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BIOSENSORS BASED ON THE ENZYMATIC INHIBITION PROCESS. Fast, selective, reproducible and reliable detections have
been carried out by using enzymatic biosensors in several areas. The enzymatic biosensors based on the inhibition represent an important

role in analytical chemistry. Enzymes like cholinesterases, peroxidases, tyrosinases, etc. have been immobilized on electrochemical and
optical transducers and the enzymatic activity decreasing in the presence of the inhibitor is related with its concentrations. This article
presents a review on the enzymes used on the construction of these sensors, emphasizing the respective applications.
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INTRODUCAO

Os biossensores sdo sensores modificados com material biologico
intimamente ligado a superficie de um transdutor.'> Quando este material
€ uma enzima, estes sensores sao denominados biossensores enzimaticos,
que, entre outros, podem fazer uso da atividade enzimdtica como sinal
analitico a ser monitorado.>* Dentre os variados tipos, merecem destaque
aqueles em que o monitoramento do analito € baseado no principio de
inibi¢do da enzima, na qual a atividade € medida antes e apds a inibi¢do.
Este processo € efetuado pela exposi¢do da enzima a um inibidor especi-
fico, por um determinado tempo, sendo que a porcentagem de inibi¢do
sofrida pela enzima estd quantitativamente relacionada com a concen-
tragéo deste agente inibidor.> Estes biossensores tém sido empregados
em diversas dreas do conhecimento, como medicina, biologia, quimica,
fisica e farmacia, bem como em distintos setores de aplicac¢ao, tais como
monitoramento ambiental, medicina, setor militar, industrial e de sau-
de.®? A grande aplicabilidade estd relacionada as vantagens referentes
aos biossensores, podendo-se destacar: sensibilidade, respostas rapidas
e baixo custo, alta especificidade, detec¢@o de baixas concentra¢des do
analito, nimero varidvel de enzimas disponiveis comercialmente, além
de uma variedade de metodologias empregadas na construgio destes
sensores bioldgicos. A tecnologia atualmente empregada na construgio
de transdutores eletroquimicos, aliada aos diversos métodos analiticos
descritos na literatura, vem colaborando sobre-maneira com o fortale-
cimento desta drea especifica de biossensores. '

Virias enzimas vém sendo empregadas na construcio destes
sensores, podendo ser citadas colinesterases, ureases e tirosinases,
dentre outras, em arranjos simples ou multi-enzimadticos, fazendo uso
de distintos transdutores, como os amperométricos, conductimétricos
e 6pticos.'>* Como analitos, tém sido investigadas distintas classes
de inibidores enzimdticos potenciais como, por exemplo, metais
pesados, pesticidas organofosforados e carbamatos, além de sulfitos,
perdxidos, tiuréias, e outros.?!->*

O presente artigo visa uma abordagem no que diz respeito aos
processos de inibicao, os tipos de biossensores, os procedimentos de
confeccdo mais utilizados (transdutores, mediadores, processos de
imobilizacdo), as enzimas mais empregadas e os analitos estudados.
Serd dada énfase aos biossensores enzimdticos com transducio ele-
troquimica, visto que sdo os mais empregados na literatura.

*e-mail: paulobrasil @iq.unesp.br

0 PROCESSO DE INIBICAO ENZIMATICA

O conceito bioldgico de inibidor enzimatico diz respeito a subs-
tancia que € capaz de interferir, de maneira especifica, na taxa de uma
reacdo de catdlise enzimadtica, retardando ou reduzindo o processo
ou a especificidade bioldgica da reagdo. Os processos de inibicio
de enzimas estdo divididos em dois tipos, inibi¢do reversivel e ini-
bicdo irreversivel. A diferenca bésica estd na formacgao do complexo
enzima-inibidor, que pode ou ndo ser desfeito por etapas de dilui¢do
ou didlise, dependo do processo.”?

Inibicao reversivel

Os inibidores reversiveis levam a formagao de um complexo em
um sistema em equilibrio, no qual a enzima apresenta um grau defi-
nido de inibicdo, que é dependente das concentragdes dos reagentes
no meio (enzima, inibidor e substrato), permanecendo constante a
partir de um tempo determinado. O processo de inibicdo reversivel
pode ser dividido em trés tipos bdsicos, competitivo, ndo competitivo
e incompetitivo.

Competitivo

Neste processo, o inibidor (I) geralmente apresenta caracteristicas
estruturais e afinidades semelhantes as do substrato (S) ao qual ele
estd interferindo, competindo com este pelo mesmo sitio de ligagao da
enzima (E). Uma vez que este inibidor consegue se ligar a enzima, esta
ndo o converte em produto (P), levando a formagao de um complexo
inativo (EI), o que impede a enzima de efetuar nova catalise. Como o
processo € reversivel, a simples adi¢do de uma maior quantidade de
substrato pode deslocar o equilibrio de modo a favorecer a formagao
do complexo enzima-substrato (ES), minimizando a probabilidade de
uma molécula de inibidor se ligar a enzima. O processo de inibi¢ao
reversivel competitiva € descrito pela reacdo 1

K1 K2
E+S<—ES—>E+P
Ko (reacdo 1)
E+] = El
K,

onde a constante para a formagdo do complexo-inibidor também



1792 Marques e Yamanaka

€ conhecida como constante de inibi¢do (K)), podendo expressar o
grau de interagdo entre um respectivo inibidor enzimatico e a enzima
inibida.?

Ndo competitivo

Neste processo, o inibidor liga-se a um sitio diferente do sitio
de ligacdo do substrato, o que indica que a inibi¢do ndo pode ser
revertida pela adicdo de quantidades de substrato. Ocorre a formagao
de complexos, tanto entre a enzima e o inibidor (EI), quanto entre
este e o substrato (EIS). Um inibidor ndo competitivo apresenta
um comportamento de remog¢do da enzima ativa da solugdo, o que
resulta na diminuicdo da velocidade da reacdo, devido a quantidade
de enzima livre.” A reac@o 2 demonstra o processo de inibi¢do ndo
competitivo.

K K2
E+S—ES—>E+P
+ K_1 +
I [
(reagdo 2)

|

-S
EIl <— ESI

+S
Incompetitivo

Um inibidor incompetitivo € aquele que se liga somente ao
complexo enzima—substrato formado. A ligacdo entre o inibidor e
o complexo € efetuada por um sitio de ligacdo diferente do sitio em
que o substrato se encontra ligado a enzima, como no caso do inibi-
dor ndo competitivo, porém, no processo de ndo competitivo, como
dito anteriormente, o inibidor se liga tanto a enzima livre, quanto ao
complexo, o que ndo ocorre com o processo de inibi¢do incompetitiva,
em que o inibidor tem afinidade apenas pelo complexo formado.” A
reacdo 3 descreve o processo:

Ky Ka
E+S<——=ES—E +P
Ky *
| (reagdo 3)
ESI

Inibicéo irreversivel

Neste processo, o inibidor liga-se ao sitio ativo da enzima de
maneira irreversivel, geralmente por formacao de ligagdes covalentes,
podendo até promover a destrui¢do de grupos funcionais essenciais
para a enzima. A inibi¢do irreversivel € progressiva, aumentando
com o tempo, até atingir maxima inibi¢éo. Os inibidores irreversiveis
sdo muito tdteis em estudos de mecanismo de reagdo.” A reacdo 4
representa o processo de modo geral:

E+l —s EI (reagdo 4)

MATERIAIS EMPREGADOS

A praticidade na construcio de biossensores pode ser justificada
pela gama de materiais que estdo disponiveis. Para os biossensores
eletroquimicos, a literatura relata variados tipos de eletrodos que vém
sendo empregados na confecgdo destes sistemas de biodetec¢do.* No
geral, a enzima ¢é imobilizada na superficie do eletrodo de trabalho,
sendo a atividade da enzima medida contra a adic@o de seu substrato
na solucdio. As primeiras imobiliza¢gdes constavam de membranas
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semipermedveis, acopladas a eletrodos cldssicos, como o de pH e o
de Clark.'*?* Seguidamente, os eletrodos sélidos e metalicos foram
entdo utilizados, como os de pastas de carbono, carbono vitreo, ouro
e platina.>® Para os arranjos Opticos, diversos tipos de fibras t€ém
sido empregados, com distintos formatos, fazendo uso das mesmas
técnicas de imobilizagdo empregadas nos sensores eletroquimicos,
com poucas modificagdes.

Apesar das vantagens, quando se trabalha com biossensores ba-
seados em inibicdo, necessita-se de processos que possam regenerar
a carga enzimdtica, do contrdrio, este sensor fica praticamente inu-
tilizado e o processo de limpeza da superficie eletrédica, bem como
de imobilizacdo da enzima deve ser refeito, o que pode acrescentar
etapas longas e duradouras de otimizacdo, o que ndo € interessante
em estudos de biossensores. Diante destas desvantagens, sensores
do tipo descartdveis tém sido apresentados como alternativas vidveis
na construcio de sistemas de biodeteccido que possam ser rapidos,
reprodutivos, sensiveis, baratos e de constru¢ao em grande escala, com
possibilidades de miniaturiza¢do.*® Arranjos de eletrodos construidos
empregando a técnica de screen printing ganharam lugar de destaque
na literatura, nas ultimas décadas. Sdo sensores do tipo impressos
ou serigrafados, onde as camadas sub-seqiienciais eletrédicas sido
depositadas sobre suportes finos, como ceramica e plasticos, sendo
que a enzima pode ser imobilizada sobre o eletrodo, em pequenas
quantidades, por variadas metodologias, possibilitando tanto andlises
rapidas e baratas, quanto a aplicagfo in situ.>'*

PROCESSO DE IMOBILIZACAO

Os primeiros estudos empregando enzimas como catalisadores
em eletroanalitica avaliavam o seu comportamento em solucio e
vieram auxiliar no melhor entendimento de suas cinéticas de reacdes
eletrédicas. Contudo, o fato de que uma quantidade de enzima deveria
ser novamente adicionada a solugdo, a cada nova medida, tornava
os estudos muito dispendiosos financeiramente.*?> Neste sentido, a
imobilizagdo da enzima ao transdutor veio eliminar esta desvantagem
no estudo enzimadtico. A imobilizagdo consiste em uma etapa critica
na construcio de qualquer biossensor. Diversos procedimentos tém
sido empregados na construg@o de biossensores enzimadticos, sendo
que todos podem ser encaixados na classificagdo geral dos proce-
dimentos de imobilizacdo de material biolégico (Figura 1), sendo:
(a) adsor¢do; (b) encapsulagdo; (c) ligacdo covalente, e (d) ligagdo
covalente cruzada (crosslinking).

Figura 1. Esquema ilustrativo dos quatro tipos bdsicos de métodos de
imobiliza¢do enzimdticos: a) adsor¢do; (b) encapsulagdo; (c) ligagcdo
covalente, e (d) ligagdo covalente cruzada
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Adsorcao fisica da enzima € o modo mais simples e rapido de imo-
biliza¢do. Baseia-se em interagdes fisicas entre a enzima e a superficie
da matriz. Uma atividade muito préxima da natural € observada, sendo
que as principais vantagens da adsor¢ao sio o baixo custo e a facilidade
de imobiliza¢@o. Devido as for¢as de ligagdo envolvidas resultantes
da variagdo de temperatura, pH e forga idnica, o baixo controle destes
parametros € o principal problema, visto que as atracdes podem ser
facilmente desfeitas.>**' Os métodos que empregam encapsulagio sao
baseados no confinamento da enzima em uma membrana localizada na
superficie do eletrodo. Esta membrana retém a enzima, apresentando
porosidade controlada, de maneira a permitir a livre difusdo do substrato
e dos produtos da reagdo através da mesma. Numerosas membranas
tém sido utilizadas: nailon, nitrato de celulose, acetato de celulose,
resinas, coldgeno e policarbonatos. As principais desvantagens estao
associadas aos fendmenos de transferéncia de massa do substrato, aos
produtos da reacdo e ao crescimento de microorganismos na superficie
da membrana. Os métodos de oclusio sdo baseados no confinamento
da enzima dentro dos espagos intersticiais de um gel, permitindo a
livre difusdo de substratos de baixo peso molecular e dos produtos da
reacdo.? Varios materiais tém sido utilizados para oclusdo da enzima,
tais como gel de poliacrilamida, dlcoois polivinilicos, grupos cationicos
e anidnicos, entre outros. A principal desvantagem estd associada as
perdas na atividade enzimadtica por desnaturacdo, devido a presenga
de radicais livres.”’

A técnica de imobilizag¢do mais utilizada tem sido a de formagao
de ligacdo covalente. A retengdo da enzima na superficie do suporte
é efetuada por ligagdes entre os grupos funcionais da enzima e a
superficie do suporte. A desvantagem estd na perda de parte da ati-
vidade enzimadtica, por conta das altera¢des nas conformacdes dos
sitios ativos da enzima.***! A ligacdo covalente cruzada (crosslinking)
¢é baseada na formagao de um sistema reticulado das moléculas da
enzima, formando uma rede rigida. Este processo oferece a vantagem
de uma ligag@o enzima-enzima mais sélida, porém, pode induzir a
formacdo de barreiras de difusdo, resultando no aumento do tempo
de resposta do biossensor. O glutaraldeido e o dlcool polivinilico com
grupos estirilpiridinicos (PVA-SbQ) ligados sdo exemplos de agentes
de ligagdo cruzada utilizados na construgio de biossensores.*!*?

Nunes et al.*> compararam distintas metodologias de imobilizagio
de enzimas acetilcolinesteases (AChE) em eletrodos impressos de
grafite, empregando a ligacdo cruzada, com glutaraldeido em pre-
senca de soro albumina bovina e com dlcool polivinilico modificado
(PVA-SbQ). Foram utilizadas as técnicas de cronoamperometria e
coulometria, para avaliagdo do processo e detec¢do de pesticidas
n-metil carbamatos. A imobilizacdo de AChE com glutaraldeido
apresentou maior robustez e reprodutibilidade, mas, necessitando de
maior carga enzimdtica imobilizada (80 mU/eletrodo) que o sensor
estudado com PVA-SbQ (0,7 mU/eletrodo). Li ef al.*> empregaram
vapores de glutaraldeido como método de imobilizagdo de enzimas
acetilcolinesterases em eletrodos impressos. O coeficiente de variacdo
(CV) para oito medidas de soluc@o de substrato acetiltiocolina, na
concentracdo de 7,5 mmol L™, foi de 3,8%, indicando boa reproduti-
bilidade do biossensor, que foi empregado para deteccdo de paraoxon,
apresentando faixa de trabalho linear de 1,8 x 107 a 5,4 x 10 mol
L. com 85% de inibi¢do enzimdtica.

Reybier et al.¥ construiram um biossensor potenciométrico para
deteccdo de pesticidas organofosforados em dgua, imobilizando a
enzima BuChE por reticulagcdo com glutaraldeido, em filmes de po-
lietilenamina eletropolimerizados na superficie de eletrodos de ouro
e carbono vitreo. O limite de detec¢do alcangado pelo sistema foi
abaixo de 1x107 mol L', em tempos de equilibrio dez vezes menores
que outros biossensores potenciométricos apresentados na literatura.
Diaz e Peinado® construiram um biossensor para detecco dptica de
pesticidas organofosforados, baseado em enzima AChE imobilizada
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pelo método de sol-gel. A enzima foi micro-encapsulada em géis de
tetrametilortossilicato (TMOS), do qual foram formados finos que
entdo foram imobilizados na superficie de fibras opticas. A enzima
catalisou a hidrélise do substrato indoxil-acetato, formando acetato e
indoxil, sendo este dltimo um produto fluorescente, o que permitiu o
estudo de inibi¢do enzimadtica através do monitoramento da atividade
fluorescente no meio. A metodologia empregada foi satisfatdria para
0 objetivo proposto, podendo ser efetuada a andlise apds 30 min de
preparo do biossensor, que apresentou tempo de reposta de 5 min.
O processo de imobiliza¢do de uma enzima sobre um suporte pode
influenciar ou até modificar as respostas do biossensor. Cada meto-
dologia pode apresentar vantagens, tanto quanto desvantagens, sendo
que o melhor arranjo deve ser estudado e otimizado buscando resultar
em um sensor que possa apresentar um sinal expressivo do processo
analitico, com reprodutibilidade e repetibilidade adequadas.

MONITORAMENTO DO PROCESSO DE INIBICAO

Os processos cinéticos de inibigdo de enzimas ja vém sendo
estudados hd vérias décadas, objetivando compreender os seus me-
canismos de a¢do, o que tem auxiliado na construgdo de sistemas
analiticos.”? O monitoramento efetuado para estes biossensores
aqui descritos, como dito anteriormente, € baseado na capacidade
que certos compostos tém de inibirem a reag@o natural de catdlise
realizada pela enzima. No geral, um sinal de base (S) € inicialmente
medido com relacio a uma solucé@o contendo substrato, em concen-
tracdio fixa definida e em auséncia de inibidor. Posteriormente, o
biossensor ¢ mergulhado em uma segunda solucdo trabalho, por um
tempo pré-determinado, na qual uma quantidade especifica de inibidor
se encontra presente. A etapa de inibi¢do € entdo efetuada, sendo
que a enzima imobilizada sofre um decréscimo em sua atividade.
Em seguida, o sistema € colocado novamente em solucio contendo
o substrato enzimdtico (mesma concentracdo da solug@o 1) e o sinal
de base (S,) € novamente medido. Como este sinal € proporcional a
concentracdo do substrato, este decréscimo na atividade enzimdtica
leva a uma variagdo no sinal de base, que esté relacionado com a quan-
tidade de agente inibidor presente na solugdo na qual o biossensor foi
mergulhado (segunda solug@o de trabalho). Desta forma, a quantidade
de inibidor, que € varidvel durante uma andlise, pode ser relacionada
com a porcentagem de inibigdo (%IR) obtida, visto que o aumento da
quantidade de inibidor no meio reacional acarreta em um aumento
na taxa de decréscimo da atividade enzimdtica.*** Esta porcentagem
pode ser calculada pela relacdo matematica (Equacdo 1)

%IR =[S, ~(S,/S,)] x100 (1)

Este processo pode ser monitorado por vdrios tipos de transduto-
res, dependo do sinal de grandeza a ser medido e amplificado. Para
alguns arranjos de biossensores enzimadticos de inibi¢do, a relacio
entre o substrato e o inibidor pode ser medida indiretamente. Podem
ser utilizados no meio reacional, ou ainda imobilizados juntamente
com a enzima, compostos susceptiveis de sofrerem algum tipo de
variacdo em propriedades especificas, quando o sistema sofre inter-
feréncia de um inibidor especifico. Deste modo, esta variagdo pode
ser relacionada com a quantidade de inibidor no meio, como no
caso dos biossensores Opticos baseados em enzimas, que avaliam a
variagdo de fluorescéncia.

Zhang, Zao e John* estudaram as rela¢des entre a porcentagem
de inibi¢do e o tempo de incubacgdo e entre a porcentagem de inibi-
¢do e a concentracdo do inibidor, efetuando consideragdes tedricas
e praticas acerca do estudo. Os autores indicaram que uma relacio
linear entre a taxa de inibi¢do e a concentracéo do inibidor foi obtida
somente quando os sensores ofereceram reagdes sob condicdes de
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controle difusional, ja a relacdo entre as medidas de sinal e a por-
centagem de inibi¢o foi somente alcangada sob condicdes cinéticas
controladas.

Dependendo do tipo de inibidor estudado, bem como do processo
de inibi¢d@o a ser monitorado, o biossensor pode ser empregado para
diversas determinagdes. Se o agente de inibi¢do efetuar um processo
reversivel para com a enzima, o sensor pode ser reutilizado, apds
tratamento especifico da camada bioldgica imobilizada, regene-
rando a capacidade catalitica do biossensor. Caso o inibidor exerca
uma inibigdo irreversivel, o sistema apresenta a limita¢ao do uso de
apenas uma carga enzimadtica especifica a ser trabalhada por sensor,
visto que, com a total inativa¢ao desta carga, o biossensor ndo mais
apresenta o processo analitico a ser monitorado.

TIPOS DE BIOSSENSORES BASEADOS EM INIBICAO

A literatura nao relata uma classificagdo especifica para estes tipos
de biossensores, entdo, foram aqui classificados de acordo com a enzima
imobilizada. Neste aspecto, algumas enzimas tém sido utilizadas para a
construcdo destes sensores, podendo destacar as colinesterases (AChE
e BuChE) e a tirosinase (7yr), dentre outras, que t&ém sido apresentadas
como ferramentas promissoras para investiga¢do de analitos pelo
monitoramento do processo de inibicdo.

Biossensores baseados em enzimas colinesterases

Os biossensores baseados nos mecanismos de inibicao de enzimas
colinesterases (ChE) estdo entre os biossensores de inibicdo mais
empregados na literatura e vém, nas Ultimas décadas, merecendo
atengdo por parte da comunidade cientifica. Sdo sistemas rapidos,
seletivos, sensiveis, de facil uso, com tempo de resposta bastante
curto e necessitando de minimo tratamento da amostra, além das
possibilidades de efetuar andlises quantitativas e qualitativas em
tempo real.*"** A facilidade de obten¢ao das enzimas colinesterases
na forma comercial torna-se um grande atrativo para a constru¢ao
destes arranjos de sensores. As colinesterases sdo importantes enzi-
mas presentes nos invertebrados e nos insetos, atuando no sistema
nervoso central, controlando impulsos e transmissdes dos estimulos
nervosos. Estio divididas em duas classes, sendo: acetilcolinesterase
(EC 3.1.1.7)(AChE) e butirilcolinesterases (EC 3.1.1.8 )(BuChE),
estas ultimas também conhecidas como pseudocolinesterases, pois
possuem estrutura similar a acetil-colinesterase, porém, com especi-
ficidade diferente de substrato. As AChE sdo enzimas da classe das
hidrolases, sendo que a hidrélise do seu substrato natural, o neuro-
transmissor acetilcolina (AX), se processa formando o complexo
enzima substrato (EH-AX), produzindo posteriormente a molécula
de colina (HX) e a enzima acetilada (EA), hidrolisando rapidamente a
acido acético (AOH), liberando entdo a enzima livre (EH), de acordo
com a reacdo 5:

EH + AX=<==EH.AX— HX +EA

(reacdo 5)
EA + H,O—EH + ACH

As colinesterases também hidrolisam ésteres de tiocolina, tais
como acetiltiocolina, butiriltiocolina, propioniltiocolina, acetil-
B-metiltiocolina, bem como o-nitrofenilacetato, indofenilacetato e
a-naftilacetato. As BuChE possuem preferéncia por butiril ésteres,
como a butirilcolina.*® Os mecanismos de inibi¢do destas enzimas
ja se encontram bem difundidos na literatura e t€m sido utilizados
como ferramentas para a construcio de biossensores para monitora-
mento de compostos toxicos, como os pesticidas organosfosforados
e carbamatos, a nicotina e os metais pesados, constituindo uma
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alternativa aos métodos comumente utilizados em quimica analitica,
como os métodos cromatogréficos e os espectrofotométricos. Os
pesticidas organofosforados e os carbamatos estdo entre os com-
postos potencialmente téxicos mais estudados por estes sistemas
de biodeteccdo. A reag@o das enzimas colinesterases com estes
inibidores € similar aquela que ocorre com o seu substrato natural
(AX), porém, o complexo enzima-inibidor formado ndo permite
o retorno da enzima livre para o meio reacional.* Para a inibi¢do
com os organofosforados (PX), a enzima fosforilada formada ¢
estdvel, o que resulta em um processo de inibi¢do irreversivel,
segundo a reacio 6:

EH + PX <==EH.PX— EP + HX (reacdo 6)

Para os pesticidas carbamatos, este processo de inibi¢do € con-
siderado reversivel, visto que o complexo enzima-inibidor formado
pode ser desfeito, sob condigdes especificas de equilibrio entre as
concentragdes da enzima e do inibidor. Espontaneamente, a coli-
nesterase carbamilada € fracamente hidrolisada, de tal modo que a
inibicdo pode ser revertida. Os biossensores baseados em enzimas
colinesterases mais estudados sdo os amperométricos, visto que a
metodologia possui possibilidades reais de automagdo e miniatu-
rizagdo. Como suportes, estes arranjos de sensores tém utilizado
grafite, carbono, carbono vitreo, pasta de carbono, nanotubos de
carbono, além de metais nobres, como o ouro, sendo tanto na forma
de eletrodos convencionais, como de sistemas alternativos, como 0s
do tipo impressos.*

A primeira geracdo de biossensores de colinesterases empregava
sensores amperomeétricos bi-enzimdticos baseados em colinesterase
e colina oxidase (ChO). Inicialmente, a enzima ChE hidrolisa o
substrato natural a colina e acetato, entdo a segunda enzima, colina
oxidase, era usada para produzir peréxido de hidrogénio, que ¢ fa-
cilmente detectado por amperometria (+650 mV versus Ag/AgCl).
A problemadtica envolvida no processo € que os potenciais de estudo
aplicados sdo muito elevados, o que torna este tipo de biossensor
muito sujeito a interferéncia de outras espécies eletroativas indese-
jadas, que possam estar presentes no meio.’">* O segundo processo
envolvia o uso do eletrodo e Clark para medir o consumo de oxigénio
na reagdo catalisada pela ChO (reacdo 7).

acetilcolina ou butirilcolina colina + acetato

H.O

reagao 7
colina + H,O+ 1,0, ﬂ» colina oxidada + H,0, (rea )

H20,

O, +2H" + 2¢

Para estes biossensores, geralmente a ChO € usada em excesso e a
quantidade de AChE € otimizada em condigdes cinéticas controladas,
podendo as duas enzimas serem co-imobilizadas na mesma matriz ou
em matrizes diferentes, ou ainda fazer uso de imobilizacdo de apenas
uma das enzimas, disponibilizando a outra em solugao, porém, limites
de detecgdo mais baixos podem ser alcan¢ados com o sistema de co-
imobilizacdo das duas enzimas. Os potenciais de trabalho aplicados
nestes sistemas tém variado de 500 a 700 mV, vs Ag/AgCl. Paration,
paraoxon, carbofuran, aldicarb e malation sio exemplos de pesticidas
que tém sido detectados por este tipo de biossensor, em limites que
alcancam 0,03 ppb.

Kok e Hasirci®' co-imobilizaram AChE e ChO em membranas de
poli(2-hidroxietil metacrilato)(pHEMA), em eletrodos de oxigénio,
construindo um biossensor para deteccio de pesticidas carbamatos,
avaliando o comportamento destes isoladamente em solucdo e em
solucdes bindrias dos pesticidas, objetivando avaliar as diferencas
entre estes dois sistemas, visto que estas enzimas ndo sdo seletivas
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aos pesticidas, porém, a classe a que eles pertencem. Eles demons-
traram que a atividade anticolinesterase apresentada pelo biossensor
foi menor para o sistema bindrio, que para o somatdrio das atividades
anticolinesterases individuais, indicando que uma mesma gama de
amostras reais pode fornecer respostas distintas quando contaminada
por mais de um pesticida. Palchetti et al.’® estudaram a atividade
anticolinesterase de pesticidas organofosforados e carbamatos em
solucdes padrdes e em amostras reais, avaliando o efeito de solventes
organicos no meio. As curvas de calibragdo apresentaram compor-
tamentos diferentes, quando distintos solventes organicos estavam
presentes no meio, sendo que o acetato de etila foi o que mais afetou a
atividade enzimatica, evidenciando efeitos de inibi¢do deste solvente
sobre o biossensor. Guerrieri e Palmisano® utilizaram um biossensor
bi-enzimdtico como detector de um sistema cromatografico, imobi-
lizando acetilcolinesterase e colina oxidase em eletrodos de platina,
por crosslink com glutaraldeido, constituindo uma nova alternativa
aos detectores cromatograficos e possivel aplicacdo destes sensores
em cromatografia.

A segunda geracdo de biossensores a base de colineterases em-
pregava apenas uma enzima imobilizada e fazia uso de substratos nao
especificos, baseando-se na direta detec¢do da tiocolina produzida
no meio reacional, pela técnica de amperometria (rea¢do 8).° Neste
tipo de arranjo, o uso de apenas uma enzima facilita a construcio
e o desenho do biossensor, além de que o potencial de trabalho
aplicado € mais baixo, em torno de 450 mV, comparado com aquele
aplicado para o peréxido de hidrogénio, minimizando assim, efeitos
de interferentes.

ChE
acetilcolina ou butirilcolina  ——— tiocolina + acetato
2

+400 mV

—— ditio-bis-colina + 2H" + 2¢
vs Ag/AgCl

2(acetilcolina ou butirilcolina) ( 30 8)
reagcao

A terceira geracgio faz uso de mediadores eletroquimicos levando
aum melhoramento significante na versatilidade de construcdo destes
sistemas, visto que o potencial de trabalho passou entdo a ser funcdo
deste mediador e ndo mais dos substratos empregados ou dos reagen-
tes gerados no meio reacional, além do que os biossensores a base de
mediadores sdo menos susceptiveis a interferentes, pois o potencial
de oxidag@o aplicado € menor. Os mediadores sdo imobilizados na
superficie do eletrodo, na mesma matriz que a enzima que serd ini-
bida, ou em matriz diferente, objetivando uma rapida transferéncia
eletronica (Figura 2).

Nunes et al.*estudaram a determinag@o de carbamatos em dgua,
frutas e vegetais, com um sensor do tipo impresso, o qual continha
como eletrodo de trabalho, pasta de carbono modificada com fta-
locianina de cobalto, ao qual a enzima AChE foi imobilizada via
ligacdo cruzada com glutaraldeido. A reagdo foi amperometricamente
monitorada em potencial de 350 mV vs Ag/Agl. Os estudos foram
comparados com ensaios cromatograficos. O sistema apresentou alta
sensibilidade e boa seletividade em diferentes matrizes analisadas,
com limites de deteccéo de 0,657 e 0,452 mmol L', para os analitos
carbaril e carbofuram, respectivamente. Rippeth et al.>* efetuaram es-
tudos com enzimas AChE e BuChE, também em eletrodos impressos
modificados com ftalocianina de cobalto para detec¢do de pesticidas
paroxon e diclorvos. Bucur ef al.* construiram um biossensor de
colinesterase de alta afinidade com o pesticida carbamato, onde o
eletrodo de trabalho foi baseado em pasta de carbono modificada com
o mediador 7°,8,8’-tetraciano-quinodimetano (TCNQ). O potencial de
trabalho aplicado foi de 100 mV vs Ag/AgCl. Os limites de detec¢io
alcancados foram de 2x10% e de 8x10' mol L', para o pirimicarb e
para o carbofuran, respectivamente.
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Tiocolina () + 2H"

Tiocolina q

Figura 2. Detecg¢do direta da tiocolina, utilizando mediador eletroquimico

Pode-se citar ainda, como mediadores utilizados na constru¢do
destes sistemas de detec¢@o, o azul de metileno, o azul de meldola
e o azul da Prdssia. Ricci e Palleschi® apresentaram uma revisao a
cerca do preparo, otimizagdo e aplicagdo de biossensores mediados
com azul da Prussia, indicando duas aplicagdes nas dreas médicas,
ambientais e de alimentos. Sistemas mais recentes fazem uso da
transferéncia eletronica direta do sitio catalitico da enzima para
com o eletrodo, sendo este préprio eletrodo o mediador do processo
eletroanalitico.”” Estas configuracdes de biossensores baseados no
processo de inibicio de enzimas colinesterases vém sendo estudadas
ao longo das duas udltimas décadas, com variacdes nos mediadores
utilizados, bem como nos substratos relativos a enzimas colineste-
rases. O tipo de transdutor, bem como a metodologia de detec¢do a
ser empregada na construcao destes sensores a base de colinesterases
possuem dependéncia da escolha do substrato, do sistema enzimatico
e da aplicacdo final deste sistema, que estd associada, na sua grande
maioria, a detec¢do de pesticidas organofosforados e carbamatos e de
metais pesados, tanto na drea ambiental, quanto na de alimentos.*!>2!
Estes poluentes/contaminantes tém sido detectados em baixos limites,
em distintas matrizes, tais como dguas naturais (rio, mar, oceano,
lagos), dgua de abastecimento, sedimentos, solos, além de diversos
vegetais e alimentos. Areas como a satide e militar sdo potenciais de
aplicagdo destes biossensores.*®#:5-¢1

Hart, Collier e Janssen,* avaliando a resposta de biossensores
baseados em colinesterases frente a formula¢des comerciais contendo
organofosforados, indicaram que o sistema pode ser uma plataforma
vidvel para aplicagdes em industrias, nas dreas de controle de quali-
dade. Kumaran e Morita® aplicaram um biossensor construido com
enzima butirilcolinesterase imobilizada em membrana, acoplada
a eletrodo de pH, na deteccdo de organofosforados extraidos de
amostras de solos, demonstrando a potencialidade deste sistema para
aplica¢@o em andlise desta complexa matriz.

Além da variedade de construcio, as aplica¢des podem, ainda,
contar com o uso de técnicas acopladas, como no caso das andlises
em fluxo, que vém somar significativamente com os sistemas de
detecc¢do. Nikolelis et al.® avaliaram a detecc@o do pesticida carbo-
furan em alimentos, por meio de andlise por inje¢do de fluxo (FIA),
onde a enzima colinesterase foi incorporada a filmes lipidicos. A
detec¢do do pesticida foi efetuada entre 107 ¢ 10° mol L. O efeito
de interferente foi avaliado com relagdo a proteinas e lipidios usu-
almente encontrados nas matrizes estudadas (50 tipos diferentes de
frutas e verduras) e os estudos de recuperagdo apresentaram indices
de 96 a 106%. Gunther et al.** estudaram a detec¢do de carbofuran,
paraoxon, malaoxon e metil paroxon, em eletrodos de platina, também
por FIA, comparando com andlise espectrofotométrica convencional,
apresentando limite de deteccdo de 7 g L' de pesticida. Ghous er al.®
aplicaram o sistema FIA em biossensores de colinesterases inibidos
com neostigmina e galantamina, encontrando limites de detec¢do de
0,5x 107e5,0x 107 mol L', respectivamente. Estudos de validagdo
vém sendo apresentados na literatura, buscando comparar os resul-
tados apresentados pelos biossensores com os obtidos por técnicas
comumente empregadas em quimica analitica, como a cromatografia
e a espectrofotometria. Marty et al.®® compararam estudos de deteccio
de fenitrotion, fenamifos, etil paration, carbaril pelas técnicas de



1796 Marques e Yamanaka

amperometria com biossensores e cromatografia, em amostras de
agua. Evidenciou-se que os biossensores sdo técnicas potenciais de
deteccdo destes pesticidas em baixos niveis de concentrag@o, sendo
uma metodologia de screening confidvel, servindo de alarme para
uma investigac¢ao posterior mais apurada por cromatografia.

Algumas contribui¢des em sistemas com transdutores 6pticos
também sdo apresentadas na literatura, sendo sensores bastante
sensiveis e seletivos, com capacidade de monitoramento remoto,
de facil miniaturiza¢do e ndo sofrendo interferéncias de campos
elétricos.®”% Andreou e Clonis® desenvolveram um biossensor de
fibra dptica portatil para determinacdo de diclorvds e carbaril em
amostras de dgua, a partir de enzimas colinesterases imobilizadas em
membranas. O método apresentou reprodutibilidade da ordem de 5%
(RSD), com limites de deteccdo de 108 e 5,2 ug L, respectivo aos
pesticidas citados. A precisdo do método foi de 94,9%, avaliada por
estudos de recuperagdo. Choi et al.” efetuaram estudos em sensores
de fibras 6pticas com AChE imobilizadas em filmes finos, para a
detecgdo de compostos organofosforados em agua. O processo foi
baseado no uso do substrato O-nitrofenil acetato, que na presenca de
ACHhE € convertido a um produto amarelo, O-nitrofenol. Na auséncia
de inibidor, o substrato é completamente hidrolisado, enquanto que na
presenca deste inibidor a intensidade de cor amarela diminui. Deste
modo, trocas na absorbancia do meio foram relacionadas com os
teores dos compostos inibidores, ndo sendo afetados por variacdes de
pH. Os autores relataram a detec¢@o de 2 ppm do pesticida paraoxon.
Andres e Narayanaswamy’! avaliaram um biossensor dptico baseado
em colinesterase imobilizada covalentemente em fibras 6ticas para a
deteccdo de paraoxon e carbofuran. A resposta do sensor foi bastante
reprodutivel (CV 2%). O limite de detec¢do foi de 1,5x10% e 1,1x107
mol L, respectivamente.

Atualmente, enzimas colinesterases mutantes vém sendo testadas,
visando, a partir da modificacdo genética da enzima, melhorar a sen-
sibilidade destes sensores, buscando construir biossensores cada vez
mais seletivos a pesticidas especificos.®® A enzima acetilcolinesterase
de Drosophila melanogaster (Dros) tem sido descrita na literatura
para este fim. Nunes et al.”* avaliaram o comportamento de um
biossensor construido com enzimas AChE (Dros) frente ao pesticida
metamidofés. Diversas variantes das enzimas foram avaliadas cineti-
camente, via espectrofotometria, sendo selecionada a que apresentou
uma maior inibicdo pelo pesticida testado, posteriormente, esta
enzima foi imobilizada via liga¢do cruzada com dlcool polivinilico
modificado (PVA-SbQ), em eletrodos de carbono, modificado com
sais de TCNQ. O sistema apresentou boa reprodutibilidade, com
coeficientes de variag@o abaixo dos 5%. A curva analitica construida
forneceu limite de detecc¢@o de 9,93 x 10° mol L''. Marques et al.”,
também trabalhando com o pesticida metamidofds, efetivaram uma
investigacdo comparativa entre biossensores construidos a partir de
enzimas comerciais e de enzimas geneticamente modificadas (Dros).
Vinte e quatro variantes de Dros foram inicialmente avaliadas para a
selec@o das variantes mais sensiveis ao pesticida. Dezesseis apresen-
taram sensibilidade comparada as AChE disponiveis comercialmente,
sendo que seis variantes foram insensiveis ao metamidofds e duas
ndo apresentaram atividade. A variante mais sensivel ao pesticida foi
imobilizada em eletrodos de carbono de sensores impressos. O sensor
construido com esta enzima geneticamente modificada mostrou-se
melhor que os construidos com enzimas comerciais, com limite de
deteccdo menor de 1 ppb, comparado com o de 90 ppb apresentado
para o sistema comercial.

Uma aplicacdo promissora para os biossensores de colinesteases
estd na detecgdo de toxinas, como as anatoxinas, que sdo organofos-
fatos naturais, que inibem as colinesterases, de maneira similar aos
pesticidas organofosforados sintéticos. Estudos com enzimas AChE
obtidas a partir da técnica de DNA recombinante e estudos baseados
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na ndo reativacio do processo de inibicdo vém sendo avaliados, com
resultados promissores. Outra proposta € a detec¢do de compostos
extremamente toxicos, como o gds sarin, que age de mesmo modo
que os pesticidas no organismo. Estes estudos estdo sendo desenvol-
vidos por laboratdrios militares e suas divulgacdes ainda nao estdo
disponiveis.*

Biossensores baseados em enzimas tirosinases

Os biossensores baseados em enzimas tirosinases (fenol oxidase)
tém sido bastante empregados na detec¢do de poluentes, sendo con-
siderados os mais utilizados depois dos sensores modificados com
colineterases. A tirosinase (EC 1.14.18.1) (7yr) ¢ uma metaloproteina
binuclear, que possui cobre como grupo prostético e que catalisa
a hidroxilacdo de monofendis a O-diidréxi fendis, com posterior
oxidagdo a O-quinonas, necessitando de oxigénio como receptor de
elétrons (reagdo 9).7

tirosinase

monofenol + 1/2 0, O-benzenodiol

2
(reacdo 9)
tirosinase
O-benzenodiol + O, ———=  O-quinona

-H,0

Neste aspecto, o monitoramento de oxigénio ou da reducdo da
quinona gerada (Figura 3) podem ser empregados como processos de
reconhecimento do sensor a base de tirosinase. Este procedimento apre-
senta mais vantagens, perante o0 monitoramento do oxigénio do meio,
visto que o potencial aplicado € bem mais baixo.” A dopamina também
pode ser utilizada como substrato para a tirosinase, como demonstrado
nos sensores construidos para detecgdo de atrazina.”

A tirosinase pode ser inibida por uma gama de poluentes, tais como
carbamatos, organofosforados, ditiocarbamatos, atrazinas, tiuréas,
dcidos carboxilicos aromdticos, triazinas, herbicidas, clorofendis e
agentes quelantes de cobre.”* Desta forma, biossensores baseados
em enzimas tirosinases podem ser empregados com biossensores
baseados em inibi¢do enzimdtica, detectando tanto o decrescimento
da quantidade de oxigénio no meio reacional, quanto a formacao
da quinona, em presenca do agente inibidor. Eletrodos de carbono,
ouro, ouro modificado e eletrodos de Clark tém sido empregados
na construgdo destes sensores. Everret e Rechnitz®” investigaram
a determinagdo de pesticidas diazinon e diclorvos, por meio de
tirosinase imobilizada em eletrodos de oxigénio. A transferéncia
eletronica foi mediada pelo composto 1,2-naftoquinona-4 sulfonato,
sendo utilizadas as técnicas amperométricas e coulométricas para este
estudo de inibigdo. Os limites de deteccdo foram de 5 umol L' para
o diazinon e de 75 nmol L"! para o diclorvos. Serra et al.% comparam
trés diferentes matrizes rigidas para a construgdo de um biossensor
baseado em tirosinase imobilizada, sendo estas matrizes compostas
por grafite—teflon; carbono vitreo reticulado-resina epdxi e grafite-
polimero etileno/propileno/dieno (EPD). A melhor reprodutibilidade
do sensor foi obtida com grafite-EPD. O sensor foi aplicado para
detecgdo de compostos fendlicos. Deng ¢ Dong® demonstraram a
aplicac@o de um biossensor baseado em tirosinase, para a deteccao
de dcido benzdico, 2-mercaptoetanol e tiuréia, em meio de solvente
organico (cloroférmio e clorobenzeno, com perclorato de tetrabutil-
amonio-TBAP como eletrélito). O fenol foi utilizado como substrato
enzimdtico. O biossensor apresentou maxima eficiéncia em clorofér-
mio puro. Campanella ez al.** determinaram triazina, também fazendo
uso de biossensores em fase organica de cloroférmio. O limite de
detec¢do encontrado para o sistema inibidor foi de 0,5 x 10° mol
L. Estudos de recupera¢do em amostras de vegetais apresentaram
valores acima de 90%.
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Figura 3. Principio de amplificagdo do sinal bioeletrocatalitico para o sistema
de biossensores baseados em enzimas tirosinase

Arranjos bi-enzimdticos, onde a enzima tirosinase € co-imobili-
zada com enzimas do tipo peroxidase (HRP) tém sido apresentados
na literatura. Chang et al. construiram um sensor para detecgdo de
compostos fendlicos, baseado em enzimas HRP imobilizadas em
sensores do tipo impressos, com eletrodos de trabalho em carbono
modificados com enzimas tirosinases. A composi¢cdo do tampaio,
pH, potencial operacional e estabilidade do sistema foram avaliados.
Limites de detec¢@o de compostos fendlicos foram encontrados em
concentracdes na faixa de nmol L.

Peroxidase

Enzimas peroxidases (HRP) (E.C. 1.11.1.7) também podem ser
susceptiveis aos processos de inibicdo. O mecanismo catalitico da
HRP pode ser descrito como demonstrado na reagao 10:

HRP(Fe*) + Hy0, — » composto(l) + H,O

composto(I) + QH, —————— composto(ll) + Q
(reacdo 10)
composto(ll) + QHz 5 HRP(Fe*) + Q + H,0

Q +2H" + 26" QH,

onde o Fe** € o cofator da HRP, os compostos I e II representam os
intermedidrios da reagdo, sendo os estados enzimadticos de oxidagio
+ 5 e + 4, respectivamente, QH, pode ser qualquer doador de
elétrons, como a hidroquinona e Q, a benzoquinona. O composto I €
reduzido a composto IT e o composto IT a HRP(Fe?**), pelo mediador
QH,. A benzoquinona €, entdo, rapidamente reduzida no eletrodo a
hidroquinona. A corrente de redugdo € proporcional a concentragio
de H,0, no meio (mantendo-se a concentragdo do doador de elétrons
constante), sendo que esta corrente pode ser relatada em termos
de atividade enzimética.”” Quando um inibidor € introduzido no
meio reacional, como no caso dos sulfitos, ele pode se coordenar
com o composto | intermedidrio, o que acarreta em decréscimo da
atividade enzimdtica e conseqiiente decréscimo no sinal de corrente. O
procedimento pode ser descrito como uma inibi¢do incompetitiva.
Adeyojo et al.”® avaliaram estudos de construgdo de biossensores
baseados em enzimas peroxidases imobilizadas em polimeros do tipo
Eastman AQ, com dimetilferroceno como mediador da reagio catali-
tica do substrato peréxido de butanona (BTP). As medidas de inibicio
foram efetuadas com os inibidores tiuréia e etilinotiuréia. Os autores
fizeram uso da técnica de voltametria ciclica, sendo que a eficiéncia
catalitica do biossensor foi determinada pela razdo da corrente de
pico. O estudo também foi efetuado em meio de solventes organicos
(acetonitrila, metanol e acetona). Um decréscimo na performance
do biossensor foi observado com o aumento do cardter hidrofilico
do solvente (metanol>acetonitrila>acetona), provavelmente devido
aremocdo da dgua de hidratacdo do sitio catalitico da enzima, o que
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pode causar desnaturagdo do mesmo, diminuindo a eficiéncia catali-
tica, acarretando em decréscimo no desempenho do biossensor. Han
et al.** desenvolveram um biossensor baseado em HRP imobilizada
em misturas de coldides, contendo polimero B-ciclodextrina (3-CDP)
e azul de metileno (mediador). O sistema foi utilizado para detec¢ao
de mercurio. Neste caso especifico, a inibi¢do foi reversivel e nio
competitiva em presenca de cloreto de mercurio (II), em menos de 8
s e irreversivel, inativando a enzima, quando incubada em diferentes
concentracdes do mesmo reagente, em tempos acima de 1 min. O
limite de detecgdo foi de 0,1 nmol L', de Hg.

Fosfatase

Pesticidas organofosforados e carbamatos podem inibir a reagdo
de hidrdlise da glucose-6-fosfato catalisada pela enzima fosfatase dcida
(AP) (E.C. 3.1.3.2), sendo este um processo reversivel. A deteccio
amperométrica desta inibicdo requer um sistema bi-enzimdtico com
glucose oxidase (GOD), de acordo com a reag@o 11:

glicose-6-fosfato + H,O ﬂ» glicose + fosfato inorganico

(reagdo 11)

glicose + O, ED. glicolactona + H ,0,

sendo monitorado o peréxido de hidrogénio, em eletrodos de Clark, e
a corrente medida proporcional a concentra¢do de enzima.

Mazzei e Botre® estudaram estes arranjos de biossensores para
determinar pesticidas organofosforados. A enzima AP foi imobilizada
em membranas de didlise e a glucose oxidase em membranas de nylon.
As medidas de inibi¢ao foram efetuadas com os inseticidas paraoxon,
metil paration e malation, com limites de detec¢do de 1,5; 0,5 ¢ 1,5
ug L, respectivamente. A quantificacdo de microcistinas também
tem sido avaliada por este sistema enzimatico.”**

OUTRAS ENZIMAS

A literatura apresenta alguns artigos a respeito da constru¢do de
biossensores baseados no processo de inibi¢ao enzimatica, descre-
vendo outros tipos de arranjos enzimaticos.”"'% A Tabela 1 apresenta
uma relagdo destas enzimas, de seus substratos, bem como as reacdes
catalisadas e os possiveis inibidores a serem estudados.

REGENERACAO

O entendimento do mecanismo de inibi¢do enzimdtica € de grande
importancia para a constru¢@o de biossensores enzimadticos. A forma
como enzimas peroxidase e tirosinase sdo inibidas estd baseada
no bloqueio dos sitios ativos destas enzimas, com a formagao do
complexo enzima-inibidor, o que bloqueia a transferéncia eletronica
entre a enzima imobilizada e o seu respectivo substrato. Pesticidas
organofosforados bloqueiam a serina no sitio ativo das enzimas
colinesterases, através de ataque nucleofilico. Estes procedimentos
ainda constituem limitagdes na aplicac@o destes biossensores. Dentro
deste contexto, estudos t€ém buscado a regeneragio deste material
bioldgico imobilizado na superficie do transdutor, visando uma maior
versatilidade destes sistemas, efetivando a possibilidade de vérias
detecgdes em um tnico dispositivo.’

Para reativacdo da atividade catalitica da AChE, estudos com
fluoreto de sédio e oximas [2-aldoxima metiliodeto piridina (2-PAM)
e 4-formilpiridinium dioxima brometo (TMB-4)] tém sido efetu-
ados, obtendo-se até 60% de regeneragdo da atividade enzimadtica
inicial.'?”1% Metais pesados atuam inibindo enzimas pela ligacdo
com grupamentos tiol protéicos. O uso de agentes quelantes, como
0 EDTA, pode regenerar a atividade catalitica da enzima.'**!°
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Tabela 1. Enzimas aplicadas na construciio de biossensores baseados no principio de inibi¢do enzimadtica, reacdes catalisadas e inibidores

potenciais

enzima reacdo catalisada

inibidor Ref.

Colina oxidase colina + O2 — aldeido betaina + H202

Colinesterase .
acético

Fosfatase . .
inorganico

Glucose oxidase + H202

acetil(butiril)colina + H20 — colina + 4cido
glucose-6-fosfato + H20 — glucose + fosfato

beta-D-glucose + O2 — D-glucono-1,5-lactone

organofosforados, carbamatos, Ag+, Cu+,
organofosforados, carbamatos, metais.

organofosforados, carbamatos, microcis-

41,42, 51, 52,56, 99
18, 21, 31-33, 35,
36, 39, 42-45, 47-55,
59-73, 83
95-98

Hg2+
nicotina, microcistinas

tinas

hidroxiquinolina, adenina nucleotideo,

Ag+, Br-, Cl-, CN-, CuSO4, Hg+, hidrazi-

na
fluoropiruvato, ADP, ATP, Cd2+, citrato,

23,38, 100, 101

Lactato desidrogenase lactato + NAD+ — piruvato + NADH+ CO2, glutamato, He2+, Mn2+, piruvato 100, 101
Peroxidase ROOR’ + doador (2 e-) + 2H+ — ROH + R’OH tiuréia, etilinotiuréia, sulfitos, mercirio 42, 83, 92-94
.. . carbamatos, organofosforados, atrazinas,
Tirosinase monofer}f)l * 1/2 02— O—d11§rox1fenol tiuréas herbicgidas clorofendis, agentes 20,22, 34, 37,
O-diidroxifenol — O-quinona ? § ’ 38, 40, 74-90
quelantes
Urease uréia + H20 — CO2 + 2 NH3 metais, Hg2+, Mg2+, tiuréia 105, 106
CONCLUSAO 13. Rogers, K. R.; Anal. Chim. Acta 2006, 568,155.
14. Laschi, S.; OgoDczyk, D.; Palchetti, I.; Mascini, M.; Enzyme Microb.
Nas ultimas décadas, estdo sendo efetuados esforcos pela comu- Technol. 2007, 40, 485.
nidade cientifica objetivando o desenvolvimento de metodologias 15. Scheper, T. H. ; Hilmer, J. M.; Lammers, F.; Miiller, C.; Reinecke. M.;
mais seguras, buscando melhorar a seletividade e a sensibilidade dos J. Chromatogr., A 1996, 725, 3.
biossensores enzimaticos baseados no monitoramento do processo de 16. Thévenot, D. R.; Toth, K.; Durst. R. A.; Wilson. G. S.; Biosens.
inibi¢@o por analitos potencialmente toxicos. A maioria dos arranjos Bioelectron. 2001, 16,121.
até entdo descritos na literatura apresentou excelentes resultados em 17. Zhang, S.; Wright, G.; Yang, Y.; Biosens. Bioelectron. 2000, 15, 273.
amostras sintéticas, mas ainda nfo sdo suficientemente robustos para 18. Jin, S.; Xu, Z.; Chen, J.; Liang, X.; Wu, Y.; Qian, X.; Anal. Chim. Acta
aplicacdes em amostras reais. Muitos ainda ndo apresentam seletivi- 2004, 523,117.
dade adequada, como no caso dos biossensores baseados em AChE, 19. Krawczyk, T. K.; Moszczynska, M.; Trojanowicz, M.; Biosens.
que ndo sdo capazes de identificar um analito especifico em amostras Bioelectron. 2000,15, 681.
multicomponentes. O uso de enzimas modificadas geneticamente 20. Chang, S. C.; Rawson, K.; Mcneil, C. J.; Biosens. Bioelectron. 2002,
parece ser bastante promissor para minimizar esta problematica. A 17, 1015.
sensibilidade destes sistemas analiticos € suficiente para detectar 21. Marty, J. L.; Garcia, D.; Rouillon, R.; TrAC, Trends Anal. Chem. 1995,
praguicidas e metais pesados toxicos nos niveis minimos impostos 14,3329.
por agéncias reguladoras, o que fortalece seu uso como metodologias 22. Besombes, J-L.; Cosnier, S.; Labbé, P.; Reverdy, G.; Anal. Chim. Acta
screnning, efetuando a selecdo de amostras potencialmente toxicas, 995, 311, 255.
que podem entdo, posteriormente, ser analisadas por técnicas valida- 23. Malitesta, C.; Guascito, M. R.; Biosens. Bioelectron. 2005, 20, 1643.
das. Dispositivos compactos e portateis, com arranjos multissensores, 24. Mazzei, F.; Botre, F.; Montilla, S.; Pilloton, R.; Podesta, E.; Botre, C.;
capazes de detectar e diferenciar misturas multianalitos sdo atrativos J. Electroanal. Chem. 2004, 574, 95.
significantes e podem ser descritos como o futuro da aplicac@o destes 25. Lehninger, A.; Nelson, D.; Cox, M. M.; Principios de bioquimica, 3* ed.
biossensores. Sarvier: Sdo Paulo, 2003.
26. Palmer, T.; Understanding enzymes, 3" ed., Ellis Horwood: New York,
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