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AMPEROMETRIC BIOSENSORS FOR PHENOLIC COMPOUNDS DETERMINATION IN THE
ENVIRONMENTAL INTERESS SAMPLES. Phenols are widely used in many areas and commonly
found as industrial by-products. A great number of agricultural and industrial activities realise phenolic
compounds in the environmental. Waste phenols are produced mainly by the wood-pulp industry and
during production of synthetic polymers, drugs, plastics, dyes, pesticides and others. Phenols are also
released into the environmental by the degradation of pesticides with phenolic skeleton. The phenols
level control is very important for the environmental protection. Amperometric biosensor has shown the
feasibility to complement laboratory-based analytical methods for the determination of phenolic
compounds, providing alternatives to conventional methods which have many disadvantages. This brief
review considers the evolution of an approach to amperometric measurement using the catalytic
properties of some enzymes for phenolic compounds monitoring.

Keywords: phenolic compounds; amperometric biosensor; bioanalytical; environmental analysis.

INTRODUCAO espectro de genotoxicidade, mutagenicidade e efeitos hepato-
toxicos, além de afetarem as velocidades das reacgdes
O aumento inadvertido na produgdo e utilizacdo de produpiocatalisadas nos processos de respiracdo e fotossihtese
tos quimicos, verificado nas ultimas décadas, tem causado praxssim, fendis e especialmente seus derivados clorados, nitrados
blemas de poluicdo ambiental de maneira generalizada, prate alquilados tém sido definidos como poluentes perigosos de-
camente em todas as partes do mundo. A protecdo ambientd@ldo a sua alta toxicidade e persisténcia no ambiente, e estdo
vem adquirindo grande importancia na sociedade contemporgresentes na lista de substancias perigosas e poluentes
nea, que tem cobrado mecanismos, rapidos e eficientes, dfrioritarios da EC (Comissdo Européfap da EPA (Agéncia
controle dos processos de contaminagdo ambiental. Dentr@e Protecdo Ambiental Norte Americahd)'2 A diretiva (80/
deste contexto, € importante contar com novas metodologiag78 EEC}'® da Comunidade Econdmica Européia, por exem-
de determinagdo e quantificacdo dos diversos tipos delo, determinou como concentragdo maxima permitida, para to-
poluentes, com rapidez, seletividade e sensibilidade, caractgos os tipos de fendis em meio aquoso, o valor de 0,5 tg L
risticas encontradas nos biossensores. e 0,1 mg [! para fendis individuais. O Instituto Nacional Nor-
Um namero consideravel de poluentes organicos, que encone-Americano para Sadde e Seguranga Ocupacional, estabeleceu
tram-se largamente distribuidos no meio ambiente, possuem egomo limite de exposicéo a concentracdo de 5 thgara fenol
trutura fendlica Fendis e seus derivados, como clorofendis eg, por exemplo, 2,3 mglpara isémeros de cresol. Assim, o
compostos aromaticos relacionados, séo conhecidos devido a sgasenvolvimento de procedimentos para a detecgéio e determina-
elevada toxicidade e por serem compostos comuns em efluentggo simultanea destas espécies quimicas em diferentes matrizes
industriais, oriundos das atividades de producgdo de: plastico$ de grande interesse
corantes, tintas, drogas, antioxidantes, polimeros sintéticos, resi- Deste modo, atualmente existe um consenso universal a res-
nas, pesticidas, detergentes, desinfetantes, refinaria de 6leopeito da necessidade de monitorar continuamente o teor de
principalmente de papel e celuléde contaminantes quimicos nos cursos de 4guas naturais e nos ind-
Compostos fendlicos também estéo largamente presentes maeros efluentes industriais descarregados nestes recursos
natureza como componentes naturais da madeira (lignina e t&idricos**”. O tempo e o custo envolvidos com a deteccdo de
nino) e sdo responsaveis pelas propriedades organolépticaspgluentes ambientais (por exemplo, aquisicdo da amostra, pre-
cores de muitas frutas e flofesAssim, a qualidade dos ali- paragdo da amostra, analise de laboratério) tem imposto limita-
mentos pode estar relacionada com a presenca de substanciges no nimero de amostras que podem ser analisadas para um
fendlicas em sua composicédo, principalmente em bebidas alcateterminado projeto de monitoramento ambiéht& aumento
Glicas e sucos. na quantidade de dados analiticos tende a aumentar a
Varios fenoéis substituidos, como cloro e nitrofendis, sdoconfiabilidade nas decisdes de gerenciamento ambiental, por
altamente toxicos para o homem e organismos aquéfi€ds  aumentar a eficiéncia na caracterizacdo dos compostos poluentes
Estes dois grupos de fendis substituidos, séo os principais prein situ’ e caracterizar melhor os riscos ou ainda a eficiéncia
dutos de degradacéo de pesticidas organofosforados e fenoxios procedimentos de descontamindt4b A limitacdo no nd-
acidos clorados’. Mesmo em pequenas concentracéesmero das andlises tem criado uma demanda por tecnologias
(<1 ppm), os compostos fenolicos afetam o gosto e o odor danaliticas que possam permitir um aumento no nimero destas
aguas potaveis e peiXesMuitos destes compostos possuem analises num menor tempo e com custos acesshdis®
efeitos téxicos em animais e plantas, pois facilmente penetram Até o presente momento, andlises tanto de fenol como de
pela pele e membranas celulares, determinando um amplespécies fenélicas tém sido realizadas, principalmente, por meio
de métodos espectrofotométricos e cromatograficos (cromato-
grafia gasosa com ionizagdo em chama ou acoplada com
*e-mail: kubota@igm.unicamp.br espectrometria de massa; ou ainda, utilizando-se cromatografia
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liquida de alta eficiéncid}?% Entretanto, estas técnicas néo
permitem, facilmente, um monitoramento continuan “sit€,
pois sdo caras, lentas, necessitam de operadores bem treina-
dos, e em alguns casos, requerem etapas de extragdo ou pré-
concentracéo, que aumentam o risco de perda de afmdsitta

A necessidade de métodos analiticos mais versateis para o
monitoramento ambiental tem estimulado a produ¢do de uma
grande variedade de métodos analiticos. Os biossensores reve-
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lam grandes perspectivas quanto a sua utilizagcdo no
_monltoramento_ on-line” de_ _elfluentes (e OEJtFaS matnzesN de Figura 1. Intervalo de potencial 6timo para a operagéo de biossensores
interesse ambiental), possibilitando uma réapida adaptacdo NQgnperométricos. Ehidroquinona, E fenol e E 4-clorofenol sdo os
processos de tratamento. A incorporagédo de moléculas com athotenciais formais dos pares redox hidroguinona/quinona, fenol/radical
vidade biol6gica em metodologias analiticas tem aumentadeenoxi e 4-clorofenol/4-clorofenoxi, respectivaméhte

sensivelmente nos ultimos anos, obtendo sucesso nos mais

variados procedimentos analiticos, principalmente nos que vi- .
sam a area de controle ambiefi4i21.23-36 Dentre os materiais de eletrodo que podem ser usados para

Biossensores representam uma ferramenta promissora pafaCONStrucdo de biossensores amperométricos, os materiais
suplementar as técnicas existentes, devido as suas caracteristi€ég§Ponaceos tém sido os mais utilizados. Estes materiais po-
dnicas, tais como: seletividade; relativo baixo custo de construdem ser divididos em carbono ‘3/'”90| grafite pirolitico, pasta
¢d0 e estocagem; potencial para miniaturizagéo; facilidade dée carbono e grafite pompoﬁf&. ) . ,
automago e construgio de equipamentos simples e portéteis parg”S €nzimas redox tirosinase, lacase e peroxidase sdo as mais
um monitoramento dn sité¢ rapido. Entretanto, é necessario Utilizadas para a construgéo de biossensores amperomeétricos
enfatizar que estas ferramentas ndo podem e nio devem ser WR&ra fendis. Apesar destas enzimas possuirem diferentes meca-
tas como alternativas para técnicas analiticas classicas, mas sfiffmos de acéo, como sera discutido neste trabalho, suas atu-
como um complemento a elas, pois alguns biossensores aind0€s ém biossensores amperométricos para a deteccéo de com-
podem apresentar problemas de estabiliiade postos f~enollqo§ tém sido esquematizadas como uma sequéncia

Devido ao recente avanco nas areas de microeletronicdl® reacoes similares, conforme mostra a Figdfa 2
biotecnologia, fibras 6ticas, etc., a definicdo de um biossensor
evoluiu do conceito classico de um eletrodo associado a uma

enzima para uma variedade de métodos analiticos e dispositi- HLO 0, ou R0,
vos baseados em biocatalise ou bioafinidadentretanto, para
0s propositos desta revisdo, um biossensor sera definido como Tirosinase

um dispositivo analitico composto de um elemento biologico E,
de reconhecimento intimamente em contato com um transdutor.
Assim, um biossensor é um dispositivo que combina a
especificidade de um elemento biolégico ativo para o analito
de interesse com a sensibilidade de um transdutor para conver- CF
ter o sinal proporcional a concentragédo do andlito Chrea o
H& uma grande diversidade de configuracdes de biossenso- Ui
res para aplicagdes ambientais, e esta diversidade abrange os €
elementos de reconhecimento biolégico (enzimas, anticorpodiigura 2. Mecanismo das reacOes nos eletrodos modificados pelas
microorganismos, etc.), os transdutores fisicos (eletroquimicosenzimas para a determinagéo de compostos fendlices.eFrox sado
6ticos, acUsticos, etc.) e a metodologia analitica. Esta gama i formas reduzida e oxidada, respectivamente das enzimas; CF =
configuragdes confere uma grande versatilidade aos biossensg2mPosto fendlico.
res, que podem ser genéricos, dando uma indicagdo da presen-
¢a de um contaminante que tenha algum bioefeito (por exem- As moléculas de enzima na superficie do eletrodo sdo oxi-
plo, sensores de toxicidade) ou de um grupo de contaminante&kldas pelo oxigénio (no caso da tirosinase e lacase) ou
(ex.: pesticidas como inibidores de enzimas); ou ainda especperdoxido de hidrogénio (no caso da peroxidase), sendo em
ficos, fazendo vantagem da especificidade de uma biomoléculseguida reduzida por compostos fendélicos. Durante esta ultima
para uma determinada classe ou compdsto reacdo, os fendis sdo basicamente convertidos em quinonas e/
ou radicais livres, e esses produtos, usualmente eletroativos,
podem ser reduzidos na superficie do eletrodo em potenciais
préximos de 0 Ws ECS (Eletrodo de Calomelano Saturado).
Fendis podem ser determinados amperometricamente através Becorrente de reducdo medida € proporcional a concentracao
uma oxidacdo eletroquimica dirétd® Entretanto, este procedi- do composto fenélico na solugédo. A deteccédo do consumo de
mento possui uma série de desvantagens, principalmente, devidoQa ou H,O, € uma outra possibilidade de se monitorar a con-
uma alta sobrevoltagem. O alto potencial aplicado provoca umaentragdo dos compostos fendlicos. Entretanto, o método de
grande corrente de fundo, e consequentemente, um alto nivel dietec¢cdo dos fendis baseado na reducdo dos produtos gerados
ruido. Além disto, nas oxidagbes diretas de fendis, um grande nipelas reagBes enziméticas apresenta vantagens tais como:
mero de reacBes paralelas podem ocorrer levando, principalmen&mplicidade de construcdo e manuseio; protecdo do eletrodo
a formacéo de produtos poliméricos que passivam a superficie dmntra o acumulo de produtos poliméricos secundarios sobre
eletrodo. Biossensores amperométricos podem minimizar estes obsda superficie (passiva¢do), que usualmente sdo observados
taculos na determinacd@o de fendis, uma vez que operam com uturante oxidagdo eletroquimica direta de fenois; amplificacéo
baixo potencial aplicado em relacdo a um eletrodo de referénciaa resposta como uma consequéncia da reducdo de quinonas e/
onde mede-se a corrente gerada pela reacdo biocatalisada de oxida- radicais fenoxi ao composto fendlico inicial, além da
¢do ou reducgdo das espécies eletroativas na superficie do eletrogerformance dos eletrodos se enquadrar no intervalo de poten-
que de um modo geral, processam-se em potenciais ao redor dei@is 6timo para medidas eletroquimitaéFigura 1).
mV. Nesse potencial, a contribuicdo de espécies interferentes (fa- Os biossensores amperométricos para a determinacdo de
cilmente oxidadas ou reduzidds}*!é minimizada, Figura 1. compostos fendlicos tem sido construidos sobre a base de duas

Lacase E
X . red
Peroxidase

Eletrodo

E OO0 VVvsECS

BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS PARA FENOIS



Vol. 24, No. 1 Biossensores Amperométricos para Determinacdo de Compostos Fendlicos em Amostras de Interesse Ambiental 79

diferentes configuracdes princip¥is 1) eletrodos de grafite interesse ambiental, foram favorecidas & medida que os bios-
sélido com a superficie modificada, onde a enzima é fisicasensores desenvolvidos conseguiram melhores sensibilidade
mente adsorvida, covalentemente imobilizada ou retida com e estabilidade. Atualmenta,literatura mostra o emprego com
auxilio de uma membrana, e 2) eletrodos compoésitos com sucesso, destes biossensores em analise de fendis em aguas
material do eletrodo modificado, onde as particulas de grafitele ric®4¢*¢ analise de aguas superficidi®®*® e efluentes
s&o modificadas com enzimas, por procedimentos semelhantésdustriai$®5:
ao do eletrodo de grafite solido, e em seguida misturadas com
Oleos, resinas epoxi ou particulas de Teflon Biossensores a base de tirosinase
Entretanto, a maior parte das investigacdes sobre os mecanis-
mos dos biossensores enzimaticos foram realizadas usando ele-Tirosinases (polifenoloxidase, EC 1.14.18.1.) sdo enzimas
trodos de grafite solido, devido a uma maior sensibilidade. Adetraméricas, com uma massa molar na ordem de 120 kDa e
respostas relativas dos eletrodos de grafite modificados, comom dois sitios ativos por molécula. Cada um destes sitios
diferentes enzimas, para varios compostos fendlicos sdo apreonsiste em dois &tomos de cobre coordenados com
sentadas na Tabeld’1Pode-se observar que os eletrodos mo-histidinag’. As enzimas tirosinases estdo amplamente distri-
dificados com tirosinase usualmente apresentam melhores resuiuidas na nature¥a A tirosinase obtida a partir de cogume-
tados para a detecgdo de catecol, embora também possa ser ém-€ a utilizada na maioria dos estudos com biossensores
pregado para a analise de monofenois e difendis. Eletrodos mamperométricos. Esta enzima existe em multiplas formas, dis-
dificados com peroxidase possibilitam a determinacdo de untribuidas diferencialmente em vérias partes do cogumelo. Es-
namero maior de compostos fendlicos. A co-imobilizagdo desas formas podem apresentar diferentes caracteristicas
enzimas distintas, por exemplo lacase e tirosinase, também pesinéticas e termodinamic¥s
mite a determinagdo de uma gama maior de espécies fendlicas. A tirosinase exibe atividade hidroxilase (monofenolase) para
Apesar da resposta satisfatéria obtida com eletrodos sélidosnonofendis e atividade oxidase (difenolase) para o-difendis que
ha necessidade de alternativas para melhorar sua estabilidag&o convertidos a o-quinortd$® A tirosinase promove a
operacional e estocagem. Isto tem levado a um aumento naenversdo dos monofendis em duas etapas consecutivas, que
pesquisas e desenvolvimento de eletrodos compdsitos. O matenvolvem o oxigénio molecular, conforme mostram as equa-
rial compdsito é barato, facil de preparar e versatil, e apresentgdes 1 e 2. Na primeira etapa o monofenol é hidroxilado ao
como uma das principais vantagens a possibilidade de co-imseu correspondente o-difenol (a atividade hidroxilase da
bilizacao de enzimas, cofatores, mediadores, estabilizadores, etenzima). Na segunda etapa, o o-difenol € oxidado & sua cor-
Biossensores amperométricos modificados com medidfiores respondente o-quinona (a atividade difenolase da enzima), en-
tém sido um dos principais campos de pesquisa com eletroda@gianto que a enzima é oxidada de volta a sua forma nativa
enzimaticos. Ja que empregando-se mediadores, os eletrodos p®@lo oxigénio molecular.
dem ser operados em um potencial menor em relagdo ao requeri- o
do sem a presenca de mediador, reduzindo a possibilidade denol + ¥—leax g O, + catecol 1)
interferéncias na respofd’. Mediadores s&o substancias redox _ tirosinase
de baixa massa molar (tais como: ferroceno, hexacianoferrato, azGRt€col (0- benzenodiol) + ¥2,0———#
de metileno, quinonas, etc.), que facilitam a transferéncia de el@-quinona + HO &)
trons entre a enzima e o eletrodo. Um grande interesse tem sido o tqrie
dadp na construcdo e emprego destes eletrgdo.s, principalmgn;%versive§
devido aos recentes desenvolvimentos nas técnicas de imobilizgsqos relacionados aos estados de oxidagdo dos fons cobre
¢&o de mediadores e enzifta©s mediadores tém sido iNCOrPO- genominadosnet, deoxi e oxiO ciclo enzimatico da tirosinase
r.ados~ aos eletrodos por adsor¢do, oclusdo em filme pollmenccbara o-difendis, esquematizado na Figura 3, também pode ser
ligacao goyalente ou mlgturagos em pasta de carbono. representado pelas equacdes 3, 4 e 5
A maioria das investigagdes com biossensores amperomé-
tricos foram inicialmente otimizadas utilizando-se compostosTirosinasene; (Cly**) + o-difenol — Tirosinaseeoyi
puros. As andlises de compostos fenélicos em amostras d€uw?*) + o-quinona + 2H 3)

Eoder oxidante do oxigénio torna a reacao global
. A Ultima reacéo (equagédo 2) ocorre via trés es-

Tabela 1. Respostas relativa dos eletrodos modificados com diferentes enzimas para compostos fenélicos

Composto fendlico Resposta relativa (%)

Tirosinasé! Lacasé! Tirosinase/lacasé Peroxidas®
p-cresol 100 100 100 100
Catecol 3500 560 900 100
Hidroquinona 2 560 143
4-clorofenol 50 13 20 82
2-clorofenol 0,4 0 0 0
Resorcinol 1 3 0,5 33
Fenol 200 3 95 21
Terbutalina sulfato 0,4 1
2-amino-4-clorofenol 94 111 532
2,4-diclorofenol 76
4-cloro-3-metilfenol 159
Vanilina 71
3,4-dihidroxibenzaldeido 39
Acido3,4-dihidroxibenzéico 37
Tirosina 4

Para os eletrodos modificados com tirosinase, lacase e tirosinase coimobilizada com lacase, a concentragdo dos congmsstos fendli
na solugcdo tampao foi 1 mM, enquanto que 0,01 mM dos fenéis foi usado para o eletrodo modificado com peroxidase.
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Deoxi (Cu2?) o-quinona + 2H OH OH
o-difenol tirosinase OH
e
met (Cu,*) +120:
\koquinona firosinase eletrodo
Ooxi o-difenol + 2H
(Cu*...0%) reagbes @ <«——
secundarias °
Figura 3. Ciclo catalitico da tirosinase. !
L o L Figura 4. Mecanismo de transferéncia de elétrons de um eletrodo
Tirosinasegeoxi (Cp™) + Oy — Tirosinase modificado com tirosinase para a determinagdo de monofendis e/ou
(Cu*...0,%) (4) o-difenoéis.

Tirosinasey (Cw**...0,%) + o-difenol + 2H —
Tirosinasemet (C,*") + o-quinona + 20 (5) a imobilizagéio for otimizada. Parelladacol!®, utilizaram grafite
espectroscopico para a constru¢gdo de um sensor com tirosinase.
A monofenolase ocorre via a converséo da forma Tirosjgase A enzima foi imobilizada via reacdo com carbodiimida e adigcdo
para a forma Tirosinaggyipor monofendis com concomitante de polivinilpiridina previamente derivatizada com bromoetilamina.
producdo de o-quinona e agua. Em preparagdes frescas d@® biossensor foi usado para andlise de fen6is em amostras de
tirosinase de cogumelo predomina a forma Tirosigasem aguas superficiais, e os resultados foram comparados com 0 mé-
estado monofenolase inativo, enquanto que a forma Tirogjpnase todo oficial para determinacdo de fenol, baseado na reagdo com
estado monofenolase ativo, existe apenas em pequenas propdraminoantipirina. Os autores encontraram uma boa correlagéo,
¢6es$5°7 Isto explica porque a velocidade inicial de reagdo pareentre os resultados obtidos com o biossensor e 0 método oficial,
monofendis é muito lenta, a menos que um doador de dois elgara as amostras estudadas.
trons adequado proporcione a conversdo da enzima ao estadoWang e Cheff descreveram um biossensor amperométrico
monofenolase ativt5°’. para monitoramento remoto de compostos fendlicos que con-
Os esforgos para usar tirosinase como uma ferramenta angiste em um eletrodo enzimatico a base de tirosinase conectado
litica para a determinacéo de fenois e catec6is com transdu¢@um cabo de comunicacdo. Os limites de deteccdo para cresol
eletroquimica iniciaram em 1977 com o trabalho de Macholan2x10” mol L) e fenol (3x10 mol L) foram similares aque-
e Schanéf. Desde entdo, muitos biossensores baseados eies obtidos com biossensores a base de tirosinase convencio-
tirosinase tém sido elaborados para a determinagdo de fenahis (ndo remoto&f®6%76 Os autores observaram uma alta
envolvendo varias formas de deteccéo eletroquimica: detec¢g&ensibilidade num amplo intervalo de pH (4,5-6,5), que é a
do consumo de oxigém&® reducéo direta da o-quinona ge- faixa relevante para a maioria das amostras de aguas naturais,
rada*3561"1e reducido mediada da o-quinGh& para valores de pH mais altos houve um decréscimo na respos-
O principio da detec¢do do consumo de oxigénio estd basea. Quando este eletrodo foi utilizado em amostras de rios e de
ado no eletrodo de oxigénio de Clark, ao qual é incorporaddencéis freaticos, contendo cresol e fenol, as respostas foram
um biocatalisador que utiliza oxigénio na presenca de unmenores que as observadas em solucdo tampédo. Tal diferenga
substrato especifi¢h A presenca do analito causa um decrés-na resposta do eletrodo foi atribuida & efeitos da matriz (par-
cimo na corrente monitorada pelo eletrodo enzimatico. Estesicularmente a presenca de metais pesados). Contudo, os auto-
eletrodos apresentam a desvantagem de terem sua respostari@s sugerem que procedimentos de calibragdsitu” podem
fluenciada por flutuagbes na concentracdo de oxigénio dissoker utilizados para minimizar os efeitos da matriz, e deste
vido, resultantes de variagbes no pH, temperatura, forca ibnicenodo, o reconhecimento biolégico, acoplado ao baixo poten-
ou pressdo parcial. cial de operacédo (0 V vs Ag/AgCl) pode permitir a selegédo de
A reducédo eletroquimica dos intermediarios quinonas daanalitos fenélicos em matrizes ambientais complexas.
reagdo enzimatica proporciona vantagens de ativagdo da enzima Wang e Chef? descreveram uma nova estratégia para au-
e da reciclagem eletroenzimética de catecol (um segundementar a sensibilidade de eletrodos modificados com tirosinase,
substrato enzimatico e ativador da enzima), dando origem haseada num processo de acumulagédo biocatalitica. Tal rota de
uma amplificagio do sin¥t356366.7%.75conforme mostra a Fi- bioacumulag&o consiste em separar o bioreconhecimento e a
gura 4. Devido a estas vantagens, este principio € o maisansducdo do sinal no dominio de tempo, permitindo assim, a
empregado nas andlises com os biossensores amperométricsumulagdo dos produtos quinonas (sobre condigbes de circui-
para fenois, tanto em solventes aquosos como organicos. Aléto aberto) antes da sua quantificagdo cronoamperométrica. Essa
disso, a etapa de eletro-redugdo pode tornar-se mais eficienéstratégia difere dos procedimentos de amplificagdo por rege-
sobre superficies cataliticamente ativas, um fato que pode sereracdo do substrato baseado nos sistemas multienzirfiéticos
possivel se um mediador adequado for incorporado sobre au na adicdo de redutofésA resposta analitica obtida por
superficie do eletrodo. Supbe-se que este efeito de amplificaeste processo, é substancialmente maior do que a obtida para
Gao é responsavel pelos baixos limites de detecgéo reportadbfossensores analogos sem bioacumulacédo. Estes autores de-
para fenol e o-difendt3%6366.71.750s mediadores ou modifi- monstraram que a reagéo biocatalitica, e ndo a acumulagéo, é
cacOes de superficie de maior sucesso para tal gopésito séoaoresponsavel pelo incremento da resposta. Foi observada uma
tetracianoquinodimetano (TCN@G)e metilfenazonit’. amplificacdo do sinal de 28 vezes para 3 min de bioacumula-
Eletrodos enzimaticos a base de tirosinase tém sido utilizagdo. Os autores também investigaram a aplicabilidade desta
do para a determinacdo seletiva de fendis em matrizesstratégia na determinagdo de fendis em amostras de interesse
ambientai$?6:8:65.66.69.76-18 Tais dispositivos sdo comumente ambiental, obtendo uma resposta bem definida para as amos-
baseados na deteccdo amperométrica redutiva das espécieas de dgua potavel e de lengéis freaticos, apés um tempo de
quinonas liberadas. Para este proposito, a tirosinase € imobilbioacumulagdo de 1 min.
zada sobre a superficie do transdutor ou incorporada (mistura- Também é descrita na literatura a incorporagdo de varios
da) dentro de uma matriz pasta de carbono. aditivos em biossensores a base de tirosinase para aumentar a
Recentemente foi demonstrado que para andlises de amostrastabilidade e sensibilidade para a determinagdo de compostos
reais®, a confiabilidade dos sensores para fenol pode melhorar senélico$3:29:34.82,83
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Biossensores a base de lacase Composto-| CFo
H,0 Fet=0, R*

As lacases sdo cuproproteinas do pequeno grupo de enzimas CFox
chamadas cupro-proteinas azuis, cuprooxidases azuis ou ainda Composto-Ii
apenas oxidases azuis. Os outros membros deste grupo sédo a Fe*=0
ascorbato oxidase, a ceruloplasmina e a fenoxazinona CFred
sintetas8*® A molécula de lacase, é uma glicoproteina H,0, _
dimérica ou tetramérica, que usualmente contém quatro &to- FIRP ativa Chox
mos de cobre por mondémero, ligados a trés sitios redox, os H,0

quatro atomos de cobre diferem entre si por seus estados de ) » ) ) )

oxidacdo (tipo 1, 2 e gfj Este tipo de enzima encontra-se Figura 5._(_3|c|o cat_alltlco da en2|m§_perOX|dase (HRPY. Rradical

amplamente distribuida na natureza, mais de 60 tipos de lacasBtoporfirina. CF= composto fenclico.

foram isoladas a partir de plantas, insetos, bactérias e fungos.

Embora os centros de cobre sejam similares para todas as A peroxidase de raiz forte (HRP, do inglés horseradish pe-

lacases de fungos, diferencas significantes nas propriedadé¢exidase) tem sido a mais frequentemente utilizada, devido

termodinamicas e cinéticas sdo observadas em fungdo d@incipalmente a sua alta estabilidade por longos periodos de

microorganismo de origeth tempo a temperatura ambiente e em um amplo intervalo de
As lacases sdo fenol-oxidases, que catalisam a oxidacdo d¥H; além de ser relativamente barata e disponivel comercial-

varias substancias arométicas (particularmente mono, di &ente em diferentes graus de pureza.

polifendis) e inorganicas com a concomitante reducdo de oxigé- A reagdo enzimatica da peroxidase (HRP) ocorre em trés

nio para agua. O ciclo catalitico das lacases compreende tr@apas distintas, como mostram as equagoe¥ €:8

principais passos: 1) reducdo do cobre tipo 1 pelo subtrat +

(analito); 2) transferéncia eletrdnica interna do cobre tipo 1 parj:dRP (F€") + H0, —~ Composto-I + HO ©
0s cobres tipos 2 e 3; 3) reducdo de oxigénio molecular par, 1+ 1+ AH

agua através de sua interagdo com os cobres de tip682En8 Composto-l + AH . Composto-Il + Al (7
geral, as lacases apresentam baixa especificidade para @mposto-Il + A — HRP(FE") + AH + H,0 (8)

substratos redutores, quando comparada com sua alta preferén-
cia pelo Q@ como substrato oxidante. A oxidagdo dos substratos Na primeira etapa, a enzima reduzGd formando um com-
redutores tipicamente envolve a formacéo de radicais livres, apdsosto oxidado intermediario (Composto-l). A forma oxidada
a transferéncia de um elétron para a lacase. O radical pode sda enzima é entdo, reduzida a sua forma nativa em duas eta-
frer uma oxidacdo catalisada pela lacase (por exemplo, formgras, sendo que em cada etapa uma substancia organica é oxi-
quinonas a partir de fenol) ou reagir por rotas ndo enzimaticadada. A Figura 5, ilustra o ciclo catalitico da HRP.
(exemplo, polimerizaca®}®+88 Ruzgas e cdl’, fizeram uma revisdo sobre as propriedades
Apesar da lacase e da tirosinase serem cupro-proteinas qeataliticas, estruturais e eletroquimica de peroxidases. Quando a
catalisam a oxidacdo de compostos fendlicos, a suaenzima peroxidase esta imobilizada na superficie de um eletrodo,
especificidades e mecanismos sdo distintos. A tirosinases intermediarios oxidados da enzima, Composto-l1 e Composto-II,
catalisa a hidroxilagdo de monofendis para catecois, os quaiodem ser reduzidos de volta ao seu estado nativo por dois cami-
séo oxidados a o-quinonas. Esta enzima ndo apresenta ativihos: uma transferéncia de elétrons direta ou medi¥tibla trans-
dade para a oxidacdo dmra e metabenzenodidis e seus feréncia de elétrons direta as formas oxidadas da enzima s&o redu-
derivados substituidos. A lacase, por outro lado, podezidas por elétrons doados do préprio eletrodo, principalmente se
catalisar a oxidagédo destes compostos, assim como, de orteste for grafitt®3 J& na transferéncia mediada de elétrons, a
benzenodibis e fenol. Entretanto, os produtos de reacdo forenzima recebe elétrons de substancias doadorag, (éd¢tno por
mados durante a atuacgdo da lacase ainda ndo sdo completxemplo fendis, aminas aromaticas, ferroc&3$* Na presenca
mente conhecidos em detalfies de uma substancia doadora de elétrons a enzima é regenerada e as
Yaropolov e cof!, demonstraram que a resposta ampero-espécies AHformadas sdo reduzidas eletroguimicamente no eletro-
métrica para compostos fendlicos, utilizando biossensores do, resultando em uma corrente de reducéo proporcional a concen-
base de lacase, é muito estavel, permitindo a utilizagdo d&agfo da substancia doad8raD mecanismo de transferéncia de
andlises em fluxo, com uma frequéncia superior a 40 amostraglétrons mediado em eletrodos modificados com peroxidase € mos-
h sem nenhuma queda na atividade de lacase. trado na Figura 6. E conhecido que uma alta concentracéo de
Bier e col®® utilizaram a capacidade da lacase de oxidarperéxido pode levar a uma forma inativa da peroxfdase
varios substratos fenélicos, para determinar uma série de Deste modo, os fendis podem atuar como doadores de elé-
aminofendis e catecolaminas. Wang e *Lirdemonstraram a trons na reacéo da peroxidase com peréXfdasendo este o
utilidade de biossensores com lacase na determinacéo de comrincipio da utilizacdo de eletrodos modificados com peroxidase
postos fendlicos em meios organicos, utilizando anélises erpara a detecgdo de espécies fendlficds®°7 Ruzgas e cof’,
fluxo. Rella e coP?, fazendo uso da alta termo-estabilidade dademonstraram a possibilidade de utilizar os eletrodos de grafite
lacase desenvolveram um biossensor capaz de operar na faigélido e de pasta de carbono modificados com HRP para a de-
de 35-55°C. Este sensor também pdde ser operado em umterminacdo de fendis e compostos relacionados. Os autores ob-
ampla faixa de pH (4-8) e apresentou reprodutibilidade duranservaram que os compostos fenolicos oxidados pela peroxidase

te mais de 4 meses. na presenca de peréxido podem ser eletroquimicamente reduzi-
dos em eletrodos de grafite sélido e em pasta de carbono. Entre-
Biossensores a base de peroxidases tanto, a reducéo eletroquimica dos radicais na superficie da pas-

ta ndo foi efetiva. Uma rapida reducao eletroquimica dos radi-

Esta classe de enzimas é assim denominada devido amis é muito importante para a obtencédo de eletrodos estaveis e
peroxido de hidrogénio ser o seu principal substrato. Assensiveis. Nesse sentido, a adsor¢do de peroxidase sobre eletro-
peroxidases constituem uma ampla classe de enzimas, qums de grafite sélido promoveu um melhor performace. Entre os
encontram-se extensivamente distribuidas no reino animal e v&20 compostos fendlicos testados por estes autores, o biossensor
getal. As peroxidases sdo hemeproteinas Igsitio ativd® Fe a base de peroxidase apresentou uma maior sensibilidade para
protoporfirinico) com um ciclo catalitico comdfn conforme  0s compostos 2-amino-4-clorofenol (85 nAtmM™) e 4-clo-
esquematizado na Figura 5. ro-3-metilfenol (14 nA cif uM™).
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Composto - | corrente de estado estacionario pa®Hdifere significativa-

(Fe**=0, R") mente entre as diferentes peroxidases, o que indica diferencas
Moo na habilidade em receber elétrons das substancias doadoras de
<J d elétrons. Estes biossensores mostraram resposta em fluxo para
H,O Moy e varios compostos fendlicos, entretanto o perfil de seletividade
Composto- II varia significativamente entre as peroxidases de diferentes ori-
t (Fe'=0) gens bioldgicas.
Ho Munteanu e col! usaram HRP, TOP e peroxidase de amen-
H, 0, M e doim (PNP) na construgéo de eletrodos para a detecc¢éo de fenois
QM ! e aminas arométicas. Foi verificado que a estrutura do substrato
ox € afeta a reatividade da enzima, indicando que peroxidases de
HRP origens diferentes apresentam diferengas significativas na sensi-
(Fe*) bilidade. Os limites de deteccdo de 10 nmdlgara determina-

¢do de o-aminofenol e o- e p-fenilenodiamina conseguidos com
Fi ) N , . o eletrodo modificado com a peroxidase de tabaco, prometem
igura 6. Mecanismo de transferéncia de elétrons mediada (por o L ~ .
exemplo, por fenol) em eletrodos modificados com peroxidagee M progressos na Sen?"b'“gade € limite de detep_gao destes blosgen-
Meq S&0 as formas oxidada e reduzida do mediador, respectivamenSOreS para determinac@o de poluentes fendlicos. Neste sentido,
te. R = radical protoporfirina os esforcos futuros estdo sendo focados sobre arranjos de bios-
sensores, usando diferentes peroxidases que possibilitem
descriminar as estruturas dos diferentes poluentes.

O mecanismo de agédo direta e mediada de um biossensor a A sensibilidade dos biossensores a base de peroxidase para a
base de HRP, também foi estudado por Ruzgas &ceim-  deteccdo de fenol é limitada pela corrente produzida pela trans-
pregando compostos fendlicos, tais como, p-cresol, fenol e pferéncia de elétrons direta entre a enzima e o eletrodo na pre-
clorofenol. Os autores observaram que a transferéncia de el€enca apenas de per6xiti®’, sendo interessante uma diminui-
trons direta entre a peroxidase e o grafite € um processo lenigio neste processo para aumentar a sensibilidade do biossensor
e reafirmaram a eficiéncia do processo mediado. Analisando gara fenol. Kubota e c8f descreveram a imobilizagdo de HRP
reducdo dos Compostos-l e Il (equagdes 6-8) por ambos Osobre silica gel modificada com éxido de titanio e seu uso no
mecanismos simultaneamente, os autores concluiram que @gsenvolvimento de um biossensor a base de pasta de carbono.
moléculas de HRP sobre a superficie de grafite ndo estéo iguak transferéncia de elétrons direta da reducdo de perdxido de
mente envolvidas nos dois processos, e calcularam que somefidrogénio por HRP foi bloqueada quando imobilizada sobre
te 40% das moléculas de HRP adsorvidas séo capazes de paflica-titanio, rendendo ao biossensor uma alta sensibilidade para
ticipar na redugdo bioeletrocatalitica direta g fenol em um potencial aplicado de 0 m¥ ECS. O biossensor

Tem sido verificado que durante a determinagdo de compostagostrou um intervalo de resposta linear entre 10 araol L™
fendlicos, em analises em fluxo (FIA), com eletrodos modifica-de fenol, com um tempo de resposta de cerca de 3 s.
dos com HRP, uma fonte continua dgObklresulta em uma cor- A estabilidade do biossensor desenvolvido por Kubota & col.
rente de estado-estacionario devido a redugdo eletroquimica dai menor comparada a obtida com a peroxidase imobilizada
peroxidase, aparecendo um pequeno pico sobre o topo da correfiretamente sobre grafite, provavelmente devido ao seu ambien-
te de background, quando um composto fendlico € injetado, dae. Entretanto, num estudo sobre a influéncia de aditivos na
vido a redugéo mediada da peroxidase. Esse comportamento sgensibilidade e estabilidade deste biossensor, verificou-se que a
gere que uma fracdo de moléculas de HRP esta adsorvida @dicdo de albumina de soro bovino e principalmente DNA me-
ligada de uma forma que proporciona uma transferéncia de eléhoraram o tempo de vida do biossensor, e que a incorporagéo
trons direta efetiva, enquanto que outras moléculas HRP estéfe DNA, além de grande aumento da estabilidade do biossensor,
mais distantes ou orientadas de modo que as torne disponivglelhora também a sua sensibilidade para fénol
apenas para transferéncia de elétrons metiidtia

Na busca de eletrodos modificados, com peroxidase, Congjossensores bienzimaticos
maior sensibilidade e melhor limite de detecg¢do, Lindgren e
col.® estudaram diferentes técnicas de imobilizacdo da enzima |Lacase e tirosinase sdo oxidases que contém cobre e
na superficie de grafite sélido, incluindo adsorcéo e ligagdaatalisam a reducdo de oxigénio molecular por diferentes doa-
covalente. Neste estudo os autores verificaram que os biosseflores de elétrons, como por exemplo, compostos fendlicos. A
sores preparados com grafite previamente submetido a trataxidacdo de fendis por essas duas enzimas pode ser represen-
mento térmico apresentaram um menor ruido e melhores limiteada pelas equagées 9 e 10:
de deteccdo e sensibilidade. O tratamento térmico ativa a su- o
perficie para reducéo bioeletroquimica direta d@£f. Quan-  fenol + % Q —1°N3% g catecol + 12 @
do os eletrodos foram preparados usando glutaraldeido, adirosinase | .
deteccdo de $D, foi mais efetiva do que a de fenol. A esta- o-quinona + HO ©)
bilidade dos eletrodos com a enzima acoplada covalentemeni¢y h_penzenodiol + ¥ O—lacase g
(com carbodiimida) foi igual a dos eletrodos com a enzimag m p-quinona + bD (10)
adsorvida. Independente do método de preparagéo, os eletro-
dos apresentaram inicialmente um rapido decréscimo na cor- A especificidade de substrato e o mecanismo das duas
rente de estado estacionario pargOf e a resposta para p- enzimas sdo diferentes, mas suas acbes em biossensores para a
cresol foi aproximadamente constante por duas semanas. deteccdo de compostos fendlicos sdo baseadas na deteccdo

Lindgren e coPf® também investigaram a utilizacdo de amperométrica do produto formado na reacéo enzimatica. As-
peroxidases de diferentes origens para a construcéo dos eletrsim a co-imobilizacdo de lacase e tirosinase sobre o material
dos para a deteccdo de compostos fenolicos. Foram utilizadai eletrodo permite a deteccdo de um nimero maior de com-
peroxidase de raiz forte (HRP), peroxidase At¢thromyces postos fendlicod.
ramosus(ARP), peroxidase de so{&BP), cloroperoxidase de Cosnier e cot®, buscando aumentar a sensibilidade, para a
fungo Caldariomyces (ChIP), lactoperoxidase de leite de vac@eterminacdo de fenol, dos biossensores a base de polifenol
(LP) e peroxidase de tabacijcotiana SylvestriTOP). Foi  oxidase (PPO), co-imobilizaram HRP e PPO sobre a superficie de
observado que a relagdo entre a resposta para p-cresol eum eletrodo e usaram o sensor bienzimatico resultante na presen-
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¢a de HO,. A associacdo do sistema HRPEH ao PPO induz  modificado construido combinando-se dimetilferroceno, grafi-
uma amplificacdo da sensibilidade e uma extensdo do intervalte em p6 e 6leo mineral, foi feita a deposicdo do extrato con-
linear da curva de calibragdo. Os dois fendmenos produzindo estendo a enzima através de ligacdo cruzada com glutaraldeido.
efeito foram a maior eficiéncia do sistema HRf®Fem gerar o-  As vantagens desta técnica de preparag¢do foram uma resposta
quinona a partir de catecol devido a maior atividade especifica Epida, baixo custo e estabilidade do biossensor que pode ser
menor massa molar de HRP comparado a PPO, e o aumento dperado por até 3 semanas. Em termos de resposta para
conteddo de oxi-tirosinase, com a presenca de pef8kidoe é  detecgdo de fenol, o biossensor desenvolvido foi menos sensi-
a Unica forma de PPO ativa na ortohidroxilagdo de fenol e sumel que outros biossensores previamente reportados baseados
subsequente oxidacdo a o-quintha em SBP ou HRP purificadas ou sobre extrato bruto de batata
docé!® que tém limites de detec&o no intervalo de micromol
para fenol, o que pode ser devido a baixa atividade do extrato
de enzima utilizado na investigag&o.

Em vez de tentar estabilizar enzimas purificadas em confi- Signori e Fatibello-Filhb® desenvolveram um biossensor
guracOes de biossensor, uma alternativa pode ser o uso ¢wra substratos fendlicos utilizando como fonte enzimatica ex-
células inteiras, tecidos ou organéfds% Deste modo, as trato bruto de polifenol oxidase, oriunda de diversos vegetais e
enzimas estdo em seu ambiente natural com todos os estabifrutas, imobilizado com glutaraldeido, sobre uma membrana de
zadores e ativadores necessarios. Materiais ricos em tirosinaseetato de celulose de um eletrodo de oxigénio. Os autores con-
e polifenol oxidase em combinacdo com pasta de carbono temluiram que o extrato bruto de inhamfocasia macrorhiza
sido muito utilizado, e alguns exemplos deste tipo de eletroddoi a melhor fonte de polifenol oxidase, devido a sua estabilida-
s&o mostrados na Tabel¥2°7'2 Esta tabela é um indicativo de e atividade (U mY. O biossensor que respondeu preferen-
da potencialidade destes diferentes materiais bioldgicos naialmente a pirogalol e catecol, apresentou um tempo de respos-
construgdo de biossensores para compostos fendlicos, embaiaa de 1-4 minutos e um tempo de vida Gtil de no minimo duas
ainda pouco empregados em amostras de interesse ambientaémanas. Os autores mostraram a aplicabilidade deste biossensor

Forzani e col!® determinaram derivados de fenol empre- em andlises de compostos fendlicos em efluentes industriais,
gando tecidos de pera, batata, amendoim e fungos. Os biossesncontrando resultados concordantes com a determinacdo de
sores apresentaram boa reprodutibilidade e baixos limites diendis por espectrofotometria de absor¢cdo molecular.
detecgdo. Canofeni e c¥. utilizando um sistema em fluxo e
tecidos de batata e fungos, determinaram fendis em amostr@iossensores a base de microorganismos
de interesse ambiental com boa reprodutibilidade.

Biossensores a base de tecidos animais ou vegetais

Biossensores usando células, usualmente chamados sensores
microbianos, exploram as fun¢des metabdlicas dos organismos
vivos tais como bactérias, leveduras e fungos para medir

Vieira e Fatibello-Filhdé** desenvolveram um biossensor poluentes. Sensores microbianos podem ser considerados como
para fenol baseado em extrato bruto de batata doce contendina forma de bioensaio em que o organismo estd combinado
tirosinase. O biossensor foi construido pela imobilizagdo decom um transdutor adequado. As vantagens de usar esses ma-
extrato bruto de batata doce com glutaraldeido e albumina deeriais em vez de enzimas purificadas é que células podem ser
soro bovino sobre uma membrana de um eletrodo de oxigénidacilmente isoladas da natureza (rios, sedimentos, solo, etc.).
Os autores empregaram com sucesso 0 biossensor desenvoldlém disso, sensores microbianos sdo menos sensiveis a inibi-
do em analises de efluentes industriais. ¢ao por outros compostos presentes na matriz, sdo mais tole-

Bassi e McGrath®, prepararam um biossensor baseado emrantes a variacdes de pH, temperatura e geralmente tem maior
extrato da casca da semente de soja contendo peroxidase, que @egnpo de vida. Entretanto, algumas limitacdes inerentes aos
monstrou resultados promissores na determinacdo de fenol. Sobres@nsores microbianos séo os tempos de resposta mais longos e
superficie de um eletrodo de pasta de carbono quimicament@enor seletividade do que a obtida com enzimas isoladas,

Biossensores a base de extratos brutos

Tabela 2. Biossensores amperométricos para analise de compostos fendlicos a base de tecidog® células

Tecido/célula Enzima(s) Analito s Ag/AgCI Referéncia
(pH)
Cogumelo tirosinase Fenol (0,16-15 ppm) 0,2V 72
(7.5)
Banana Polifenol oxidase Dopamina (5-@M), -0,2V 107
Catecol, L-dopa, (7,4)
epinefrina, hidroquinona
Banana ou polifenol oxidase Dopamina (0,441M), +0,1 V 108
Cogumelo ou tirosinase L-dopa, Norepinefrina (7,4)
Banana Polifenol oxidase Dopamina, epinefrina, -0,2 V 109
Norepinefrina (4,5)
Cogumelo tirosinase Fenol, p-cresol, -0,2 V 109
p-clorofenol (5,0)
Beringela Polifenol oxidase Dopamina (50-2aM) 0,2V 110
L-dopa (100-600uM) -(7,0)
Catecol (5-45uM)
Espinafre Catecol oxidase Dopamina (2-16Q), -0,2V 111
L-dopa, norepinefrina (8)
Espinafre Polifenol oxidase Dopamina (50 mM-?) -0,2V 112
(7,4)

Composicdo dos eletrodos

: grafite em p6 e 6leo mineral
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devido a variedade de processos metabdlicos ocorrendo em urglinico, biolégico e ambiental. Isso justifica o grande interesse
célula viva. Os principios deste tipo de biossensor, bem comao desenvolvimento de biossensores em diversas areas.
as caracteristicas envolvidas em sua constru¢do e aplicacdo, Entretanto, certas considera¢fes praticas devem ser levadas
foram revisado$:1” em conta para a aplicagdo de biossensores no monitoramento
Sensores eletroquimicos microbianos usualmente consisteffon-ling’ de espécies fendlicas, por exemplo, os biossensores
de uma membrana contendo microorganismos imobilizados emecessitam de condi¢gbes brandas de temperatura e pH para
contato com um dispositivo eletroquimico. O transdutor podemanter o elemento biolégico ativo. Além disso, para maximizar
detectar o consumo de oxigénio ou o aparecimento/desapare@-resposta de um biossensor, as condicdes de operagcdo devem
mento de um metabdlito eletroquimicamente ativo. Sensoreser otimizadas com respeito ao pH, temperatura e forga idnica.
eletroquimicos microbianos também tém sido desenvolvidodsto faz com que o uso de biossensores para monitoramento de
para a detecdo de compostos fendfith¥! fendis ‘in-situ” ainda n&o tenha atingido todo o seu potencial
Riedel e col?® utilizaram espécieRhodococcusmobiliza- de atuacdo. Tem sido demonstrado que a combina¢do da técni-
das por oclusdo e aplicadas a um eletrodo de oxigénio paraca de andlise por injecdo em fluxo (FIA) com biossensores
determinacdo de fenol e clorofendis. Para aumentar a seletivinelhora o desempenho dos métodos analiticos. Esta combina-
dade e sensibilidade do sensor microbiano, o sensor foi prédo tem sido empregada para a investigagdo com muitos dos
incubado no substrato teste. A especificidade estudada por ifossensores amperométricos para compostos fendlicos que tém
jecdes de fenol junto com seus cloroderivados mostrou que sido desenvolvidos visando o monitoramento ambiental.
sensor com drRhodococcugoi mais sensivel para monocloro- Os problemas de falta de estabilidade operacional,
fendis do que para di ou tri clorofenois. estocagem e sensibilidade (exceto para os melhores substratos
A maioria dos sensores microbianos para féndt?>?4e  da enzima) dos biossensores para fendis tém sido contornados
seus derivados cloradd&!?*foram baseados em sistemas com através de modificacdes que podem ser desde a etapa de cons-
solventes aquosos e empregando eletrodos para oxigénio comtugdo dos biossensores, como materiais de eletrodos, diferen-
vencionais do tipo Clark. tes técnicas de imobhilizagdo do componente bioldgico, adigédo
Bachmann e cof?® utilizaram células induzidas de de mediadores, estabilizadores, até a analise em si. Dessa for-
Pseudomonas putidBSM 48 imobilizadas sobre eletrodo para ma, a literatura dispée de muitas publicagGes considerando
oxigénio de Clark para desenvolver um sensor microbiano parbhiossensores amperométricos que atingiram os limites de
fenol, acido benzodico e derivados clorados, que pode ser usadieteccdo necessarios para analise de amostra de interesse
em agua e n-hexano. O melhor desempenho deste sensor foi @mbiental. Porém, nas andlises em amostras reais, um
termos de sensibilidade, estabilidade operacional e armazenageparametro também importante é a eliminagédo de interferentes.
comparando-se com outros sensores microbianos reportados. EIn alguns casos, este fato tem levado a utilizagcao de sistemas
sensor apresentou resposta linear até uma concentracdo de fenwis robustos, que de um modo geral sdo menos sensiveis, ou
de 50 pumol L? e um limite de deteccdo de Opimol L. novos métodos de compensacao de sinal, que sdo os objetivos
Monoclorofenodis foram detectados até uma concentracdo dée muitos esforgos para aumentar a versatilidade dos biossen-
8 umol L't com uma forte dependéncia do substrato usado n@ores amperométricos.
cultivo da célula. O desempenho do sensor em n-hexano mos- Para que tais biossensores sejam uteis em analises
trou maior sensibilidade comparada com a obtida em tampaambientais, é necessario melhorar os mecanismos de transdugao
Tris, entretanto a estabilidade operacional foi menor. Esse combinar tais progressos com a escolha das sequéncias de
mesmo trahlho'?® descreve outro biossensor que foi desenvol-reacdes biolégicas em novos materiais na transducdo
vido baseado na imobilizacdo dos microorganismos diretamenteletroquimica. Contudo, a configuragdo final depende da ma-
sobre a superficie silanizada do eletrodo, e apresentou caracteiz analitica.
risticas similares ao anterior em termos de sensibilidade e esta- O emprego de arranjos de eletrodos modificados com dife-
bilidade, com um réapido tempo de equilibrio (5 minutos). rentes enzimas (seletivas para determinados compostos
Rainina e col'® descreveram um sensor baseado em célufendlicos) e diferentes processos de imobilizacdo, assim como
las microbianas imobilizadas em alcool polivinilico na forma o tratamento dos dados experimentais através de métodos
de criogel. O biossesnor foi desenvolvido pelo uso de célulaguimiométricos (PLS, redes neurais), desponta como uma gran-
de Pseudomonas putid&FS-8 que foram cultivadas em meio de perspectiva para a determinacdo simultan&a situ” de
LB e transferidas para um meio com fenol como Unica fontetodas as espécies fendlicas presentes em amostras de interesse
de carbono. Este biossensor permite a determina¢do de fenambiental. Esta possibilidade é de grande interesse nos estudos
no intervalo de concentragdo de 0,1-1 m§ IO tempo total  de toxicidade e tratamento de efluentes industriais.
para andlise foi 5 minutos e o0 mesmo biossensor p6de ser Os progressos conseguidos em relacdo a estabilidade dos
utilizado para determinar fenol por no minimo 10 vezes, senddiossensores para fendis através da incorporagdo de aditivos,
gue apos cada uso, é necessario lavar o eletrodo por pelo mermmsncipalmente o DNA, sdo bastante promissores para aplica-
10 min. Para avaliar a aplicabilidade do biossensor, fenol fogdo destas configuracbes em situagcbes que requeiram
medido em solugbes modelo de multicomponentes, similares monitoramento continuo, possibilitando o monitoramento re-
aguas residuais. Solugdes de anilina, acetofenona, dimetilfenimoto em futuro breve.
carbinol, acetona, cumeno, e cloreto de aluminio, isoladas ou
em combinag¢do com fenol foram usadas como substratos paGRADECIMENTOS
as células imobilizadas. Dentre esses compostos apenas a
anilina influenciou a determinacdo de fenol causando uma di- Os autores agradecem ao CNPq e FAPESP pelo apoio financeiro.
minuicdo na velocidade do consumo de oxigénio.
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