REVISAO

BIOSSENSORES

Orlando Fatibello Filho e Milton D. Capelato

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Séo Carlos, Via Washington Luiz, km 235, Caixa Postal 676, CEP

13560 - Sao Carlos - SP

Recebido em 20/3/91; cdpia revisada em 15/10/91

This paper describes the current status of several biosensors (potentiometric, amperometric, piezo-
electric, conductimetric, optical, calorimetric and ENFET (Enzymatic Field Effect Transistor) and as
well as its future possibilities in several areas. Also, the characteristics of some kinds of sensors that

are available in the market are discussed.
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1 - INTRODUGCAO

Clark & Lyons! desenvolveram o primeiro biossensor am-
perométrico & glicose usando glicose oxidase fisicamente imo-
bilizada em uma membrana de cuprofane (celulose recupera-
da) acoplada a um eletrodo de oxigénio, o qual foi sensivel-
mente melhorado por Updike & Hicks? pela imobilizagdo da-
quela enzima em gelatina. J4 Guilbault & Montalvo?® construf-
ram o primeiro biossensor potenciométrico para uréia pela
imobilizag@o de urease em uma matriz de poliacrilamida sobre
um eletrodo de vidro seletivo a fons aménio. Desde entéo,
algumas dezenas de novos sensores foram projetados e em-
pregados em andlise quimica de virias substincias nas dreas
biolégica, clinica e industrial, como também no monitoramen-
to e controle de alguns poluentes ambientais*. Existem rela-
tadas na literatura3-23 vérias excelentes monografias sobre o
uso desses biossensores, no entanto, apenas uma foi recente-
mente publicada no Brasil'*. Mas Oliveira Neto & Yamana-
kal* descreveram apenas os biossensores potenciométricos e
amperométricos nao divulgando os demais tipos de sensores.

No presente trabalho, apresentar-se-do os vérios tipos de
biossensores utilizados em anélises, o estagio atual e as pers-
pectivas futuras destes, bem como os diversos métodos de
imobilizagdo de material bioldgico.

Um biossensor pode ser definido como um sensor que uti-
liza um material bioldgico (enzimas, anticorpos, antigenos,
organismos, tecidos animal e vegetal, células, organelas, etc.)
conectado a um transdutor (qualquer dispositivo capaz de
transformar um tipo de sinal em outro) o qual converte um
sinal bioldgico em sinal elétrico. Imobiliza-se o material bio-
légico em uma membrana adequada, que ¢ acoplada junto a
superficie do transdutor, o qual monitorard o desaparecimento
de algum reagenie ou o aparecimento de algum produto da
reagdo do material biolégico com o substrato de interesse (Fi-
gura 1).

Quando o biossensor é imerso em solugéo, o substrato di-
funde-se para o interior da membrana, onde se encontra o ma-
terial bioldgico (e.g. enzimas) imobilizado, o qual catalisa a
reagdo, formando-se assim os produtos ou consumindo co-
substratos eletroativos tais como H202, NH3, CO,, O3, 4cidos,
etc (equagdo 1):

MATERIAL

T p—_
Substratos + Reagente BIOLOGICO Produtos (0]

Enzimas sio proteinas que catalisam com grande eficiéncia
as reagdes bioldgicas. O uso crescente destes catalisadores em
andlises quimicas deve-se ao fato da alta sensibilidade e es-
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Figura 1 - Esquema de um Biossensor Tipico.

pecificidade das suas reagdes quimicas. A especificidade pode
variar em fungdo de uma particular enzima.

Reagdes enziméticas envolvendo um inico substrato po-
dem ser representadas pela expressdo geral (equagdo 2):

K1 K3
E+S TES'——’E+P (3]

onde E representa a enzima, S o substrato, ES o complexo
intermedidrio enzima-substrato e P o produto formado. Para
uma concentragéo fixa de enzima, a velocidade da reagéo ca-
talitica enzimdtica é dada pela equagéo de Michaelis-Menten

(eq.3):

Vm [S]
V= ——— ©)]
Km + [S]

onde V representa a velocidade da reagédo, Vm a velocidade
méxima, que é igual a K3[E], [S] a concentragdo inicial do
substrato e, Km = (K2 + K3 / K1) a constante de Michaelis-
Menten derivada das constantes de velocidades apresentadas
na equagdo 2.

A Figura 2 mostra como varia a velocidade de reagéo (em
unidades de Vm) em fungéo da concentragio do substrato, [S].

A velocidade de reagdo aumenta com o aumento da con-
centragio do substrato até atingir um valor mdximo onde o
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Figura 2 - Dependéncia da Velocidade de Reagdo (em Unidades de
Vm) com a Concentragdo do Substrato, [S].

aumento da concentragdo do substrato ndo mais varia a velo-
cidade de reagao (Vm). Freqiientemente nos métodos enzima-
ticos de andlise, a enzima ¢é utilizada para converter uma subs-
tancia a ser determinada (substrato), a qual nio é diretamente
medida, em outra a qual pode ser medida ou monitorada por
alguma técnica analitica, a saber: manometria, espectrofoto-
metria, fluorescéncia, eletroquimica e outras. Alternativamen-
te, a diminuigdo da concentragdo de um outro reagente poderd
ser diretamente monitorada. Para a determinagéo analitica de
um substrato, a reagdo enzimdtica deve ser de primeira ou
pseudo-primeira ordem com respeito ao substrato de interesse,
ou seja, [S]<<Km (regido linear do grifico apresentada na Fi-
gura 2). A regido do grifico onde [S]>>Km € utilizada para
se determinar a atividade da enzimas, cuja reagdo € de pri-
meira ou pseudo-primeira ordem em relagio a enzima e de
ordem zero com relagdo ao substrato.

2 - BIOSSENSORES TIPICOS

A Figura 3 mostra um esquema de biossensores mais uti-
lizados. Este esquema mostra que para um mesmo analito
(substrato) a ser analisado, pode-se imobilizar alguns mate-
riais biolégicos, separadamente, em vérios transdutores. A es-
colha do material biolégico e do transdutor mais adequado de-
pende das propriedades de cada amostra de interesse e do tipo
de grandeza fisica a ser medida pelo transdutor.

ANALITO MATERIAL  GRANDEZA
(SUBSTRATO)  BIOLOGICO  DETECTADA  TRANSOUTOR
ANTICORPOS anTicorpos | | eLErrons EROMETRICO
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Figura 3 - Esquema de Biossensores mais Utilizados

2.1 - Escolha do Material Biologico

Esta é a primeira efapa; o material biolégico (e.g. enzima)
deverd reagir seletivamente com o analito a ser determinado.
O ideal seria envolver o uso da fung@o primdria da enzima,
i.e.,, reagdo principal enzima-substrato. Algumas enzimas
como a urease e a glicose-oxidase possuem alta seletividade
para a uréia e a glicose (isémero dptico p-D-glicose), respec-
tivamente. No entanto, outras como a L-aminoacido oxidase
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catalisa a oxidagdo de uma classe de substincias: L-cisteina,
L-triptofano, L-fenilalanina e L-metionina em velocidades va-
riadas. Outra enzima, por exemplo a dlcool oxidase catalisa a
oxidagdo de metanol, etanol e 4lcool alilico aos respectivos
aldeidos com velocidades decrescentes.

Na andlise enzimdtica de substratos podem ser utilizados
basicamente dois métodos: o de equilfbrio e o cinético. No
método do equilibrio, espera-se a reagdo enzimdtica atingir o
equilibrio antes de realizar 0 monitoramento de reagentes efou
produtos, ao passo que no método cinético ndao hd necessidade
de se esperar o término da reagdo. As medidas de velocidade
poderéo ser realizadas por vérios métodos: da inclinagéo, do
tempo fixo e do tempo varidvel??. O método cinético oferece
vantagens de rapidez sobre os de equilibrio. Em contra-parti-
da, os de equilibrio sdo mais precisos do que os cinéticos e
ndo necessitam de um rigoroso controle de temperatura.

O uso de bactérias, tecidos animal e/ou vegetal em muitos
casos pode levar a grandes interferéncias, devido a grande va-
riedade de enzimas presentes nestes materiais biol6gicos, mas
possuem geralmente a grande vantagem de serem regenerados
em meios nutrientes apropriados quando armazenados (fora de
uso). Apesar disso, em virtude do grande nimero de materiais
biolégicos disponiveis no Brasil, seu emprego na construgéo
de vidrios biossensores é recomendado devido a sua grande
viabilidade econdmica.

2.2 - Escolha do Transdutor mais Adequado

Idealmente, o transdutor a ser utilizado juntamente com o
material biolégico deverd detectar apenas um reagente ou
produto especifico, nio respondendo a outras substincias (es-
pécies) presentes na amostra a ser analisada. Dependendo da
espécie que € monitorada durante a catdlise enzimdtica pode-
se desenvolver diversos biossensores para detec¢do de um
mesmo substrato. Por exemplo, no biossensor a glicose pode-
se utilizar pelo menos nove diferentes sensores.

A reagiio de oxidagédo da glicose a dcido glucénico por ma-
terial bioldgico (e.g. glicose oxidase ou Pseudomonas fluores-
cens) envolve o consumo de oxigénio e a liberagdo de peré-
xido de hidrogénio com um AH de 80 KJ por mol de glicose
consumida (eq.4):

glicose
oxidade
Glicose + Oz + HRO ————»H0; + Acido Glucénico
Pseudomonas + 80 KJ (4)
JSluorescens

A glicose pode ser detectada por medidas amperométricas
usando um eletrodo de oxigénio?¥-2% que monitora a diminui-
¢do da concentragdo de oxigénio nos rea7gentes ou por moni-
toramento de peréxido de hidrogénio?627 em eletrodo de Pt,
grafite efou outro material pela oxidagdo de H2O2 4 H20 e
O2 em um potencial de +0,60 V aplicado no anodo (Pt, gra-
fite, etc.). Neste potencial, 4cido ascorbico, 4dcido vrico, ace-
toaminofem, glutationa, cisteina, etc., podem oxidar-se se pre-
sentes na amostra, juntamente com o peréxido de hidrogénio,
interferindo dessa forma na determinagéo de glicose. A utili-
zagho de mediadores na superficie deste eletrodo, resulta em
um eletrodo de glicose onde a interferéncia daquelas substan-
cias supracitadas sdao diminuidas drasticamente, em virtude da
diminui¢do do potencial aplicado neste eletrodo. Por exemplo,
Cass et alii?® imobilizaram juntamente com a enzima glicose
oxidase um derivado do Ferroceno (FeCpR*) sobre um ele-
trodo de grafite, substituindo assim a necessidade de oxigénio
(ver eq. 5).

glicose
Glicose + 2ReCp,R" ——— Acido Glucénico + 2FeCpR  (5)
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A medida que FeCpzR ¢ formado na reagéio enzimdtica,
este é imediatamente reoxidado a FeCpzR* na superficie do
eletrodo. A construgdo de biossensores amperométricos usan-
do vérios mediadores é descrita por Aston®%. Qutra forma de
impedir a interferéncia dessas substéncias consiste no uso de
uma membrana externa de acetato de celulose ou de policar-
bonato (Nucleopore). Essas membranas por possuirem peque-
nos poros impedem a difus@o destes interferentes até a ca-
mada enzimdtica, deixando difundir apenas o substrato (gli-
cose).

O eletrodo de grafite oferece virias vantagens sobre o ele-
trodo de platina devido as baixas correntes de fundo (baixos
background), ao maior intervalo de potencial que pode ser
aplicado e a facilidade de modificagéo de sua superficie, tor-
nando-o mais seletivo para determinadas espécies de interesse
(eletrodos modificados)3?, Outra maneira engenhosa de se de-
tectar o peroxido de hidrogénio (H202) € aquela que utiliza a
oxidagéo do luminol pelo perdxido de hidrogénio que por
quimiluminescéncia®! fornece luz em um comprimento de
onda definido (A = 430nm). O luminol poders ser convenien-
temente imobilizado na ponta de uma fibra ética juntamente
com as enzimas glicose oxidase e peroxidase e a luz produ-
zida pela reagdo (eq. 6) apropriadamente detectada.

NH, D NHy

00
_ peronidese -
.
™+ 2H0, ¢+ OH ————— N3 + 3H;0 ¢ _ C430nm>
00

[+]

LUMINOL B-AMINOF TALATO

(6)

Este tipo de biossensor fibra dptica para glicose estd sendo
intensivamente desenvolvido por virios pesquisadores!3-31:32,
pois oferece algumas vantagens sobre os biossensores eletro-
quimicos na implantagdo subcutinea em pacientes que neces-
sitam de um monitoramento continuo dessa substancia.

Uma quarta possibilidade para se determinar a glicose seria
pela imobiliza¢ao de glicose Oxidase e peroxidase sobre um
eletrodo Ion-Seletivo & iodeto®3, como mostra a equagéo 7,
abaixo:

) + peroxidase
2 + 2H' + H0O, ————»2H0 + I )

Se a amostra a ser analisada é um fluido bioldgico, sangue
por exemplo, deve-se submeté-la a um pré-tratamento para re-
mogao de espécies como dcido ascorbico, tirosina e 4cido uri-
co, uma vez que estas substancias reduzem Iz a I'. Em segui-
da, adiciona-se a amostra algumas gotas de solugao de iodeto.
A dgua oxigenada gerada pela oxidagdo do substrato de in-
teresse (glicose) oxida o iodeto adicionado a I (equagao 7).
O decréscimo na atividade dos fons iodeto em solugéo altera
o potencial do eletrodo ion seletivo e é inversamente propoz-
cional & concentragio de glicose presente na amostra. Aqui
também poderia ser utilizada uma membrana protetora de ace-
tato de celulose, eliminando assim a necessidade de um tra-
tamento prévio da amostra.

Um biossensor & glicose baseado na detecgao potenciomé-
trica do 4cido glucénico formado na hidrélise (eq.4) foi proposto
na literatura34, e outro foi construido pela imobilizaggo de gli-
co.:)eas oxidase e peroxidase sobre um eletrodo fon-Seletivo a fluo-
ret

Muehlabavuer et alii36 propuseram um biossensor termoelé-
trico aproveitando-se os calores de reagdes liberados pelas
reagdes enzimdticas mostradas nas egs. 4 e 8.

Catalase
H02 ——»1/2 O2 + H2O + 100 KJ (8)

O grupo do Dr. Guilbauit (Departamento de Quimica da
Universidade de New Orleans, EUA) vem desenvolvendo vi-
rios biossensores de fibra éptica pela imobilizagao da enzima
peroxidase e de um corante apropriado sobre a ponta de fibras
de silica. A oxidagao do corante (incolor) para sua forma oxi-
dada (colorida) pelo perdxido de hidrogénio (H202) (eq.9) é
utilizada para determinagio de glicose na regido do visivel
(Figura 4).
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Figura 4 - Célula Usada para Detecgdo de Glicose com um Sensor
Fibra-dptica: 1) Ponta de um Pacote de Fibras Opticas, 2) Tampa de
Célula, 3) Membrana Enzimdtica, 4) Reagentes, 5) Corpo da Célula,
6) Barra de Agitagdo e 7) "O-Ring".

peroxidase
H;0; + Corante (red) —»2H20 + Corante (oxid) (9)
incolor colorida

Um dos corantes mais usados é o dcido sulfénico do 2,2’
- azinobis (3-etilbenzetiazolina).

O fenémeno da piezeletricidade foi primeiramente investi-
gado pelos irmios Pierre e Jacques Curie, em 1880%7. Esses
pesquisadores mostraram que quando alguns cristais, incluin-
do os de quartzo natural, eram comprimidos em algumas di-
regdes, uma diferenca de potencial elétrico era produzida en-
tre as superficies deformadas, sendo a mesma proporcional a
presséo aplicada. Também verificaram o efeito oposto, isto ¢,
que a aplicagio de uma diferenga de potencial sobre um cris-
tal de quartzo provocava distorgdes fisicas no mesmo.

Em 1959, Suerbrey?%39 trabalhando com filmes metélicos
depositados sobre cristais de quartzo derivou uma relagéo en-
tre a variagdo de freqiiéncia e a massa depositada sobre esses
cristais (eq. 10):

AF = -2,3 x 10° P . Am/A (10)

onde AF ¢é a variagio de freqiiéncia devido ao recobrimento
(Hz), F a freqiiéncia bésica do cristal (MHz), Am a massa do
material depositado (g) e A a drea (cm?) do cristal de quartzo.
Assim uma variagho de massa sobre esses cristais causam
uma variagio de sua freqiiéncia. A Figura 5 mostra um cristal
piezelétrico de quartzo tipico. Os cristais disponiveis comer-
cialmente sdo geralmente de 9 ou 10 MHz. Estes sio cons-
trufdos pela deposigéo de finissimos filmes metdlicos (ouro,
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Figura 5 - Cristal Piezelétrico de Quartzo Tipico

prata, niquel, etc) sobre ambos os lados de uma lamina cir-
cular de quartzo. Os eletrodos (depdsito metélico) sdo conec-
tados diretamente a dois pinos presos a um suporte de ceri-
mica.

Um biossensor piezelétrico (ou microgravimétrico) sensivel
a glicose*® foi construido pela imobilizagdo de glicose oxida-
se diretamente sobre os dois eletrodos metdlicos do cristal.

Finalmente, um biossensor seletivo a glicose baseado em
um transistor de efeito de campo (ENFET: ENZYME-BA-
SED-FIELD-EFFECT TRANSISTOR)*! pode ser visto na fi-
gura 6.

Este biossensor foi construido pela imobilizagéo de glicose
oxidase em uma camada de gel sobre uma membrana sdlida
seletiva a fons H* (SizN4)(2), a qual estd diretamente em con-
tato com a superficie de um desbloqueio isolado de SiO2 (in-
sulated gate)(1).

Figura 6 - Transistor de Efeito de Campo Enzimdtico (ENFET) Sele-
tivo d Glicose: 1) Desblogueio Isolado de SiO; (insulated gate); 2)
Membrana Seletiva a fons H+ de SisN4; 3) Fonte de Silicone do tipo
n; 4) Dreno de Silicone do Tipo n; 5) Semicondutor de Silicone do
Tipo p; 6) Potencial Aplicado no Desblogqueio Isolado; 7) Potencial
de Desbloqueio Medido e 8) Eletrodo de Referéncia.

Os ions H* produzidos pela dissociagéo do 4cido glucénico
produzido pela reagéo enzimstica (eq. 4) é transportado até a
superficie do desbloqueio isolado apés passar seletivamente
pela membrana seletiva, produzindo assim um pequeno fluxo
de corrente através do canal entre o dreno(4) e a fonte (3),
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gerando desta maneira uma diferenga de potencial que é me-
dida (potencial de desbloqueio) (7). Esta diferenga de poten-
cial é proporcional ao logaritmo da atividade fons H*(ou de
glicose). O ENFET esquematicamente representado na Figura
6 foi construido com uma pastilha de semicondutor de silico-
ne do tipo p (5), um dreno semicondutor do tipo n (4) e uma
fonte semicondutora do tipo n (3). O semicondutor do tipo p
foi dopado com aluminio (eletrodeficiente) e os do tipo n com
arsénio (eletroabundante). Este biossensor possui tamanho re-
duzido (poucos milimetros cubicos) pode ser montado na pon-
ta de um tubo de vidro e selado com resina epoxi. Desta for-
ma ¢é possivel utilizd-lo em medidas analiticas em conjungio
com um eletrodo de referéncia externo (Ag/AgCl ou Hg/HgoCh)(8)
ou mesmo com outro ENFET sem a enzima imobilizada.

2.3 - Imobilizagio do Material Biolégico

A imobilizagio ou insolubilizagdo de um material biologi-
co (e.g. enzimas) é muito interessante pois substitui a utiliza-
¢do destes materiais na forma solivel, evitando a necessidade
de remové-los do meio de reag@o para posterior aplicagdo. As-
sim, a utilizagdo de materiais imobilizados além de diminuir
o custo por andlise, aumenta a rapidez e exatiddo do processo.
Existem muitos métodos de imobilizagdo enzimitica relatados
na literatura3-10,16-23,44-45  norém a imobilizagio ndo deve
desnaturar o centro ativo das enzimas utilizadas nos biossen-
sores, devendo ser realizada através dos vdrios grupos que
ndo possuem atividades cataliticas. Imobilizagdes por ligagio
covalente entre um suporte qualquer com y e € amino grupos
de aminodcidos, grupos fendlicos da tirosina, hidroxila da se-
rina, hidrogenossulfato da cisteina e imidazol da histidina néo
diminuem a atividade enzimdtica e sio normalmente usados
com grande sucesso.

Os métodos de imobilizagdo de enzimas podem ser dividi-
dos nas categorias seguintes: (a) oclusio em gel, (b) micro-
encapsulag@o, (c) adsorgio fisica e/ou quimica, (d) ligagio
quimica covalente e (e) ligagdo quimica covalente cruzada.

A Figura 7 ilustra essas categorias de imobilizagdo.

ENZIMA IMOBILIZADA

ocLysio LIGAGOES
(CONF INAMENTO)

MATRIZ (a)

MICROENCAPSULADALD) ADSORVIDA{c) LIGADA COVALENTEMENTE

SUPORTE(d) ENZIMA{s¢)

AE) e
4E) ‘E(%‘-

(€] ‘i'

{a) (b) {c) (d) (e)

Figura 7 - Métodos de Imobilizagdo de material Bioldgico: a) Oclu-
sdo em Gel; b) Microencapsulagdo; c) Adsor¢do Fisica; d) Ligagdo
Quimica Covalente e e) Ligagdo Quimica Covalente Cruzada.

2.3a - Método da Oclusio em Matriz de Polimero

Este método envolve o confinamento (aprisionamento) da
enzima dentro dos espagos intersticiais das ligagdes covalen-
tes cruzadas de um polimero insolivel (agar-agar, 4lcool po-
livinilico, poiliacrilamida, amido, borracha de silicone, carra-
genatos e outros.). Neste processo de imobilizagdo, o mon6-
mero, o catalisador de polimerizagdo e a enzima a ser ocluida
sdo misturados em uma solugio tamp3o juntamente com um
catalisador adequado. A estrutura do polimero formada por ter
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espagos intersticiais pequenos ndo permite a difusdo das mo-
léculas grandes da enzima, mas as moléculas menores do
substrato conseguem difundir-se livremente.

A grande vantagem deste método é que a reagéio entre o
substrato e a enzima ndo sofre nenhuma modificagéo, pois a
imobilizagdo da enzima praticamente nfio altera a sua estrutu-
ra, no entanto, possue a desvantagem da diminui¢éo do tempo
de vida itil do sensor, devido a perda de parte da enzima imo-
bilizada causada pela variagdo do tamanho dos poros intersti-
ciais do polimero.

2.3b - Microencapsulagio

O método da microencapsulagio de enzimas envolve seu
confinamento em pequenas esferas (microcdpsulas) de mem-
branas semipermedveis com poros variando de 5 a 300 pm,
que permitem somente a livre movimentagdo de substratos e
produtos da reagdo enzimética. Este tipo de imobilizagdo di-
fere da anterior pois permite o aprisionamento de um volume
ou nimero de moléculas maior do que o anterior, que é ge-
ralmente de uma molécula, permitindo uma interagéo enzima-
tica intermolecular.

Este método possue a vantagem de manter alto grau de re-
cobrimento da atividade da enzima, e permitir a imobilizagio
simultinea de vdrias enzimas em apenas uma etapa. No en-
tanto, a necessidade de alta concentragéo de proteina para a
microencapsulagéo, a restricdo de passagem de substratos de
baixo peso molecular através dos poros da membrana e difi-
culdades em se fixar essas microcdpsulas na base dos senso-
res, tem dificultado a aplicagdo desta técnica na construgéo
de biossensores.

2.3c - Adsorgao Fisica

A adsorgio de enzimas em suportes insoliveis resulta ge-
ralmente em interagdes do tipo i6nico, polar, pontes de hidro-
génio, ou hidrofébicas. Esses suportes geralmente possuem
superficie ativa e funcionam como excelentes adsorventes e
incluem a alumina, resinas de troca-i6nica, bentonita, grafite,
vidro, nitrato de celulose, agar-agar, sefadex, silica-gel e ou-
tros. A grande vantagem deste método é sua simplicidade, e
a grande variedade de suportes que poderdio ser utilizados.
Possue, por outro lado a grande desvantagem da enzima ad-
sorvida ser extremamente dependente de fatores, tais como
PH, solvente, substrato e temperatura.

2.3d - Ligagio Covalente em Suporte

Este tipo de imobilizagédo em suporte insoluvel é realizada
através da ligagdo covalente de grupos funcionais ndo ativos
da enzima (nd3o essencial para sua atividade catalitica) a gru-
pos reativos (hidroxila, carbonila, amino, fendlico, imidazéli-
co, tiol) ligados na superficie sélida do suporte insolivel.

A Figura 8 mostra os tipos mais comuns de reagdes (equa-
¢Oes 10-15) envolvidas nas imobilizagdes de enzimas na liga-
¢éo covalente em suporte.

Os suportes insoliveis mais utilizados incluem polfmeros
sintéticos (e.g. celulose, agar-agar, sefarose, coldgeno, amido,
dextrana, etc.) e materiais inorgénicos (6xidos metdlicos e pé-
rolas de vidro com porosidade controlada).

Existem no mercado virias membranas a base de polimeros
sintéticos com diversos grupos funcionais ativos capazes de
imobilizar enzimas e outros compostos com grande eficiéncia
e praticidade. Um simples contato de uma solugéo de enzima
com essas membranas pré-ativadas é suficiente para imobili-
zar o material biolégico por vérios meses sem perda signifi-
cativa de sua atividade catalitica. A Tabela 1 relaciona as pyin-
cipais membranas comercializadas que vem sendo utilizadas
na construgdo de biossensores com bons resultados préticos.

Recentemente foi langado pela Hercules INC. (Wilmington,
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Figura 8- Tipos Mais Comuns de Reag¢des Envolvidas no Método de
Imobilizagdo de Enzimas por Ligag¢do Covalente em Suporte.

Delaware, EUA) uma resina (POLYCUP) que reage em con-
digdes brandas com vdrios grupos organicos (carbonila, hidro-
xila, amino e mercaptana). Esta resina tem sido utilizada com
grande sucesso em muitas imobilizagdes de enzimas e na
construgéo de biossensores. A solugdo de enzima em tampdo
adequado é misturada com solugdo da resina Polycup acima
da superficie do sensor ou acima de uma membrana de didlise
e deixado em repouso durante 12 horas a 4°C. A resina reage
com a enzima formando um filme fino sem perda significativa
da atividade catalitica. A nica desvantagem dessa resina em
relagdo aquelas membranas listadas na Tabela 1 € o tempo
relativamente longo , necessdrio para promover essas imobi-
lizagGes, mas por outro lado possue a grande vantagem de se
poder controlar a espessura do filme sobre o sensor.

2.3e - Ligaciio Covalente Cruzada Intermolecular

Reagentes bifuncionais (homofuncionais ou heterofuncio-
nais) tem sido utilizados com grande freqiiéncia na imobiliza-
¢do de enzimas efou outras proteinas. O método baseia-se na
formagéo de particulas macroscdpicas em decorréncia da for-
magéo de ligages covalentes cruzadas entre as moléculas de
enzimas efou moléculas de suporte inerte com reagentes fun-
cionais. Alguns dos reagentes homofuncionais utilizados in-
cluem: glutaraldeido, dcido bisdiazobenzidina - 2.2’dissulf6ni-
co 4,4’-difluor-3,3"dinitrodifenilssulfona; enquanto que os he-
terofuncionais incluem o tricloro-o-triazina, 3-metoxidifenil-
metano-4,4’diisocianato e outros.

O método de imobilizagio com o gluteraldeido (eq. 16) é
um dos métodos mais empregados, pois a enzima geralmente
é mantida num ambiente semelhante ao encontrado na natu-
reza, conferindo-lhe boa estabilidade frente as variagdes de
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TABELA 1 - Principais membranas pré-ativadas comerciais
utilizadas na construgdo de biossensores

NOME DA NOME DO GRUPO
MEMBRANA FABRICANTE POLIMERO FUNCIONAL
IMMOBILON MILLIPORE Polivinideno  imino
BIODYNE PALL Nylon ndo -
FILTRACTIVE modificado
COMPANY
POSIDYNE PALL Nylon sal de
FILTRACTIVE amonio
COMPANY quatemnidrio
CARBOXYDYNE PALL Nylon carbonila
FILTRACTIVE
COMPANY
ULTIPOR 66 PALL Nylon 50% de
FILTRACTIVE gruppos
COMPANY imino e
50% de
grupos
carboxilicos

pH, for¢a i6nica, solventes e temperatura. A estabilidade al-
cangada por esse método e o tempo gasto na imobilizagdo de
enzimas sdo semelhantes aqueles obtidos pelas membranas en-
contradas comercialmente mas com a grande vantagem do
baixo custo do método.

CHO E H
(CHz)s + NH2 C|=N -E
CHO NH: (CH2)3
J\lbumina C=N-Albumina
glutaraldeido H (16)

24. Desempenho Analitico dos Biossensores

Um biossensor para ser empregado em andlises quimicas,
devera necessariamente possuir algumas propriedades, a sa-
ber: excelente estabilidade, bom tempo de resposta, baixo li-
mite de detecg@o, boa seletividade e exatiddo. Sendo assim,
diversos parametros do sensor devem ser investigados: pH de
operagio, composi¢do do tamp@o, concentragio do material
biolégico imobilizado, espessura e tipo de imobilizagdo da ca-
mada biolégica, temperatura, efeito de ativadores, inibidores
e interferentes.

2.4a. Estabilidade

A estabilidade de um biossensor estd diretamente relacio-
nada com o tipo de imobilizagio da camada do material bio-
16gico. Assim, biossensores com enzimas "imobilizadas” na
forma soluvel (pasta de enzima presa com uma membrana de
celofane) possuem em média um tempo de vida de uma se-
mana (25-50 determinagdes), as imobilizadas pelo método da
oclusdo (2.3a.), microencapsulagéo (2.3b) ou adsorgéo fisica
(2.3c) sdo vteis para 50-100 determinagbes e dependem cru-
cialmente do grau de cuidado dispendido na preparagao do
polimero ou do material empregado na adsorgéo. Os sensores
preparados por imobilizagéo por ligagdo covalente (2.3d) e li-
ga¢lo covalente cruzada (2.3e), geralmente sdo os que pos-
suem o maior tempo de vida (200-1000 determinagSes) com
0 uso de apenas uma membrana com o material biocatalitico.

Outro fator que afeta a estabilidade de alguns biossensores
¢é a perda do cofator dos sitios ativos das enzimas que dele
necessitam para a sua atividade.
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2.4b. Tempo de Resposta

O tempo de resposta de um biossensor pode ser afetado
por vérios fatores. Geralmente esse é controlado pela espes-
sura da camada do material biolégico imobilizado. Para se ob-
ter uma resposta, o substrato deve: a) se ‘difundir do seio da
solugdo até a superficie do biossensor, b) difundir através da
membrana externa e reagir com o sitio ativo do material bio-
légico e c) os produtos formados devem difundir-se até a base
do sensor para serem detectados. Modelos matemdticos des-
crevendo esses efeitos s&o encontrados na literatura46-48,

Os diversos fatores que afetam o tempo de resposta estédo
listados na Tabela 2.

TABELA 2 - Fatores que afetain o tempo de resposta de

um biossensor?’

2.1 - Fatores Quimicos
2.1.1 - Concentragido do biocatalisador
2.1.2 - Concentragéio do substrato
2.1.3 - pH da solugéo
2.1.4 - Disponibilidade de cofatores
2.1.5 - Ativadores enzimdticos
2.1.6 - Inibidores enziméticos
2.2 - Fatores Fisicos
2.2.1 - Temperatura
2.2.2 - Espessura da camada do biocatalisador
2.2.3 - Velocidade de agitagdo
2.2.4 - Espessura e permeabiliza¢io da membrana externa
2.3 - Fator Instrumental
2.3.1 - Tempo de resposta do transdutor

2.4c - Limite de Detecgiio

A maioria dos biossensores (potenciométricos, condutimé-
tricos, calorimétricos, fibras Opticas) apresentam resposta li-
near no intervalo de concentragio do substrato entre 105 a
102M, enquanto outros (amperométricos e piezelétricos (mi-
crogravimétricos)] entre 10°8 ¢ 104M, estando o limite de de-
tecgio ligeiramente inferior aos menores valores supracitados.

2.4d - Seletividade

A seletividade de um biossensor serd tanto maior quanto
for o efeito dos interferentes. Basicamente, as interferéncias
s@o devidas a duas categorias: 1) interferéncia na reagdo do
biocatalisador e 2) interferéncia no transdutor.

2.4d.1) Interferéncia na Reagiio do Biocatalisador com o Substrato

A seletividade de um biossensor depende muito do grau de
pureza e da especificidade do material biolégico usado para
construir o biossensor. Gerlamente o sensor enzimdtico é mui-
to mais seletivo que aquele que utiliza células microbianas
(tecido animal ou vegetal), visto que neste ultimo podem estar
presentes vérias enzimas.

Como discutido no item 2.1, enquanto algumas enzimas
(glicose oxidase, urease, etc.) sdo especificas para determina-
dos substratos, outras (L-aminoacido oxidase, penicilinase, al-
cool oxidase, etc.) possuem baixa especificidade,levando a
uma diminui¢do da seletividade dos biossensores que as con-
tém.

2.4d.2) Interferéncia no Transdutor

Idealmente, o transdutor deve responder a um dos reagen-
tes consumidos ou produtos formados na reagdo biocatalisada.
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Na prética, alguns tipos de transdutores responde a determi-
nadas espécies presentes na amostra, prejudicando a seletivi-
dade do biossensor. Alguns exemplos j4 foram discutidos an-
teriormente (ver 2.2). Sendo assim, é de extrema importancia
fazer uma remog@o prévia desses interferentes ou utilizar ou-
tro transdutor mais adequado, conforme sugeridos na figura 3.

3. BIOSSENSORES DESCRITOS NA LITERATURA

A Tabela 3.1 apresenta alguns dos biossensores mais im-
portantes 'descritos na literatura. Nesta tabela, a coluna 1 in-
dica o substrato analisado, as colunas 2 ¢ 3 0 nome do ma-
terial biolégico e o tipo de transdutor usado na construgéo
desses biossensores e, a ultima coluna as referéncias biblio-
grificas, onde poder-se-380 obter informagdes adicionais dos
respectivos sensores.

TABELA 3.1 Alguns biossensores descritos na literatura

Substrato Material Bioldgico Tipo de Transdutor  Ref.
(Tipo) (espécie detectada)
acetilcolina colinesterase (E) potenciométtico(l{') 50
dcido acético  alcool oxidase (E) amperométrico(O2) 51
Trichosporon
brassical (O) amperométrico(O2) 52
dc.ascérbico ascorbato oxidase (E) amperométrico(O2) 53
calorimétrico 56
Cucumis sativus(T) amperométrico(O2) 53
Cucurbita pepo(T) amperométrico(O2) 54
Enterobacter
agglomeraus(0) amperométrico(02) 55
dcido férmico  Pseudomonas
oxalaticus (C) amperométrico(O2) 57
Citrobacter freundii(C) amperométrico(Hz2) 58
dc.ldtico lactato oxidase (E) amperométrico(O2) 59-61
amperométrico(H202) 62,63
Escherichia Coli (O) amperométrico(O2) 64
dc.mdlico malato desidrogenase  amperométrico(NADH) 65
dc. oxdlic oxalato oxidase (E) amperométrico(02) 66
amperométrico(H202) 67
oxalato
decarboxilase (E) potenciométrico(CO2) 68
¢, oxalo-
acético PEIQ-NH:
(E-artificial) potenciométrico(CO2) 69
dc.pinivico piruvato oxidase (E)  amperométrico(Oz2) 70
4c.salicflico salicilato
hidrogenase (E) amperométrico(02) 1
potenciométrico(CO2) ‘72
4c, succfnico  swccinato
desidrogenase (E) amperométrico(02) 73
dcyirico urato oxidase (E) amperométrico(02) 74
amperométrico(H202) 75,76
potenciométrico(CO2) 77
adenosina adenosina
deaminase (E) potenciométrico(NHas) 78
intestino fino
de rato (T) potenciométrico(NH3) 79
dcool etilico  alcool desidrogenase(E) amperométrico(O2) 80
amperométrico(NADH) 84
alcool oxidase (E) amperométrico(02) 81
34

aminas (mono)
aminas (di)

Candida
albicans

T.brassical (O)
alcool oxidase (E)
xantina oxidase (E)

p-glicose oxidase (E)
monoamina oxidase (E)
diamina oxidase (E)

D-amino acido
oxidase (E)

L-amino acido
oxidase (E)

sépalas de
crisintemo (T)
arginase (E)

recepticulo de
crisintemo (T)
asparaginase (E)
asparmse (E)

carboxipeptidase A+
L-aspartase (E)
carboxipeptidase A+
Jenilalanina decar-
boxilase (E)

amperométrico(H:02) 82
amperométrico(O2) 83

amperométrico(03) 51

amperométrico 8S
(xantina)

potenciométrico(CN) 87
amperométrico(O2) 86
amperométrico(02) 88

potenciométrico(NH") 89
potenciométrico(NH3) 90

potenciométrico(NH3) 91
potenciométrico(NH, ') 92

potenciométrico(NH3) 91
potenciométrico(NH4 ") 93
poteaciométrico(NHa) 94

potenciométrico(NHs) 95

potenciométrico(CO2) 96

Bacterium cadaveris (O) potenciométrico(NH3) 97

L-aspartase (E)

anticorpo (anticandida)

folhas de espinafre (T)
(Spinacea oleracea)

p-cianoalanina-
sintetase (E)
berinjela (T)
(Solanum melangena)

anticorpo (antibenzoil
ecgonina)

colesterol estearase+
colesterol oxidase (E)
colesterol oxidase (E)

colinesterese

creatinase
urease efou

potenciométrico(NH3) 98

piezelétrico 99

amperométrico(02) 100
potenciométrico(NH3) 101
amperométrico

(o-quinona) 102
piezelétrico 103
amperométrico(H202) 104
calorimétrico 105
potenciométrico(H") - 106
potenciométrico(NH4") 107

creatinina deaminase(E) potenciométrico(NH3) 108

polifenol oxidase (E)

anidrase carbonica (E)
tetrakis (hidroximetil)
etilenodiamina

tirosinase (E)

polpa de banana (T)
(polifenol axidase)

Ver alcool etilico

amperométrico

(p-cresol) 109

piezelétrico 110

piezelétrico 111

amperométrico (02) 112

amperométrico(0?) 113
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Josfatase alcalina
+ adenosina
deaminase (E)

formaldeido
desidrogenase

galactose oxidase (E)

glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)

glicose oxidase+
peroxidase (E)
glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)

glicose-6-fosfato
desidrogenase (E)

gluconato kinase+
desidrogenase (E)

glutamato
decarboxilase (E)
abdbora amarela (T)

glutaminase (E)

figado de coelho (T)
guanase (E)

3-hidroxibutirato
desidrogenase (E)
3-hidroxibutirato
desidrogenase (E)

xantina oxidase (E)

histidina
amonialiase (E)
histidina
amonialiase (E)
histidina
decarboxilase (E)
Pseudomonas sp. (O)
histidina
amonialiase (E)

p-galactosidase
+glicose oxidase (E)

leucina desidrogenase +
NADH oxidase (E)

Josfolipase A+
colina oxidase (E)

poteaciométrico(I) 114

piezelétrico 118
amperométrico(H202) 116

amperométrico(O2) 1,24,25
amperométrico(H20z) 26,27,117
fibra-6ptica
(quimiluminescéncia) 31,32

potenciométrico(I') 33
potenciométrico(H') 34
potenciométrico(F) 35

calorimétrico 36
piezelétrico 40
ENFET 41
ENFET 41a
amperométricoNADH) 118

potenciométrico(COz2) 119
potenciométrico(CO2) 120
potenciométrico(CO2) 121
potenciométrico(NH4") 122

potenciométrico(NH3) 123
potenciométrico(NH3) 124

amperométricoNADH) 125
amperométrico(NADH) 126

amperométrico(H202) 127

potenciométrico(NH4") 128
potenciométrico(NH3) 129

potenciométrico(CO2) 130
potenciométrico(NH3) 131
amperométrico(O2) 132
amperométrico(H202) 133

amperométrico(Oz) 134

amperométrico(H202) 135

lisina decarboxilase (E) potenciométrico(CO2) 136

lisina decarboxilase +
diamina oxidase (E)
acetilcolinesterase (E)
glicoamilase +

glicose oxidase (E)
glicose oxidase (E)

metano oxidase (E)
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amperométrico(O2) 137

piczelétrico 103

amperométrico(H202) 138
amperométrico(O2) 139

amperométrico(02) 140

Metilomonas

metilovora (O) biocélula & combus-

tivel(Hz) 141

metil-paration  acetilcolinesterase (E) piezelétrico 103
1 - ., ialase (E) iométrico (NHz) 142
microorganismos resina epoxi piezelétrico 143
NAD' hexokinase+

glicose oxidase (E) amperométrico(02) 144
NADH alcool desidrogenase (E) amperométrico(Oz) 145

peroxidase (E) amperométrico(O2) - 146
nitrato Azotobacter

vinelandii(O) potenciométrico(NHz3) 147

nitrato redutase (E) potenciométrico(NH4 ") 148
nitrito nitrito redutase (E) potenciométrico(NH3) 149
p-nitrofenol acetilcolinesterase (E) piezelétrico 103
Paration acetilcolinesterase (E) piezelétrico 103
penicilina penicilinase (E) potenciométrico(H") 150

penicilinase (E) ENFET (H") 151

penicilinase (E) calorimétrico 152
perdxido de
hidrogénio catalase (E) calorimétrico 153
sacarose invertase (E) calorimétrico 154

invertase + mutarotase+

glicose oxidase (E) amperométrico(H202) 155
sulfato aril sulfatase (E) amperométrico(02) 156
sulfito sulfito oxidase (E) amperométrico(O2) 157
triglicerideos  lipase (E) calorimétrico 158

lipase+ glicerol

desidrogenase

+peroxidase (E) amperométrico(0z2) 159
uréia urease (E) potenciométrico(H') 160

urease (E) potenciométrico(CO2) 161

urease (E) potenciométrico(NH4 ') 162

urease (E) potenciométrico(NH3) 163

urease (E) calorimétrico 164

urease (E) ENFET(H") 165
vitamina B fermento (O)

(saccharomyces

cerevisae) amperométrico(02) 166

(B) = enzima (O) = organismo (T) = tecido animal

ou vegetal
(©) = céhula

A tabela 3.2 apresenta alguns dos biossensores disponiveis
comercialmente e as respectivas empresas. Pode-se notar que
os biossensores & glicose sio 0s que possuem maior comer-
cializacéo, seguido pelo biossensor & ureia.

A caneta medidora de glicose comercializada pela Baxeter
¢ muito prética para as pessoas diabéticas, pois permite o au-
tomonitoramento de glicose no sangue em 30 segundos a um
custo de 50 centavos de dolar por determinagdo. Este sensor
possui uma ponta trocdvel com glicose oxidase imobilizada
que ¢ utilizada para receber uma gota de sangue da pessoa.
Ap6s aquele intervalo de tempo supracitado, a concentagéo de
glicose poderd ser lida diretamente de um visor digital aloca-
do na outra extremidade da caneta.

Um outro sensor extremamente interessante é aquele des-
tinado a determinar o grau de deteriorizagao (ou degradag@o)
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de peixes, uma vez que é muito importante para quem vende,
compra e principalmente para o consumidor do produto.
Quando o peixe morre, apds ter sido pescado, este sofre de-
composigao através da transformagao do ATP em ADP (etapa
a), este por sua vez para AMP (etapa b) e assim por diante
(etapas ¢ a g) até formar o 4cido urico (eq. 17):

a b ¢ d e f
ATP - ADP - AMP —- IMP - HxR — HX —
4
X - U an

onde ATP representa a adenosina-S’-difosfato, AMP a adeno-
sina-S’-monofosfato, IMP a inosina-S’-monofosfato, HxR a
ionosina, HX a hipoxantina, X xantina e U 4cido rico.

Na maioria dos casos, a etapa determinante (mais lenta) é a
etapa (e) ou (f), pois depende da espécie de peixe que estd sendo
analisado, e conseqiientemente, haverd acimulo de HxR e HX (io-
nosina e hipoxantina) com o tempo de estocagem desse produto.

Desta maneira, as concentragdes de HxR e HX poderio ser
utilizadas como indicadores do grau de deteriorizagéo da car-
ne de peixe. A Oriental Electric (Jap&o) comercializa um bios-
sensor amperométrico baseado na detecgido de peroxido de hi-
drogénio liberado pelas reagdes enzimdticas mostrada na
equagdo 18 e 19, a seguir:

xantina

HX + O - ——» X + H2O2 (18)
oxidase

xantina

X+ O — U + H02 (19)
oxidase

A Universal Sensors (Norte-americana) vem viabilizando o
emprego de biossensores fibra-Optica, para determinagao do grau
de deteriorizagio de peixes, como também outros sensores de
grande interesse. A tabela 3.3 mostra alguns biossensores que es-
tdo sendo desenvolvidos e as respectivas empresas.

TABELA 3.2 - Alguns Biossensores Disponiveis Comercialmente

4. BIOSSENSORES DO FUTURO

Alguns dos biossensores apresentados na Tabela 3.3 estdo
sendo testados e comercializados. Por exemplo, o pancreas ar-
tificial, que efetua o controle automatico dos niveis de glicose
no sangue por injegdo continua de insulina proporcionalmente
a quantidade requerida, vem sendo utilizado com relativo su-
cesso no monitoramento e tratamento de pacientes em unida-
des de terapia intensiva de muitos hospitais'’. Sensores cons-
truidos para monitoramento continuo de diversos analitos (en-
zimas, horménios, medicamentos, etc) em pessoas pela im-
plantagio subcutdnea destes, apresentam ainda algumas limi-
tagbes que necessitam ser superadas!98, Hd necessidade de
construir sensores menores (0,5 mm de didmetro externo), du-
raveis e biocompativeis, para oferecer um tempo de vida cor-
respondente com aqueles recomendado nos implantes arteriais
(72-96 horas). Rechnitz & Nakamural®? apresentam suscinta-
mente as necessidades que um biossensor ndo invasivos (néo
h4 contato direto entre o biossensor e o sangue ou outros flui-
dos do tecido) deve ter para poder ser utilizado com alto grau
de confiabilidade. Além destes requisitos, a miniaturizagéo
deste sistema permitird seu uso acoplado ao corpo de pessoas
com diabete em situagéo critica, o qual poderd transportar tal
sistema sem muito problema.

O aprimoramento dos sensores de fibra 6ptica para o mo-
nitoramento de glicose, dlcool (transbucal) e os de determina-
¢@o do grau de deteriorizagio de peixes permitirdo reduzir o
tempo e o custo de andlise destes analitos, aliados a simpli-
cidade de seu uso.

O desenvolvimento e aperfeicoamento de biossensores de
papel com material biolégico imobilizado juntamente com co-
rante; tubos de permeagio; piezelétricos e ENFET para detec-
¢a0 e/ou monitoramento de gases poluentes na atmosfera de-
verdo ser os mais utilizados até o final do milénio. Aqueles
projetados para controle continuo dos processos fermentativos
(reatores de fermentagéo) necessitam ainda serem aprimorados
para que possam ser aplicados convenientemente.

J4 os imunossensores e os quimio-receptores!?9, poderdo
ser, no futuro, os mais utilizados, em virtude de sua alta es-
pecificidade e baixos limites de detecgdo (10-15 -10-9M)

TABELA 3.3 - Alguns Biossensores em Desenvolvimento

BIOSSENSOR EMPRESA (PAIS)

BIOSSENSORES EMPRESA

Aspartame - Universal Sensors (E.U.A.)

Caneta Medidora de Glicose - Baxeter Helthcare ¢ PPG
Biomedical Sensor (E.U.A);
Deerfield (E.U.A.)

Glicose - Life Science Instrum.,
Owens, Yellowspring,
Provesta, Fiatron e
Universal Sensors (E.U.A.);

- Fuji Electric (Japdo);

- Tacussel (Franga);

- Radelkis (Hungria),

- Hoffmann-La Roche (Suiga).

Grau de Deteriorizagio de Peixes - Oriental Electric (Japio).

Triglicerideos, Colesterol, Lipase - Yellowspring, Universal
Sensor, Arden Medical
System e Kodak (E.U.A.)

Outros (etanol, lactato, maltose,

galactose, ascorbato, aminodcidos) - La Roche (Suiga); *

- Tacussel (Franga);

- Universal Sensors e
Yellowspring (E.U.A.).

Aspartame, Alcool (boca), Grau de
deteriorizagiio de peixes (fibra Optica)
Glicose (implantdveis)
Imunossensores

Universal Sensors (E.U.A.)
Oriental Electric (Japio),
Tacussel (Franga),
Yellowspring (E.U.A)
Pincreas artificial Betalike (Japio)
Receptores quimicos
(quimio-receptores)

Tubo detector para gases
poluentes (acetaldeido, tolueno,
organofosforados, etc.)

Universal Sensors (E.U.A.)

Driagerwerk Ag Liibeck
(Alemanha) com Universal
Sensors (E.U.A))
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