.desligado (uma caracteristica comum a maioria dos medido-
res deste tipo), o que ocorre automaticamente quando a
pressdo medida excede 3 E<4 Torr aproximadamente. S3
é um contato auxiliar da chave magnética da bomba meca-
nica (operada por uma rede diferente da difusora no nosso
caso), impedindo o funcionamento da difusora com a bom-
ba mecénica desligada. S1 desliga S2 e S3 para permitir a
“partida” da difusora.

Finalmente, K22 liga um indicador de fatha (lampada
com pisca-pisca eletrdnico no nosso caso).

COMENTARIOS FINAIS

O dispositivo que descrevemos ji foi construido em trés
versdes no nosso laboratério. Uma das versdes utiliza um
TRIAC (chave de estado solido) ao invés de um contactor e,
embora apresente bom desempenho, é limitada em termos
de poténcia e exige cuidados com relagdo ao tipo de carga
utilizada, o que nos levou a divulgar a versdo aqui apresen-
tada. Todas as versdes mostraram-se muito confiaveis, exi-
gindo apenas os cuidados de manter o becher limpo (pelo
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uso de um filtro antes da entrada da igua da difusora) e o
de nunca fechar excessivamente a pinga do tubo de saida.

O circuito do sensor de nivel foi testado com 4gua desti-
lada, funcionando normalmente, o que amplia certamente
sua gama de utilizagdo.
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1. INTRODUCAO

O emprego de sensores eletroquimicos em andlises enzi-
mdticas tornou-se uma das 4reas mais excitantes em pesqui-
sa e de maior crescimento nos dltimos anos.!»?:3:2%

Enzimas sfo proteinas que funcionam como catalisado-
res bioldgicos e sfo utilizadas em grande escala na quimica
analitica, devido a especificidade e sensibilidade de suas
reagses.

As reac¢Ges enzimdticas envolvendo um tnico substrato
podem ser representadas pela expressio geral:

k] k3
E+S 2 ES - E+P
k,
onde E = enzima
S = substrato
ES = complexo enzima-substrato

P

produto da reagdo
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A combina¢do de enzimas com eletrodos seletivos ou
voltamétricos, seja para medida da formag¢do de “P”, ou
para medida de consumo de “S”, oferece inimeras vanta-
gens, em rela¢do a outros métodos, em termos de custo,
rapidez e exatiddo.

2. ELETRODOS ENZIMATICOS

O principio do eletrodo enzimético é muito simples e
envolve quatro etapas bésicas:

12 Escolha da enzima — escolhe-se uma enzima que reaja
com a substancia a ser analisada. O ideal seria envolver o
uso da fun¢fo primdria da enzima, ie., a reagdo principal
Enzima-Substrato. Assim, para andlise de glicose, seria a gli-
cose oxidase; para salicilato, a enzima salicilato hidroxilase,
etc. Em outros casos pode-se também usar uma enzima que
atue sobre um composto de interesse como um substrato



secund4rio. Neste caso a andlise estard sujeita a maiores
interferéncias e o método serd menos seletivo. No caso de
existirem varias enzimas que atuem na substéncia de interes-
se analitico, via diferentes reag@es, a escolha dependerd da
disponibilidade material de cada laboratério.

22 Obtengdo da enzima — escolhida a enzima consultam-
se os catdlogos para saber da sua disponibilidade comercial
e sua pureza. Esta pode ser ou ndo um problema. Muitas
enzimas sio estiveis no estado impuro como a urease de
fonte vegetal, e podem ser usadas por uma semana. Outras
enzimas impuras tém atividade muito baixa para poderem
ser utilizadas sem purificagfo, como muitas decarboxilases
comerciais.

32 Imobilizacdo da enzima — dos métodos de imobiliza-
¢do. os mais empregados na construg¢do de biossensores tém
sido* o do suporte com ligagdo covalente, o da ligagdo
covalente cruzada e o da oclus3o.

No método do suporte com ligagdo covalente, a enzima é
mantida num ambiente semelhante ao que ela estd na natu-
reza e devido a isto ela possui maior estabilidade frente aos
efeitos de pH, for¢a idnica, solventes e temperatura. O mé-
todo de ligagdo quimica com glutaraldeido, por exemplo,
um dos mais utilizados, esta representado, esquematicamen-
te, a seguir:

1 Cﬂz
| ativacao
-NH, + ‘?"1)3 2d —N-TH
| CHO ((l'.uz) 3

Suporte CHO

Acoplamento
«N=CH « Ny ——— ~NaCH- (CH, ) 3-CHeN-E

}

UZ:H2

Luo

3

O suporte com grupos NH, livres (esferas de vidro, mem-
branas de coldgeno ou intestino de porco, etc...) é ativado
com glutaraldeido e em seguida o produto formado é aco-
plado com grupos NH, livres, da enzima. Desse modo
obtém-se uma camada rigida de enzima imobilizada, muito
estavel por virios meses permitindo a realizagdo de centenas
de andlises.

O método da ligagfo cruzada intermolecular baseia-se
também na formagdo de ligagBes quimiicas, porém na ausén-
cia de suporte. Reagentes bi ou multifuncionais (glutaral-
defdo; 2-isocianato-4-isotiocianato tolueno; 2,4-biscloreto
sulfonil fenol; etc. sdo empregados para imobilizar enzimas
através de ligagOes cruzadas intermoleculares, com a forma-
¢do concomitante de moléculas macroscopicas.

O método da oclusdo em gel consiste no confinamento
da enzima nos espagos intersticais de polimeros (agar, carra-
genatos, poliacrilamida, 4lcool polivinilico) ou de membra-
nas semipermeaveis.

43 Colocacdo da enzima imobilizada no sensor adequado
—a enzima imobilizada é acoplada a4 base de um sensor
eletroquimico adequado, que responda a um dos reagentes
A ou B na equagfo 2 ou a um dos produtos C ou D:

Enzima
A+B—> C+D 2)

O sensor pode ser um eletrodo seletivo de gis, para me-
dida do consumo de O, ou da liberagdo de NH; ou CO,;
um eletrodo de vidro, para reagSes que liberam H' ou
NH,*; um eletrodo de Pt ou C, para seguir rea¢Bes envol-
vendo espécies eletroativas ou outros tipos de eletrodos se-
letivos, como de CN~ para determinagfo de amigdalina,
eletrodo de I para enzimas oxidativas, eletrodo de S~
para determinagdo de colinesterase. Portanto o fator limi-
tante para constru¢go de um eletrodo enzimitico reside na
disponibilidade do sensor eletroquimico para monitorar a
reagdo.

3. CARACTERISTICAS ANALITICAS DOS ELETRODOS
ENZIMATICOS

E muito dificil definir a estabilidade de um eletrodo
enzimdtico, pois uma enzima pode perder um pouco de
sua atividade, ocasionando um deslocamento da curva de
calibragdo para baixo. Entretanto se o coeficiente angular
permanecer constante, como acontece frequentemente, o
eletrodo ainda é utilizdvel, precisando somente de calibra-
¢do didria. Outro problema reside no fato de muitos auto-
res medirem o potencial de seus eletrodos ocasionalmente,
ap6s .longos periodos de tempo e relatarem esses dados
como estabilidade. Isto pode significar que o eletrodo foi
usado uma vez por dia ou por semana, dez vezes por dia ou
centenas de vezes. Naturalmente, quanto maior o uso,
menor serd a vida Gtil.

O primeiro fator que afeta a estabilidade € o tipo de
imobilizago. Assim, eletrodos com enzimas ocluidas em
polimeros de poliacrilamida duram trés semanas ou 50-90
analises. J4 aqueles, por exemplo, com glicose oxidase imo-
bilizada quimicamente, podem ser usados por 14 meses,
ou entre 200- 1000 andlises. Finalmente, a estabilidade de-
penderd da base do sensor; geralmente, este tem uma estabi-
lidade maior do que a do eletrodo enzim4tico e ndo se cons-
titui em fator limitante.

O tempo de resposta de um eletrodo enzimitico é afeta-
do por virios fatores, tais como: velocidade de agita¢do da
solugdo, concentragdo do substrato, concentra¢do da enzi-
ma, pH e temperatura.

E importante lembrar que o pH 6timo de uma enzima
imobilizada ndo € necessariamente o mesmo da enzima
solivel. Além disso, o pH requerido pelo eletrodo fon-
seletivo quando usado como base, pode nfo ser compativel
com o exigido pela enzima. A experiéncia orienta no senti-
do de adequar o pH de acordo com as necessidades da enzi-
ma e njo do eletrodo.

4. EXEMPLOS DE ELETRODOS ENZIMATICOS
A primeira referéncia de um eletrodo de enzima surgiu
com o trabalho de Clark e Lyons® que determinaram glico-

se, amperométricamente, usando glicose oxidase imobiliza-
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da dentro de membranas de cuprofane e acoplada a um ele-
trodo de oxigénio:

. glicose
Glicose + 0, + H,0 ——— H,0, + Acido glicdnico (3)
oxidase

O decréscimo na pressdo parcial do oxigénio era equivalente
ao contetdo de glicose no sangue e no plasma.

Na Franga, Pierre Coulet® e colaboradores do Laborato-
rio de Biologia e Tecnologia de Membrana, Universidade
Claude Bernard, desenvolveram sensores para glicose, muito
estdveis e sensiveis, que utilizam membranas de coligeno
contendo a enzima.

Em fevereiro de 1988, a Universal Sensors, New Orleans,
Estados Unidos, langou dois novos eletrodos enziméticos,
um para determinagdo de salicilato e outro para oxalato,
baseados em pesquisas desenvolvidas inicialmente no
Brasil.”'

A Tabela I apresenta alguns dos eletrodos enziméticos
mais importantes.

Tabela I. Principais eletrodos enzimaticos disponiveis comercialmente

Tipo Enzima Sensor Referéncia
Glicose Glicose oxidase Pt (H;0,) 9
E.C.1.1.34 0, 14
1 15
Uréia Urease NH3; 16
E.C.3.5.1.5 NH/" 17
Acido Urico  Uricase
EC17.33 02 18
Alcool Alcool oxidase
EC.1.1.3.13 02 19
L.Tirosina Tirosina decarboxilase
E.C4.1.1.25 02 20
Oxalato Oxalato oxidase o 8
E.C.1.2.3.4 2
Salicilato Salicilato hidroxilase
0, 7
E.C.
Creatinina Creatininase
E.C.3.5.4.21 NH, 2z
Ascorbato Ascorbato oxidase o 2
E.C.1.10.3.3 2
L. Lisina Lisina decarboxilase
E.C4.1.1.18 0 23
Aglcar Invertase/Mutarotase/
Glicose oxidase Pt (H,0,) 24
E.C.3.2.1.26/5.1.3.3/
1.1.3.4 0, 25
Lactato Lactato dehidrogenase O; 26
EC.1.1.23 C (NADH) 27
Penicilina Penicilinase pH 28
E.C3.5.36

5. BIOSSENSORES QUE UTILIZAM CELULAS
MICROBIANAS OU ENZIMAS DE TECIDOS

A aplicagfo de células microbianas ou de tecidos, 3 su-
perficie de um eletrodo para formar um sensor bio-seletivo,
se constitui numa das 4reas mais interessantes do campo
de eletrodos biologicos. O primeiro eletrodo potenciométri-
co microbiano surgiu com o trabalho de Divies'®. Excelen-
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tes revisbes desta 4rea foram escritas por Suzuki'l e
Rechnitz'2.

O uso de células microbianas oferece trés vantagens prin-
cipais a saber:

1. No sd0 necessdrias enzimas purificadas;

2.0 eletrodo pode ser regenerado por imersfo no meio
nutriente. Células bacterianas, por exemplo, podem ser ali-
mentadas e mantidas vivas por longos periodos.

3. As células intactas podem conter muitas enzimas e
virios cofatores que podem catalisar imimeras transforma-
¢Oes, dificeis ou impossiveis, com simples enzimas imobili-
zadas.

Por outro lado, algumas desvantagens aparecem, tais
como: pobre seletividade, uma vez que podem estar presen-
tes virias enzimas e tempo de resposta longo, devido a
baixa concentragfo da enzima ou espessura exagerada da
membrana do eletrodo.

6. ELETRODOS IMUNOSSENSORES

A ligagdo de uma enzima diretamente a um antigeno ou
anticorpo ou a imobilizagdo direta de um antigeno ou
anticorpo a um suporte, como vidro ou membrana de
coldgeno, pode ser efetuada facilmente como num imu-
noensaio enzimético.

Aizawa e Suzuki'® descreveram um imunossensor para
sifilis, imobilizando o antigeno de reatividade imunolégica
para o anticorpo de “Wasserman”, dentro de uma membra-
na de acetato de celulose. Esta foi usada em conjunto com
um par de eletrodos prata/cloreto de prata. O potencial
assimétrico desenvolvido era dependente da concentragdo
do anticorpo, ou seja, para soro positivo “‘Wasserman”.

7. DISPONIBILIDADE COMERCIAL

Atualmente existem vdrios aparelhos comerciais que
usam enzimas imobilizadas acopladas a sensores eletroqui-
micos.

Assim, a Owens (americana) comercializa instrumentos
para andlise de uréia e glicose; a Yellowspring Instrument
(americana) fabrica analisadores para glicose, triglicerideos,
lipase, colesterol.

Outras companhias como a Fuji Electric (japonesa),
Tacussel (francesa) e a Universal Sensors (americana), ofe-
recem unidades de eletrodos enzimiticos.

8. CONSIDERACOES ECONOMICAS

Deve-se, inicialmente, reconhecer qye o campo dos
sensores enziméticos é dominado pelas aplicagSes em andli-
ses clinicas. Apenas nos ultimos anos, algumas industrias
brasileiras de agicar e dlcool, demonstraram interesse no
emprego de eletrodos enziméticos.



Em paises europeus ¢ nos Estados Unidos esses eletrodos
s80 usados em medidas continuas de glicose, lactato, uréia,
dcido vrico, em laboratorios de emergéncia e monitoramen-
to de pacientes de unidades de terapia intensiva.

Acredita-se que a probabilidade de um biossensor enzi-
mitico tornar-se bem estabelecido no mercado dependeri
da sua relevincia industrial e sobretudo da sua praticabili-
dade.
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ABSTRACT

It is intention to review biocalorimetrics work. Of the
purely thermodynamic studies, only a few representative
examples are discussed, whereas more complete coverage
is given of the general analytical studies. Microcalorimetric

studies on biological systems and on impure biochemical
preparations have their main interest as general analytical
experiments. Such applications are presently being develo-
ped into what are believed to be important experimental
techniques in basic biology, as well as in applied areas like,
fermentation, microorganism growing, biological response,
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