH &Stimo de uma enzima imobilizada pode ndc ser o
mesmo de uma enzima soldvel . Recomenda-se geralmente ajustar o pH

atendendo as necessidades da enzima 2 ndo as do eletrodoe base.

S. 0. EFEITO DA TEMPERATURA

Poder—se prever um duplo efeiio com o aumento da Lemperatura:
aumanto na velocidade da reag¥o enzimatica resultando num tempo de
resposta mais  rapido, e uma mudanga no potencial de equilibrio em
virtude do cosficiente de Lemperatura na equagio de Nernst e Van't

Haof 1.

2.6, MEMBRANA DE DIALIS

Em mullos casos & vantajoso usarras menbranas de dialise gue
servem para proleger as enzimas £ prolongar a vida (til do biossensor.
Estudande o efeiblo da espessura das menmbranas de didlise CGuilbault e
Montalvo [1&731 notaram gque a membrana de celofane era a que influia
menos no tempo de resposta para eletrodo de urédia.

O tempo de resposta e equilibrio da reacfo podem ser

alteradas pela variagio da espessura da membrana de dislise.
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2.7. TEMPO DE RESPOSTA DO SENSOR BASE

O tempo de resposta de um sletrode depende do sensor base.
No ccaso do sletrodo de amdnia depende da concentragBo,

levando-ze ate> 15 minublos para cancentragcdes mais dilulidas.

2. SENSIBILIDADE

A sensibilidade de tm el etrodo enzimatico depende
diretaments da sensibilidade do sensor base.
Para o =lebrodo sensivel a amdnia chega-se a detectar até

20 ppb nas condiglBes olimas de temperabtura e pressio,
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CAPT TULO VL

’ /
ELETRODOS ENZIMATICOS PARA UREIA

A. INTEODUCES
Eletrodos sensivels a aménia empregados para determinagiio de
urela usam membranas permedveis A gaAs para separar as amostras da
solugdo de referdncia infterna. Estas membranas evitam que espécies
idnicas entrem na solugdo de referéncias interna eliminando alguma
interferéncias devido a lons dissolvidos., Concentrag®es idnicas podem
afetar 2 wolubilidade da amdnia devendo ser removidos da solugio.

A amdinia dissolvida em solugdo da amostra se difunde através
da menbranas aleé que o pressiio parcial da amdnia seja a mesma em ambos
o3 rados da membrana. A pressio parcial da amdnia serd proporeional A
sua concentragFo.

A ambnia difundida atraveés da membrana sofre hidrélise na

solugdo de referéncia interna e reage com a agua

NHz + Hz0 ——s NH, + OH

[NH,] [oH !}
[NHZJ

A solugBo de referéncia interna contém cloreto de andnio em

concentracio suficiente de modo que seja considerada fixa.
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Ent®o @ [ 1 = [NHa} x k

O potencial do eletrodo sensivel 4 amdnia varia de maneira
nernstiana com a mudanga da concentragio de hidréxido na solugio de
referéncia interna. O eletrodo portanto responde a aménia.

E = Es - S log [NH3]

QO primeiro eletrodo enzimatico para uréia E},a'?} consistia de
urease [isicamesnie inmobilizada em gel de poliacrilamida na superficie
de eletrodo seletivo a amdnio. Este elelrode respondia a mudanga da
concentracio de ureia de 5 ox 10—5 a1l x 10—134 com tempo de resposta de
cerca de 35 segundos e Lempoe de vida de 14 dias. Com a utilizag3o de
am fllme de celofane sobre o sensor com a enzima imobilizada este
Lempo ol ampl 1 ado paré 3 semnanas.

Ouaredo o eletrodo enzimdtico era colecads em contato com a
solugiio contendlo ureia. o substrato se difunde na camada enzimatica,
ocorrendo a dedconposicdo da ureia em ions NH; = CO,.

G iom amdnic produzido era monitorado pelo eletrodo de wvidro
semsl hante a debtermlinagio de pH. Este eletrodo também respondia a
NQ+, K+, H+.~ Ag+@ {_;+ cuando presentes em guantidades apreciavels.
No cazce de um eletrodo de membrana liquida de tipo NHE, a reagiao ns
camada da enzima imobllizada pode ser afetada pelo contato com o
solventle organi <o ocasionando a perda de atividade.

O isolamento da camada liguida com membrana de didlise
acarreta malor tfempo de resposta além de precisarem ser renovados
p@riodicémente ii128ij. Tran-Minh et alii 1[128] desenvolveram um
eletrode para <cation monovalente com urease imobilizada por ligagSo

covalente, ultil izando albumina de soro bovino e glutaraldeido.

Para evitar a interferéncia de sddio e potassio, Guilbault e
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Hrabankova [3%5] usaram uma resina trocadeora de jlons e um eletrodo

seletivo a cation amdnio com sensibilidade até 10—61‘»5 e precizio entre

2 a3 %
Guilbault et alii [368] desenvolveram um eletrodo para céation
amdnio usando borracha de silicone e nonactin. O coeficiente de
) , + + = . + .
seletividade ol 6,8 para NH, K e 7.8 x 107 para MH, Na - Este

eletrodo foi usado por mais de uma sSemana com pouca perda de
atividade, apresentando resposta lenta e efeito de membrana forte,
devido a velocidade lenta de difusio do substrato na membrana.
Guilbhault e Soha [130Q1 desenvolveram um eletrodo enzimibico
para determinacio de urgia baseado num sensor para CO,- Este foi
usado inlcialmente por fisiclogistas para determinagfBes rapidas de
P em sangue (1317, O eleirodo consiste de uma combinago de um
Co,
eletraodo de referéncia, um de vidro para pH e uma membrana permeavel a
JAS. Entre o eletrodo de vidro = a menmbrana ha uma camada de solucfo
de bicarbonato de sodia. Una camadas de urease, ol imobilizads na
membrana  permeavel  a gas e o elebrodo apressnbtou  comportamento
, A -4 PR
nerstianae na FTaixa de 10 a 10 "M com tenmpo de rezposta de 1 & 3
. . + v e
minutos sendo gque oS lons | & Ng B0 intsrfersam.
Un eletrodo enzimatico especifico, foi descrito por Mascini
e Guilbaultl [37] com  a urease imobilizada quimicamente com
glutaraldeido = albumina de soro bovino numa membrana de teflon
especial. O tempo de resposta fol de 2 minutos com cosficiente
o - - a —4 o io3
angul arde SS8mV.-década para concentragio de 1 x 10 a4 5 wx 10 M de
ur<ia. Pode-se chegar a realizar até 20 determinag@es por hora com

excelente correlagfo.

Tran Minh et alii [128] wusaram urease imobilizada por
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ligag3o cruzada com glutaraldeido e albumina de soro bovino em sensor
de CQ, obtendo resposta similar a Guilbault et alii [35,36,371.

Um metodo para medir urédia em sangue, utilizando um sistema
de 2 eletrodos, Lambém descrito por Guilbault =2t alii {1281,
apresentou  concordancia com método espectrofotométirico, sendo o
eletrodo estavel por 4 meses.

Anfaltli et alii (1321 desenvolveram um eletrodo enzimatico
para uréia utilizando eletrodo sensivel a gas aménia. A urease foi
imobilizada covalsntemenie na membrana permeavel a gas amdnia. Este
eletrodo era livre de inbterferentes e respondia a urédia numa falxa de
conceni.ragdo de 1 x 10m4 a l x 1O—EM, com coeficiente sngular de 69,5
my/ deécada, a pH 7,0 & tenpo de resposta 4 5 minutos.

A urelia pode ser determinada amperométricaments com urease
imobilizada em FVYA e presa com membrana de didlise a um elebtrodo de
platina. A dependéncia do pH na oxidegqo da hidrazina naquele
eletrodo & usada para monitorar a reagcfo. A relagdo entre corrente =
concenbracio emn solucdes alcalina e 4cida mostra-se linear para
concentragido de ureia entre 1 a4 80 mM com amostras de B0yl com adig¢Ses
em eml de tampEo hidrazina.

| Paspatathopoulos e Rechnitz [133] desenvolveram um eletrodo

para delerminagfo de uréia em sangue baseado num eletrodo sensivel a

gas amdnia. A urease era imobilizada na superficie da membrana
permeavel a gas por meio de uma membrana de diilise. A resposta foi
linear numa concentragio de B x 1 0—4 a 7 x 1 OuaM com coelficiente
angular de B0,7 nV permanecendo estAvel por &0 dias. O tempo de

resposta foi de 5 minutos.

Alexander e Joseph [134] imcbilizaram urease em PVC
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acoplando num egletrodo de antimdnio, obtendo uma resposta linear na

4 a1l x 10_8M de urdla com coaeficiente

faixa de concentragdo de S x10
angular de 44mVY. década. O eletrodo foi estivel por uma semana com
tempo de resposta de 1 a4 2 minutos apresentando mudanga de potencial
absoluto a cada dia de uso,

0 aparecimento de um  potencidmetro diferencial com
sensibilidade de até 10~4unidades de pH [1328] contribuiu para a
construgdo de sensores de wuréia ndo influenciaveis pelo pH das
solugcBes biosldgicas [136].

Kulys et alii [137] usaram um eletrodo de antiménio com uma
regsisténcia de 0,1 mm"a obltendo resposta nerstiana simplificando o
circulito de medida.

Zensores poLtenciomEbricos cobertos com enzimas imobilizadas
fisicamente [13238] Lém sido usados largamente. Estes sensores tém sido
feitos a parbkir de uma grande variedade de materials [1=291,
Recenlemente sensores de pH tém sido construidos com dxidos de paladio
[140], estanho (1411, iridio [142] e Lungsiénio [143],

Tannielo e Yacynych [(138] construiram um eletrodeo com axido
de antimdnic dque responde a mudanga de pH. A urease fol imobilizada
em FPVO e colocada no sensor do eletrodo. A resposta foli linear para
concentracio de ureia de 10_5 a 10—3 M para 12 dias.

O principio de funcionamento de transistores de efeito de
campo para determinacBes de espécies idnicas € baseado na ampliag3o
dos sinais elétricos. Quando se substitue o gatilho de um transistor
por uma membrana seletiva, a diferenga de potencial gerada na

interface eletrodorsolugSo a qual depende da atbtividade idénica

monitorada, alltera o fluxo de corrente entre o dreno o a fonte. Deste
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modo, a corrente que flui através do sistema € proporcional A
atividade do ion de interesse em solugdo.

O desenvolvimento de eletrodos desse tipo tem recebido a
atencio de mui Ltos pesquisadores [144,1457.

Revi stes periddicas tem sido apresentadas por Koryta [1481,
bem como em 1ivros especializados [147-1491 = diver305_"?ro¢eedings"
de simpdsios realizados (1850-152]7.

Folimeros organicos Lém-se mostrado apropriados para serem
usados come material condutor em =letrodos [153-155]. Recentemente
filmes poliméricos foram usados como modificadores de superficie de
gletrodos. mostrando-se polenciométricamente promissora sua aplicagio
em determinacdes analiticas. Alguns Lrabalhos usam os eletrodos
modl ficados come sensar polsnciométrico, no caso de um sensor de pH
[136,188]7. as propriesdades  Acido-base dos filmes eletricamente
depositados na superficie do eletrodo sio usadas para resposta de pH.
Em muitos casos, usa-se2 as interagSes dos sistemas redox na superficie
dos eletrodos ou nmudancas de Superficie$ durante o uso.

Nylander et alii [158] usaram as propriedades do polipirrol
em eleblrods seletiveo a andnia. Pandey e Nishro [(1560] descreveram um
microssensor para ureia ulilizando wum  filme de polipirrol na
superficie de um eletroda de platina.

Palleschi et alii [161]1 prepararam um eletrodo baseado numa
resina condutora de carbono-epoxi, sdélida em PVC com a wvantagem de
eliminar a scolugfo de referécia inlterna e consequentemente o eletrodo
de referéncia. E possivel obter desta maneira um sensor para urelia
com baixo custo, boa precisfio e tempo de resposta de menos de um

minuto.
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Guil bault e Tarp [(182] descreveram um eletrodo péra urél a
bageado no "air gap” de Ruzicka e Hansen [79]. Os autores projetaram
um eletrodo seletivo a ions ficando suspenso acima da solugZo de
medida da amostra, Neste caso. o eletrdlito é estabilizado por um

_agente hidrofilico como gelatina ¢ aplicado ao eletrodo seletivo antes

de cada medida. O resultado & uma rapida volta &4 linha de base.
B. ELETRODOS COM OUTEAS FONTES DE UREASE
& Thabliidade das Tlores de conver tbere=m substiratos

bioguimicos em produtos volitels fol utilizadoe por Uchivama e Rechnitz

[l63] para desenvolverem um eletrodo sensivel a uréia. Materiais

i

catalfibice

o

D

Come mLcroorganismos & Lecidos de plantas e oanimais teém
demonstrado propriedades alrativas em certas circunstancias [1684, 1651,

As rosas 830 ricasz de maleriais biocataliticos, assim como
fmlhas, sementes e alguns Lipos de plantas [166,1677. O odor das
flores & uma indicagBo de prbdur;?:{o de material volitil que &
compativel com eleitrodo sensivel a gas.

Petalas de rosas foram maceradas e misturadas com tampEo
Tris~HC1I O.2M pH 7,3 ou 8,0 e colocadas como pasta em forma de
sanduiche em um elestrodo para amdnia com uma menbrana de didlise
extarna. Tanto pétalas de rosa vermelha come cravo apresentam alto
nivel de urease.

Eletrodos com 30 mg de cravo branco apresentam um coeficente

angular de 4% mV. década para concentracio de uréia de 2 x 1O“5 a 3

1Oﬂ4M. tempo de resposta de 10 minutos a pH 7,4 e tempo de vida de 10

dias.
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C. ELETREODO COM CELULAS MICRORIOLOGICAS

Um eletrode microbloldgico consistinde de uma bactéria

nitrificante = um eletrodo sensivel a oxigénio fol desenvolvido por

Karube et alii [1681. A amdnia € sucessivamente oxidada a nitrito e
nitrato o bactérias nitrificantes Como Nitrosomonas &
Nitrobacbérias . O sensor de ureia consiste de urease imobilizada,
bactéria imobilizada e um eletrodo de oxigénio. A ureass &

imokbilizada em PYC (16871 o as bactérias nitrificanies s¥o culbivadas e

imobilizadas em acebileoelul oss, A menbrana com a bactéria £ colocado

L

no sensor do elebrodo de oxigénio e sohre esta & colocada a membrana
com a ursase imobllizada, Ambas as membranas $3o seguras com membrana
de diallse e presa com  O-ring. O sensor pode ser usado para
delerninacio der cerca de 200 amosbras. num periocdo de 2 semanas [1707.

L. ELETECDO ENZIMATICO PARA URELA EM ANALISE POR

INJECAC EM FLUXO

ha pivy - =
le2 i 2 &8

i#

. de  andlise por  injecio  em  fluxo  tém sido
estabelecidas para solugBes homogeneas. Amostras heterogeneas como
sangue btém apresentado problemas de diferenga na dispersZo de dois
tipos de amostra. Em anadlise por injecfo em fluxo & importante que a
dispersio das amostras seja constante e reprodutivel de modo que
sol ugles descomhecidas devem ser igualmente tratadas.

Harrow e Janata [171] mostraram gque a presenca de células
vermelhas do sangue pode levar a resultados errados devido a problemas

de suspensio. Para evitar erros deste tipo o coeficiente de dispersXo
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deve ser o mals préxime de 1, ou seja a distincia entre a injegﬁo e a
detecgio deve ser minimizada.

Bo. A. Peterson [172] desenvolveu um sistema de andlise por
injegdo em [luxo para determinagic de uréia em sangue com urease
_covalentemente imobilizada sobre eletrodo seletivo ao cation aménio
obténdo uma frequéncia de 40 amostras por hora num mé&dia de
concentraco de ureia de 1 a 40 mM e um desvio padrSo de 1 %, A
interferéncias de potissio fol reduzida para menos de 3%.

As tecnloas = caracteristicas cperacionals desses
equipament.os  para deberminagio em  anidlises por fluxe tém  sido
descritos em revisdss [173.1741.

O dessnvolvimenio de detectores eleiroquimicos para sistemas
continuos tem orescido muibo nos Glitimos anes [175,1777. Wang (1783
estudou o comporbamento de eletrodos modificados para detecg®o em
sistema de fluxo dando especial atengZo & modificag¥co da superficie

elet.roativa de tLals sensores.

2. MIOROSEENSORES

Uma arsa promissora para aplicacio de biosensores envol ve os
microssensores. Recentemente um microssensor para uréia foli preparado
per imebllizagdo de urease num eletrodo de antiménic [179Q1. Joseph
{180} construiu um microeleirodo para amdnia do tipo Yair gap™ com
10um de diadmetro com resposta entre 30 4 45 segundos para concentragHo

4 2

de uréia 10 © a4 10 " M e Lempo de vida de uma semana.
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CAPITULGC VII

~ ' ~ /
GBTEN(}AO E CAWACTERIZA?AO DA UREASE ATRAVES DAS FONTES VEGETAIS
CANAVALIA ENSIFORMIS E CANAVALIA MARI!TIMA

A, INTRODUGCEO

Como fontbes alternativas de urease for#m, estudadas as
leguminosas: Canavalia ensiformis, fornecida pelo Instituto Agrondmico
de Campinas e a Canavalia maritima, cedida pelo professor Kurtz Rehn
do Depasrtamento de Bioquimica da UFPE, na forma bruta. A urease pura

fol obtida da ZFigma, Ltipo II &, cat. n2 U 8876 com 12. 000 U g.

B. PARTE EXPERIMENTAL

1. APARELHAGEM

Utilizou-se um espectrofotdmetro VAETIANT modelo 218 para as
leituras de absorbancias, e um potencidmetro MICRONAL modelo B-375
para as medidas de pH. Todas as medidas foram realizadas em banho

Thermostat U~10 com temperaiura controlada a 25 * 0,2 °c.
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DETERHI HAGKO DA ATIVIDADE DA UREASE

Para determinagdo da atividade da urease contida nas
legumi nosas, utilizaram-se oS metodos especirofotomeétrico =

pobtenci ometriaco.,

DA UREASE

Util i zou-se o método espectrofotométrico de Chaney e Marbach
LE7d. A amdnia liberada pela agdo da urease sobre a uréia, reage com
o fenol na presenga de hipoclorito de sédio, produzinde o indofenol
azul .

Fara cada determinagio,. as amosiras foram. incubadas,
tranferindo-se aligquotas de solugio de uréia suficiente para uma faixa
de concenbragdo entre 0,286 4 0.572 uM; para tubos de ensaio contendo
C,4 ml de EDTA 1%, pH 6.5 e 36 a 143 mg de legumi nosa finaments
triturada,. adicionando-se agua desionizada para um volume final de 1.4
mi . Em segulda, foram agitadas e colocadas em banho Lermostatizado a
25°¢  durante t.empo pré-estabelecido de 1 a 20 minutos. Para o
desenvol vimento do composto colorido transferiu-se 0,7ml da amostra
incubada para tubos de ensaio, adicionando-se 1,0 ml de hipoclorito de
séddio e 1,0 ml de fenolnitroprussiato. A mistura depois de agitada
fol colocada em banho termostatizade a 37°C durante 20 minutos, e as
absorbincias foram lidas a 360nm.

A gquantidade de amdnia liberada foi determinada usando uma
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cur va de calilbivagdoc para amdnidia, construida por diluigBes sucessivas

g

de uma solugfio padrio de cloreto de amdnio 7,63 mg %.

2.2. DETERMINACAD POTENCI OMETRICA DA ATIVIDADE DA UREASE

A amdnia liberada na hidroélise da uréia catalisada pela
urease, difunde-se atraves da membrana de "Leflon” colocada na base de

um eletrodo =ensivel a amdnia. da Universal Sensors. Esta difusHo

prossegue ald gque as pressies parciails da amdnia na amoestira = na
membrana Sejam lguals, A amdnlia reage com o eletrdlito, na solugfo de
reierencia inberna, para formar fon amdnlio & 1on nhidroxila.,

4 mudanga de pH resultante £ medida por um eletrodo de

Fy

vidro. A gquanbtidade de amdnia liberada fol calculada usando uma curva

- - _— ; . - - - =3 -1
de callibragio na falxa de concenbragio de 85,868 = 10 a 4.88 x 1C x|

]

de clorets de amdnio, emn solucio tampdo Tris-HCL .1 M., pH 8,5,

Umna massa conhecida (56 a4 145 mgd do pd das leguminosas, ou
da urease pura. foram dissclvidas em 2,0ml de tamp3o Tris-HCl 0.1 M.,
pH 7.0, O eletrodo para amdnia ol imerso na solugio e ssperou-se o
potencial estabilizar., Adicionou-se solugio de uréia observando-se o

potencial a cada minubto.

@. = DETERMINACAC DA ATIVIDADE ESFECIFICA

Para detlerminac3o da atividade especifica as sementes das
leguminosas foram trituradas, apéds eliminagio do revestimento externo.

Fez-se uma extrag3o prévia dos lipidios com metanol, sequinde a
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metodologia de Folch et alili [1811].

Em segulda as amostras foram submetidas a hidrdédlise acida
CHC1 BM, 48 horas a 110°C), =sendo os amino Acidos estimadoé apds
neutralizacgio pelo mé;todo de Cocking Yemm [182]. A atividade
especifica fol calculada através de curva de calibracio para aibundna
de soro bovino (lmg~simld.

RESPOSTA DO ELETRODO COM A UREASE EM SUSPENSZQ

-
3.

Comex a atividade da urgsase da Canavalia maritima mostrou-se
superior a <da Canavalia ensifornis, decidiu-s= estudi-la mais
detal hadamente, utllizando-se um eletrodo sensivel a amdnia.

Este eletrodo fol colocade em tamp8c Tris-HCL 0,1 M, pH 7,0
por £ horas antes de c.ada uso. A enzima em pd ol colocada em ceélula
de vidro de capacidade de 10 ml, termostatizada juntamente com 2, 0ml
de tampfo Tris-HI1I O0.1M e o sistema foi submetido a agitacgfo
constante.

Para cada determinagl3c, a enzima foi colocada na célula,

esperando-se a estabilizagfo do potencial, para efetuar a medida.

3.1. EFEITC DA CONCENTRAGAO DA UREASE

Apdés retirada das cascas, as sementes da Canavalia maritima
foram trituradas em almofariz de porcelana e passadas em peneira de
100 mesh. Massas que variaram de 0,8 a 5,5 mg do pé por ml, foram

colocadas em wuma célula termostatizada a 28 I 0,2°C e 2,0 ml de
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tampio Tris—-HCL 0,1 M, pH 7,0 foram adicionados. 'Apés estabilizacio
do potencial foram feitas adi¢Ses de uréia para uma concentragZo final
4

entrea 10Ma a 107 M. Curvas de calibrag¢lio foram construidas para cada

concentiragcio enzimidtica,

3.2. EFEITO DA TEMPERATURA

Foram adicionados 3,5mg-snml do pd em célula de vidro com 2,0
ml de tampio Tris-HC1 0,1 M, pH 7.0. Variou-s& a bemperatura de i8 &

o, e | . . .
45°C & para cada temperatura construiu-se curva de calibragZo.

3.3. EFEITO DXO pH

Aliquotas de 7,0 mg da Canavalia maritima foram colocadas em
celula btermostatizada a 28 A Q,BOC com 2,0 ml de tampio Triz~HCL 0,1
M, nas faixas de pH de 7,0 & 8,0. Apds estabilizar o potencial,
aliguotas de solugdo de ureia foram adicionadas e curvas de calibragZo

foram tragadas.

3.4. TEMPO DE RESPOSTA

Amostras de 7,0 mg da Canavalia maritima foram levadas a
reagir com aligquotas de ureia em pH 7.0, tampfo Tris—HCl 0,1 M & 25 x
0,2°C até a estabilizacio do potenciél fazendo-se a registro a cada
minuto. A cada concentragdo de uréia foi feita uma curva de potencial

versus tempo.



C. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. ATIVIDADE ENZIMATICA

Os resultados experimentais das atividades das leguminosas
foram calculados apartir de curvas de calibragio para amdnia (figura 9
e 102, e da atividade especifica a apartir de curvas de calibragfo
para albumina de SOro bovino (figura 110, e se encontram nas tabelas
IV & V.

Em ambos os mélodos utilizados, ficou evidenciado que a
Canavalia maritima apresentou atividade malor que o da Canavalia
ensiformis, utilizada como fonte da urease pura.

Convencionou-se que a atividade da urease estudada seria a
quantidade da enzima que cataliza a liberacfo de um micromol de NH

por minuto, nas condigdes experimentails utilizadas,
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atividade

Tabela [IV- Atividade e especifica. Método
espectrofctomelrico. |
concentracic de urédia CmMd
Fonte 0,28 G, 43 0,57
Urmag Urmeg U-rmg Urmg Ursmg Urmg
jale) proteinal pd proteinal pd proteina

Canavalia ensiformls
Canavalia maritima

Urease pura

O, OGB00 0,470
O, OBCO 0, 850
2,12 2,12

©,110 6,850
0,230 1,81

85,19 5,18

0,130 0,770
0,240 1.68

5,29 5,29
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Tabela V- Atividade e atividade especifica. Matodo
potencliométriaco
Forte
concentragio atividade Carnavalia Carnavalia urease
de uréia CmMD ensiformis maritima pura
0,570 Usmg pd G,120 0,320 3,58
Ursmag probelina 0,710 2,324 8,52
2,80 Urng pd 0,140 0,470 9,42
U mg proteina 0,83 2,89 9, 42
5,70 Urmyg po 0,150 0, 490 ic,&a
Urmg protelna 0,880 3,43 16,2
28,0 Urmg pd 0,190 O, 600 10,3
Urmg proteina 1,21 4,30 10,3
57,0 Urmg pd 0,240 0,770 10,86
Usrmg proteina 1,42 5,32 10,6
280 Urmg pd 0,860 1,08 10,7
Ursmg protelna 5,049 7,34 10,7
870 Urmg pd 0,890 1,089 11,0
Urmg proteina 5,27 1,09 11,4
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2. EFEITO DA CONCENTRAGAD DA ENZIMA

De acordo com a equagio de Michaelis-Meniten, observa—-se um
aumento na velocidade de reagfiic quando se aumenta a concent.ragfo da
enzima, porsm este aumento cessa para concentracSes altas da enzima.
A figura 12 apresenta um grafico do coeficiente angular-década em
fungd@o da concentragio da enzima os quais foram obtidos a partir de
varias curvas de calibragfo, podendo-se observar que 3,5 mg de posml

foi uma guantidade ldeal para obtengio de resposta nernstiana.
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70+ Yo X X e 3
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g 30r -
<
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<1 10 |- .

I | | ] H !
0,5 1,6 2,5 3,5 4.5 5,5
QUANTIDADE DA CANAVALIA MARITIMA EM PO (mg/ml)
Figura 12 - Estudo do efeito da concentracZo da enzima

Canavalia maritima em suspens¥o na resposta do eletrodo seletivoe a

aménia. Tampio Tris-HCl 0,1M pH 7,0, 28,0 ¥ 0,2°C.
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3. EFEITO DA TEMPERATURA

O aumento da temperatura numa reagio enzimitica, leva aco
aumento na velocidade da reagio, mas também causa perda da atividade
catalitica da enzima. Na figura 13, pode-se observar o efeito da

o

temperatura na altividade da urease, na faixa de 28 a4 385 “C. As
inclinagfes das cuvas de calibragdc aumentam de acordo com o previsto

pela equacio de Nernst,

g >
I S - 100 5
o 70 |- ’////X \\\\\ =
o X X S
) —~ ~ >
=

m
8. 50 .
w g ¥
S 2
<I i 50 >
S 30} 2
Y >
0
w 2
<] 10 -

i ] | I
15 25 35 45
TEMPERATURA (°C )
Figura 13 - Estudo do efeito da temperatura da enzima

Canavalia maritima em suspensfo na resposta do eletrodo seletivo a

amédnia. Tampdo Tris-HCL O0,1M pH 7,0, 3,%ng da enzima em pdsml.
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4. EFEITO DO pH E TAMPAO NA ATIVIDADE ENZIMATICA

O pH Slimo para a urease obtlido da Canavalia maritima esta
na faixa de 7.0 & 7,8 através de medidas com tampZc Tris-HC1I ©O,1M.
Conforme apresenta a figura 14, & possivel utilizar em pH maiores que

7,5, porém com perda de atividade da snzima.

Q >
< —
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O
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2 50 ™

£ ]
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2 450 =
§ 30} =
C: .
S S
o 10 -
<]

-y ] I l . |
7,0 7.5 8,0 8,5 pH
Figura 14 - Estude do efeito do pH da enzima Canavalia

marfitima em suspensio na resposta do eletrodo seletivo a amdnia.

+

TampZo Tris-HClL O,1M ,28,0 7 0,2°C; 3.5mg da enzima em pd-ml.

74



5. EFEITO DO TEMFPO DE RESPOSTA

O eletrodo apresenta um tempo de resposta de B minutos,

conforme evidenciado na figura 15.

Iz
L
mV
L
-300-
X
Tan'™
wS
X
-200+
{ | l i ! I
1 3 5 8 10 12
TEMPO (MINUTOS)
Flgura 185 - BEstudo do tenpo de resposta da enzima Canavalia
maritima em suspensio. Tampdo Tris-HClI O,1M pH 7,0, 25,0 : O,EOC;
2,8mg da enzima em pd-ml. Eletrodo seletivo para amdnia,

-4 3

Concentragfo de uréia : O- 4,98 x 10 M; X- 1,48 x 10 “M;, A- 6,10 x

1672 M; o- 1.60 x 10 oM.
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CAPITULGC VITIT

¥

o /
CONSTRUCAC DE ELETRODO ENZIMATICO PARA UREIA
UTILIZANDO A UREASE OBTIDA DA CANAVALIA MARITIMA

A, INTRODUCARO

No capitulo anterior, concluiu-se alravés dos estudos de
atividade especifica, que a Canavalia maritima possui uma gquantidade
maior de urease qus a Canavalia ensiformis. Em vista deste fato,
optou-se pela onte de enzima Canavalia maritima, para a construgZio do
eletrodo snzimatico

A figQura 18 apresenta o esquema de um eletrodo sensivel a
aménia. Consiste de um elstirodo combinado de vidro dentro de um tubo
plastico de 1,3 cm de didmebro, com uma membrana de teflon fabricada
pela Orion Researchsegura por O-ring de borracha que aprisiona a
solugdo de refleréncia interna separando—a solugdo da amostra.

As membranas com urease imobilizada foram colocadas sobre a
membrana de “"teflon” microporosa segura por membrana de

didlise & com fita de teflon.
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Figura 15 - Esquema do eletrodo sensivel a gas amdnia.
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B. PARTE EXPERIMENTAL

1. EEAGENTES E MATERIAIS

Os tampes Tris-HClI e fosfato foram preparades em forga
idnica 0,1 e 0,8 M, utilizando-se reagentes de pureza ahalitica.
Solugio de ureia fol preparada na ocasifo das determiha¢85e$ em tampfo
Tris-HCL.

\}r ease (Sigma 12U/mgd.

Ureasse obtida da dCanavalia maritima, atraves da simples
remogio da casca das sementes. e posterior trituragfo; o pd da semente
fol passado em penelira de 100 mesh.

Todo Agua utlliizada ol desionizada

As merdidas de potencial foram realizadas com potencidmetro
Micronal, modelo B - 375, em células de vidro com capacidade de 10ml,
termostatizadas a 25 fC},E “Cem banho Thermostat U - 10. O eletrodo

sensivel a amdnia fol da Universal Sensors.

2 CONSTRUGCKC 0O ELETRODO ENZIMATICO COM MEMBRANA DE PVC

Adicionaram-se 10 mg do pd da semente, 5,7 mg de PVC, 11,4
mg de dibutilfitalato e 0,2 ml de tetrahidrofurano em bequer de 10 ml.
Apos culidadosa agitagdo, foram colocados em uma forma de vidro
circular de 1 <m de didmetro (figura 17). Cobriu-se o sistema com
papel de filtro durante 24 horas, em temperatura ambiente. A nnxembr*ana
obtida fol colocada sobre a membrana de teflon do eletrodo sensivel a

gds e coberta com uma membrana de diadlise. O sistema fol mantido em
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3

tampds Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0, guands n3c utilizado, Este eletrodo

foli denominado de elebrodo I.

I ~
I3 \ _
}‘ rd
. —~71
' — ]
£
lem 5
,"--“.—'."‘s
Vs ~
Figura 17~ Forma Jde vidro com lem de didmetro e 1 om de

altura para preparagio das membranas de PVC.

3. CONSTRUCEO DO ELETRODO ENZIMATICO COM IMOBILIZAGAO

DA UREASE COM GLUTARALDETI DO

Adicionaram-se 10 mg do pd da semente, sobre uma membrana de
teflon no sensor de um eletrodo sensivel a amdnia, misturados com Bul
de tampic fosfato 0,1 M ,pH 7,0 com o auxilio de um bastio de vidro.
Em seguida adicionou-se Sul de glutaraldeido 12,5% homogeneizando-se a
mistura até consisténcia de pasta uniforme. Dei xou-se secar a

=]

temperatura ambiente - 25 C3 durante 15 minutos. A membrana
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modificada fol =nt3do imersa em Agua desionizada por 15 minutos, depois

em solug¥o de glicina per 18 minutos e finalmente em tampio Trig-HCL

0,2M, pH 7.,0. Denomi nou-se este eletrodo de II1.

C. AVALIACAO DOS ELETRODOS

1. ESPESSURA DAS MEMBRANAS

Foram preparadas membranas com quantidades de ureass (pd da
senente) que variaram de 7,0 4 20 mg e gquantidades de PVO gue variaram
de 4,0 &4 10 mg para o eletrodo da @néima imobilizada em PYV( (eletrodo
i, |

Para o eletrodo com a enzima imobilizada com glutaraldeido,
Celetrodo IID, variocu-se a guanbtidade de urease de 7,0 4 15 mg e a

concentragio do glutaraldeido de 2,8 a 25 %,

2. EFEITO DA IEMPERATURA

Os eletrodos foram testados sob agitagEe consbtante, de uma
soluco contendoe 2,0 ml  do tamp3c Tris-HCL O,1 'M e 0,2 M
respectivamente para o eletrodo I e II, em celulas Lermostatizadas no
intervalo de 15 a 45°%¢. Apds estabilizagc%o do potencial, da éoluq%o
de urdia 1M fol adicionada para uma concentragBo final de 10—2 & 10"4

M sendo 0,1M em NaCl = O,1 pM em EDTA.

As leituras de potenciais foram realizadas apds 10 minutos.
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3. EFEITO DO pH

A influéncia do pH foi estudada com dois tamp@es : Tris-HCL
0,1 M e 0,2 ™M e fosfatc 0,1 M Adotou-se o© mesmo procedimento

descrito no item anterior.

4. TEMPO DE RESPOSTA

Os eletrodos enzimdticos I e I1 foram levados a reagir com
aliquotas de uréia na faixa de concentragio que variou de 10“3 a 1OF8
M em tampic Tris-HC1 0,1M = 0.2M respectivamente e pH 7,0, fazendo-se

o ragistro do potencial em Lempo pré estabelecido.

5. ESTABILIDADE OPERACTONAL

Os eletrodeos I & II com as enzimas imobilizadas foram
sestocadas sob refrigeragio 4%, gquando fora de uso. A estabilidade
dos eletrodos foi testada em intervalos de tempo pré estabelecidos e
avaliada atraves de curvas de calibragfo em tamp¥o Tris-HCl 0,1 e O,2

M, pH 7,0.

5.1. ESTABILIDADE AC ARMAZENAMENTO

- Membr anas da urease (Canavalia maritimad imobilizadas com
glutaraldeido foram armazenadas em placas de petri a lemperatura de
4°C e temperatura ambiente. Em cada dia pregramado, utilizou-se uma

nova membrana, presa com menbrana de didlise e apds acondicionamento
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do eletrodo por 2 horas no tampHo Tris-HCl, efetuaram—-se as medidas.

Construiram—se curvas de calibragcBo para cada membrana

utilizada.

8. DETERMINAGCAO DE Km E Vmax
Construliu-se um grafico duplo reciproco de Lineweaver~Burk
com as atividades enzimaticas cobtidas anteriormente no capitule VII,

determi nando-se os valores de Km e Vmax para enzima em

assim,
suspensio.

Para a enzima imobilizada utilizou-se o© eletrodeo II e
determinou-se as velocidades iniciais. Utilizando-se o método de

Linsaweaver Burk, grafando os resultades obtidos experimentalmente de
lov vesus 101, Tazendo-se a regressd3c linear, tracou-se a melhor

reta cujas interrcepgdes correspondemn respectivamente a 1-Vmax = -1.-Km.

a8z



D. RESULTADOS E DISCUSSXO

A gquantidade de enzima presente na superficie do eletrodo
sensivel a géas € critica no gue diz respeiteo a performance do
biossensor. Fatores como tLempo de wvida, coeficiente angular,
1l inearidade, cdindmica da resposta, Lém sido relacionados com a
concentragio do biocatalizador {18317,

Uma «guantidade pequena de enzima nio & suficiente para uma
resposta preclsa & una Jguantidade elevada, aumenta a espessura da
memnbrana aument ando o Lempo de resposta.

O potencial de sletrodo se estabiliza tanto mals rapidamente
quanto menocr & espessura da membrana. A comparacio dos diversos
cosficlientes angulares das curvas com as membranas de  diversas
espessuras evidenciaram este efeito, também demonstrado por outros
autores.

Az figuras 18 = 18 apresentam os resultados dos estudos
sobre a concentragio da urease. Tanto para o eletrodo I como II
utilizou-se a mesma quantidade de pd (10 mgd. Tambeém realizaram-se
estudos para determinar a concentragdo &tima do glutaraldeido e PVC,
obtendo-se com 5,17 mg de PVC uma membrana com 0,8 mm de espessura, e

com Bpl de glut.araldeido 12,82 uma membrana com 0,8 mm de espessura.
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2. EFEITO DA TEMPERATURA

O efeito da temperatura na resposta dos eletrodos est3o
apresentados nas figuras 20 e 21. Foram estudados temperaturas que
variaram de 15 a 48°C. Acima de 2B°C o eletrodo apresent;:vu uma,
velocidade de reac8o nmalor, porém a enzima perde mais facilmente sua
atividade.

As enzimas e suspensfo perdem mals rapidamente a atividade
a 35°C, e as imobilizadas mantém mais de Q0% de sua atividade acima de
38°C. A vel ocidade de inobilizagZco e reativagdo & fortemente
dependente da temperatura e esti& intrinsicamente ligada A mudanga

conformacional no centro ative da enzima e ao seu melodo de

imobilizac&o
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Figura 21-
CCanvalia mari timad

eletrode enzimaitico.
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Ezstudo do efeito da temperatura da enzima

imobilizada com glutaraldeido,

Tampdo Tris-HClI O,1iM pH 7,0.
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3. EFEITC DO pH

O tipo e a concentragiio do tampio s8o importantes quando se
otimiza a resposta dos biossensores. O efeito do pH éapresentado nas
figuras 22 e &£3, para o blossensor contendo a ureass CCaﬁavalia
maritimad imobilizada. A concentragfo 0,2 M levou-a respostas mgis
rapidas em relagdo & O,1M para o eletrodo II. Este fato pode'ger
explicado provavelmente pela mudanga de pH na superficie do
biossensor, uma vez Jue a reaglo €& favorecida peleo aumento da forcga
idnica a gual desloca a reagifo para a formagdo dos produtos.

As curvas para a urease abté entio estudadas mostram gque o
tipo de ambiente idniceo no gqual se encontra a enzima influencia na
altividade ¢ no pH otimo. Uma wvariagfo de pH pode ocasionar muitas
modi ficacdes ao nivel do sensor base, nesle caso o @latrodé de amdnia.
A taxa de concentragio amdniosamdnia deve ser balixa em melo Acido.

A atividade da urease £ consideravelmente reduzida a valores
de pH elevado. Desvios nas curvas do estude da influéncia do pH s&o
eliminados quando se aumenta a capacidade do tamp8o de O,1M para O,2M.

O pH do tampio usado afeta varias caracteristicas do
eletrodo, como:

al porcentagem de transformagio de NH: para NH,
b velocidade de transformag3o para NHg
¢l atividade enzimatica.

Em pH abaixo de 7,0 a transformagio da ureia nio £ cémpleta.

Alguns tampdes $3o usados para a urease como por exemplo citrato pH

6,7, acetato pH 6,3, fosfato pH 7,3 ¢ Tris-HC1 pH 7,0 e 8,0,
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A hidrélise da ureia processa-se via carbamato de amdnio que

se ioniza em ions amdnico e bicarbonato. O efeito da capacidade do

tampEc na resposta do eletrodo de aménia, para determinagio de uréia,

foi estudade por Anfalti et alii [1328] e Paspatalhopoulos e Rechnitz

[133] registrando respostas super-—nerstianas, Estas respostas n3o
usuais podem ser explicadas devido a um aumento do pH na  camada
enzimadtica que afeta o equilibrioc NH, ?—- NH: COmS r*esult;ado da reagio
enzimdtica. Em pH 7,0 ocorre a formagfo de ions OH , de acordo com a

eguacic abalxo:

UREASE . _
Ureia + 3H,0 ————s 2 NH, + HCO; =+ OH

O uzo de um tampBo com malor capacidade tamponante, elimina
i .y ; i . -3
a resposta super-nerstiana, para concentrag@es superiores a S x 10 ™M

de uréla.
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4. TEMPO DE RESPOSTA

Oz eletrodos I e II apresentam um tempo de resposta de 10

2 4M de uréia conforme

minutos para Faixa de concentragio de 107% a 10~
mostram as figuras 24 e 25, Para estes eletrodos, com a enzima

imobilizada houve um aumento de aproximadamente BOX no tLempo de

resposta em rel agio a enzima em suspensio.
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A verlocidade de resposta do eletrodo de aménia &

proporcional & amdnia produzida através da elevag3o de pH.

mV
-300 -

-200

-100 |-

! | L. E ; !
1 3 S 7 9 11

TEMPO ( MINUTOS)

Figura 24- Estudo do efeito do tempo de resposta, para o
eletrodo com urease (Canavalia maritimad imebilizada em PVC.
Temperatura 25 z 0,2 °¢ tampdeo Tris-HClL O,1M pH 7,0. Concentragio de

uréia : O- 4,883 x 10_4)4; x- 2,80 x 10"—3}4. Eletrodo sensivel a aménia
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Figura 25— Estudo do efeito do tempo de resposta no

enzimatico eletrodo, com urease (Canavalia maritimad) imobilizada com
glutaral deldo. Temnperatura =5 z 0,2 °C tampfe Tris-HCL O,8M pH 7,0.
Concentrac¥o de uréia : x- 9,80 x 10 *M; O- 1,06 x 10 °M; A- 2,091 x

1073M; o- 4,76 x 1073y,
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5. ESTABILIDADE OPERACIONAL E AO ARMAZENAMENTO

Para determinar a estabilidade operacional da urease
imobilizada em FVC e com glutaraldeido, tragaram-se curvas de
calibragic em intervalos de tempo variados. O coeficiente angular das

curvas permaneceu aproximadamente constante por 18 dias para a
imobilizacic em PYC e 100 dias para a imobilizag8o por ligaglo
covalente, indicando que nfo houve perda de atividade neste pericdo
Cfiguras 86 e &7).

A aexplicaglo para perda da atividade € atribuida a
lixiviagio ou meja a membrana sofre um processo de desprendimento da
enzima imoblili=ada.

Na figura 28 sZo apresentados os resultados da estabilidade
a0 armazenamento para o eletrodo imobilizado com glutaraldelido. )
eletrodo ol mantidoe em tampdo Tris-HCOL O,1iM, pH 7,0.

Pode—~se constatar gque ocorre apenas uma peguena perda de

atividade, no periodo de 96 dias

a5



é.
52 .
°" 1003 . -1100 £
m
S 0
= o

<y
d 2
o
O
. 7
<< m
Q 50 =
= <
= —_—
< =
AP
On
m
W
] l ! l 1
4 8 12 16 20
TEMPO ( DIAS)
Figura 26- Estuds da establilidade opgracional do eletrodo,
com uUrease (Camnavalia maritimad imobilizada em PVC. Temperatu-r“a =5 e
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estocado em tamp3o Tris-HCl G,2M, pH 7,0.

o8



Quancio uma eniima é¢ imobilizada obser‘v:.a—se um aumsnto na
constante de Michaelis-Menten. Este aumento & devido geralmente a
carga no substrato e no suporte, efeiteo de diluig¢lo, mudanga na
configuracio terciaria.

Construindo-se o grafico de Linewsaver-Burk obteve-se os
seguintes resul tados: coeficiente angular de 35,5404, intercepcio do
eixo do y de 1,48979 e coeficiente de correlagio de 00,9888 para a
enzima imobili zada com glutaraldeido; o Km determinado € 3,70mM e Vmax
0,688 puMsminsml C(figura 295,

Para a enzima em suspensio, Km = 2,80 mM = VYmax = 2,47

uMsmingsml Cfigura 300,
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Figura 30- Grafico de Linewsaver Burk para determinacfo de
Km @ Vmax, com urease CCanavalia maritimad imobilizada com

glutaraldeido. Temperatura 285 * 0.2 °C ,tampZo Tris-HCl VO.iM pH 7,0.

Eletrodo sensivel a amdnia,
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APLICACAO ANALITICA DOS ELETRODOS CONSTRUIDOS

Escol heu-se a determinaciio de uréia em sore para se avaliar

o  desempenho
importiancia em

Vilizou-se os eletrodos I e Il para determinagio do teor de

uréia em soro sanguineo.

A. INTRODUGCZO

analises clinicas.

deos dois eletrodos.

analitico do el etrodo

A tabela VI

enzimético,

apresenta as

devido

carsctiristicas

Tabhela YI- Caraclberisticas dos eletrodos I & I

a saa

Eletrodo * Quantidade de Ezpessura da Didnetro da
urease Jmgl ‘ memnbrana Cmmd membrana € mmd

I 10 0,50 0,80

II 10 0,80 0,30

Canavalia maritima
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B. PARTE EXPERIMENTAL

1. EEAGENTES E MATERIATS

Foram utilizadas solugdo de referéncia de soro sangulnec da
Boghringer e amostras de soro sanguineo de pacientes do Hospital
Osvaldo Cruz — PE. Todos ©s reagentes utilizades feram de grau

analitico.

As medidas de potencial foram realizadas com potencidmetro

Micronal, modelo B - 375, em células de vidro de capacidade 10 ml,
termostatizada em banho Thermostat U - 10 e utilizando-—se el et.rodo

sensivel a amdnia da Universal Sensors.

&. PEOCEDIMENTO ANALITICO

Z.1 CUEVAS DE CALIBRACEKO

Transferiu-se 2,0 ml da solugio contendo EDTA 0,1 uM, NadCl
0.1 M e tampSes Trig-HCl, pH 7.0, com concentragdes O.1M = 0,2M,
respectivamentse para os eletrodos I e II, para cflula de vidro de 10
ml. de capacidade.

Termostatlizou-se a solugio & 2B ha 0,2°C e intraduziram-se os
eletrodos enzimAaticos. Apds estabilizagdo do potencial adicionou-se
solugBo de uréia para se obter um intervalo de concentragio de 10—‘2 a

10*4M = depois de 10 minutos efetucu-se a leitura de potencial.

Curvas de callbragfo foram tracadas com solucSes padrfes de

ureia;

103



2.2 DETERMINAGAO DE UREIA EM AMOSTRAS REAIS DE SORO SANGUTNEO

Para determinagio de uréia em amostras de soro sanguines
utilizou~-se -] mesmo procedimento da curva de calibragio,
substituindo-se a soluglo padr3co de uréia pelo soro de pacientes do

Hospital Osvaldo Cruz, ou o scoro controle da Boehringer.

C. RESULTADOS E DISCUSSBES

Os resultados das analises das amostras reals e padrB8es com
os eletrodos T e I, foram comparados com o método espectrofotométrice
[&71.

As analises com os eletrodos I e II foram realizadas através
de curvas de calibragfo para uréia em concentracBes que variaram de
:‘:.OWa A E.OHZLM Cfiguras 31 e 323.

A awvaliag3o do comportamento dos eletrodos indica que o
sensor apresenta boa reprodutibilidade com coeficiente angular de
82,85 mV e 53,78 mV (tabelas VIII e X> para tempo de resposta de 10
minutos.

O comportamento super-nernstianc se deve a baixa capacidade
do  LtampHo. O eletrodo II apresentou erro relative menor que o
eletrode I (tabela XIII e XIV D

As estimativas do desvio padrio foram calcul adas
utilizando-se amostras de soro controle da Boehringer (tabelas XI e

XII5.
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Talbel a VIi~ CGurva de calibrag8o para elelrodo enzimitico I.

Volume da cé€lula de medida 2,0ml tampZo Tris-HC1I 0,1 M pH 7,0, EDTA

G,1uM, NaCl 0,1M.

de confianca 1847,

Resultados expressos ulllizando-se teste Q para 984

lureial] —-loglureial - E {mVD £
mM

2,35 =, B2 50.3 51,4 49.68] 92,0 51,8 51,0
4, 98 2,20 80,56 g1,=2 21,6 80,8 s2,.1 21,3
7, dl 2,13 80,2 a0, 1 ac, o a0, 4 @0, 2 90,2
g,7s 2,01 100,3) 100,681 100,61 100,3 100,32 1006,4
14.4 1,84 116,31 110,61 110,0) 110,32 110,3 1i185.,3
23,5 1,83 121,41 121.8] 121.,2¢ 121,33 121,7 121 .4
31,9 1,49 130,41 130,868 120,87 130,2 130,0 130,4
43,5 1,36 141 .3} 141 ,28] 141.8] 141,0 141 .2 141 .3
74, 1.13 145,11 145,91 145,01 148.,2 145,88 145, 4
a7,.8 1,006 180,21 180,31 150,8] 149,92 1506,3 156,3
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Tabela VIII- Parametros obtidos apartir da tabela VIT.

curva de calibragdo.

X1

Limite ~E° CmVD S CmV/pNHg re
MerrstianoCmM
ol 5,24 Z225,64 653,04 0, 9983
o2 5,01 25,19 82,73 0,982
O3 5,24 225,80 G2, 83 0,977
04 5,54 oed , 565 6z, 56 G, 2084
05 5,24 223,71 61,93 o, 9880
X 5,01 =224, 87 82, 80 G, 98z
E° Fotencial padr8o condicional = coeficiente da

Cosficiente angular da curva de calibragfo

coeficiente de correlacfo

numero da determinagfo

media dos valores
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de célula

NaCl ©.1

cenfianga.

Tabela IX- Curva de calibracio pé.ra o eletrodo II. Vol une
de medida 2,0ml de tampfo Tris-HCl O,1M pH 7,0, EDTA O,1uM,

M. Resultados expressos utilizando teste O para 95X de

luréiall 0,148] 0,281G{0,498{0,990] 1.,48] 2,911 4.75| 5,08] 9,50} 13.4
< mMD

-log ¢ | 3,83 | 3,60 | 3,30| 3,00} 2,83 2,84} 2.30{ 2,18 2,02| 1.87

95,3 | v8,2 | 49,9 32,08) 23,2 6,7 | -7,1}-14,1|-23.58|-30,=

97,2 75,2 | 46,3) 30,2 21,7] 5.2 | -6.2{-18,8|-22,61-22,0

g7, | V6.4 | 46,8)] 31.2) 22.3] 6,2 | -5,1|-12.8|-22.8]-28,0

05,3 75,8 | 45,6] 31.9] 21,7 6,8 |- 4,1]-14,1{-21,3]-29,1

E Cmvy | 97,8 75,3 | 47,8 32,0f 22,3 7.8 | -B5,7i-12,9]-21,3|-20.1

97,3 | 78.2 | 47,8 31,8} &3,1| 6,4 | -5,7|-12,al-21,3|-29,1

96,2 | 75,8 | 44,2] 31,2) 22.9| 5,3 | -8.68(-18,1]-22.5)-28.1

aB,3 | 75,9 | 48,9} 31.8] 25.8) 5,4 | -8,7|12,3]-21,7|-29.0

e, 4 76.2 | 43,1 31.4| 24,5 7.6 | -5.68|-12,.8|-22.8]-28,0

x o6, & 78,7 | 48,7} 31,8] 23,1} 8,7 | -8,0]-13,8|-22,1 {-28,9
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Taberl a X- ParAmetros obtido apartir da tabela IX

n Limite E® CmVD S CmV pNHL) e
Ne=rgtiano
%107 M
o1 5,75 ~137,85 55,01 0, 8099
o2 4,57 ~131,41 53,98 0,9997
03 4,87 —1é8,50 53,19 0, 0004
04 4,57 -125, 98 52,21 0, o892
05 4,57 -128, 89 53, 74 0,9908
06 4,87 -129, 47 53, 74 0, 8989
o7 4,87 -130,72 53,58 O, 9087
o8 4.857 -131,12 B4,70 0, 9980
09 4,37 - -128,13 53,29 0.8971
X 5,01 -129,95 83,78 O, 8997
B Potencial padr8o condicional = coeficiente da

curva de calibr agio.

S : Coeficiente angular da curva de calibragﬁo

2 s

r . coeficiente de correlagio
n : numero da determinacio
X : média dos valores

108



mV

-150 |- %=
X

\\
\\

!
2,0 1,0
~1log [UREIA]

Figur-a 31— Curva de cvalibrag¢fo para elstrodo enzimilico, com
+
urease (Canavalia maritimad imobilizada em PVC. -~ Temperatura 25 -~ 0,2

°¢ ,tampBo Tris—HCL O,1M, pH 7,0. Eletrodo sensivel a amdnia.
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Figura 32- Curva de calibragfio para eletrodo enzimitico, com
urease {Canawvalia maritimad imobilizada com glutaraldeido.

L=

Temperatura @5 - 0,2 °C ,tamp¥o Tris-HCl 0,8M, pH 7,0. Eletrodo

sensivel a amdénia.
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Tabela XI - Calculo da estimativa do desvio padr¥o para a

determinagio de ureia em soro controle da Boehringer com eletrodo I.

. y
2
luréial mM Xi - X i - 3
8,9 - 0,8 0,28
a,1 - 0,3 0,09
g,8 + 0,4 0,16
10,0 + 0,8 0,36
10,2 + 0,8 0,64
X = 0,4 mM s = 0,61
Tabela XII - Calculo da estimativa do desvio padr¥o para a

determina¢io de ureia em soro contrele da Boshring com sletrodo IT1.

~ ./ 8
[luréial mM Xi - X } e - X0
9,0 - 0,4 0,16
a,1 - 0,3 0,09
10,1 + 0,7 0,49
9,3 - 0,1 0,02
10,0 + 0,6 0,36
X = 6,4 M s = 0,53
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Tabela XIII- Determinagio de urdéia em soro humano,
utilizando métodos espectrofotoméirico e potenciométrico Celetrodo

enzimatico com urease imobllizada sem PVC)

MNGmero da Met odo Método espectrofotométrice Er %
amostra Potenciométrico furéial mM '
[ureial mM
1 35,9 30,0 -, G
b 7.3 5,0 —=,5
3 3,0 3,3 -10,0
4 2,7 2.5 +82,0
5 4.8 4,3 —Z, 3
soro ag,6 3,4 +2,1
contral e

Todos os wvalores representam a média de 3

determinagdes,
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Tabela XIV - Determinagfo de urdia em soro  humano,

utilizando metodos espectrofotometrico e potenciométrico Celetrodo

snzimidtico com urease imobilizada em glutaraldelidod

Ndmero da Meét ado Mé&todo espectrofotométrico Er %
amastra Pobencliométrico [luréial mM
[uréial mM
i 36,8 35,0 +4,3
= 7,5 8,0 ~5,3
3 3,4 3,3 +3,0
4 5,8 5,7 +1,5
5 2,5 2,4 +4,2
5 6,7 65,5 +3,1
7 4,3 4,1 +4,9
8 256, 2 24,9 +5,2
g 28,4 25,0 +1,6
10 3.2 30,6 +2,0
SOro 2,5 9,4 +1,1
controle
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D. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTURCS

Os estudos sobre a atividade das leguminosas, evidencliaram
que a Canavalia maritima apresenta maiores potencialidades para
utilizac%o analitica. A atividade demonstra que a espédcie €& sem
duvida superior a daquela comercialmente explorada ( tabela IV e V).
Evidentemente, a enzima na sua forma pura & a mais Windicada. No
entanto estegs estudos mostraram que & possivel wutilizar a forma
impura, obtida por simples trituragio das sementes.

Az condigfes experimentais de pH (7,0); tempo de reacioc ¢ B
& 1C minutosd; temperatura ¢ 25,0 x O,BOC); tampia Tris-HCLCO,1 e
O,8M) foram basicamente as mesmas para enzima em suspensio e
imobilizada, significando que nfHo houve alleracio fundamental na sua
estrutura terciaria. Apenas no caso da imobilizagio com
glutaraldeide,. noltou-se que a concentragfo do tampio deve ser superior
agquela exigida pelos ocutros procedimentos.

A imobilizagio quimica mostrou-se mais adequada, permitindo
a realizagfo de cerca de 1850 andlises no prazo de 100 dias, enquanto
que  a imobiliza¢§o por nmembranas com PVYO apressntou estabilidade
operacional de 77 andlises em 16 dias.

A enzima imobilizada com glutaraldeido armazenada a
temperatura ambiente, apresantou ©B6% de atividade e quando a
temperatura de 4°C, 83,8 % em OB dias. A boa estabilidade e
durabilidade pode ser atribuida em parte a adig¢3o de EDTA a solugBo,
pois o mesmo atua como estabilizador atraveés da complexacfo de tragos
de metais que poderiam inibir a atividade da urease.

A determinagio de Km (3,70mMD e Vmax (0,883uM/min.- ml) para
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a enzima imobilizada com glutaraldeido s¥o comparaveis aquelas
snconbradas na literatura para a enzima pura : Km 2,69 mM e Vmax 0,128
uMsmin. sml.

A aplicag¢Zo do eletrodo enzimatica na determinacio de uréia
em soro sanguineo confirmou a potencialidade da utilizag®o da
leguminosa Canavalia maritima c:oms:ﬁ fonte alternativa de urease.

Finalmente deve-se ressaltar que a Canavalia maritima surge
como importante fonte vegetal de uma enzima de grande importincia
biocldgica e industr;‘al. podendo surprir inclusive a falta do produto
importado,

o bic_:s'ser-asor construido com a enzima na forma ?:amta
mostrou-se adequade o suficiente para o dasgnvovimento de métodos
rapidos e simples, de baixo custo por analise.

Em wvista do resul tados obtidos dever-se-a futuramente
automatizar as analises incorporando as sementes “in natura® num
sistema por injecdo em luxo.

Com ©os conhecimentos adquiridos pretende-se testar tambem,
outras fcntes- abundantes no Brasil como pétalas de flores, semente de

melancia e outros tipos de leguminosas.
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