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RESUMO - Um dos principais problemas relacionados a poluicédo refere-se ao aumento
do uso de produtos quimicos nos processos produtivos. Muitas vezes ndo existe
preocupacdo com 0s impactos ambientais dos mesmos, tornando-se necessario o
desenvolvimento de alternativas para o controle da producéo de residuos ambientais.
Nesse contexto, 0 uso de biossensores torna-se uma alternativa de monitoramento. O
presente trabalho teve como principal objetivo realizar estudos preliminares do
biocomponente e do eletrodo a base de carbono para o desenvolvimento de um
biossensor amperométrico para deteccdo de fenol. Foi testada a imobilizacdo do pé de
cogumelo (fonte de tirosinase) na superficie da pasta de carbono e do bastdo de grafite e
misturada a pasta. Foram realizados testes com o substrato fendlico e também referentes
ao tempo reacional. A melhor propor¢do encontrada para preparacéo da pasta foi de 1:1
(massa de po de grafite:volume de dleo), podendo ser observado os picos de oxi-
reducdo a uma taxa de velocidade de varredura de 0,05 V/s. Em relagédo ao teste com pd
de cogumelo, a formacao dos picos foi melhor evidenciada utilizando a imobilizacdo em
superficie tanto do bastdo quanto da pasta de carbono. Quanto aos testes utilizando o
substrato fendlico, pode-se observar uma resposta linear do biossensor.
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INTRODUCAO estes compostos e seus derivados tem sido

definidos como poluentes perigosos. A

Atualmente fala-se muito sobre poluicédo
de solos por acdo de compostos organicos,
dentre eles podemos encontrar 0S compostos
fendlicos. Estes compostos se encontram em
diversos efluentes industriais além de serem
utilizados como pesticidas e herbicidas na
agricultura. Embora este composto seja
biodegradavel, ele possui um alto indice de
toxidade para 0s seres-vivos, e por esta razdo

resolucdo CONAMA n° 357, publicada em 18
de marco de 2005, define como padrdo de
lancamento para efluentes industriais o teor de
0,5 mg/L de fenois totais (PASSOS et al,
2009).

A maioria dos métodos desenvolvidos
para determinacdo de compostos fendlicos esta
baseada na cromatografia gasosa, na
cromatografia liquida de alta eficiéncia e na
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espectrometria de massas. Tais métodos
necessitam que a amostra passe por uma etapa
de pré-tratamento, além de serem métodos de
alto custo e dispendiosos. Desta forma a busca
por uma metodologia capaz de fornecer
seletividade, baixo custo, facilidade na
construcdo e resposta rapida se torna valida
(ROSATTO et al, 2001).

Nesse contexto, 0s  biossensores
aparecem como uma alternativa para analise
quimica de compostos fendlicos, uma vez que
séo definidos como sensores que combinam a
alta seletividade de um elemento biol6gico
ligado a um transdutor que converte o sinal
biolégico em sinal elétrico proporcional a
concentracdo do analito (OLIVEIRA et al,
2006). Uma outra alternativa que tambem
agrega maior sensibilidade ao sensor é a
modificacdo da superficie do eletrodo com
ftalocianina de cobalto (Il), que catalisa a
oxidacao dos referidos fendis, promovendo um
aumento na  corrente de  oxidacdo
eletroquimica, bem como um aumento da
estabilidade do eletrodo.

Os eletrodos normalmente utilizados
devem apresentar caracteristicas adequadas
para imobilizacdo enzimatica. Entre o0s
materiais mais utilizados podemos encontrar
ouro, platina e carbono, que pode ser utilizado
como grafite s6lido ou como pasta de carbono
(PEREIRA et al, 2002).

Os elementos bioldgicos utilizados
podem ser enzimas, anticorpos,
microorganismos etc. Desta forma, uma
grande diversidade de configuracbes de
biossensores pode ser encontrada na literatura.
Geralmente, o elemento biolégico apresenta
especificidade para uma determinada classe de
compostos. Por exemplo, a enzima tirosinase
tem sido muito utilizada na preparacdo de
eletrodos eletroguimicos para serem utilizados
na determinacdo de compostos fendlicos
(substratos da tirosinase) em amostras
biologicas, alimentos e amostras ambientais. A
tirosinase € uma enzima que possui em sua
forma oxigenada dos atomos de Cu (II)
coordenados a trés moléculas de histidina.
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Figura 1; Estruturas (1) centro ativo da tirosinase e (1T) molécula de histidina,

O funcionamento desses biossensores
baseia-se na inibicdo da enzima pelos
compostos fendlicos, na oxidagéo do substrato
fendlico a correspondente o-quinona, em
presenca de Oz dissolvido. A o0-quinona
produzida é entdo reduzida
eletroquimicamente a0  seu  respectivo
composto fendlico. A deteccdo das reacGes de
oxidacdo e reducdo é realizada pelo usos dos
transdutores eletroquimicos. A reacdo de
oxidacdo do catecol, catalisada pela enzima
tirosinase, e posterior reducdo eletroquimica é
representada a seguir:

OH 0

O OH

=0 OH
+ M7 2e- E——

Os biossensores eletroquimicos podem
ser preparados pela imobilizacdo da enzima no
eletrodo. Muitos métodos tem sido propostos,
dentre eles a incorporagdo da enzima em
superficie de pasta de carbono com o uso de
glutaraldeido, atraves de ligacGes cruzadas.

Para determinacdo dos potenciais de
oxidacao e reducdo dos compostos fenolicos, a
técnica de voltametria ciclica pode ser
utilizada. Esta é uma técnica eletroquimica
onde as informacBes qualitativas e
quantitativas de uma espécie sdo obtidas a
partir do registro de curvas corrente-potencial,
realizada em uma célula eletroquimica
composta por um sistema de trés eletrodos:
eletrodo de trabalho (eletrodo com enzima
imobilizada), eletrodo de referéncia (permite o
monitoramento do potencial do eletrodo de
trabalho) e o contra-eletrodo (atua no controle
da passagem de corrente para que a reagdo
ocorra) (BOLLO et al, 2007).

No perfil voltamétrico, os processos de
oxidacdo e reducdo sdo representados por
correntes de pico anddicas e catodicas. Outros
parametros importantes a serem levados em
consideracdo sdo 0s potenciais de pico anddico
e catddico e a velocidade de varredura do
potencial.



OBJETIVOS

O presente trabalho possui como
objetivo principal o desenvolvimento de um
biossensor amperométrico a base da enzima
tirosinase para 0 monitoramento da
concentracdo de compostos fendlicos em
amostras ambientais.

Os objetivos especificos consistem em:

* Investigar a resposta do biossensor
utilizando-se fenol como substrato;

* Otimizar a preparagdo do eletrodo
suporte, avaliando-se as proporcdes de pasta
de carbono a serem utilizadas e a influéncia do
comprimento e polimento das extremidades do
eletrodo de bastdo de grafite;

* Otimizar a resposta do biossensor,
realizando testes de velocidade de varredura,
tempo reacional, concentracdo de substrato e
potencial de oxidacédo e reducéo aplicados.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Construcao dos eletrodos

O preparo do bastdo de grafite se
resumiu em corta-lo e lixa-lo antes da analise,
uma vez que, segundo a literatura, esses pré-
tratamentos otimizam o0s resultados. Foi
realizado teste de voltametria ciclica em
Potenciostato com o bastdo de grafite usando-
se solucdo de ferricianeto e ferrocianeto de
potassio 6mM em cloreto de potassio 1M
(eletrdlito suporte).

Para a construcédo do eletrodo de pasta de
carbono, realizou-se alguns testes com
proporcoes diferentes de nujol (6leo mineral) e
po de grafite. A proporcao escolhida foi a de
80 mg de grafite para 2 gotas de nujol, devido
a consisténcia da pasta obtida. Feito o
eletrodo, este foi submetido ao teste de
voltametria  ciclica em  potenciostato,
utilizando o mesmo método com ferricianeto e
ferrocianeto de potassio 6mM em cloreto de
potéssio 1M.

Efeito da velocidade de anélise

Foi testada também, sobre as mesmas
condigdes, o efeito da velocidade da analise.
Foram feitas medi¢cbes em 5 velocidades de

varredura diferentes (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5
V/s) para determinar a melhor velocidade para
a analise em quest&o.

Imobilizacdo da Tirosinase oriunda do pé
do fungo

Apos os testes preliminares, comegou a
pesquisa para uma melhor maneira de
imobilizar a enzima Tirosinase (proveniente
do pd de fungo) nos eletrodos. Realizou-se
entdo uma mistura do p6 de fungo a pasta de
carbono em diversas proporgdes, testando sua
eficiéncia também em potenciostato. Realizou-
se também a imobilizacdo do p6 de fungo na
superficie do eletrodo de pasta de carbono, a
pasta era entdo colocada no suporte para
eletrodo deixando sempre um espago para uma
fina camada de p6 de fungo na superficie do
mesmo. A imobilizacdo foi realizada com
glutaraldeido e o eletrodo permanecia em
geladeira por 24 horas apds o procedimento.
ApoOs esse periodo, realizou-se entdo o teste
em potenciostato.

Testou-se a imobilizagdo do fungo
sobre o eletrodo de bastdo de grafite, para isto
utilizamos dois métodos: imobilizacdo do
fungo na ponta do bastdo e imobilizacdo
utilizando um suporte de teflon, que deixava
um espaco ente o bastdo e a superficie para
uma fina camada de p6 de fungo. Nos dois
métodos, foi utilizado o mesmo procedimento
de imobilizacdo, utilizando glutaraldeido.
ApoOs 24 horas, 0s eletrodos foram submetidos
a testes em potenciostato para testar a
eficiéncia da imobilizacao.

Voltametria ciclica utilizando fenol

Foram utilizados os eletrodos com
fungo imobilizado, tanto bastdo, quanto pasta,
para testes com solucédo de fenol.

Para observar o comportamento dos
eletrodos (Pasta de carbono e bastdo de
grafite) quando submetidos a solucéo fendlica,
foram realizados testes de voltametria ciclica
com diversas concentracdes da solucdo de
fenol.

Estudo do tempo de reacdo

Realizamos teste de
cronoamperometria, para avaliar a variagdo da
corrente ao longo do tempo. Fixamos um
potencial (para oxidacdo 0,5V e para reducdo -



0,1V) e usamos um tempo reacional de 30
min. Esse teste foi realizado com solucéo de
fenol 0,5 ppm.

Também para avaliar o tempo
reacional do biossensor, fizemos um teste
semelhante ao anterior, com adicbes de
aliquotas de fenol em determinados espacos de
tempo até que a corrente se estabilize. A média
dos tempos até a estabilizacdo é dita como
tempo reacional. Foram realizadas adigdes
sucessivas de aliquotas de fenol para se chegar
a concentracdo final de 5 ppm. Estes testes
foram realizados para o potencial do pico de
reducéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Construcao dos eletrodos

Foram realizados testes de analise para
a preparagédo do eletrodo de bastdo de grafite,
utilizando os seguintes parametros:

Start potencial: OV
First vertex potencial: 0,8V
Second vertex potencial: 0V

Scan Rate: 0,1 V/s

Estes parametros foram escolhidos a
partir de estudos em teses anteriores que
mostraram que essa faixa de potencial € a mais
adequada para realizar a analise.

Percebeu-se entdo que com o
polimento e o corte os resultados eram mais
expressivos e 0s picos de oxidacdo e reducao
da solugdo eram mais claramente visualizados,
por isso, o grafite sempre foi lixado antes das
andlises, visando a otimizacdo dos resultados.
Na figura 3, os gréaficos obtidos com o grafite
sendo lixado somente uma vez e com o grafite

sendo lixado novamente podem  ser
visualizados:

2.00E-03

1,50E-03

1,00E-03

5.00E-04

-5,00E-04

-1,00E-03

-1,50E-03

-2,00E-03

Figura 3. Teste de confeccéo do eletrodo com polimento do grafite.

Para a analise por voltametria ciclica
do eletrodo de pasta de grafite confeccionado,

0s parametros utilizados foram alterados de
forma a obter uma melhor visualizagdo da
curva obtida. Os novos parametros utilizados
sdo mostrados abaixo:
Start potencial: OV
First vertex potencial: 0,8V
Second vertex potencial: -0,2V
Scan Rate: 0,5 V/s
Deste teste em diante, foram utilizados
sempre estes parametros de andlise. Os testes
para a reprodutividade (testes seqlienciais com
0 mesmo eletrodo de pasta de grafite) sdo
apresentados na figura 4:
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Figura 4. Teste de reprodutividade do eletrodo de pasta de grafite.

Efeito da velocidade de analise

Foi testada a variacdo de velocidade de
varredura de forma a determinar qual seria a
melhor velocidade para realizacdo de analises
posteriores. Os testes foram realizados com o
eletrodo de bastdo de grafite. O gréafico
comparativo das 5 velocidades analisadas pode
ser visto na figura 5.
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Figura 5. Teste de variacao de velocidades de varredura.

A velocidade de 0,5 V/s foi escolhida
pois a mesma otimiza a visualizacdo dos picos.

Imobilizacdo da Tirosinase oriunda do pé
do fungo



A figura 6 mostra o
comparativo para todos os
imobilizacéo testados.
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Figura 6. Grafico comparativo das imobilizagdes realizadas.

Pode-se observar pela analise do
grafico que a melhor imobilizacdo obtida foi
aquela onde a enzima foi imobilizada na
superficie do bastdo de grafite. 1sso se deve a
maior superficie de contato da solu¢do com o
grafite. Pode-se observar que a curva para o
fungo misturado a pasta de carbono néao
apresentaram resultados expressivos. Uma
justificativa para isso € que a enzima
misturada ao pé de grafite interfira
expressivamente nos resultados, uma vez que
as particulas de fungos presentes diminuem a
superficie de contato do grafite com a solucdo.
Desta forma, a imobilizacdo no eletrodo de
pasta de carbono foi sempre realizada na
superficie.

Voltametria ciclica utilizando fenol

Os eletrodos de pasta de carbono e de
bastdo de grafite foram submetidos a solugédo
fendlica de diversas concentracdes para avaliar
seu comportamento. As curvas obtidas se
encontram nas figuras 7 e 8.
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Figura 7. Gréafico comparativo entre as curvas obtidas com diferentes
concentragdes de fenol.
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Figura 8. Gréafico comparativo entre as curvas obtidas com diferentes
concentragdes de fenol.

observar uma mudanca
curvas proporcional ao

Pode-se

aumento da concentracdo da solucdo. 1sso
determina a linearidade do método. Para o
presente trabalho, é importante a deteccdo de
concentragdes baixas, uma vez que se espera
baixas concentracbes de fenol na amostra real
de estudo.

Estudo do tempo de reacdo

Para o estudo do tempo de reacdo, foi
utilizada a técnica de cronoamperometria,
onde o eletrodo foi submetido a uma solucéo
de fenol 0,5 ppm por um periodo de 30
minutos. Os resultados estdo expostos nos

gréaficos abaixo.
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Figura 10. Grafico obtido através do teste de cronoamperometria para
0 pico de oxidagdo (0,5 V)

Para este teste, foi possivel apenas
observar o0 tempo de reacdo para 0 pico de
reducdo, isso se deve ao fato de as curvas
possuirem maior resposta nesse potencial,
onde as mesmas se mostram mais acentuadas.

Outro teste para estudo do tempo de
reacdo foi realizado, com adi¢bes sucessivas
de solugdo fenolica. As adigbes foram
realizadas ap6s um tempo de estabilizacdo em
tampao.
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Figura 11. Grafico obtido através do teste de cronoamperometria com
adicoes de 5 mL de fenol 5ppm.

Na figura 11 foram sempre adicionadas
um valor fixo de concentracdo de fenol 5ppm,
ou seja, apos a estabilizacdo com a solucédo
tampao, foram adicionados sempre 5 mL da
solucdo de fenol. O tempo de reacdo foi
calculado através da media aritmetica dos
tempos de reacdo de cada adicdo de fenol,
sendo o tempo de reacao de 130 segundos.

CONCLUSAO

Os objetivos preliminares do estudo foram
alcancados, uma vez que foram realizadas
analises de otimizacdo da resposta do eletrodo
suporte, determinando-se a melhor proporgéo
de p6 de grafite/6leo mineral para a pasta e a

—4— Pico de oxidagdo

influéncia do comprimento e polimento do
bastdo, analises para otimizacdo da medicé&o,
determinando-se a melhor velocidade de
varredura, tempo reacional, concentragdo do
substrato e potenciais aplicados, bem como a
investigagdo da resposta do biossensor em
diferentes concentragdes de substrato, assim
como O tempo necessario para que a enzima
detecte 0 méximo de substrato.
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