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REsuMO

RESUMO:

Era objectivo do presente trabalho o desenvolvimento de um biossensor baseado na
inibicdo da amidase de Pseudomonas aeruginosa para a quantificagdo de ureia em
diversas amostras com recurso a um eléctrodo selectivo de iGes amoénio (ISE). A ureia é
um poderoso inibidor do centro activo da amidase (Acilamida hidrolase EC 3.5.1.4) de
Pseudomonas aeruginosa a qual catalisa a hidrolise de amidas alifaticas produzindo o

acido correspondente e amdnia segundo a reaccao:

O 0
)|\ * Amidase )‘\
+
. + - + NH
R NH, H.O R o 4
Inihicio H"
Amida Ureia Acido Tdes
correspondente Amdnio

O extracto celular de Pseudomonas aeruginosa L10 contendo actividade de amidase foi
imobilizado em membranas de poliétersulfona modificadas (PES) e em membranas de
nylon Porablot NY Plus na presenca de gelatina e de glutaraldeido (GA) como agente
bifuncional. Estas membranas foram posteriormente utilizadas na construgdo do
biossensor baseado no ISE, utilizando acetamida como substrato, a reac¢do enzimatica foi
seguida medindo os iGes amonio produzidos pela hidrolise da amida alifatica, e a resposta

do biossensor apresentada como a velocidade inicial da reaccdo (mV.min™).

A optimizacdo dos pardmetros de imobilizacdo foi efectuada de acordo com a
metodologia ANOVA. Assim, a mistura de 30pL extracto celular, 2uL GA (5%) e 10 pL
Gelatina 15% (p/v) foi a que conduziu a uma melhor resposta do biossensor. Efectuou-se
ainda o estudo de optimizagdo de alguns pardmetros experimentais pH e tempo de
incubacdo em ureia, este conduziu ao valor pH=7,2 como pH Optimo de resposta do
biossensor e 20 min como tempo Optimo de incubacdo das membranas nas solucdes de
ureia, sendo neste caso a resposta do biossensor dada pela diferenca das respostas do
biossensor antes e ap6s incubacgdo. A calibracdo do biossensor foi efectuada em solugdes
contendo concentragGes conhecidas de ureia preparadas em tampdo Tris, leite e vinho
caseiro, exibindo um limite de deteccdo de 2,0 x10° M de ureia. A incubagdo das
membranas em hidroxilamina 2M por um periodo de 2h permitiu a recuperacdo de 70%

da actividade enzimatica da membrana. O biossensor apresentou uma elevada

\
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estabilidade de armazenamento por um periodo de 55 dias revelando uma perda de
apenas 15% da sua resposta. O biossensor desenvolvido apresenta uma sensibilidade de
58,245 mV.min™ e um tempo de resposta de aproximadamente 20s. A resposta do
biossensor foi linear para concentrag0es de ureia presentes no vinho na gama de 4-10 uM

de ureia.

Palavras-chave: Biossensor de ureia, amidase alifatica de Pseudomonas aeruginosa,
eléctrodos selectivos de i6es, membranas de polieter sulfona, inibicdo pela ureia, leite e

vinho.
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ABSTRACT

ABSTRACT:

The aim of the present work was the development of an inhibition based biosensor using
cell-free extracts of Pseudomonas aeruginosa based on ion-selective electrode (ISE) for
assay of urea in food samples. Urea is a powerful time-dependent active-site directed
inhibitor for aliphatic amidase (acylamide amidohydrolase EC 3.5.1.4) from
Pseudomonas aeruginosa which catalyses the hydrolysis of a small number of aliphatic

amides producing the corresponding acid and ammonia according to the following

reaction:
0 e}
)|\ » Amidase )‘\ .
. + 0 » + NH
R NHZ He R :0: 4
Inhibition H/
Amide Urea Coresponding Ammoninm
acid Ions

Cell-free extracts containing amidase activity from Pseudomonas aeruginosa L10 were
immobilized on nylon Porablot NY Plus and on altered polyethersulfone membranes
(PES) in the presence of gelatin and glutaraldehyde as the bi-functional reagent. These
membranes were used to set up a biosensor based on ISE for ammonium ions by using
acetamide as the substrate, and the enzyme reaction was followed by measurement of
ammonium ions due to hydrolysis of acetamide. Biosensor response was presented as the
initial rate of reaction in mV.min™.

The optimization of immobilization parameters was carried out according to ANOVA
methodology. Therefore, the mixture of 30uL of cell-free extract, 2uL GA (5%) and 10
puL Gelatin 15% (w/v) exhibited the best biosensor response. Some experimental
parameters such as pH and incubation time in 2uM urea were also optimized. The best
biosensor response was obtained to pH 7,2 and the optimum incubation period in urea
solutions was 20 min. The inhibition response of the biosensor was given as the change in
biosensor response after incubation in the urea solution (AmV.min™).

Three calibration curves for this biosensor were carried out in buffer solution, milk and
wine exhibiting a limit of detection of 2,0 x 10° M urea. A recovery of 70% of enzyme
activity was observed by incubating these membranes for two hours in 2M
hydroxylamine. The biosensor exhibited good storage stability for a period of 55 days

Vil



ABSTRACT

with a loss of only about 15% of biosensor response, it showed a linear response in the

range of 4-10 UM de ureia, and a response time of 20s and the biossensor sensitivity was
58,245 mV.min™.

Key-Words: Biosensor for urea, aliphatic amidase from Pseudomonas aeruginosa, ion

selective electrode, polyethersulfone membrane, inhibiton by urea, milk and wine.
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Capitulo I — Introducéo

1. INTRODUCAO:

1.1 UREIA:

Métodos analiticos econdmicos, rapidos e de confianca sdo cada vez mais necessarios na
industria alimentar com vista a determinacdo de substancias especificas nos alimentos e
produtos alimentares. Esta necessidade é devido as normas regulamentares cada vez mais
exigentes e as preocupacdes do consumidor sobre a composicdo de alimentos e a sua
seguranca [Luong et al., 1997]. Assim, o processamento de alimentos e bebidas
necessitam de técnicas rapidas e acessiveis em termos econdmicos para o controlo de
qualidade de produtos alimentares. O crescente aumento de métodos analiticos “on-line”
na industria alimentar tem estimulado na ultima década uma procura constante de
técnicas analiticas praticas e os biossensores sdo fortes candidatos para o efeito
[Eshkenazi et al., 2000].

A ureia é uma substancia largamente distribuida na natureza sendo monitorizada para
varias aplicagbes nomeadamente sobre a satide humana, animal, agricultura e outras. Esta
substancia é o produto final do metabolismo das proteinas e a sua deteccdo e
quantificacdo tem atraido consideravel interesse, em particular em andlises clinicas,
indUstria agro-alimentar, monitorizacdo ambiental bem como noutras aplicagdes a nivel
industrial e ambiental. [Chou et al., 2008] A crescente accao regulatéria nas industrias
alimentar e de bebidas, com a imposicdo de regras de qualidade cada vez mais exigentes,
criam a necessidade de métodos rapidos, efectivos e econdmicos, como 0s biossensores,
para o controlo da qualidade dos seus produtos.

A urease (EC 3.5.1.5) é uma enzima que esta presente na maioria dos sistemas biol6gicos
desempenhando um papel muito importante porque catalisa a decomposicéo da ureia a

seguir descriminada:

NH,CONH, +3H,0 —¥ , ONH + HCO; + OH"

Os vinhos e outras bebidas fermentadas e destiladas podem apresentar nalgumas
situagBes niveis elevados de ureia. De acordo com Ough et al [Ough, et al. 1989] e
Francis [Francis, 2006], as vinhas fortemente fertilizadas sdo provavelmente a principal

causa de elevados niveis de ureia nos vinhos. Contudo, a ureia é também sintetizada no
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metabolismo de leveduras que fazem parte integrante do fabrico do vinho [Monteiro e
Bisson 1991]. Assim, estudos cientificos ja indicaram que a arginina e a citrulina sdo os
principais precursores de ureia sendo a estirpe de levedura e temperaturas de fermentacéo
factores que também afectam o aumento da acumulacdo de ureia nos vinhos [Almy e
Ough, 1989]. A presenca da ureia nas bebidas alcoodlicas era pouco preocupante até ha
alguns anos quando se detectou que ela reagia com etanol a altas temperaturas formando
carbamato de etilo (Ethyl Carbamate - EC). A preocupacdo com EC é baseada no facto
de que testes de toxicidade in vivo e in vitro demonstraram que este composto é
genotdxico ligando-se ao DNA sendo por conseguinte uma substancia carcinogénica nos
animais [Schlatter e Lutz, 1990; Zimmerli e Schlatter, 1991]. Uma vez que a exposicao
humana aos compostos carcinogénicos deve ser a mais baixa possivel, 0s niveis limites
legais de EC nas bebidas alcodlicas e noutros produtos foram estabelecidos
nomeadamente no Canada (até 150ug/L nas bebidas brancas) ao passo que na Califérnia
¢ de 0,7ug/dia [Matsudo et al., 1993]. Por conseguinte, ha um grande interesse na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na formacdo de EC nas bebidas alcodlicas de
forma a intervir no processo de fabrico com vista a reducéo de niveis de EC de acordo
com a legislagdo em vigor. A formacéo de EC nos vinhos é bem conhecida uma vez que a
ureia, citrulina e carbamil fosfato produzem EC com etanol embora a ureia seja o
precursor primario e o melhor indicador da formacéo potencial de EC [Butzke e Bisson;
Hasnip, et al., 2004]. Por outro lado, a ureia é largamente quantificada no leite de vacas e
cabras para melhorar a compreensdo do balanco de azoto nos animais. Elevadas
concentracdes de ureia sdo frequentemente associadas aos niveis excessivos de proteina
usados na alimentacdo de animais [DePeters e Ferguson, 1992; Kirchgessner et al., 1986;
Kirchgessner e Kaufmann, 1987]. A ureia ndo sendo um constituinte natural do leite pode
encontra-se presente como um adulterante. A sua presenca no leite do gado leiteiro pode
estar relacionada com o consumo excessivo de azoto [Verma et al., 2003]. Este excesso
de proteina nas racGes de animais representa um custo adicional para os agricultores e o
aumento de azoto excretado ira aumentar significativamente a poluigdo do meio ambiente
[Hof et al., 1997; James et al., 1999; Jonker et al., 1998; Kauffman e St- Pierre, 1999;
Schepers e Meijer, 1998]. Por outro lado, estudos anteriores sugeriam que elevados niveis
de ureia no organismo afectavam de forma adversa o desempenho do sistema reprodutivo

das vacas [Butler et al., 1996; Larson et al., 1997]. Assim, a monitoriza¢do da ureia no
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leite tornou-se um método vulgar na Europa e nos Estados Unidos de forma a assegurar
que o gado leiteiro seja alimentado com uma racdo equilibrada de proteinas evitando
encargos adicionais e a excessiva polui¢cdo ambiental. Os valores tipicos de ureia no leite
do gado leiteiro saudavel variam na gama de 3 a 5 mM [Jonker et al., 1998; Kohn, 2000].
Assim, ha uma necessidade premente da analise da ureia no leite do gado leiteiro em
tempo real de forma a diagnosticar rapidamente os problemas nutricionais reduzindo
desta forma os encargos e erros associados na recolha de amostras, armazenamento,

transporte e anélise da ureia in situ.

1.2 BIOSSENSORES:

Um sensor € um pequeno detector analitico que permite a medicdo directa de analitos na
matriz de uma amostra e este dispositivo devera ser capaz de responder continua e
reversivelmente ao analito, sem perturbar a amostra sob investigacdo [Lojou et al, 2006].
As técnicas analiticas quimicas e bioldgicas tradicionais envolvem reaccgdes que ocorrem
em solucdo através da mistura dos reagentes. Um biossensor refere-se a um dispositivo
em que o componente bioldgico estd imobilizado no sistema e a reaccdo ocorre a
superficie de um eléctrodo [Chaubey et al, 2002].

Por definicdo, os biossensores sdo dispositivos que englobam um elemento de transducgéo
(eléctrodo sensor) coberto por uma camada de reconhecimento bioactiva (enzima,
anticorpo, é&cido nucleico, parte da estrutura de uma molécula bioldgica ou
microrganismo) que constitui uma interface entre o analito e o eléctrodo sensor. Esta
interface € responsavel pela regulacdo da especificidade e sensibilidade do dispositivo,
pois é capaz de reconhecer os seus analitos especificos. Sendo permeavel e selectiva ao
analito alvo, interage especificamente com este, quer directamente, quer através de um
mediador. Da interac¢do do bioelemento com o analito resulta uma reacc¢ao cujo produto
é selectivamente detectado e quantificado pelo dispositivo sensor. O elemento bioldgico
poderd converter o analito noutra espécie quimica atraves de uma reac¢do bioquimica,
produzir ou libertar outro produto quimico como resposta ao estimulo do analito, alterar
as suas propriedades opticas, eléctricas ou mecanicas ou produzir qualquer outra resposta
que possa ser quantificada. O transdutor tem como funcdo principal a conversao da

alteracdo fisico-quimica no material biologicamente activo, resultante da interacgdo com
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o0 analito, num sinal electrénico que pode ser adequadamente processado fornecendo um
sinal de “output” [Lojou et al, 2006; Chaubey et al 2001; Buerk, 1993]
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Fig.1 — Elementos constituintes de um Biossensor.

Das varias vantagens da utilizacdo de biossensores realgca-se o baixo custo, rapidez,
simplicidade de operacao e possibilidade de analise em tempo real.

Os biossensores sdo altamente selectivos ndo s6 devido a elevada especificidade do
elemento bioldgico para o reagente alvo, como também devido a elevada selectividade da
superficie do eléctrodo aos produtos reaccionais alvo.

Este tipo de dispositivos apresenta uma vasta gama de aplicacdes importantes em analises
clinicas, industriais, ambientais e na agricultura.

O campo de accdo dos biossensores € interdisciplinar e os avang¢os ocorrem pelo
progresso em diversas disciplinas tais como a microelectronica, microcomputadores e
biotecnologia. As novas tecnologias de transdutores, a existéncia de diversos métodos de
medicdo e a utilizacdo de uma vasta gama de sistemas bioldgicos e bioquimicos tém
proporcionado grandemente a expansdo das &reas de investigacdo relacionadas com

biossensores [Lojou e Bianco; 2006].

1.2.1 Caracteristicas de um biossensor ideal:
O “design” optimo de um biossensor seja este electroquimico, dptico, ou outro tipo de

biossensor é ditado por diversas propriedades fisicas basicas do sistema de medida, tais
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como do meio no qual a medicdo € feita. Algumas das propriedades mais pertinentes e

caracteristicas de um biossensor ideal sdo:

1.2.1.1 Sensibilidade:

A sensibilidade é definida como a alteracdo na magnitude do sinal de “output” do
biossensor como resposta a alteragdo da concentracdo de uma especie quimica especifica
(AS/AC). Muito frequentemente acontece que alteracbes na concentracdo de um co-
reagente ou de um co-produto de uma reaccdo quimica sdo medidos. A sensibilidade do
biossensor no que diz respeito ao substrato de interesse (o analito) devera posteriormente
ser relacionada directamente com as espécies quimicas detectadas através de
estequiometria adequada. Noutros casos, algumas propriedades fisicas sdo alteradas pelo
bio-elemento sendo posteriormente medidas pelo transdutor.

Para alguns biossensores, as medicdes séo baseadas na resposta dindmica do biossensor.
Nestes casos a sensibilidade pode ser definida como a variacao no sinal com o tempo para
uma dada variagdo na concentracdo (AS/AtAC) ou qualquer outra relagdo que dependa do
tempo. S&o diversos os factores que afectam a sensibilidade efectiva de determinado
biossensor que incluem o tamanho do sensor, a espessura da membrana e o resultante
transporte de massa das espécies quimicas da amostra para a regido sensora, bem como
de diversos processos que desactivam o biossensor. Idealmente, a sensibilidade de um
dado biossensor devera manter-se constante durante o seu tempo de vida e devera ser
suficientemente alta de modo a permitir medi¢des convenientes do sinal de “output” do

transdutor com aparelhagem electronica

1.2.1.2 Linearidade:

Um biossensor perfeitamente linear apresentard a sua sensibilidade constante desde a
concentra¢do nula de substrato até a méxima concentracdo de substrato que possa ser
fisicamente dissolvida no meio de medida. Na pratica, a regido de linearidade é
normalmente restrita a um determinado intervalo de concentragfes de substrato. Um
biossensor ndo tem necessariamente que ser linear para apresentar aplicabilidade préatica
desde que a curva de calibragdo possa ser obtida com preciséo suficiente de modo a

permitir a interpretacdo do sinal do biossensor. [Buerk, 1993]
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1.2.1.3 Limite de deteccéo:

Idealmente, a menor quantidade de substrato que pode ser detectada devera ser apenas
limitada pela resolucdo da instrumentacdo electronica utilizada para as medidas. Na
pratica, sdo diversos os factores que conduzem a um limite de deteccdo mais elevado do
que aquele que seria de desejar. Como exemplo disto, existem os transdutores
electroquimicos baseados em medicGes potenciométricas que podem apresentar
interferéncias de outros iGes bem como reac¢Ges de superficie que podem limitar a
medicdo. Obviamente que a concentracdo de analito a ser determinada devera encontrar-
se dentro do limite de deteccdo do biossensor de modo a que este tenha utilidade [Buerk,
1993]

1.2.1.4 Selectividade:

Um biossensor ideal devera responder unicamente a alteraces na concentracdo do analito
alvo ndo sendo assim influenciado pela presenca de outra espécies quimicas em solucao.
De outro modo, as leituras obtidas ndo serdo correctas uma vez que a alteracdo da
concentracdo das espécies interferentes esta também a ser tida em consideracdo. Caso nao
seja possivel eliminar as espécies interferentes da solucdo torna-se necessario medir estas
com outro método de analise de modo a corrigir o sinal do biossensor para a solucédo alvo.
O pH pode também influenciar a reaccdo quimica que tem lugar com o bio-elemento do
biossensor alterando a sua selectividade .[Buerk, 1993]

1.2.1.5 Tempo de vida:

O elemento bioldgico utilizado no sistema é normalmente o componente mais instavel.
Uma importante propriedade do biossensor é 0 tempo que estes permanecem sensiveis
sob condicBes de operagdo normais. O tempo de vida pode ser dependente do numero
total de medicOes realizadas ou podem depender da magnitude das concentracOes de
analito medidas, ao passo que as concentragdes mais altas podem conduzir a perdas mais
rapidas na sensibilidade. Podem ainda existir outras espécies na solucdo de analito que
conduzam a um aceleramento do processo de desactivacdo independentemente da
concentracdo de analito. Outra propriedade importante é o tempo que um biossensor pode

ser armazenado entre cada utilizacdo. O armazenamento do biossensor devera também




Capitulo I — Introducéo

ser tido em conta dado que é essencial que se providenciem condi¢fes que permitam a

manutencdo das propriedades bio-activas [Buerk, 1993] .

1.2.1.6 Histerese:

Um biossensor ideal ndo deverad ser afectado pelas medi¢bes anteriores. No entanto,
quaisquer alteracGes que se observem no ambiente de medida poderdo interferir nos
resultados das leituras subsequentes. Uma das situacfes mais comuns é a difusdo do
analito quando se encontra em altas concentragdes para o interior do biossensor. Este
analito acumulado poderd, numa medigdo subsequente para concentragdes mais baixas
difundir-se novamente para a solucdo de analito misturando-se homogeneamente com
esta alterando a sua concentracdo. Para volume baixos este efeito podera conduzir a erros
de leitura [Buerk, 1993]

1.2.1.7 Resposta Dinamica:

As propriedades fisicas e o tamanho relativo do biossensor determinam a velocidade com
que este responde as alteragcbes de concentracdo do analito alvo. Geralmente, o
mecanismo principal é usualmente a difusdo simples das espécies quimicas da amostra
até a superficie activa do transdutor. O fluxo de massa do analito alvo e/ou dos reagentes
que esta a ser detectada € proporcional as diferencas de concentracao, aos coeficientes de
difusdo efectiva para cada espécie que se move através dos diversos elementos do
biossensor (membrana, electrdlito, e outras estruturas), e a espessura de cada elemento.
Normalmente, este tipo de resposta € referente a processos dependentes da difusdo.[Buerk,
1993]

1.2.2 Classificagao:

Os biossensores sdo classificados de acordo com o tipo de transdutor que é utilizado e
assim subdividem-se em biossensores Opticos, calorimétricos, piezoelectronicos,
electroquimicos e transistores de efeito de campo (“Field effect transistors” — FET)
[Chaubey e Malhotra, 2002; Singh et al 2008]:
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Fig.2 — Classificagdo de Transdutores. Adaptado de Singh et al 2008.

1.2.2.1 Biossensores Electroquimicos:

Os sensores electroquimicos representam uma importante subclasse de sensores quimicos
nos quais um eléctrodo € utilizado como elemento transdutor. O objectivo é gerar um
sinal eléctrico que esteja de algum modo relacionado com a concentracdo de analito.
Neste tipo de biossensores [Janata et al., 1998] a capacidade analitica das técnicas
electroquimicas é combinada com a especificidade do processo de reconhecimento
bioldgico. Nesta configuracdo um agente bio-especifico é imobilizado a superficie de um
eléctrodo, o qual converte o processo de reconhecimento biolégico numa resposta
amperometrica ou potenciométrica quantificavel. A selectividade do biossensor €
providenciada pela imobilizacdo de um elemento bioldgico sensivel e selectivo
(tipicamente uma enzima) em contacto proximo com o sensor [Janata et al., 1998]. S&o os
biossensores mais utilizados, ndo apresentando as desvantagens que inibem a utilizacéo
dos restantes tipos de biossensores sendo rapidos, faceis de manusear e de baixo custo e

séo classificados em fungdo do modo de detecgdo [Chaubey e Malhotra, 2001]

1.2.1.1 Biossensores Condutimétricos:
Medem as alteragbes na condutancia entre um par de eléctrodos metalicos como

consequéncia da accédo do elemento biologico. [Sukeerthi e Contractor, 1994]

1.2.1.2 Biossensores Amperometricos:

Medem as alteracGes na corrente do eléctrodo de trabalho devido a oxidacéo directa dos
produtos de uma reacgdo bioldgica. Estes biossensores podem ainda basear-se em
sistemas directos ou indirectos. Os primeiros envolvem uma reac¢do redox bioldgica,

implicando a utilizagdo de eléctrodos modificados usualmente um aceitador de electrdes
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no lugar de um dador de electrbes natural, j& os sistemas indirectos exploram o0s
detectores convencionais para medirem o substrato metabdlico ou o produto. Podem
também implicar o envolvimento de um mediador para a reacgdo electroquimica.
Mediadores sdo agentes artificiais de transferéncia de electrdes que participam na reac¢ao
redox com o componente bioldgico e auxiliam na transferéncia de electrées [Chaubey e
Malhotra; 2001].

1.2.1.3 Biossensores Potenciométricos:
Estes baseiam-se na medi¢do dos potenciais do eléctrodo de trabalho em relacdo a um

eléctrodo de referéncia [Chaubey e Malhotra, 2001].

1.2.1.3.1 Eléctrodo selectivo de ides amonio:

Os eléctrodos selectivos de ibes (ISE) sdo um exemplo tipico de sensores quimicos que
utilizam o principio da quimica de reconhecimento molecular. Estes sdo preparados pela
imobilizacdo de moléculas capazes de reconhecer uma classe especifica de espécies
i6nicas numa matriz polimérica apropriada. Esta matriz é depois montada no corpo do
eléctrodo composto por um fio de Ag/AgCl e uma solugdo interna. A performance
analitica dos ISE’s depende grandemente da qualidade do ionoforo incorporado nas
membranas poliméricas, apesar disso o tipo e composicdo relativa de todos os
componentes utilizados para a constru¢cdo da membrana variam grandemente as suas
propriedades electroanaliticas [Shim Et al, 2004]. Nos ISE’s os ides alvo presentes em
matrizes bioldgicas complexas sdo quantificados devido a deteccdo de alteracdes no
potencial do eléctrodo provocadas pela ligacdo selectiva dos ibes a superficie do
eléctrodo [Chaubey e Malhotra, 2001]. No caso especifico do eléctrodo selectivo de ides
amonio possui uma membrana solida constituida por uma matriz polimérica em PVC que
é especifica para os iBes amonio presentes em solucdo aquosa sendo condutora destes
ifes. Tratando-se de um método potenciométrico de analise exige a presenca de um
eléctrodo de referéncia. Este é um eléctrodo de juncdo dupla cujo revestimento interno
deve ser constituido por uma substancia que nao interfira com a anélise, ou seja, que néo
possua ifes que sejam detectados pelo eléctrodo selectivo de ibes interferindo assim com
a sua deteccdo. No presente caso, 0 revestimento interno do eléctrodo de referéncia

contem acetato de litio. Basicamente, este método permite correlacionar um potencial

10
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lido em mV e a concentracdo respectiva de iGes amodnio presentes em solucdo, o que é
possivel através da construcdo prévia de uma recta de calibragdo com recurso a padrdes

de concentracdo conhecida de NH,CI.

1.2.2.2 Biossensores 0pticos:

S0 baseados na medicdo da luz absorvida ou emitida como consequéncia de uma
reaccdo bioguimica. Neste tipo de biossensores a luz € conduzida por meio de fibras
Opticas até ao detector [Peterson e Vurek, 1984; Seitz, 1987]. Sdo bastante sensiveis, no

entanto, ndo podem ser utilizados em meios turvos.

1.2.2.3 Biossensores Calorimétricos:
Detectam o analito com base no calor envolvido na reacgdo quimica originada pela
interaccdo deste com o elemento bioactivo. Ndo podem ser utilizados em sistemas que

apresentem trocas de calor muito baixas [Chaubey e Malhotra, 2002].

1.2.2.4 Biossensores Piezoelectrénicos:
Operam com base no principio da geracdo de dipolos eléctricos ao submeter um cristal
natural anisotrépico a stress mecéanico. A adsorcdo do analito aumenta a massa do cristal

e altera a sua frequéncia de oscilacdo basica [Abad et al., 1998; Minunni et al., 1994].

1.3 BIOSSENSORES BASEADOS NA INIBICAO ENZIMATICA:

Os biossensores tornaram-se uma importante ferramenta para a detec¢do de componentes
bioldgicos e quimicos na monitorizacdo clinica, alimentar e ambiental. Os motivos
enunciados para este sucesso recaem sobre as suas excepcionais capacidades de
performance que incluem elevada especificidade e sensibilidade, resposta rapida, baixo
custo, tamanho relativamente pequeno e facilidade de operacao.

Enquanto os transdutores electroquimicos combinados com uma enzima constituindo o
elemento bioquimico formam a maior categoria o0s sistemas de biossensores que
dependem especificamente da inibicdo podem ser divididos em trés categorias [Amine, et
al., 2006]:

11



Capitulo I — Introducéo

Biossensores baseados na imobilizacdo de células intactas: Podem conduzir ao aumento

da estabilidade do biossensor e facilitar a regeneracdo da enzima. Estes podem no entanto
sofrer reaccOes paralelas indesejaveis devido a coexisténcia de diversas enzimas [Amine,
et al., 2006].

Dispositivos sensores associados a reactores gue contenham uma matriz de enzima

imobilizada: o inibidor passa através do reactor e inibe a enzima. A actividade residual da
enzima é avaliada medindo a quantidade de produto enzimético que esta catalisa antes e

apos a sua inibicdo [Amine, et al., 2006].

Biossensores baseados na imobilizacdo directa da enzima no dispositivo transdutor: a

enzima e o transdutor encontram-se em contacto intimo incorporando uma unidade Unica
[Amine, et al., 2006].

Os biossensores baseados em mecanismos inibitorios foram ja utilizados na anélise de
uma elevada multiplicidade de analitos significativamente importantes tais como
pesticidas organofosforados, organoclorados, derivados de insecticidas, metais pesados e
glicoalcaloides. A seleccdo do sistema enzima/analito é baseada no facto de que estes
analitos toxicos inibem a normal funcdo de catélise da enzima. De um modo geral, o
desenvolvimento destes sistemas de biossensores baseia-se numa medicdo quantitativa da
actividade enzimatica antes e ap0s a exposicdo a um analito alvo. Tipicamente a
percentagem de enzima inibida (1%) resultante da exposi¢cdo ao analito encontra-se
guantitativamente relacionada com a concentracdo do elemento inibidor (que se encontra
no analito) e com o tempo de inibicdo. Consequentemente, a actividade da enzima

residual é inversamente proporcional a concentracéo do elemento inibidor

1.3.1 Principio de funcionamento de um biossensor baseado na inibi¢do enzimatica:

Os biossensores sdo elementos analiticos que combinam um elemento de bio
reconhecimento e um transdutor fisico para a deteccdo dos componentes alvo. Nos
biossensores baseados em enzimas o elemento bioldgico é a enzima que reage
selectivamente com o seu substrato. E ja sabido que a resposta de um biossensor a adig&o

de um substrato é determinada pela concentracdo do produto (P) da reac¢do enzimatica na

12
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superficie do sensor. A reaccdo é controlada pela velocidade de dois processos
simultaneos, a conversdo enzimatica do substrato (S) e a difusdo do produto da camada
enzimética. Dado que os compostos poluentes inibem selectivamente a actividade de
certas enzimas, a sua actividade e a concentracdo do produto resultante sdo afectadas.
Esta inibicdo ¢é analiticamente atil e é utilizada vantajosamente para a construcdo de

diversos dispositivos de biossensores [Amine, et al., 2006].

1.3.2 Imobilizagéo enzimatica:

O desenvolvimento de biossensores baseados na imobilizagcdo enzimatica permitiu
resolver diversas limitacdes tais como a perda de enzima (por vezes dispendiosa),
manutencdo da estabilidade da enzima, aumento do tempo de meia vida do biossensor e
adicionalmente a reducdo do tempo de resposta. S0 conhecidas diversas técnicas de
imobilizacdo, estas incluem encapsulamento fisico, microencapsulacao, adsorcéo, ligagdo
covalente e ligacdo cruzada covalente. Diversos autores confirmam que a performance de
um dispositivo biossensor estd fortemente dependente da sua configuracdo. A
imobilizagcdo da enzima ¢ um dos passos mais importantes envolvidos no “design” do
biossensor. A escolha da técnica utilizada para ligar o componente biol6gico (enzima) ao
transdutor € crucial, dado que a estabilidade, tempo de vida e sensibilidade dependem

grandemente da configuracdo da camada enzimatica [Amine, et al., 2006].

1.3.3 Sistema Enzima/Inibidor:
A reaccda enzima/inibidor é muitas vezes complexa [Amine, et al., 2006]. Existem
diversos mecanismos que resultam da interac¢do entre a enzima e o composto a analisar.

Assim podemos referir dois tipos de inibicéao:

1.3.3.1 Inibigdo Reversivel:

O tempo de vida de um biossensor enzimatico pode ser severamente restrita pelos
diversos inibidores a serem medidos. A inibi¢cdo pode ser reversivel ou ser resultante da
inactivagdo irreversivel da enzima. Inibidores estruturalmente relacionados com o
substrato podem ligar-se ao centro activo da enzima e competir com este (inibicdo

competitiva):

13
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ks I{IJ
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Se o inibidor ndo se ligar somente a enzima mas também ao complexa enzima-substrato,
0 centro activo perde a sua conformacédo e consequentemente perde também a sua funcéo
catalitica. Neste caso, 0 substrato e o inibidor ndo competem entre si (inibicdo nao

competitiva):
k k

E+S =— " ES — > E+P

+] I'CI +1| |k,

Ks
Bl «—— ES

Inibidores competitivos e ndo competitivos afectam diferentemente a cinética enzimatica
[Segel, 1976]. Um inibidor competitivo ndo altera a velocidade maxima (Vmax) mas
aumenta a constante de Michaelis-Menten (Ky) por outro lado uma inibicdo nédo
competitiva resulta na manutencdo de Ky e no decréscimo de Vmax.

Pode ainda ocorrer inibicdo mista. Neste tipo de inibicdo o inibidor liga-se a enzima e ao

complexa enzima-substrato mas com diferentes afinidades para cada um deles:

Kk K,

E+S =—— ES —» E+P

El

Na inibicdo ndo competitiva o inibidor liga-se somente quando o complexa enzima-

substrato se forma:

14
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K K
E+S =——" ES ——» E+P
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O grafico de Dixon é usualmente utilizado para a avaliacdo da constante de inibicdo e

para a diferenciagdo entre os diversos tipos de inibicdo [Segel, 1976; Amine, et al., 2006].

1.3.3.2 Inibicao Irreversivel:
Na inibicdo irreversivel, a interaccaa enzima-inibidor resulta na formacdo de uma ligacao
covalente entre o centro activo enzimatico e o inibidor. O termo irreversivel significa que

a decomposi¢do do complexa enzima-inibidor resulta na destruicdo da enzima (hidrolise,

oxidacao):
5 |'{II'
E+S — * ES — E+P
+1| |k,
B —— E

A cinética de inibicdo depende fortemente da configuragdo do biossensor. Nos casos em
que se utiliza uma camada enzimaética fina as cinéticas observadas sdo similares as
observadas para a enzima em solucdo. Para enzimas nativas a inibi¢cdo encontra-se

directamente relacionada com o tempo de incubacéo, e Inv, é linear com o tempo de
incubacéo, segundo a expresséo:
dE_ - dE_
d—ltz—: ks E TIE_—: —Kopsdt < Inw; =kt +constants

em que v; é a actividade residual.

O grau de inibicdo depende da concentracdo de inibidor e do tempo de exposicéo a esse

inibidor [Neufeld et al., 2000; Guerrieri et al., 2002]. Quando ocorrem fendmenos de
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difusdo o modelo prevé que a percentagem de inibicdo da enzima (%), ap0s exposi¢cdo ao

inibidor, estd linearmente relacionada com a concentracdo de inibidor [I] e a raiz

quadrada do tempo de incubacéo (t%). [Zhang et al., 2001; Amine, et al., 2006]

1.3.4 Limite de Detecgéo:

A determinacdo do efeito inibitério inclui os seguintes passos: determinacdo da
actividade enzimatica inicial, a incubacdo do biossensor numa solucdo que contenha um
inibidor, e finalmente a medic&o da actividade residual, que é a actividade ap6s exposi¢do
ao inibidor. O limite de deteccdo define-se como a concentracdo da espécie a ser medida
que forneca a minima diferenca detectavel (reducdo da actividade) que € igual a 2 ou 3
vezes 0 desvio padrdo da resposta média do branco (concentracdo de inibidor nula), no
entanto esta metodologia ndo tem em consideracdo o intervalo de confianca do inibidor.
O verdadeiro valor do limite de deteccdo pode ser definido como a concentragdo de
inibidor para a qual o intervalo de confianca ndo ultrapasse o intervalo de confianca
obtido para concentracdo zero de inibidor. Qualquer concentracdo acima do limite
minimo de deteccdo possui 95% (2 desvios padrdes) ou 99% (3 desvios padrBes) de
probabilidades de ser um resultado real [Amine, et al., 2006].

O limite de deteccdo corresponde geralmente a 90-80% da actividade residual ou seja 10-
20% de inibicdo. O limite de deteccdo depende do tempo de incubagdo da enzima com o
inibidor e o grau de inibicdo enzimatica aumenta com o tempo de incubacdo até atingir
uma patamar estavel. O limite de deteccdo de diversos biossensores depende de diversos
parametros tais como pH, temperatura, quantidade de enzima (no caso de inibicdo
irreversivel), da concentracdo de substrato (no caso de inibicdo competitiva reversivel),
da matriz da imobilizagéo e do tempo de reacgédo entre a enzima e o inibidor [Amine, et
al., 2006].

1.3.5 Regeneragéo:

Compreender o mecanismo de inibicdo e de regeneracdo das enzimas € um problema
geral de grande importancia para muitos bioquimicos e biotecnologos, especialmente
quando se utilizam enzimas imobilizadas. A forte inibicdo da enzima pode constituir um

problema sério em termos praticos pois limita a reutilizacdo do biossensor. Deste modo
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torna-se necessario estudar a possibilidade de reactivacdo da enzima que se pretende
tanto mais alta quanto possivel [Amine, et al., 2006].

Vaérios estudos demonstraram que o tempo que decorre entre a inibicdo e a reactivacdo
influéncia de forma indirecta a percentagem de reactivacdo, ou seja quanto maior for o
tempo decorrido entre o contacto da enzima com o inibidor menor € a percentagem de
reactivacdo conseguida. O tempo de contacto da enzima com o agente inibidor também
influéncia a possibilidade de reactivacdo da enzima, sendo esta tanto menor quanto maior

for o tempo de incubagdo [Amine, et al., 2006].

1.3.6. Parametros que afectam a performance do biossensor:

1.3.6.1 Efeito do pH:

O pH das solugGes contendo substratos pode afectar a actividade enzimatica uma vez que,
tal como todas as proteinas as enzimas possuem uma estrutura terciaria nativa que é
sensivel ao pH, a desnaturacdo das enzimas pode ocorrer a valores de pH extremos. E
bem sabido que a actividade da enzima € altamente dependente do pH deste modo o pH
Optimo para um ensaio enzimético deve ser determinado empiricamente. O pH Optimo
deverd situar-se num patamar de modo que o pH nao interfira grandemente na actividade
da enzima e que ndo interfira com os resultados obtidos relativos a inibicdo da enzima

pelo inibidor.

1.3.6.2 Efeito da concentracdo de substrato:

A resposta do biossensor para o substrato é determinada pela concentracdo de produto da
reaccdo enzimatica a superficie do sensor. A concentragdo de substrato pode influenciar o
grau de inibicdo [Kok et al., 2002]. Para baixas concentracdes de substrato, o efeito
inibitdério, qualquer que seja o inibidor utilizado, € menor dado que a enzima na
membrana se encontra em excesso e somente parte da enzima esta envolvida na
conversdo do substrato, ou seja a enzima em excesso nao toma parte na reaccdo. Neste
caso as moléculas de enzima ligadas ao inibidor podem ser compensadas pelas moléculas
de enzima livre presentes na membrana. Como resultado, o decréscimo da resposta do
biossensor ndo fornecerd uma indicagdo correcta da quantidade de enzima realmente

inibida na presenca do agente inibidor. Este efeito € tipico para enzimas imobilizadas
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qualquer que seja 0 mecanismo de inibicdo ou o sistema utilizado para a deteccdo de
actividade enzimatica [Amine, et al., 2006]. Para concentracfes de substrato elevadas, a
situacdo é bastante diferente, e depende do tipo de inibidor. No caso de inibicao
reversivel, tanto o substrato como o inibidor interagem simultaneamente com a enzima
imobilizada e a sensibilidade ao inibidor decresce com o aumento da concentracdo de
substrato. Tal comportamento observa-se somente quando estamos perante inibicao
reversivel. No caso de inibicdo irreversivel, para concentracdes saturantes de substrato,
todas as moléculas de enzima presentes na membrana estdo envolvidas na reacgdo
enzimética. Se parte destas moléculas se encontrar ligada ao inibidor, a resposta do
biossensor decresce. Este comportamento é somente observado no mecanismo

irreversivel de inibicdo. [Dzyadevych et al., 2004].

1.3.6.3 Efeito da concentragdo de enzima:

A reaccdo enzimatica é controlada pela velocidade de dois processos simultaneos, a
conversdo do substrato (S) e a difusdo do produto da camada enzimatica. Se existir uma
elevada actividade enzimatica, o decréscimo na concentracdo de substrato ndo sera
totalmente compensado pela transferéncia da solucdo através da membrana devido a
limitacGes difusionais, e por este motivo, apenas uma fraccdo dos centros activos
enzimaticos estara envolvida na interaccdo com o substrato. Neste caso, controlo
difusional da resposta, a sensibilidade da enzima imobilizada a inactivacdo, quer por
efeito da temperatura ou presenca de um inibidor, sera menor quando comparada com a
enzima em solucdo [Amine et al., 2006].

A maior sensibilidade a inibidores foi determinada para concentracbes mais baixas de
enzima. [Shan et al., 2004; Mohammadi et al., 2005; Sotiropolou e Chaniotakis, 2005;
Sotiropoulou et al., 2005].

1.4. DETERMINACAO DA INIBICAO EM FASES ORGANICAS:

A determinacgdo de inibidores (pesticidas e metais pesados) € normalmente realizada em
solugdes aquosas. No entanto, estes compostos sdo geralmente caracterizados pela sua
baixa solubilidade em agua e pela sua elevada solubilidade em solventes organicos e
deste modo a extraccdo e concentracdo de pesticidas ou de metais pesados de matrizes

solidas (vegetais, frutas, peixe) sd@o vulgarmente efectuadas nesses solventes.
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Dependendo da natureza e da quantidade dos solventes organicos envolvidos, a enzima
podera ser fortemente inactivada quando as experiéncias sdo desenvolvidas nestes meios
[Amine et al., 2004]. Assim, a escolha do solvente devera ser considerada como parte do
desenvolvimento do método de modo a evitar efeitos indesejaveis. Os efeitos de solventes
organicos sao bastante varidveis e dependem da configuracdo na qual a enzima é

empregue.

1.5. IMOBILIZACAO:

O objectivo essencial da imobilizacdo enzimatica é a restricdo da liberdade de
movimentos da enzima. A opc¢édo pelo método de imobilizacao e pelo suporte a empregar
exige que se tenha em linha de conta algumas consideracGes fundamentais no que se
refere a propriedades fisicas (Robustez, auséncia de compressdo das particulas, area
superficial disponivel, formato - leitos/membranas/fibras, grau de porosidade, volume dos
poros, permeabilidade, densidade, queda de pressao, taxa de fluxo, espaco para biomassa)
e quimicas (Hidrofilicidade - agua que se liga ao suporte, inerte as enzima/células, grupos
funcionais disponiveis e regeneragdo/reutilizacdo do suporte) do suporte, a estabilidade
(Armazenamento, actividade residual da enzima, produtividade celular, regeneracdo da
actividade enzimatica, manutencdo da viabilidade celular e estabilidade mecanica do
material de suporte), resisténcia (Ataque de bactérias ou fungos, pH, temperatura;
solventes organicos; proteases, mecanismos de defesa celulares), seguranga
(Biocompatibilidade - invoca uma resposta imunolégica; toxicidade dos reagentes;
seguranca para 0s operadores de processo e utilizadores finais do produto), custo
(Disponibilidade e custo do suporte, reagentes, equipamento especial, competéncias
técnicas necessarias, impacto ambiental, possibilidade de “scale-up” do processo,
possibilidade de reutilizacdo do suporte, tempo de vida efectivo) e existéncia de reacgdes
paralelas (Taxa de fluxo, quantidade de enzima/células e produtividade catalitica, cinética
de reaccdo, reaccOes laterais indesejaveis, limitac6es difusionais, transferéncia de massa,

cofactores, substratos e produtos) [Bickerstaff, 1997].

1.5.1 Imobilizagdo por Ligacéo covalente:
Este método de imobilizacdo envolve a formacdo de uma ligacdo covalente entre a

enzima/célula e o material do suporte. [Porath e Axén, 1976; Woodward, 1985; Cabral e
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Kennedy, 1991]. A ligacdo € normalmente formada entre os grupos funcionais presentes
na superficie do suporte e os grupos funcionais pertencentes aos residuos amino acidicos
na superficie da enzima. Existe uma grande diversidade de grupos funcionais amino
acidicos adequados para participar na formacdo de ligacfes covalentes. Os grupos mais
comuns neste tipo de ligacdes sdo os grupos amino (NH;) da lisina e da arginina, 0s
grupos carboxilicos (CO,H) do acido aspartico ou do &cido glutdmico, 0s grupos
hidroxilo (OH) da serina e da treonina e por fim os grupos —SH da cisteina [Srere e
Uyeda, 1976].

Existe disponivel uma grande variedade de materiais de suporte para a ligacdao covalente,
ndo podendo nenhum deles ser considerado o ideal. Na verdade, ndo existe um material
de suporte ideal, deste modo as vantagens e desvantagens em utilizar um ou outro
material de suporte tém que ser tomadas em consideracdo na selecgdo do procedimento a
efectuar para determinada imobilizacdo enziméatica [White e Kennedy, 1980; Taylor,
1991]. Diversos factores podem influenciar a seleccdo de um suporte em particular. A
capacidade hidrofilica é o factor mais importante para manter a actividade enzimatica no
ambiente do suporte [Gemeiner, 1992]. Como consequéncia, os polissacaridos (ex:
celulose, dextrano, amido e agarose) sdo materiais bastante populares para a imobilizacéo
enzimatica pois sdo altamente hidrofilicos. Os residuos de agucares nestes polimeros
contém grupos hidroxilo, que sdo grupos funcionais ideais para activacdo quimica de
modo a proporcionar a formacao de ligacfes covalentes. Os grupos hidroxilo também
formam ligacBes por pontes de hidrogénio com as moléculas de dgua e deste modo criam
um ambiente hidrofilico no suporte. Os suportes constituidos por polissacaridos séo
susceptiveis a degradacdo por ac¢cdo de microrganismos (bactérias ou fungos) sendo os
géis ainda mais sensiveis a solventes organicos. Existe ainda a silica e o vidro porosos 0s
quais constituem também meios populares para a imobilizagcdo por ligagcdo covalente
[Bickerstaff, 1997].

Existem diversos procedimentos reaccionais para acoplar uma enzima a um suporte por
meio de uma ligacéo covalente, nomeadamente a reacc¢do de alquilacéo, formacéo de uma
ligacdo peptidica, formagcdo de uma ligacdo de isoureia ou de uma ligacdo diazo
[Bickerstaff, 1997].

E importante seleccionar um método de imobilizacdo que ndo conduza & desactivacdo da

enzima devido a reac¢do com o centro activo desta, directa ou indirectamente. Deste
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modo, se uma enzima empregar um grupo carboxilico como centro activo devera
seleccionar-se uma reaccdo gque envolva os grupos amina para a ligacdo covalente com o
material do suporte [Bickerstaff, 1997].

Em primeiro lugar, os grupos funcionais do material que constitui o suporte séo activados
por um reagente especifico, em segundo lugar, a enzima é adicionada numa reac¢do de
acoplamento de modo a formar uma ligacdo covalente da enzima ao material do suporte.
Normalmente, a reaccdo de activacdo é feita de modo a tornar os grupos funcionais do
suporte fortemente electrofilicos. Na reaccdo de acoplamento, estes grupos irdo reagir
com nucleofilos fortes tais como os grupos funcionais amina (-NH;) de certos amino
acidos a superficie da enzima de modo a formar uma ligacdo covalente [Bickerstaff,
1997].

O método de imobilizacdo ndo é restringido pelo tipo de material do suporte utilizado,
sendo possivel uma grande diversidade de combinagdes entre métodos de imobilizacéo e
o0 tipo de suporte utilizado. Esta € possivel gracas a modificacdo quimica dos grupos

funcionais do material de suporte [Bickerstaff, 1997].

1.5.2 Imobilizagéo por Ligagéo Covalente Cruzada:

As ligacdes cruzadas nao dizem respeito a imobilizacdo do bioelemento na superficie de
um suporte, mas sim a ligacdo entre células ou enzimas entre si, formando uma estrutura
tridimensional complexa de grandes dimensdes. As ligacOes cruzadas podem efectuar-se
através de métodos fisicos ou quimicos. Os métodos quimicos envolvem normalmente a
formacdo de ligacBes co-valentes entre as células por meio da utilizacdo de reagentes bi
ou multifuncionais como o glutaraldeido ou o tolueno diisocianato. No entanto a
toxicidade destes reagentes é um factor limitante na aplicacdo deste método a células
vivas e a muitas enzimas. Assim, de modo a contornar este problema, moléculas
adicionais de proteina que funcionardo como espacadores poderdo ser empregues de
modo a minimizar a proximidade das enzimas com o agente “bi” ou multifuncional,
usando para o efeito habitualmente gelatina ou albumina.

A ligagdo cruzada é raramente utilizada sozinha como meio de imobilizag¢do, dado que a
auséncia de propriedades mecanicas e a baixa estabilidade sdo graves limitagdes a este

processo. Este tipo de ligacdo € muitas vezes utilizado em conjunto com outros processos
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de imobilizacdo de modo a melhora-los pois permite a reducdo da desagregacdo do
bioelemento células/enzimas destes sistemas [Bickerstaff, 1997].

A utilizacdo de enzimas imobilizadas em bioprocessos apresenta inimeras vantagens,
incluindo grande produtividade (dado que as mesmas moléculas de enzima podem ser
utilizadas por um longo periodo de tempo), aumento de estabilidade da enzima, maior
precisdo no controlo da extensdo da reaccdo e ainda, a possibilidade de automacdo e

operacdo continua. [Wu et al., 2007].

1.5.2.1 Glutaraldeido:

O glutaraldeido (GA) ou Pentano-1,5-dial segundo a IUPAC, tem sido largamente
utilizado em quimica analitica, quimica organica, quimica de polimeros e medicina. O
glutaraldeido é utilizado na imobilizacdo de moléculas biologicamente activas como
proteinas ou enzimas. A principal vantagem que advém da reaccdo do glutaraldeido com
proteinas é a irreversibilidade e estabilidade dos seus produtos numa vasta gama de pH,
forca idnica e temperatura. Uma vantagem adicional na aplicacdo do glutaraldeido € o
facto de ndo causar a corrosdo de metais e ndo danificar instrumentos feitos de borracha.
A elevada reactividade do glutaraldeido, a sua estrutura em solucdo aquosa € 0
mecanismo de reac¢do com proteinas tém sido alvo de inumeros estudos. [Brycki et al.,
2001]

Cada molécula de glutaraldeido é composta por dois grupos aldeido separados por uma
cadeia flexivel constituida por trés pontes de metileno:

H - )

\ 7 _

,C-(CHy)=C = I N g
o} H OHC CHO

Fig.4: Glutaraldeido

O potencial para a formacao de ligacGes cruzadas é providenciado por ambos os grupos —
CHO que intervém em reaccGes com proteinas em solugbes aquosas e a baixas
temperaturas.

Comercialmente, 0 GA encontra-se disponivel em solugdes aquosas a 2%, 25% e 50%
(v/v). Sendo um aldeido altamente reactivo, 0 GA existe como uma mistura de formas

hidratadas e ndo hidratadas. Deste modo as formas monomérica, mono e di-hidratadas de
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cadeia aberta, hemiacetalica ciclica e acetalica polimérica coexistem num equilibrio
complexo. Em condi¢bes acidas, o hemiacetal ciclico e os polimeros acetalicos com

comprimento de cadeia variado séo as formas predominantes.

0] 0 o] OH HO OH
I 1l I
H H =— ~—
OH HO OH

Monomero Monohidratado Dihidratado
—_—
Varias formas do <
lutaraldeido °
9 . HO OH
(Meio Acido) n
Acetalica polimérica Hemiacetal ciclico

Fig.5: Varias formas do glutaraldeido em meio &cido

Em meios neutros a basicos, o glutaraldeido sofre espontaneamente uma condensagdo
aldolica seguida de uma desidratagdo dando origem a aldeidos multiméricos o,p-
insaturados com varios comprimentos de cadeia com estruturas complexas, que podem

reagir COm grupos proteicos:

(n+2)| g "l — 07 o + (n+1)H,0

Fig.6: Reacgdo de polimerizagdo do glutaraldeido, mostrando uma cadeia lateral de aldeido em cada

unidade do polimero

Em solucdo aquosa o glutaraldeido estd maioritariamente presente na forma de polimeros

de diversos tamanhos. [Monsan et al., 1975]

Fig.7: poli(Glutaraldeido): Polimero do tipo aldélico.

Existem grupos aldeido livres em cada unidade da molécula polimérica, bem como nas

extremidades da cadeia. Todos estes grupos vao ligar-se com 0s grupos amina das
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proteinas com as quais entram em contacto, possuindo um enorme potencial para a

formacéo de ligac6es cruzadas:

poli(glutaraldeido)

(n+ 1) NH2

=

Grupo amino de
uma proteina

rz—m-Hd0o0AT

Moléculas de proteina ligadas por
ligagdes cruzadas

P P
R R
o 0
T T
E E
i i
N N
A A

Fig.8: Reaccdo do poli(glutaraldeido) com os grupos amina de proteinas adaptado de . [Brycki et al., 2001]

Em ambiente alcalino a velocidade da reaccdo é superior e na reac¢cdo com proteinas os
polimeros alddlicos do glutaraldeido reagem de modo a formar produtos reaccionais
imino o,fB-insaturadas que sdo altamente estabilizados por ressonéncia e extremamente
resistentes a hidrélise acida e re-hidratacdo. Os produtos provenientes de reac¢des do tipo
Base de Schiff susceptiveis a hidrélise acida e rehidratacdo aparentemente nao se formam
ou nao subsistem durante a reaccdo. Grupos epslon-amino (ex:lisina) sdo particularmente
reactivos e estericamente acessiveis ao glutaraldeido. Em adi¢do a analise dos residuos de
lisina apresenta pKa entre 8-8,5 0 que aparentemente confirma a formacéo de aductos de
Michael de polimeros aldolicos que sdo resistentes a hidrélise acida. A formacéo de
aductos do tipo base de Schiff, os quais apresentam pka’s inferiores a 5 ou 6 e
susceptibilidade a rehidratacdo, ndo se observa com a fixacao de proteinas por intermédio
do glutaraldeido. [Bedino, 2003]

Em reacgdo o glutaraldeido forma amino-metidis condensando com outros grupos, tais
como fenol, imidazol, indol, tiol ou cisteina formando ligagdes por pontes. Os grupos
mais reactivos sdo aparentemente grupos amina terminais, grupos o-amino constituintes
dos péptidos dos aminoacidos e cisteina por intermédio do terminal SH-, ao passo que o
imidazole é menos reactivo. [Bedino, 2003]
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A utilizacdo de glutaraldeido e de suportes contendo grupos amina primarios € uma das
técnicas de imobilizacdo mais frequentemente utilizadas para a imobilizacdo de enzimas
por ligagdo cruzada. Existem diversas formas de utilizar o glutaraldeido para este
proposito, tais como a imobilizacdo das enzimas em suportes previamente activados com
glutaraldeido ou o tratamento das proteinas adsorvidas em suportes contendo grupos
amina primarios com glutaraldeido [Betancor et al., Second Edition].

A imobilizacdo enzimatica por ligacGes cruzadas, quando demasiado extensa, pode
conduzir & perda ou a uma reducdo significativa da actividade enzimética devido a
possibilidade de impedimento estereoquimico [Sabatini et al., 1962]. Estudos sugerem
que o glutaraldeido permite a imobilizacdo das proteinas sem perda extensiva da
actividade. [Hopwood et al., 1970] e por conseguinte a quantidade de glutaraldeido a

aplicar no processo de imobilizacdo devera ser optimizada.

1.6 PSEUDOMONAS AERUGINOSA:

A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa bastante versatil que cresce no
solo, em habitats costeiros marinhos bem como nos tecidos de plantas e animais. Forma
biofilmes em superficies hdmidas tais como rochas e solo. E patogénica para o ser
humano sendo responsavel por infeccdes em vitimas de queimaduras, infecces do trato
urinario ou pneumonia hospitalar. E também a causa predominante de mortalidade em
doentes com fibrose quistica aproveitando-se desta condicdo para proliferar nos pulmdes
destes doentes. A sua elevada resisténcia a antibidticos e desinfectantes impede a
erradicacdo destas infeccdes que proliferam de forma galopante provocando a morte a
estes pacientes. [Stover et al, 2000; Cooper et al, 2003; Garske, 2004; Thomas et al.,
2006]

O género Pseudomonas apresenta muitas caracteristicas que o tornam apropriado para a
analise genética. As principais vantagens que tornam a Pseudomonas aeruginosa uma
bactéria privilegiada nos estudos bioquimicos e bioldgicos combinados séo o facto de ndo
ser exigente em termos de crescimento desenvolvendo-se numa grande variedade de
meios mesmo em meios pobres. Embora seja um organismo potencialmente patogénico,
ndo apresenta risco patogénico em ambiente de laboratério ndo exigindo portanto

precaucOes restritas de utilizagdo. A disponibilidade de mutantes existente em tipo e em
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numero para determinado organismo determinam frequentemente a sua utilidade [Ambler
et al.,1987].

A estirpe selvagem de Pseudomonas aeruginosa cresce em meios contendo amidas
alifaticas de cadeia curta como unica fonte de carbono, tais como, acetamida ou
propionamida. Esta é capaz de utilizar um vasto leque de compostos organicos como
fonte de carbono e azoto devido ao facto de possuir um elevado nimero de enzimas
catabolicas. Uma destas enzimas, a amidase alifatica (EC 3.5.1.4), permite a utilizacéo de
amidas alifaticas simples tais como acetamida e propionamida como Unicas fontes de
carbono e azoto, pela hidrolise destas a aménia e correspondentes &cidos carboxilicos. A
expressao da amidase é induzida pela presenca de amidas sendo codificada pelo gene
amiE que se encontra ligado ao gene amiR. [Ambler et al.,1987; Cousens et al., 1987].
Esta bactéria é Utill para a degradacdo de compostos de nitrilo que séo utilizados em
diversas operagdes industriais. Muitos deste compostos sdo altamente tdxicos sendo
alguns deles carcinogénicos e mutagénicos [Nawaz et al., 1989]. A biodegradacdo destes
compostos é de elevado interesse dado que alguns sdo altamente tdxicos sendo
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos [Nawaz e Chapatwala, 1990].

As estirpes mutantes de Pseudomonas aeruginosa produzem amidases com diferentes
especificidades de substratos para diversas amidas tais como butiramida ou valeramida.
Devido a grande diferenca entre estas amidases no que diz respeito a inibidores e
substratos especificos, € de grande interesse a purificacdo destas enzimas a partir das
estirpes de Pseudomonas aeruginosa [Domingos et al., 1989; Novo et al., 1995].

1.7 AMIDASE:

1.7.1 Estrutura da amidase:

As nitrilases, uma superfamilia de enzimas distribuidas por onze ramos de classificacdo
de acordo com o tipo de reacgdes que catalisam [Brenner, 2002; Andrade et al., 2007] séa
enzimas que possuem um grupo tiol e estdo envolvidas na degradacdo de nitrilos,
convertendo-os ao acido carboxilico correspondente e amonia, através de um
intermediario tetraédrico, sem a formacédo intermédia de uma amina. S40 responsaveis
pela biossintese de produtos naturais e estdo envolvidas em modificagcdes pos-traducdo. A
actividade de nitrilase tem sido reportada em animais, fungos, plantas e alguns
procariotas. [Novo et al., 2002; Andrade et al., 2007]
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A amidase alifatica indutivel (acilamida amidohidrolase; EC 3.5.1.4) codificada pelo
gene amiE de Pseudomonas aeruginosa € uma enzima homo-hexamérica, com
aproximadamente 38 KDa de peso molecular por cada monémero, que catalisa a hidrdlise
de um pequeno grupo de amidas alifaticas e demonstra uma elevada sensibilidade a
inibicdo através da ureia e da hidroxiureia. Esta presente em diversas espécies bacterianas
tais como Pseudomonas, Rhodococcus e Klebsiella [Pacheco et al., 2005]. Esta amidase
alifatica pertence ao segundo ramo da superfamilia das nitrilases [Brenner, 2002;
Andrade et al., 2007] e apresenta actividade de hidrolase e de transferase. A actividade de
hidrolase € caracterizada pela hidrolise de amidas alifaticas possuindo cadeias curtas de
acilo dando origem aos &cidos correspondentes e amonia: Sendo também responsavel
pela transferéncia do grupo acilo de amidas alifaticas de cadeia curta para a hidroxilamina,

formando acilhidroxamatos e amoénia (actividade de transferase):

(0]

R-C-NHOH
0] 0]

I I
R-C-NH, + ElZ — > R.C-Enz

Fig.7 — Esquema das reacc¢des de hidrolase e de transferase (aminolise).

Esta tem ainda a possibilidade de hidrolisar ésteres de cadeia curta tais como metil
acetato, etil acetato e n-propil acetato, embora a velocidade destas reaccbes seja muito
inferior a velocidade da reac¢édo para a hidrolise de amidas:
RCO,R +H,0«<RCO; +H" +R OH
Dentro da actividade de transferase podemos encontrar a transferase acida:
RCO; +H" + NH,OH <> RCONHOH +H, 0O
E a transferase de ésteres:
RCO,R +H* + NH,OH <> RCONHOH + R OH
A estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa € um mutante constitutivo para a sintese de
amidase produzindo elevados niveis desta enzima. Esta amidase é altamente especifica
para a acetamida que constitui um excelente substrato permitindo o crescimento desta

estirpe em meios contendo acetamida como Unica fonte de carbono ao passo que a
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acetanilida (N-fenil acetamida) é um substrato muito pobre para o seu crescimento.
[Brown et al., 1978].

O mondémero da amidase demonstra um arranjo do tipo “sandwich” de quarto camadas
affo (33% de cadeias a-hélice e 22% de ligagOes ) as duas folhas S internas, construidas
por seis e sete ligacdes, interconectam-se pelo cruzamento interno de duas folhas
[Andrade et al., 2007].

Fig.1: Estrutura do mondmero da amidase: A — representacdo esquematica do mondmero de Pseudomonas
aeruginosa. O mondmero revela uma arquitectura em quatro camadas tipo “sandwich” com uma regido C
terminal extensa incluindo diversos segmentos a-hélice. B — Diagrama da amidase: A — ligagdo f ¢ O — a-
hélices. As duas folhas f representadas a azul claro e a azul-escuro sdo topologicamente equivalentes, o
mondmero resulta da sua duplicagdo em conjunto com elementos adicionais da estrutura secundaria a
cinzento. C — Sobreposicdo das duas metades do mondmero N e C a azul claro e vermelho respectivamente,
também presentes na estrutura da familia das nitrilases.

Esta topologia estrutural é caracteristico das nitrilases, referéncia 3.60.110 pelo CATH
protein classification, com uma banda £ de N — terminal adicional e uma longa cadeia C
— terminal composta por 5 a-hélices curtas ligadas por segmentos ndo estruturados.
[Andrade et al., 2007]

Fig.2: Homo —hexamero da amidase: D — Vista do hexdmero da amidase segundo o eixo cristalografico
(estrutura tercidria da amidase). E — Representacdo esquematica do hexadmero, na mesma orientacéo

salientando as relagGes organizacionais segundo os eixos cristalograficos de rotacao.
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Nas proteinas relacionadas com as nitrilases a actividade catalitica depende da
conservacdo da triade catalitica constituida pelos aminoacidos Glu®, Lys™* e Cys'®.
Estes grupos funcionais encontram-se localizados a 5A de distancia uns dos outros e com
eles encontram-se ainda na cavidade catalitica os grupos Met'®*, Tyr®®, Trp'®®, Glu**?,
Gly™* e Tyr'®? formando uma cavidade com 13A de profundidade e 23,9A3 de area. Esta

cavidade encontra-se acessivel através de uma entrada em forma de tunel.

Fig.3: Centro catalitico da amidase: Superficie acessivel ao solvente (cinzento) do centro activo da
amidase apresentando & sua superficie a triade Glu®®, Lys™* e Cys'®® em conjunto com outros residuos
constituintes da cavidade (&tomos de carbono a azul, oxigénio a vermelho, enxofre a laranja, motivos em

hélice a verde e cadeias f a amarelo).

A triade catalitica encontra-se localizada no topo com o residuo Cys'®®, o agente
nucleofilico em proteinas relacionadas com a nitrilase, no topo do motivo estrutural -
turn-a conhecido na familia como o laco nucleofilico.

O residuo Trp™*® desempenha um papel importante tanto na catalise enzimatica como na
estabilidade estrutural da amidase alifatica dado que a substituicdo deste residuo por Gly
induz a alteracdo da especificidade da amidase para os substratos influenciando a sua
estabilidade e conformagdo enzimatica. A substituicdo do residuo Trp™*® por Gly ou Ser
originou amidase mutante sem afinidade para a ureia e actividades reduzidas para a
acetamida e para a acrilamida quando comparadas com a enzima selvagem. Por outro
lado, estas mutacbes permitiram a hidrélise de fenilacetamida bem como de p-
nitrofenilacetamida [Andrade et al., 2007].

Outra propriedade relevante da amidase selvagem € a sua elevada estabilidade térmica até

55°C 0 que a torna invulgarmente termoestavel para esta classe de enzimas. A termo-
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estabilidade encontra-se relacionada com diversas caracteristicas estruturais, tais como o
efeito hidrofobico, ligacdes por pontes de hidrogénio e pontes salinas, distribuicdo de
carga do residuo, organizacao interna e tipo de aminoécidos constituintes da proteina. Os
trabalhos de investigacéo associaram o terminal Glu>® como responsével pela manutencéo
da estrutura quaternaria da enzima dado que a substituicdo deste terminal por Val
conduziu a dissociacdo do hexamero a dimeros com consequente perda de actividade
enzimatica. Assim o arranjo hexamérico descrito em conjunto com o arranjo estrutural
promovido pelo envolvimento do brago longo C-terminal, (nico entre estruturas
homdlogas conhecidas, podem constituir factores relevantes para a promoc¢édo da termo-
estabilidade observada nesta enzima. [Andrade et al., 2007].

Nas amidases pertencentes a superfamilia das nitrilases confirmou-se por mutagénese no
residuo Cys166 (cisteina) da amidase de Pseudomonas aeruginosa que este actua como
nucledfilo no mecanismo catalitico. Demonstrou-se ainda que a triade catalitica Cys-Glu-
Lys se encontra presente em todos os membros da superfamilia das nitrilases. A
especificidade da amidase de Pseudomonas aeruginosa para o substrato codificada pelo
gene amiE € limitada a amidas de cadeia curta. No entanto, esta especificidade pode ser
alargada através de mutagdes pontuais de modo a incluir amidas de cadeia mais longa tais
como a butiramida, valeramida, amidas aromaticas, acetanilida e fenilacetamida. Na

estirpe mutante AI3 a mutagdo amiE Thr'®

—Ile é responsavel pela especificidade para a
acetanilida. A ureia e a hidroxiureia sdo inibidores da amidase de Pseudomonas
aeruginosa mas no entanto as mutacées Arg'®® — Cys, His ou Leu; GIn'*° ~ Glu e Trp***
— Cys foram identificadas como responsaveis pelo decréscimo da afinidade da amidase

para a ligacdo com a ureia [Novo et al., 2002].

1.7.2 Inibicéo da amidase pela ureia:

A ureia actua como inibidor dirigido ao centro activo da amidase de Pseudomonas
aeruginosa e a inibicdo é dependente do tempo com a formacdo de um complexo na
estapa reversivel seguido de uma etapa irreversivel [Brown e Gregoriou, 1979]. A
hidroxilamina provocou a libertagdo da ureia ligada ao complexo inactiva enzima-ureia
com a recuperacao da actividade enzimatica. A ureia ligada limita a titulacdo de grupos —
SH para 6 grupos por molécula hexamérica e protege-a da inactivacdo térmica sugerindo

que a ligacdo da ureia provoca uma alteracéo de conformacdo na molécula da enzima. As
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mutacdes provocadas no gene da amidase apresentavam uma reducdo na afinidade de
ligacdo a enzima pelas ambas, a ureia e a acetamida, cujos aminoacidos foram
identificados por sequenciacdo directa dos genes mutados amplificados por PCR e
confirmados por sequenciacdo de genes clonados amplificados. Os residuos Arg-188 e
Trp-144 estdo implicados na ligacdo da ureia e da acetamida ao centro activo da amidase

de Pseudomonas aeruginosa.

1.18 TECNICAS ANALITICAS PARA O DOSEAMENTO DA UREIA

Embora se encontrem disponiveis métodos espectrofotométricos e colorimétricos para a
determinacdo da concentracdo de ureia, 0s métodos enzimaticos sdo mais selectivos,
factor que leva a que estes sejam geralmente preferidos em detrimento dos primeiros.
[Chou et al., 2008]. A aplicacdo de sensores enzimaticos para a determinagdo
potenciométrica da ureia tem ja sido largamente utilizada, com recurso a diversas técnicas
de imobilizacdo e a diferentes transdutores. Existem diversos autores que referem a
utilizacdo de biossensores potenciométricos para a deteccdo da ureia em analises
quimicas. Eléctrodos selectivos a ibes, eléctrodos sensiveis ao gas de amodnia e eléctrodos
de pH tém sido aplicados para a determinacdo de iGes amoénio e ides H* os quais sdo
produzidos pela decomposicdo da ureia na presenca de urease [Kuralay et al., 2005].
Alguns do biossensores construidos para a determinacdo da ureia apresentam elevada
estabilidade operacional, baixos limites de deteccdo e tempos de resposta baixos mas
pecam por ndo terem sido optimizados em amostras reais, 0 que coloca em questao a sua
aplicabilidade préatica. De entre estes exemplos realcem-se os trabalhos conduzidos por
Osaka et al. (1996), estes autores desenvolveram um biossensor para a ureia baseado na
ligacdo covalente da enzima urease, com recurso a um transdutor potenciométrico,
obtendo um limite de deteccéo da ordem de 3x10"°M e uma estabilidade superior a 30dias.
Outros biossensores tém sido construidos para a determinacdo de ureia no sangue, na
saliva, na urina e no leite. Verma et al. (2008), desenvolveram um biossensor descartavel
para a determinacdo de ureia no leite baseado na adsorcdo fisica, com recurso a um
transdutor potenciométrico, este apresentou um tempo de resposta de 2 min e um limite
de deteccéo na ordem de 1,66mM. [Osaka et al. (1996), Verma et al. (2008), Singh et al.,
2008].
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N&o existem até a data metodos enzimaticos alternativos a aplicacdo da urease para a

determinacéo da ureia [Singh et al., 2008].
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2. MATERIAIS E METODOS:
2.1. REAGENTES:

Glutaraldeido 25% da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Membranas de
polietersulfona modificadas (PES) (Ultrabind, US450 0,45 um) fornecidas por Gelman
(USA) e Porablot® nylon (NY) plus fornecidas por Macherey-Nagel, Germany. O leite
(marca Mimosa) foi adquirido de um supermercado ao passo que a amostra de vinho
caseiro foi obtido de producéo tradicional. Os restantes reagentes utilizados eram de grau

pré-andlise.
2.2 MATERIAIS:
A estirpe mutante constitutiva de Pseudomonas aeruginosa L10 foi isolada no laboratério.

O eléctrodo selectivo de i6es amonio (ISE) da ELIT e software correspondente
fornecidos pela NICO2000 (UK). A centrifuga de bancada Janetzki T30 (Alemanha) e
centrifuga de bancada refrigerada Hermle Z383K (Alemanha). No decorrer de todo o
trabalho foram utilizadas micropipetas Gilson (Franga) e VWR (Alemanha). Membranas
de Filtracdo Durapore, 0,45um HV e Filtros Swinnex non-sterile fornecidos pela
Interface (Portugal). Membranas de Polieter sulfona (PES) modificada (tamanho de poro

- 0,45um; espessura - 152um), e Porablot NY Plus fornecidas pela VWR (Alemanha).
2.3 METODOS:

2.3.1 Estirpe bacteriana, meio e condi¢fes de crescimento para a producgdo de

enzima

A estirpe mutante constitutiva de Pseudomonas aeruginosa L10 foi usada como fonte de
extracto celular contendo actividade de amidase.
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2.3.1.1 Seleccéo de coldnias produtoras de amidase

O meio selectivo foi usado para o isolamento de células de Pseudomonas aeruginosa L10
produtoras de amidase com a seguinte composi¢do: 20ml de meio basal, 1,5g agar e 79
ml de agua desmineralizada. O pH foi ajustado para 7,2 e autoclavado durante 15 min a
121°C. Apds o seu arrefecimento, foi adicionada uma solucéo de acetamida (10%, p/v)
previamente esterilizada por filtracdo, ao meio de cultura [Brown et al., 1972]. O meio
completo foi distribuido em Placas de Petri (10ml) que foram posteriormente inoculadas
com a estirpe mutante de Pseudomonas aeruginosa L10 conservada em meio solido. As
placas foram incubadas a 37°C durante alguns dias até a obtencdo de colo6nias visiveis.

2.3.1.2 Crescimento de células em descontinuo

As coldnias foram posteriormente inoculadas assepticamente, com o auxilio de uma ansa
esterilizada, em bal6es erlenmeyer contendo 50mL de meio basal, sulfato de aménio e
lactato de sédio [Brown e Clarke, 1972]. As culturas foram crescidas numa incubadora
com agitacdo orbital a 37°C e 250 rpm. O crescimento da cultura foi acompanhado a Asso
do caldo de fermentacéo até este atingir > 1,5. O meio basal fresco e esterilizado foi
inoculado com os pré-indculos previamente crescidos (10% (v/v)) perfazendo o volume
total de 500mL em balGes de 2000 mL. A incubacdo destes decorreu a 37°C e 250 rpm e
o crescimento das culturas foi acompanhado a Asso até este atingir >1,5.

2.3.1.3 Crescimento de Pseudomonas aeruginosa L10 em batch no fermentador de

laboratério

O fermentador de laboratério de 5 litros foi carregado com 2,250 litros de meio de cultura
estéril que foi inoculado com um pré-indculo previamente crescido (10% (v/v))
perfazendo o volume total de 2500 mL. O crescimento da cultura foi realizado a 37°C,
150rpm, sem arejamento a pH 7,2 e acompanhado a A540nm ate este atingir >1,5.

2.3.2 Conservagao de celulas

A recolha das células foi efectuada por centrifugacdo do caldo de cultura a 15500xg

durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e os sedimentos foram lavados
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com soro fisiolégico 0,85% (m/v). O ciclo repetiu-se trés vezes. Os sedimentos foram
resuspendidos no minimo volume de soro fisiolégico contendo glicerol a uma
concentracdo final de 15% (v/v). Esta suspensdo celular foi distribuida em tubos

eppendorf estéreis (100pl) e conservados a -20°C.
2.3.3 Preparagéo do extracto celular

As células foram recolhidas e lavadas de acordo com o ponto 2.2.2 0 sedimento foi
ressuspendido em dois volumes de TMEGB 20 mM contendo 1 mM [-mercaptoetanol,
1 mM EDTA, 10 % (v/v) glicerol e 1ImM benzamidina a pH 7,2 e colocado num banho
de gelo. O rebentamento celular foi efectuado pela técnica de ultra-sons recorrendo a

ciclos de 20s a 150W de poténcia, com intervalos de 5 minutos entre cada ciclo. A

suspensdo obtida foi posteriormente centrifugada a 15500xg rpm durante 30 minutos a

4°C sendo o sobrenadante (extracto celular) recolhido e armazenado a -20°C.
2.3.4 Determinacao de proteina

A determinacdo da quantidade de proteina do extracto celular foi efectuada pelo método
de Bradford [Bradford, 1976] usando o corante azul de Coomassie e albumina de soro

bovino (BSA) como padréo.

2.3.5 Determinagdo da actividade enzimatica da amidase no extracto celular por

Potenciometria

A actividade enzimatica da amidase livre e imobilizada de Pseudomonas aeruginosa foi
determinada com recurso ao eléctrodo selectivo a ibes amonio (ISE). Os ensaios
decorreram utilizando acetamida 0,1M como substrato num tampao adequado. A curva de
progresso da reaccédo foi seguida por alguns minutos e a velocidade inicial da reaccao foi
determinada (mV.min™) como a resposta do biossensor. O aumento da concentracéo de
ibes amonio foi medida em funcéo do tempo de modo a monitorizar a taxa de hidrélise da
acetamida na presenca de amidase no extracto celular. Uma unidade de biossensor (UB) é
definida como a quantidade de enzima necessaria para provocar a alteracdo de 1 mV por

min, no potencial (E) do eléctrodo, a 25°C em determinadas condi¢fes experimentais.
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Cabeca de
coneccio dupla

Eléctrodo
de referéncia

o-ring
a ldes amonio

/

Membrana com extracto Agitador magnético
imohilizado

Transdutor

Fig. 2.1: “Setup” experimental para o biossensor potenciométrico: Eléctrodo selectivo a ides amoénio
contendo a membrana de polietersulfona (PES) ou outra contendo extracto celular imobilizado de

Pseudomonas aeruginosa e eléctrodo de referéncia, célula electroquimica, agitador magnético e PC.

Transdutor: O elemento transdutor é um potenciometro com um eléctrodo selectivo a
ibes amonio (ELIT). A amidase catalisa a hidrolise da acetamida originando &cido acético
e ibes amonio. O eléctrodo enziméatico consiste na imobilizacdo de extracto celular
contendo actividade de amidase sobre membranas de polietersulfona (PES) ou porablot
NY plus, esta é posteriormente montada na superficie do eléctrodo selectivo a ides
amonio (ISE) por meio de um o-ring tal como demonstrado na figura 2.1. A curva de
calibracdo de NH4Cl em funcéo das leituras em mV foi realizada em tampéo Tris 20mM
a pH 7,2. A curva de calibracdo do eléctrodo € dada pelo gréafico das leituras em mV vs
log [NH4CI] [Martins et al., 2006]. Todas as leituras potenciométricas foram efectuadas
num volume de 4 ml de acetamida 0.1M em tampao Tris 20mM pH 7,2 a temperatura

ambiente com agitacdo constante.
2.3.6 Optimizacao das condigOes de imobilizagéo:

Com o intuito de se recorrer ao design experimental efectuou-se um estudo preliminar
dos pardmetros intervenientes na imobilizacdo de modo a obter-se os niveis alto e baixo

necessarios para posterior aplicacdo da metodologia ANOVA. [Montgomery, (2005)]
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2.3.6.1 Influéncia da [Glutaraldeido]

As misturas continham 50uL de extracto celular (6090,6 UB.mL™), 10uL Gelatina (25%,
p/v) e quantidades variaveis de 2, 4, 6, 8 ¢ 10uL de GA (5%, Vv/v) respectivamente,
perfazendo o volume final de 85yl de mistura com TMEGB contendo 1 mM -
mercaptoetanol, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) glicerol e 1mM benzamidina a pH 7,2.
Depositou-se 65 pL de cada uma destas misturas sobre membranas de 20mm de diametro
de Poliétersulfona (PES) ou Porablot NY Plus com uma area superficial de 3,14 cm?.
Apo6s um dia de secagem a 4°C , as membranas foram lavadas com 3mL de TMEGB
20mM pH 7,2 para remover a proteina ndo adsorvida. As membranas foram montadas
sobre a superficie do eléctrodo selectivo a ides amdnio com recurso a um o-ring e a
parafilme de acordo com a figura 2.1. A resposta do biossensor, em termos de velocidade
inicial da reaccdo (mV.min™), foi obtida seguindo a reaccdo em 4mL de acetamida 0,1M
preparada em tampé&o Tris 20mM pH 7,2 sendo os ensaios realizados em triplicado.

2.3.6.2 Influéncia da [Gelatina]

As misturas continham 50uL de extracto celular (6090,6 UB.mL™), volume de GA (5%)
previamente optimizado e 10uL de gelatina a concentracfes variaveis de 10, 15, 20, 25,
30, 35 e 40% perfazendo o volume final de 85ul. de mistura com TMEGB contendo
1 mM B-mercaptoetanol, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) glicerol e ImM benzamidina a pH 7,2.

O restante procedimento efectuou-se de acordo com 2.3.6.1.
2.3.6.3 Influéncia da quantidade de extracto celular

As misturas continham o volume de GA (5%) e 10ul de gelatina nas proporgoes
previamente optimizadas e 10, 20, 30, 40 e 65 pL de extracto celular (6090,6 UB.mL™),
perfazendo o volume final de 85uL de mistura com TMEGB contendo 1 mM -
mercaptoetanol, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) glicerol e 1mM benzamidina a pH 7,2. O

restante procedimento efectuou-se de acordo com 2.3.6.1.
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2.3.6.4 Planeamento experimental para a optimizacéo dos parametros intervenientes

na imobilizacao:

Oito membranas foram preparadas combinando os diversos factores intervenientes na
imobilizacdo nos intervalos previamente estabelecidos: 2 e 4uL glutaraldeido (5%) na
mistura; 25 e 30pL de Extracto celular (6090,6 UB.mL™) na mistura e 10 pL Gelatina (15
e 20%, p/v) na mistura, perfazendo o volume final de 85uL de mistura com TMEGB
20mM pH 7,2. Foram pipetados 65uL de mistura por membrana e as leituras efectuadas
em 4mL de acetamida 0,1M preparada em tampdo Triz 20mM pH 7,2. Os ensaios
decorreram a temperatura ambiente e foram realizados em triplicado. Os resultados

foram tratados pela metodologia ANOVA. [Montgomery, (2005)]
2.3.7 Optimizacéo do pH de imobilizacéo

O estudo da influéncia do pH na resposta do biossensor (amidase imobilizada) e na
resposta potenciométrica para a enzima livre, dada em termos de velocidade inicial da

reaccdo mV.min™ efectuou-se de acordo com o seguinte procedimento:

Enzima imobilizada: Foram imobilizados 65ul. de uma mistura contendo 2ul. de GA
5% + 10 puL Gelatina 15% (m/v)+ 30uL de extracto celular (6090,6 UB.mL™) (sistema
previamente optimizado), perfazendo o volume final de 85uL de mistura com TMEGB,
por membrana (PES). A resposta do biossensor foi obtida, em termos de velocidade
inicial da reaccdo (mV.min™), sequindo a reaccdo em 4mL de acetamida 0,1M preparada
em tampdo adequado. Os tampdes utilizados foram os seguintes: tampdo acetato de sédio
20 mM a pH 4,5, 5,0 e 6,0; tampéo Fosfatos 20 mM a pH 6,0; 6,5 e 7,2 e tampé&o Tris 20

mM a pH 7,2, 8,0 e 8,5. Os ensaios foram realizados em triplicado.

Enzima livre: Obteve-se a resposta do biossensor, em termos de velocidade inicial da
reaccdo (mV.min?), seguindo a reaccdo em 4mL de acetamida 0,1M preparada em
tampao adequado ap6s adicio de 30pL de extracto celular (6090,6 UB.mL™). Os tampdes

alvos de estudo foram os utilizados para a enzima imobilizada.
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2.3.8 Determinacéao da influéncia do tempo de incubacéo com a ureia

Foram preparadas 5 membranas pipetando 65ul da mistura nas proporcfes previamente
optimizadas sobre a sua superficie e ap6s 24h de reaccdo a 4°C as membranas foram
lavadas com 3 mL de tampdo Tris 20mM pH 7,2 com o intuito de remover a proteina ndo
adsorvida. Posteriormente, as membranas foram montadas de acordo com o esquema da
figura 2.1. e a reaccéo enzimatica7resposta do biossensor foi seguida por um periodo de 3
min em 4 mL de acetamida 0,1M preparada em tampao Tris 20 mM pH=7,2. Apds
lavagem das membranas em tampéo Tris 20mM pH 7,2 até a leitura em ppm apresentar
valores proximo de zero, procedeu-se a sua incubacdo em 4mL de uma solugdo de 2uM
ureia preparada em tampdo Tris 20mM pH 7,2 para varios intervalos de tempo: t=0, 20,
40, 60 e 80 min. Posteriormente as membranas foram montadas de acordo com o
esquema da figura 2.1. e a reac¢do enzimatica/resposta do biossensor foi seguida no ISE
sendo os ensaios realizados em triplicado.

2.3.9 Doseamento de ureia pelo biossensor

A resposta do biossensor foi determinada usando uma mistura reaccional contendo
acetamida 0.1M em tampdo tris 20 mM pH 7,2 na auséncia da ureia. Seguidamente, a
mesma membrana foi lavada varias vezes com o mesmo tampdo e incubada com
concentracdes diferentes de ureia em tampéo tris 20 mM pH 7,2 durante 30 min. As
membranas foram lavadas com tampdo e usadas no ISE para obter a resposta do
biossensor na mistura reaccional contendo acetamida 0.1M em tampdo tris 20 mM pH 7,2.
Todos os ensaios foram efectuados em triplicado e a resposta do biossensor foi
determinada em termos da diferenca entre os declives da reacgdo antes e apds incubacao
nas soluges de ureia (AmV.min™) [Campanella et al 2005; Stoytcheva 2002; Ivanov et al
2003; Campanella et al 2007; Joshi et al 2005; Kok et al 2002; Gulla et al 2002; Shan et
al 2004; Sotiropoulou e Fournier, 2005].

2.3.10 Performance do Biossensor para a ureia no vinho

A resposta do biossensor para a ureia foi determinada utilizando uma mistura reaccional
contendo 0.1M acetamida em tampdo Tris 20mM pH 7,2 na auséncia de ureia.

Subsequentemente, as mesmas membranas apds terem sido lavadas diversas vezes para
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remoc&o de residuos de acetamida e iGes amonio foram incubadas em 4 mL de um vinho
caseiro por um periodo de 35 min contendo concentra¢Ges variaveis conhecidas de ureia
de 2, 4, 6, 8 e 10x10° M. As membranas foram posteriormente lavadas com tampao Tris
e utilizadas para determinar a resposta do biossensor utilizando acetamida 0,1M em
tampéo Tris 20mM pH 7,2 sendo estes ensaios realizados em triplicados. A resposta do
biossensor foi determinada em termos da diferenca entre os declives da reaccdo antes e
ap6s incubacdo nas solucdes de ureia (AmV.min™). Com base na curva obtida foi
determinado o tempo de resposta, sensibilidade e limite de deteccdo do biossensor para a
ureia [Thévenot et al, (1999)]. O limite de deteccdo foi definido como a quantidade de
ureia necessaria para provocar um decréscimo na resposta do biossensor correspondente a
10% da resposta inicial. [Amine et al, (2006)][Mohammadi et al, (2005)].

2.3.11 Performance do Biossensor para a ureia no leite

A quantificacdo de ureia no leite foi efectuada da mesma forma que no vinho acima
descrita, com a excepcdo da utilizacdo de membrana Porablot NY Plus contendo o

extracto celular imobilizado exibindo actividade de amidase de Pseudomonas aeruginosa.
2.3.12 Regeneracdo do biossensor

As membranas previamente usadas no doseamento de ureia no leite foram regeneradas
através da reactivacdo com hidroxilamina 20 mM pH 7,0 a temperatura ambiente durante
30 min. As membranas regeneradas foram usadas para quantificar a resposta do
biossensor na mistura reaccional acima descrita. Estes ensaios foram realizados em
triplicados e a resposta do biossensor representada em termos de mV/min no volume final

da mistura reaccional de 4ml.
2.3.13 Estabilidade do biossensor

As membranas contendo o extracto celular imobilizado foram armazenadas em TMEGB
pH 7,2 a 4°C sendo a resposta do biossensor para estas membranas determinada ao longo

de 55 dias utilizando acetamida 0,1M em tamp&o Tris 20mM pH 7,2.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1 CRESCIMENTO BACTERIANO:

3.1.1 Curva de crescimento da estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa em Batch:

Acompanhou-se o crescimento da estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa em “batch”
num fermentador de laboratério de acordo com o descrito em 2.3.1.2. A curva
caracteristica de crescimento esta representada na figura 3.1 onde sdo visiveis as fases de

laténcia, a fase exponencial e a fase estacionaria.
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Figura 3.1: Curva de crescimento bacteriano em “batch” da estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa:
Vmeio=2000mL; Agita¢do=250rpm; T=37°C; Volume do fermentador=5000mL.

3.1.2 Tempo de duplicacéo (ty) e taxa especifica de crescimento (Mmax):

A taxa especifica de crescimento depende do tipo de células e das caracteristicas do meio
de crescimento, descrevendo o comportamento do crescimento de uma cultura e sendo

variavel ao longo do crescimento sendo maxima e constante na fase exponencial.
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Ajustando uma recta a zona exponencial da curva de crescimento obtém-se a equag&o:
In X =1n X + f2ma ¥t
In ABSs,4,m = 0,06 xt —2,2
O declive desta da-nos a taxa especifica de crescimento u,s =0,06h"" 0 tempo de

duplicacdo é dado aplicando a expressao:
_In2
ﬂméx

L

Assim para o presente crescimento obteve-se ty =11h.

As condicdes de crescimento utilizadas demonstraram conduzir a uma baixa taxa
especifica de crescimento e consequentemente a um tempo de duplicacdo elevado.
Realce-se que a taxa especifica de crescimento depende grandemente do tipo de
microrganismo e das caracteristicas do meio de crescimento, mas também dos diversos
parametros que o influenciam: pH, temperatura, agitacao e arejamento os quais ndo foram
optimizados. Ndo era objectivo do presente trabalho a optimizacdo destes parametros,
mas sim somente a obtencdo de células com elevada actividade enzimética de amidase o
que se conseguiu. Outros crescimentos, na presenca de arejamento, revelaram taxas
especificas de crescimento mais elevadas mas actividade catalitica de amidase nula
(trabalhos desenvolvidos pela equipa de investigacdo do CIEQB). Os presentes resultados
sugerem a necessidade do estudo de optimizacdo das condi¢bes de crescimento de
Pseudomonas aeruginosa L10 em “batch”, de modo a compreender o motivo pelo qual
taxas especificas de crescimento mais elevadas conduzem a menor producdo de amidase
e também de modo a definir as condi¢bes Optimas de crescimento quando se passa para a

producéo de células no fermentador de laboratorio.

3.2EXPERIENCIAS PRELIMINARES PARA A DETERMINACAO DE UREIA NO LEITE E EM

TAMPAO TME:

3.2.1 Calibragéo do eléctrodo:
Previamente efectuou-se a calibracdo do eléctrodo selectivo de ides amonio de acordo
com o procedimento descrito em 2.3.5. Numa abordagem inicial a recta de calibracéo do

eléctrodo foi efectuada em tampdo TME 20mM pH=7,2 Figura 3.2:.
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Figura 3.2 — Recta de calibracdo do eléctrodo efectuada em tampdo TME 20mM pH=7,2.

3.2.2 Efeito da presenca de ureia na resposta do eléctrodo:
Alguns estudos preliminares foram efectuados com o intuito de se testar se o processo de

determinacdo de ureia com recurso a inibi¢do da enzima amidase é concretizavel.

M5

E {mV)
ﬁ

TR E 1 1 1 1 1 1 1

] 05 1 15 2 25 3 35
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Figura 3.3 — Sensograma. Leituras efectuadas em acetamida 0,1M preparada em tampdo TME 20mM
pH=7,2: ——— na auséncia de ureia, na presenca de ureia 10pM.
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Este estudo preliminar revelou o nitido decréscimo da resposta do biossensor na presenca
da ureia. Ou seja a presenca de ureia conduziu a um decréscimo da velocidade da reac¢do

de hidrolise da acetamida a ides amoénio.

3.2.3 Comportamento da resposta do eléctrodo na presenga e na auséncia de ureia:

Efectuou-se o estudo da influéncia de quantidades crescentes de ureia na variacdo da
resposta do biossensor (dada em termos de velocidade inicial da reaccdo — mV.min™) em
tampdo TME 20 mM e também numa amostra de leite. Os resultados obtidos estdo

apresentados nas Figuras 3.1 e 3.2 respectivamente:
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Figura 3.4 — Resposta do biossensor para valores crescentes de concentracdo de ureia preparada em tampéo
TME. Imobilizou-se 65pL de uma mistura contendo 65uL de extracto celular, 5 pL (GA 5%) e 10 pL
(gelatina 25%) sobre uma membrana Porablot NY Plus. O tempo de inibicdo foi de 30 minutos nas

diferentes concentragBes de ureia. Ensaios foram efectuados em Acetamida 0,1 M preparada em tamp&o
TME 20 mM pH=7,2.

O estudo efectuado revelou existir uma relacdo linear entre concentragGes crescentes de
ureia e decréscimo da resposta do biossensor (AmV.min™), tanto quando efectuado em

tampdo Tris Figura 3.4 para concentracdes de ureia de 2 — 12x102 mM como no leite
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Figura 3.5, para concentracdes de ureia 2 — 8x10" mM. Deste modo é possivel
desenvolver um biossensor para a determinacdo de concentracdes de ureia no leite e
outros analitos. E de notar que estes resultados tém s6 um cariz preliminar, as propor¢oes
de GA, gelatina e extracto celular intervenientes no processo de imobilizacdo bem como

tempo de incubagdo das membranas ndo se encontravam optimizados.
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Figura 3.5 — Resposta do biossensor para valores crescentes de ureia. Imobilizou-se 65uL de uma mistura
contendo 65ulL de extracto celular, 5 pL (GA 5%) e 10 pL (gelatina 25%) sobre uma membrana Porablot
NY Plus. O tempo de inibigdo foi de 30 minutos nas diferentes concentra¢@es de ureia no leite comercial.

Ensaios foram efectuados em Acetamida 0,1 M preparada em tampao TME 20 mM pH=7,2

3.3 OPTIMIZACAO DA CONSTRUCAO DO BIOSSENSOR:
3.3.1 Recta de calibragéo:

Embora os estudos preliminares tenham sido efectuados com tampdo TME os estudos
subsequentes serdo realizados com acetamida preparada em tampéo tris, dado que o
objectivo é determinar niveis de ureia na ordem dos micromolar, a0 remover-se 0S
protectores estamos a garantir que a enzima presente no extracto celular imobilizado

esteja mais susceptivel a inibicdo pela ureia.
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Figura 3.6 — Recta de calibracéo do eléctrodo efectuada em tampdao Tris 20mM pH=7,2.

3.3.2 Escolha da concentracéo de Substrato:

A concentracédo de substrato a empregar deve de ser criteriosamente escolhida pois afecta
a resposta do biossensor quer antes quer ap6s a inibicdo. Assim para o presente trabalho
foram tidos em consideracdo os argumentos apresentados por Dzyadevych et al., 2004.
Segundo este autor, no caso de inibicdo reversivel, para concentra¢bes de substrato
elevadas, tanto o substrato como o inibidor interagem simultaneamente com a enzima
imobilizado e a sensibilidade ao inibidor decresce com o0 aumento da concentracdo de
substrato. Tal comportamento observa-se somente quando estamos perante inibicao
reversivel [Dzyadevych et al., 2004]. No entanto no nosso caso o problema de existir
competicdo entre o inibidor (ureia) e o substrato (acetamida) ndo se apresenta, dado que a
membrana é incubada previamente na solugdo de ureia na auséncia do substrato. Deste
modo nédo existe competicdo. A enzima entra em contacto com o substrato somente apés
a inibicdo por um periodo muito curto de tempo, dado que somente nos interessam 0s
primeiros 20 a 30 segundos da reaccdo. Neste espaco de tempo o efeito predominante é o

da ligacdo do substrato aos centros activos livres da enzima. Perante isto, interessa-nos
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utilizar uma concentracdo saturante de substrato (acetamida 0,1M) dado que para baixas
concentragOes de substrato, o efeito inibitorio, qualquer que seja o inibidor utilizado, é
menor uma vez que o decréscimo da resposta do biossensor ndo fornece uma indicacéo
correcta da quantidade de enzima realmente inibida na presenca do agente inibidor
[Dzyadevych et al., 2004].

3.3.3 Optimizacéo das condicGes de imobilizacao:

A performance de um biossensor € grandemente dependente da sua configuracéo.
Diversos autores estudaram a influéncia da camada imobilizada sobre a resposta do
biossensor, tanto no que diz respeito a sua espessura como as propor¢des dos diversos
intervenientes no processo de imobilizagdo. Estes demonstraram que a sensibilidade,
limite de deteccéo e tempo de vida do biossensor séo fortemente influenciados pelo tipo e
configuracdo do método de imobilizacdo aplicado [Shan et al., 2004; Ciucu et al., 2003;
Soldaktin et al., 2000]. A imobilizacdo enzimatica permite a reutilizacdo da enzima, a
reducdo de custos, 0 aumento da estabilidade e nalguns casos o aumento da actividade
enzimatica. Permite ainda melhores condi¢cdes de manuseamento e operacao. [Oliveira e
Vieira, 2006; Choi, 2004]. O principal problema durante o processo de imobilizagdo de
uma enzima pode ser a perda parcial ou total da actividade, que pode ser atribuida a
diversos factores, como propriedades da prépria enzima, do suporte, dos reagentes
utilizados e das condicBes experimentais [Oliveira e Vieira, 2006]. Deste modo é
essencial estudar a influéncia de todos os componentes intervenientes no processo de
imobilizacdo, de modo a obter-se a resposta maxima do biossensor.

As membranas PES utilizadas no presente trabalho fornecidas pela Pall Sciences sdo
activadas de modo a permitir a ligacdo covalente de proteinas. Possuem uma elevada
concentracédo de grupos activos aldeido disponiveis para a ligacdo covalente com ligandos
amino. A ligacdo com as poliaminas é extremamente estavel e acontece imediatamente
apos contacto, 0s centros activos sdo inertes a agua e ao oxigénio organico provenientes
de solventes organicos. Proteinas e péptidos podem ligar-se covalentemente através de
reaccOes entre 0 seu grupo amino livre e o grupo aldeido da membrana.

Para optimizar os parametros de um biossensor, 0 método e condi¢fes de imobilizacao de
da enzima devem de ser desenvolvidos para cada enzima individualmente. O método de

imobilizacéo testado no presente trabalho envolve a formacgéo de ligagdes cruzadas pela
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utilizacdo de um reagente bifuncional, o glutaraldeido (GA), juntamente com a aplicacéo
de gelatina.

O design experimental € uma ferramenta poderosa nos estudos de optimizacao. Esta exige
uma compreensao global e objectiva do processo a optimizar, a escolha dos factores a ser
estudados e seleccdo dos niveis (que dizem respeito a um intervalo de valores, onde nivel
alto se refere ao limite maximo e nivel baixo ao limite minimo dos factores a optimizar),
seleccdo da variavel de resposta a qual deve fornecer informacao Util sobre o processo em
estudo, escolha do design experimental que envolve a escolha do nimero de replicados e
seleccdo da ordem pela qual as experiéncias serdo conduzidas, realizacdo das
experiéncias pela ordem pré-determinada, analise de dados e conclusdes [Montgomery,
(2005)]. Com o objectivo de proceder a seleccdo dos niveis, efectuou-se uma optimizacéao
prévia dos trés factores intervenientes na imobilizacdo, Gelatina, GA e Extracto celular.
Para cada um destes factores escolheu-se um intervalo de méxima resposta do biosensor
(mV.min™), onde o extremo minimo corresponde ao nivel baixo e o extremo maximo ao

nivel alto.
3.3.3.1 Optimizacao da concentracdo de glutaraldeido:

O processo de imobilizacdo com recurso ao GA é um processo de imobiliza¢do quimica.
A maior desvantagem que pode advir da utilizacdo do GA é a possibilidade de perda de
actividade provocada pela distor¢cdo da conformacdo do centro activo da enzima ou
derivada de alteragbes quimicas do centro activo durante a reac¢do [Choi, M.M.F.; 2004].
A determinacdo da influéncia da concentracdo de glutaraldeido na resposta do biossensor,
em termos de velocidade inicial da reaccdo mV.min™, foi feita de acordo com o descrito
em 2.3.6.1. conduzindo aos resultados expressos na Figura 3.7.

Deste modo prosseguiu-se 0 estudo de optimizacao aplicando 0,24% (v/v) GA na mistura
reaccional visto ter sido o valor que apresentou melhor resposta do biossensor. Os niveis
baixo e alto escolhidos foram 0,12% (v/v) GA (2uL GA 5% na mistura reaccional) e
0,24% (v/v) GA (4pL GA 5% na mistura reaccional) respectivamente, dado terem sido os

volumes de GA na mistura para 0s quais se obteve maior resposta do biossensor.
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Figura 3.7 — Influéncia da quantidade de Glutaraldeido (GA) na resposta do biossensor dada em termos de
velocidade inicial da reacgdo (mV.min™). De acordo com o descrito em 2.3.6.1. Todos os ensaios foram

realizados em triplicado estando representada a barra de erros.
3.3.3.2 Optimizacgao da quantidade de gelatina:

O GA permite a formacao de ligacGes cruzadas entre as moléculas de enzima e entre estas
e o0 suporte. Estudos experimentais preliminares realizados revelaram alguma ineficacia
na imobilizacdo ao recorrer-se somente ao GA no presente processo de imobilizagédo
enzimatica, conduzindo a remocao de grande parte do enzima da superficie da membrana,
pelo que se adicionou gelatina ao método de imobilizagdo. A gelatina é uma proteina
inerte na analise em questdo. Esta foi adicionada com o objectivo de aumentar o nimero
de ligagGes cruzadas no intuito de se obter maior resisténcia fisica da camada imobilizada,
contornando-se assim a dificuldade observada. O estudo foi realizado de acordo com o
descrito em 2.3.6.2. 0 comportamento obtido estd expresso na Figura 3.6, esta revela o
aumento da resposta do biossensor até 1,8% (p/v) de gelatina na mistura, sendo
decrescente entre 1,8% (p/v) (gelatina a 15%) e 3,5% (p/v) (gelatina a 30%) de gelatina
na mistura. Para valores de concentracéo de gelatina superiores a 3,5% (p/v) a resposta do

biossensor atinge um patamar a partir do qual um aumento de concentragdo de gelatina na
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mistura ndo produz qualquer efeito na resposta do biossensor. O aumento da resposta do
biossensor com o aumento da concentracdo de gelatina entre 0 e 1,8% (p/v) podera ser
justificado pelo aumento do nimero de ligacdes cruzadas na camada imobilizada sobre a
membrana, conduzindo a uma maior resisténcia fisica desta camada, e portanto, maior
resisténcia a abrasdo mecéanica e aos fendmenos de lixiviacdo da enzima durante a
lavagem da membrana. O decréscimo na resposta do biossensor, decorrente do aumento
da quantidade de gelatina para valores superiores a 1,8% (p/v), pode estar relacionado
com trés factores, em primeiro lugar o 6ébvio aumento da espessura da camada
imobilizada, conduzindo a uma difusdo mais lenta do substrato para o seu interior.

A presenca das moléculas de gelatina pode conduzir a impedimentos estereoquimicos,
tornando os centros activos das moléculas da enzima menos acessiveis ao substrato. Por
outro lado, uma maior propor¢do de moléculas de gelatina significa que esta vai
“competir” com a amidase presente no extracto celular pela ligagdo com o agente
bifuncional, bem como com a superficie da membrana, tornando assim o processo de
imobilizacdo do extracto celular menos eficiente. O patamar entretanto atingido para
concentracdes superiores de gelatina é justificavel pela saturacdo das ligacGes cruzadas,
ou seja, estamos perante uma situacdo de excesso de reagente, em que 0 aumento de
moléculas de gelatina na mistura ndo significa necessariamente um aumento de moléculas
de gelatina imobilizadas. Deste modo estabeleceu-se a concentracdo de gelatina a utilizar
em 1,8% (p/v) (gelatina a 15%).
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Figura 3.8 — Influéncia da quantidade de Gelatina na resposta do biossensor dada em termos de velocidade
inicial da reacgdo. De acordo com o descrito em 2.3.6.2. Todos os ensaios foram realizados em triplicado

estando representada a barra de erros.

3.3.3.3 Optimizacao da quantidade de enzima:

A quantidade de enzima influencia drasticamente o limite inferior e o limite superior de
deteccdo de um biossensor [Sotiropoulou e Chaniotakis, 2005]. A maior sensibilidade a
inibidores foi determinada para membranas contendo menor contetdo enzimatico [Amine
et al., 2006; Mohammadi et al., 2005]. De modo a atingir o limite de deteccdo mais baixo
possivel a quantidade de enzima a ser utilizada devera ser minima. Sob estas condicdes, a
inibicdo observada aumenta [Sotiropoulou e Chaniotakis, 2005; Ciucu et al., 2003].

A optimizacdo deste passo € assim de maior importancia durante o desenvolvimento do
biossensor. Por outro lado, deverd existir a preocupacdo de manter o alcance linear da
resposta suficientemente elevado de modo a satisfazer o alcance analitico pretendido.
Para quantidades muito baixas de enzima espera-se que o limite de detec¢éo seja também
bastante baixo. No entanto a reprodutibilidade do procedimento de imobilizacdo para
guantidades tao baixas de enzima pode ndo ser o0 mais adequado. O estudo foi realizado

de acordo com o descrito em 2.2.6.3.
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Tal como seria de esperar, a resposta do biossensor em termos de velocidade inicial da
reaccdo (mV.min™) aumenta com a quantidade de extracto celular utilizado no processo
de imobilizacdo. Este comportamento observa-se até se atingir um patamar para o qual a
resposta é maxima e constante qualquer que seja o acréscimo de extracto na mistura.

Esta observacéo é justificada pelo facto de o sistema imobilizante utilizado possuir uma
capacidade méxima, ou seja, quantidades de extracto mais elevadas na mistura ndo
significam maiores quantidades de extracto, e consequentemente de enzima, imobilizadas
sobre a membrana, pois atinge-se a saturacdo das ligacGes cruzadas disponiveis. A
escolha da quantidade de enzima a aplicar no processo de imobilizagdo devera ter em
conta ndo somente a resposta do biossensor, que se pretende méxima para concentrages
saturantes de substrato, como também os limites maximo e minimo de deteccdo de ureia

que se pretendem determinar.

750
600
450

300

Resposta do biossensor
(mV mlnl)

150

0 X 1 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Extracto celular (uL)

Figura 3.9 — Influéncia da quantidade de Extracto na resposta do biossensor dada em termos de velocidade
inicial da reac¢do. De acordo com o descrito em 2.3.6.3. Todos os ensaios foram realizados em triplicado

estando representada a barra de erros.

Menores quantidades de enzima conduzem a uma maior sensibilidade do biossensor para
o0 inibidor, podendo no entanto colocar-se em causa a reprodutibilidade dos ensaios e 0
alcance analitico pretendido. Deste modo estabeleceu-se o intervalo entre 25 - 30 uL de

extracto como o0 mais adequado para prosseguir o estudo.
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3.3.3.4 Design Experimental:

Efectuado o estudo preliminar de optimizacdo e escolhidos os niveis dos parametros
efectuou-se o design experimental (2 com k=3 factores e dois niveis) de acordo com a
tabela 3.1 e a tabela 3.2. torna-se necessario perceber qual a relagcdo que existe entre 0s
intervenientes no processo de imobilizacdo e qual a influéncia que cada um dos
intervenientes tem isoladamente sobre a resposta do biossensor. O estudo foi efectuado de
acordo com o descrito em 2.2.2.4 e os resultados tratados pela metodologia ANOVA
[Montgomery, (2005)].

Niveis

) 15 -

(%) Gelatina -
20 +
Volume de extracto 25 -
celular (pL) 30 +
Volume de GA (5%) i
ML 4 +

Tabela3.1 — Niveis dos pardmetros seleccionados, para a realizacdo do estudo conjugado dos diversos

parametros optimizados: + representa nivel alto e - representa nivel baixo.

Ext. Cel. (A) Gel.(B) GA (C)

be abc - - -
+ c ' ac " i i
2 ; : + -
g :
= c 5 + + -
= b !
“_5 . A————- -——-7ab _ _ +
S 7] L
il | B + - +
—— (Gelatina)
A - + +
- +
(Extracto) + + +
(A) Geometria do Design (B) Matriz de teste

Figura 3.6 — Design factorial 2°.
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Efeito Factorial
| A B AB C AC BC ABC

1) + - - + - + + -
a + + - - - - + +
b + - + - - + - +

ab + + + + - - - -
c + - - + + - - +

ac + + - - + + - -
bc + - + - + - + -

abc + + + + + + + +

Tabela3.2 — Sinais para os efeitos no Design 2°,

Determinados os efeitos [Montgomery, (2005)] e aplicando o modelo de primeira ordem:

VAN
Y = Bo + BaXa + BeXg + BcXc + BasXaXs + BacXaXe

A fei fei efeit fei efeito

Em que Po € a média global das respostas obtidas para as diversas combinages.

[Montgomery, (2005)]. Foi obtido o0 modelo de primeira ordem para as interacgdes:

376,01 8390 «

42,86 105,42 76,61
X 5 — Xc —

B XaXc
Testando o modelo no intervalo [-1,+1] obtém-se os graficos de superficie
tridimensionais para as interaccdes extracto celular/GA e extracto celular/gelatina, os

quais nos permitem compreender de que modo estes parametros se inter-relacionam.
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(zunwr Aw)
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O 650-800
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Figura 3.10 — Gréfico de superficie tridimensional para a interacgdo extracto celular/glutaraldeido
utilizando a gelatina no nivel mais baixo (15%). Onde a variavel de resposta é a resposta do Biossensor em
mV.min™,

As Figuras 3.10 e 3.11 mostram nitidamente a influéncia dos factores optimizados na
resposta do biossensor. Regra geral, menores quantidades de gelatina e de glutaraldeido
fornecem melhores respostas. Tal como seria de esperar, 0 parametro que demonstra ter
maior influéncia na resposta do biossensor é a quantidade de extracto celular utilizada
dado que a resposta é dada em termos de actividade da enzima presente na membrana,
seguida pela quantidade de glutaraldeido e em ultimo pela quantidade de gelatina. Deste
modo optou-se por se utilizar 30uL de extracto celular, 2uL de GA 5% e 10uL de
gelatina a 15% (p/v) nos ensaios subsequentes.
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Figura 3.11 — Gréfico de superficie tridimensional para a interaccdo extracto celular/gelatina, utilizando o

glutaraldeido no nivel mais baixo (2ul). Onde a variavel de resposta é a resposta do biossensor em mV.min
1

3.3.4 Optimizagéo de algumas condigdes de ensaio
3.3.4.1 Optimizacao do pH

Avaliou-se a influéncia do pH (4,5 - 8,5) na resposta do biossensor para o substrato em
termos de velocidade inicial da reaccdo (mV.min™). O estudo da influéncia do pH da
solucéo de substrato para a enzima livre e imobilizado esta expresso na Figura 3.12. Em
ambos o0s casos é nitida a influéncia do pH na resposta do biossensor, sendo idéntico o
comportamento observado para a enzima livre e imobilizado. No entanto em comparacao
com a enzima imobilizada, a actividade enzimatica da enzima livre é mais afectada pela
varia¢do do pH, demonstrando uma maior variacdo de actividade da enzima por variagdes

no pH. Uma justificacdo para este resultado podera estar relacionada com o facto de na
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camada imobilizada a enzima se encontrar mais protegido a desnaturagdo. Esta proteccao
é fornecida tanto pelo ambiente que rodeia a enzima, protegido pelas moléculas de
gelatina, como pelas ligacdes que as suas moléculas apresentam com o GA, através dos
seu residuos amino (-NH,). Deste modo, a influéncia do pH sobre a carga dos
aminoacidos que constituem a cadeia polipeptidica da enzima, e consequentemente sobre
a sua estrutura terciaria, é atenuada quando comparada com a enzima livre. O extracto
livre e imobilizado apresentam uma gama de pH Optimo entre 6,5 — 8 e entre 6,5 — 8,5
respectivamente, valores que ndo se afastam grandemente do valor de pH 6ptimo descrito
em literatura para a Amidase pura 7 — 7,5. O valor em bibliografia foi obtido
espectrofotometricamente pelo método enzimético acoplado com a glutamato
desidrogenase (GDH). [Karmali et al.; 2001] O autor utilizou enzima purificada e um
método distintamente diferente do aplicado no presente trabalho factores que podem ter
conduzido a diferenca observada para os valores de pH dptimo de ensaio.

Para a escolha do pH de trabalho é aconselhdvel escolher um limite maximo e minimo de
pH, dentro do qual ndo se observe alteracdo significativa da actividade enzimatica, ndo
pelo inibidor. [Amine et al., 2006; Wu et al., 2002]

Deste modo optou-se por prosseguir 0s ensaios em tampéo Tris 20mM pH 7,2, dado ser o
valor que apresenta maior reposta do biossensor para a enzima imobilizada e por se
encontrar dentro da gama de pH Optimo descrito em literatura para a amidase 7 — 7,5.
[Karmali et al.; 2001].
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Figura 3.12 — Influéncia do pH na resposta do biossensor e na resposta potenciométrica para a enzima livre,
dada em termos de velocidade inicial da reacc¢do. Imobilizou-se 65ul. de uma mistura contendo 2L de GA
5% + 10 pL Gelatina 15% (p/v)+ 30pL de extracto celular (6090,6 UB.mL™), perfazendo o volume final de
85uL de mistura com TMEGB, por membrana (PES). Os tampdes utilizados foram: Tampdo Acetatos
20mM a pH=4,5; 5 e 6. Tamp&o Fosfatos 20mM a pH= 6; 6,5 e 7,2. Tamp&o Tris 20mM a pH=7,2; 8 e 8,5.

Todos os ensaios forma efectuados em triplicado estando representada a barra de erros

3.3.4.2 Optimizacgao do tempo de incubacéo em ureia

A ureia € um inibidor do centro activo da amidase de Pseudomonas aeruginosa, a ligacdo
da amidase com a ureia restringe a titrabilidade dos grupos SH a 6 por molécula
hexamérica e protege-a contra a desnaturacdo térmica sugerindo que a ligacdo com a
ureia provoca uma alteragcdo conformacional na enzima. A mutagdo em duas regides da
enzima, substituindo-se os residuos Arg-188 e Trp-144, conduziu & obtencdo de uma

amidase que ndo se liga a ureia, pelo que estes residuos se encontram envolvidos no
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mecanismo de ligacdo da ureia a amidase. A ureia e seus analogos séo inibidores (I) do
centro activo da amidase (E), sendo o mecanismo de inibicdo dependente do tempo, de

acordo com a seguinte reaccao:

Ky k,
E+l1 << ElI>E=*I
k 1

A formacdo do complexo EIl é rapidamente reversivel enquanto que E*1 é inactivo e ndo
recupera actividade rapidamente. Gregoriou e Brown descobriram que neste complexo
somente uma molécula de ureia se liga por cada molécula de enzima [Tata et al., 1994;
Gregoriou e Brown, 1979]. A possibilidade de que a ureia sofra uma modificacdo
quimica totalmente reversivel apds interac¢do com a enzima, envolvendo a formacgédo de
um intermedidrio que actue como o verdadeiro inibidor ndo pode ser totalmente
descartada [Gregoriou e Brown, 1979]. Estudos realizados por Gregoriou e Brown (1979)
revelaram que, quando juntas em solucdo, a acetamida protege a amidase contra a
inactivagdo pela ureia, sugerindo um mecanismo de inibicdo competitiva em que a
amidase compete com a acetamida pelo centro activo da enzima [Gregoriou e Brown,
1979]. Dada a grande dependéncia do tipo e nivel de inibicdo da amidase pela ureia com
0 tempo, a optimizacdo do tempo de incubacdo do sistema nas solucdes de ureia é de
extrema importancia. Deste depende grandemente a sensibilidade do biossensor e
consequentemente 0 sucesso do presente método de deteccdo da ureia. O nivel de
inibicdo foi calculado como o decréscimo relativo da resposta do biossensor, em termos
de velocidade inicial da reac¢do Av (%) na presenca do inibidor apds um determinado
periodo de tempo. A velocidade da reaccdo v é dada em mV.min™ pelo declive da recta
de progresso da reaccdo em 4 mL de acetamida 0,1IM em tampdo Tris pH 7,2 e
corresponde a actividade da enzima imobilizado nas condigdes de ensaio. Os valores sao

determinados de acordo com a expressao:

A% =172 100
Vi

Onde v; é a velocidade da reaccdo antes de incubar a membrana na solugdo contendo

ureia e v, a velocidade da reaccdo apos se incubar a membrana durante um determinado
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periodo de tempo (tempo de incubacdo) na solugdo contendo o inibidor [Campanella et al
2005; Stoytcheva 2002; lvanov et al 2003; Campanella et al 2007; Joshi et al 2005; Kok
et al 2002; Gulla et al 2002; Shan et al 2004; Sotiropoulou e Fournier, 2005].

O grau de inibicdo depende da concentracao de inibidor e do tempo de exposicdo a esse
inibidor. Quando ocorrem fendmenos de difusdo o modelo prevé que a percentagem de

inibicdo da enzima (%), apds exposicdo ao inibidor, esta linearmente relacionada com a
concentracéo de inibidor [I] e a raiz quadrada do tempo de incubacao (t%)

50 r ®
40 +

30 |

AV (%)

20 r

Resposta do Biossensor

10 -

O 1 1 1 1 1 1 1 1 |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo jney bacéo (min)

Figura 3.13 — Influéncia do tempo de incubacdo numa solugdo de 2uM de ureia preparada em Tp Tris
20mM pH 7,2 na resposta do biossensor. Método de imobiliza¢do idéntico ao descrito na Figura 3.12. Os
dados referem-se a diferenca de velocidade da reaccdo observada antes e ap6s incubacdo das membranas

em ureia.

O estudo efectuado revelou nitidamente o aumento do nivel de inibigdo com o aumento
do tempo de incubacdo das membranas em ureia, ndo se observando no entanto uma
relacdo linear entre tempo de incubagdo e nivel de inibigdo. Na tentativa de reduzir o
limite de deteccdo do biossensor de 2uM ureia para valores inferiores optou-se por se
escolher um tempo de incubagdo superior ao tempo minimo necessario para se observar
10% de decréscimo da resposta do biossensor 20 min. Deste modo optou-se por se

prosseguir os ensaios recorrendo a um tempo de incubacgéo de 35 min.
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3.3.5 Caracteristicas analiticas do biossensor

3.3.5.1 Curva de calibracéo para a ureia no vinho

Optimizados os parametros de ensaio (pH e tempo de incubacdo) e o sistema de

imobilizacéo, obteve-se a curva de calibragédo para a ureia numa solucéo de vinho caseiro

de acordo com o descrito em 2.2.9:

50 1
40 A /!
5 .
é 30 A /
S = o
o S
o > |
E 4 20 .
8 /
o
£ 10 .
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
log[Ureia]

Figura 3.14 — Curva de calibragdo para a ureia apds 35min de incubacdo das membranas em solucdes

contendo 2, 4, 6, 8 e 10 uM de ureia, preparadas num vinho caseiro. Processo de imobilizacdo idéntico ao

descrito na Figura 3.12. As leituras, antes e ap6s incubagdo das membranas nas solu¢des de ureia, foram

efectuadas em tampao tris 20mM pH=7,2. Ensaios decorreram a temperatura ambiente.
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3.3.5.2 Zona linear da curva de calibracéo

Tal como se pode observar pela Figura 3.15 o biossensor apresenta uma resposta linear

no intervalo de concentracbes de ureia compreendido entre 4 e 10uM. Para N=4 a
equacdo obtida foi: AV%:: 58,2log IJreia:—18,5 obtendo-se um coeficiente de

correlagdo angular R°=0,99, com Av em mV.min™ e [Ureia] em pM. [Mohammadi et al
2005; Thevenot et al., 1999].
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AV (%)

Resposta do Biossensor
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0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 11
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Figura 3.15 — Zona linear da curva de calibragdo para a ureia ap6s 35min de incubagdo das membranas em
solugBes contendo 2, 4, 6, 8 ¢ 10 uM de ureia, preparadas num vinho caseiro. Método de imobilizacdo
idéntico ao descrito na Figura 3.12. As leituras, antes e ap6s incubacdo das membranas nas solugdes de

ureia, foram efectuadas em tampao tris 20mM pH=7,2. Ensaios decorreram & temperatura ambiente.

3.3.5.3 Sensibilidade

Para o presente biossensor as medicdes sdo baseadas na sua resposta dinamica. Neste
caso a sensibilidade é definida como a variagdo de sinal com o tempo para uma dada
variacdo de concentragdo. A sensibilidade é definida como o declive da curva de

calibracdo do biossensor, ou seja, resposta do biossensor versus concentracdo ou
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logaritmo da concentracdo [Thévenot et al., 1999]. Deste modo a sensibilidade do
presente biossensor é de 58,2 mV.min™*, de acordo com a equacao:

Av€o =58,2log freia —185

3.3.5.4 Tempo de resposta

O tempo de resposta do biossensor corresponde ao tempo necessario para que este atinja
90% da resposta total. Para o presente trabalho o tempo de resposta corresponde a 20

segundos.
3.3.5.5 Limite de deteccao

O limite de deteccdo foi definido como a concentragdo de ureia requerida para obter um
nivel de inibicdo de 10% [Amine et al., 2006][Mohammadi et al., 2005]. Considerando a
recta de calibracdo obtida experimentalmente obteve-se um limite de deteccdo de 2 uM de

ureia.
3.3.5.6 Estudo da estabilidade do biossensor

O tampdo TMEGB possui glicerol que é um agente hidréfilo que estabiliza as ligacdes de
hidrogénio, B-mercaptoetanol que é um agente redutor mantendo os grupos SH na forma
reduzida e EDTA apresenta propriedades quelantes removendo metais pesados que
possam provocar a oxidacdo dos grupos tidis. Estas caracteristicas possibilitam a
manutencdo da actividade catalitica da enzima amidase por periodos mais prolongados de
tempo tendo sido este o sistema de armazenamento utilizado no presente trabalho para o
estudo das estabilidade do biossensor e determinacdo do seu tempo de meia vida, de
acordo com o descrito em 2.2.10.

Os resultados obtidos estdo expressos na figura Figura 3.16. O biossensor foi estavel por um

periodo superior a 55 dias.
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Figura 3.16 — Estudo da estabilidade do biossensor de acordo com 2.3.13. Todos os ensaios foram

efectuados em triplicado, estando representada a barra de erros.
3.3.6 Estudo da regeneracao do biossensor

A incubacdo das membranas apés inibicdo em 2M hidroxilamina por um periodo de 2
horas permitiu a recuperacdo de 70% da actividade inicial da enzima Figura 3.17.

Este resultado sugere a necessidade de experiéncias adicionais no sentido de optimizar a
reactivacdo da amidase, quer jogando com o tempo de incubag¢do quer com o pH e

concentragéo de hidroxilamina.
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Figura 3.17 — Estudo da reactivacdo do biossensor por incubacdo das membranas em hidroxilamina 2M
por um periodo de 2h. Onde; == Resposta inicial do biossensor; Resposta do biossensor
apos incubacdo na solugdo de ureia; = == == =Resposta do biossensor apds regeneragdo por incubagdo em
hidroxilamina 2M.

O presente método relne um bom tempo de resposta (20s), boa estabilidade de
armazenamento (55 dias), alcance linear (4-10uM), limite de deteccdo (2 pM) e
sensibilidade quando comparado com outros métodos enzimaticos para a determinagéo de
ureia em diversos analitos. Destes realce-se os trabalhos desenvolvidos por Shrivastava et
al. (2001), estes autores desenvolveram um biossensor para a determinacdo de ureia no
sangue, baseado no método potenciométrico e imobilizacdo da urease por encapsulacao
numa matriz de gelatina, este biossensor apresenta uma maior estabilidade de
armazenamento, traduzida pelo t;,=240 dias, no entanto o limite de deteccdo é
nitidamente superior 5mg.dl™ ao obtido no presente trabalho. Inimeros exemplos de
métodos enzimaticos para a determinacdo de ureia com recurso a biossensores podem ser
referidos. No entanto, todos estes metodos apresentam vantagens e desvantagens em

relacdo ao método desenvolvido no presente trabalho. [Singh et al., 2008]

67



CAPITULO 4

CONCLUSOES
E
PERSPECTIVAS FUTURAS




CAPITULO 4 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS:

Desenvolveu-se um novo método enzimatico de determinacdo de ureia baseado na
inibicdo enzimatica da amidase presente no extracto celular de Pseudomonas aeruginosa
L10. O método revelou ser bastante simples, selectivo e sensivel ao analito.

O seu desenvolvimento consistiu na imobilizacdo covalente de extractos celulares,
contendo actividade catalitica de amidase de Pseudomonas aeruginosa, sobre membranas
de poliétersulfona e posterior acoplamento destas membranas em contacto directo com a
superficie de um eléctrodo selectivo de ides amonio.

O metodo mais adequado de imobilizacdo demonstrou ser o de ligagBes cruzadas com
recurso ao GA como agente bifuncional e gelatina.

O estudo de optimizacdo dos parametros intervenientes na imobilizacdo bem como de
alguns parametros de ensaio permitiram a obtencdo de um biossensor para a ureia no
vinho com uma sensibilidade de 58 mV.min™, apresentando um tempo de resposta de
aproximadamente 20s, revelou ainda elevada estabilidade de armazenamento sendo
superior a 55 dias. A resposta do biossensor mostrou-se linear para concentracfes de
ureia presentes no vinho na gama de 4-10 uM de ureia. Todos os métodos enzimaticos de
determinacdo de ureia apresentam algumas vantagens e desvantagens, o presente método
reine um bom tempo de resposta, boa estabilidade de armazenamento e sensibilidade
guando comparado com outros métodos enzimaticos para a determinacédo de ureia.

O pH 6ptimo da enzima imobilizada demonstrou encontrar-se entre pH 7,2 e 8.

Dadas as caracteristicas do método desenvolvido torna-se imprescindivel a validacdo dos
resultados obtidos para a determinacdo da ureia em amostras reais de vinho. O extracto
celular utilizado é uma mistura complexa, podendo apresentar outras enzimas que
conduzam a reacgOes paralelas interferindo na analise. Deste modo os resultados deverdo
posteriormente ser validados com outros metodos conhecidos de quantificacdo de ureia,
como seja a aplicacdo de biossensores construidos com a urease, espectrofotometria de
infravermelho (1V) ou ainda métodos colorimétricos.

Estudos posteriores poderdo ser efectuados no sentido de se obter limites de deteccédo
mais baixos. O presente biossensor para a ureia baseado no processo de inibicéo

enzimatica poderd ser adaptado a um sistema de ISFET permitindo o emprego de
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quantidades minimas de enzima e consequente aumento da sensibilidade e reducdo do

limite de deteccé&o.
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