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Biossensores Eletroquimicos Baseados em Peroxidase:
Revisao
Electrochemical Biosensors Based on Peroxidase: A Review

Daniel Ananias R. de Campos,® José G. Rocha Jr.,>***™ Rosane N. Castro, € Inés R. W. Z. de
Oliveira®

Biosensors are devices that use biological components as recognition elements. Most of the biosensors
available on the market are electrochemical because they are small and simple to operate. Currently,
peroxidase is one of the main enzymes used in studies of biosensors. It catalyzes chemical reactions of
several phenolic compounds. There is a great expectation for the creation of biosensors using peroxidase
enzyme because of the importance of electrochemical biosensors and the good characteristics of this
enzyme, which increases the number of scientific articles published on electrochemical peroxidase
biosensors. This review describes the characteristics of electrochemical biosensors, adding new
technologies that have emerged in recent years and that promise to revolutionize the biorecognition.
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1. Introducao

A TUPAC define formalmente um sensor quimico como sendo “um dispositivo que
transforma informagdes quimicas, variando da concentragdo de um componente especifico da
amostra até a andlise da composi¢ao total, em um sinal analiticamente 1til” e biossensores como
“sensores quimicos em que o sistema de reconhecimento utiliza um mecanismo bioquimico”.'?

Os biossensores sao dispositivos que podem ser desenvolvidos para monitorar a concentragdo
de analitos em amostras de fluidos biolégicos e fornecer uma resposta com rapidez e alta
sensibilidade. Os resultados podem ser facilmente analisados pelo usudrio,* como nos testes de
gravidez, que € uma das aplica¢des mais difundidas de biossensores portateis.* Outro exemplo
de sucesso no mercado sio os glicosimetros,’ que sio dispositivos eletroquimicos que dominam
o mercado de biossensores.®’

Os biossensores apresentam trés principais vantagens em relagdo a outras técnicas: sdo
extremamente simples, rapidos e portateis.® Essas vantagens somadas a outras, como a alta
especificidade e baixos limites de detec¢io, fazem com que esse tipo de sensor represente uma das
mais proeminentes tecnologias para iniimeras andlises,> tais como a de virus,'®!! andlise forense,'?
monitoramento ambiental 3'*!* detec¢do de contaminantes em alimentos,*'> de alergénicos em
alimentos,'® de armas bioldgicas,'” de explosivos,'® de marcadores de cncer,' entre outras.

Atualmente, os biossensores sdo majoritariamente empregados na drea da saide para
diagnosticar, tratar e monitorar doencas'® usando amostras de sangue, urina e saliva. Além disso,
sdo vastamente aplicados em testes de gravidez e fertilidade,”**' detec¢cdo de microrganismos
causadores de doencas (virus,'® bactérias® e fungos?) e biomarcadores (Troponina I,
homocisteina, glypican-12).

Os biossensores comerciais se baseiam basicamente em testes qualitativos e quantitativos.
Os testes imunocromatograficos de fluxo lateral sdo usados para detectar a presenca do analito
de interesse em uma amostra, como exemplo, o teste de gravidez. Os testes quantitativos,
como os glicosimetros, chamados Point of Care, podem ser utilizados por pacientes em suas
residéncias sem a necessidade de treinamentos complexos ou no préprio local de atendimento
ao paciente, uma vez que geram sinais em poucos segundos ou minutos.>?! Esses dispositivos
geralmente funcionam com uma tira (fest strip) onde € aplicada a amostra a ser analisada.
Essas tiras representam 35% do mercado de biossensores e foi previsto que podera atingir
USS$ 33 bilhdes até o ano de 2027.°

Esse tipo de biossensor geralmente emprega uma enzima como biorreceptor, baseando-
se na deteccdo de um sinal eletroquimico produzido por uma espécie quimica produzida ou
consumida na reacdo enzimdtica.?”” Os biossensores eletroquimicos amperométricos descritos
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na literatura, na maioria dos casos empregam enzimas da
classe das oxirredutases.?® Peroxidase, lacase, tirosinase,
glicose oxidase e galactose oxidase sdo alguns dos principais
exemplos das subclasses de enzimas oxirredutoras, sendo
as peroxidases as mais empregadas no desenvolvimento de
biossensores. %%

Amplamente empregadas em pesquisas cientificas de
vérios ramos,*>* as peroxidases apresentam bons resultados
na modificacdo da superficie de eletrodos comerciais.*
Considerada uma das principais enzimas empregadas para
esta finalidade, devido ao grande nimero de substincias
que podem ser oxidadas pela catdlise promovida pela
peroxidase e ao maior sinal gerado comparado a outras
enzimas oxirredutoras.***

Como mencionado anteriormente, os biossensores
desempenham um papel muito importante na vida moderna
e os nimeros mostram que eles ficardo ainda mais presentes
no cotidiano das pessoas, aumentando a qualidade e a
expectativa de vida. Uma vez que a maioria dos biossensores
comerciais quantitativos sdo eletroquimicos e devido ao
grande numero de publicag¢des cientificas descritos na
literatura envolvendo a peroxidase, acredita-se que um
biossensor comercial dessa enzima serd desenvolvido
nos préximos anos. Dessa forma, esta revisdo tem como
objetivo relatar trabalhos sobre biossensores eletroquimicos
que usam como biorreceptor a enzima peroxidase. Serdo
descritas as principais tecnologias empregadas atualmente
no desenvolvimento de biossensores, destacando a
imobilizag@o da peroxidase e suas aplicacdes.

2. Peroxidase

O termo peroxidase foi usado pela primeira vez em 1898,
por Linossier, apesar de sua atividade ter sido observada e
descrita primeiramente em 1855.%%7 As peroxidases s@o
o principal grupo de enzimas antioxidantes existente.*®
Atualmente, o termo se refere a um grupo de enzimas tais
como NADH peroxidase, glutationa peroxidase, iodeto
peroxidase, entre outras. Elas s@o oxirredutases que
catalisam a redugdo de perdxidos e a oxidagdo de muitos
compostos de origem organica ou inorgénica. Flas podem
conter um grupo heme ou ndo e sdo divididas em quatro
classes de acordo com a sua origem: vegetais, fingicas,
bacterianas e de origem animal.****#% O peso molecular das
peroxidases varia entre 20 e 200 kDa.*** Elas desempenham
um importante papel nos seres vivos. Nas plantas, estdo
presentes nos mecanismos de defesa de células infectadas
por patégenos ou danificadas pelo ambiente, no processo de
degradag@o da lignina nas paredes celulares e na resposta
a presenca de metais pesados. Nos animais, elimina o
peréxido de hidrogénio das células.’*

As peroxidases catalisam a oxidagao principalmente de
fenéis,” aminas aromadticas, entre outras substancias,’!®
sendo amplamente empregada em pesquisas cientificas
e na indistria.”® E utilizada no desenvolvimento de

produtos para a remocdo de contaminantes de fontes
de dgua, atuando como catalisador na degradacdo de
fendis,**” medicamentos,*® corantes,*- toxinas>® e outros
contaminantes hidricos.**>* Também est4 presente na sintese
de polimeros®-8 e, principalmente, no desenvolvimento de
biossensores. 32449561 Porém, a principal desvantagem de
usar a peroxidase a nivel industrial € a perda de atividade
enzimadtica quando o meio reacional ndo possui o substrato
a ser reduzido, apenas peréxido de hidrogénio.*

As peroxidases que apresentam um grupo heme contém
protoporfirina IX de ferro (II) como grupo prostético do
sitio ativo.®* O esquema simplificado na Figura 1 mostra o
mecanismo de reacdo da peroxidase na presenga de perd-
xido de hidrogénio e do substrato doador de elétrons (S).
Na primeira etapa (Figura 1a), o dtomo de ferro do grupo
heme € oxidado pelo peréxido com a perda de dois elétrons,
formando o Composto I, o qual consiste no ferro oxiferril
(O=Fe*) e o radical protoporfirina (R*). Na segunda etapa
(Figura 1b), o Composto I oxida uma molécula do substrato
doador de elétrons (S) e passa a ser denominado Composto
II. Na terceira etapa (Figura lc), a etapa anterior se repete
com outra molécula doadora de elétrons sendo oxidada,
fazendo com que a enzima retorne ao estado inicial. Os
compostos fendlicos sdo oxidados a radicais livres nas
segunda e terceira etapas (Figura 1b e Figura 1¢).239636¢

Composto 1
(Fe* =0, R")
H,O Sred
a L .
H,0, @) ®) " Sox
Peroxid .
;‘Z:ilvaase y (©) Composto II
(Fe3+) (Fe4+ =0)
SOx SRed

Figura 1. Ciclo catalitico da enzima peroxidase, onde R* = radical
protoporfirina, S,., = substrato doador de elétrons reduzido e S, =
substrato doador de elétrons oxidado

As peroxidases que ndo carregam grupo heme em sua
estrutura possuem uma molécula do aminoécido cisteina em
seu sitio ativo. Esta cisteina € oxidada por uma molécula
de peréxido de hidrogénio. O intermedidrio oxidado forma
uma ligacao com outra cisteina. Este segundo intermedidrio
é, entdo, reduzido pelo substrato.?*40

Um dos métodos mais empregados para medir a
atividade da peroxidase € o que envolve a reacio do guaiacol
com o perdxido de hidrogénio na presenga de peroxidase,
formando o tetraguaiacol (Figura 2). A variagdo da
absorbancia em 470 nm devido a formacao do tetraguaiacol
fornece a atividade da enzima em unidades por mililitro
(U mLY), que pode ser calculada usando a equagéo 1.6+
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Figura 2. Reagdo de formagdo de tetraguaiacol (2) empregando peroxidase
como catalisador, a partir do guaiacol (1) e peréxido de hidrogénio

Atividade Enzimdtica = 1000.A4 (1)
AtV

enzima

V.zima =€ 0 volume da solucgdio de enzima (mL); AA = Variagio
da absorbancia; At = Variagdo do tempo (min).*

Existem outros métodos espectrofotométricos usados
para medir a atividade da peroxidase, porém menos
empregados. Em um dos métodos, ocorre a oxidagédo
da o-dianisidina (3,3’-dimetoxibenzidina) em presenca
de perdxido de hidrogénio, gerando a forma oxidada da
o-dianisidina, de cor marrom, que absorve no comprimento
de onda de 460 nm (Figura 3). Uma unidade de atividade
é definida como a quantidade de enzima que oxida 1 pmol
de o-dianisidina por minuto.5”7

O método de Trinder pode ser realizado usando dois
substratos diferentes para a peroxidase, a 4-aminofena-
zona’™"” e a 4-aminoantipiridina.”®”® Nos procedimentos
sdo empregados tampao fosfato pH 7,0, fenol, peréxido de
hidrogénio e a peroxidase em forma livre ou imobilizada
em algum suporte. Os reagentes sdo colocados em um tubo
com paredes negras por dez minutos. Apds esse tempo de
incubagdo, a absor¢do de uma amostra da solucio € medida
em 510 nm (4-aminoantipiridina)’*” ou 520 nm (4-aminofe-
nazona).”’ Uma unidade de atividade enzimatica (U mL™") é
definida como a conversdo de 1,0 umol de H,O, por minuto.
A atividade da enzima € determinada usando a Equacao 2:

A"Z‘[VTm‘a:I (2)
€

Atividade Enzimatica =

enzima *

Vi = volume total (mL); V,,,i.. = volume da solugdo de
enzima (mL); AA = Varia¢ao da absorbancia; € = coeficiente
de extin¢do, 7100 M cm™.7®

Os trés métodos descritos acima empregando guaiacol,”%
o-dianisidina® e o Método de Trinder,”*"” podem ser usados
para medir a atividade da peroxidase imobilizada, porém

sdo mais empregados na medicao da atividade da peroxidase
livre. A eficiéncia da imobilizacdo de enzimas que sdo
empregadas no desenvolvimento de biossensores geralmente
é verificada comparando a resposta analitica dos sensores
antes e depois das modificagdes.

2.1. Fontes de peroxidase

Novas fontes de enzimas tém sido estudadas para
aplicacdes em biotecnologia, uma vez que tecidos vegetais
podem apresentar propriedades bioquimicas que se adequam
melhor em algumas aplica¢des.?! Por esses motivos e devido
amenores custos, ja foram estudados muitos vegetais como
alternativa a enzima comercial. Em diversos estudos ja
foram empregados os seguintes vegetais como fonte da
enzima peroxidase: abobrinha,*” nabo, repolho, rabanete,
tomate,’"%? cenoura,’’ caule e folhas de couve-flor,®? farelo
de soja e farelo de arroz,’'* casca de laranja® casca de
tangerina,® fibra de coco,? alface, brdcolis, palmeira
real, mamao, berinjela, limao,* figo® e folhas de diversas
plantas.*>°

A principal fonte de peroxidase comercial € a raiz-
forte (Armoracia rusticana),®® que geralmente é cultivada
em paises de clima frio.* Na constru¢io de biossensores
eletroquimicos, esta € a enzima purificada mais empregada.”
Porém, o seu alto custo faz com que muitos pesquisadores
busquem alternativas como fonte desta enzima.’*% Por
esse motivo, nos ultimos anos, € crescente a tendéncia de
empregar extratos brutos ou tecidos vegetais como fontes
enzimaticas. Esses procedimentos t&€m menor custo quando
comparados com as enzimas purificadas disponiveis no
mercado e, em alguns casos, a enzima apresenta uma
estabilidade maior devido as substancias naturalmente
presentes na fonte vegetal.”! Para comparacdo de custos,
5.000 unidades de peroxidase comercial empregada
no estudo de Golunski® (Tipo VI, liofilizada) custa
aproximadamente US$ 140.2 Enquanto, considerando o

—0 o0— —0 o0—
Peroxidase
wore m )y TE s D=

3)

o-dianisidina

(4)
o-dianisidina
oxidada

Figura 3. Reagdo de oxidag@o da o-dianisidina (3) por peréxido de hidrogénio, empregando
peroxidase como catalisador
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trabalho de Oliveira,* que empregou jilé6 como fonte de
peroxidase para emprego em biossensores amperométricos,
as mesmas 5.000 unidades podem ser obtidas em apenas
1 mL do extrato desse vegetal, sendo que 100 mL desse
extrato foi preparado usando 25 g de jilé. Na elaboracdo
deste extrato, foi necessario apenas uma homogeneizagdo
simples com solucao tampao e centrifugacio em centrifuga
refrigerada. Uma desvantagem existente no uso de extratos
¢é a diminuigdo da seletividade do método analitico.”

Como fonte de peroxidase para aplicacdo em
biossensores, ja foram empregados diversos vegetais, como:
atemoia,’’ abobrinha,” broto de feijdo,” alfafa,” alho,*
soja,?* canola,® capim-mombaga,®' gengibre, batata doce,
inhame, abacate, jil6,%” entre outros.

A forma de obten¢do de enzimas que apresenta maior
interesse pela industria € a microbiana, pois dessa forma
sdo mais facilmente produzidas em larga escala, embora
as enzimas de origem vegetal ou animal sejam as mais
estudadas. Certas bactérias sdo empregadas como fonte de
peroxidase em algumas pesquisas.*®**3* Essa fonte é mais
promissora devido a maior facilidade em alterar o c6digo
genético de bactérias em relacio aos fungos.”® A seguir, sdo
apresentados trés trabalhos onde a peroxidase foi extraida e
purificada de fontes microbianas. Essas fontes ainda ndo sdo
muito aplicadas para o desenvolvimento de biossensores.

Barbosa et al.*® extrairam, purificaram e imobilizaram
peroxidase da bactéria Pseudomonas putida e desenvolveram
um biossensor de anel de prata para detectar peréxido
de hidrogénio, que apresentou faixa de linearidade na
concentracdo de 1,0 a 200 umol L' em solucdo aquosa.

Asgher e Igbal® extrairam e purificaram a peroxidase do
fungo Pleurotus ostreatus. Ele foi cultivado em fermentacio
de estado s6lido usando meio de fermentagao a base de palha
de trigo. Os principais constituintes do meio foram: tartarato
de amébnio, KH,PO,, MgSO,, CaCl, e polisorbato 80.
A peroxidase foi extraida da biomassa apds 5 dias de
fermentacdo. A peroxidase foi purificada por cromatografia
de filtracdo em gel em coluna Sephadex-G-100.

Zouraris et al.'® estudaram cineticamente a peroxidase
extraida do fungo Myceliophthora thermophila imobilizada
em eletrodo de ouro, calculando as constantes cinética e de
Michaelis-Menten, e concluiram que essa enzima € estavel
em concentragdes mais altas de peréxido de hidrogénio
(16 mmol L), com o valor da resposta amperométrica

Confinamento

Adsorcao

maxima em pH 8,0, concentracio de peréxido de hidrogénio
de 1,0 mmol L' e potencial aplicado de -0,26 V.

Esses artigos apresentados mostram a viabilidade
do emprego de peroxidase de origem microbiana para a
construcdo de biossensores e podem impulsionar outras
pesquisas sobre o tema.

2.2. Imobilizagao de enzimas

Segundo Souza,'’! “imobilizacdo é um termo genérico
empregado para descrever a retengdo de uma biomolécula
no interior de um reator (inddstria) ou de um sistema
analitico (biossensor)”. A imobiliza¢do de uma biomolécula
na superficie de um material é uma das etapas cruciais na
construgdo de um biossensor para garantir a estabilidade
operacional a longo prazo.’

Existem vérias técnicas de imobilizagdo de enzimas,
quase todas consistem em unir a enzima a um suporte s6lido
insoldvel no ambiente reacional (Figura 4). Os principais
métodos de imobilizagdo de enzimas sido adsorgdo,
confinamento, ligacdo covalente e covalente cruzada.'>1021%

Por meio do processo de imobilizagio as enzimas podem
apresentar maior estabilidade e, em alguns casos, podem
ser reutilizadas sem perder a atividade catalitica.’® Dessa
forma, a enzima passa de uma forma homogénea (enzima
livre) para uma forma heterogénea (enzima imobilizada). A
finalidade da imobilizacéo enzimatica € obter um catalisador
que pode ser empregado em processos continuos, que pode
ser reutilizado e possuir estabilidade de armazenamento
e caracteristicas otimizadas em relagdo a forma livre. As
enzimas imobilizadas geralmente possuem uma maior
resisténcia a solventes organicos, variagdo de pH, de
temperatura e de pressdo na maioria dos casos.'™

Enzimas podem ser imobilizadas desde em bagaco de
cana-de-agucar'® até em materiais artificiais modernos,
como quantum dots.'* As caracteristicas mais importantes
em um suporte sdo estabilidade quimica, baixo custo,
permeabilidade, grande area superficial e resisténcia ao
ataque de microrganismos. Outros parametros a serem
considerados s@o o tamanho da particula (nanoparticulas),
porosidade e tamanhos dos poros, hidrofilicidade, entre
outros.'”’

Para Pandey er al.,** é necessdrio explorar suportes
menos custosos na imobilizagao de enzimas para aproveitar

J = enzima

L
) | E
A Ligacao
Ligagao Covalente
Covalente
Cruzada

Figura 4. Diferentes tipos de imobilizacdo enzimatica
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as diversas e potenciais aplicagdes industriais apresentadas
por muitas destas como, por exemplo, a peroxidase.

Alguns suportes t€m sido empregados frequentemente
na construgdo de biossensores de peroxidase nos ultimos
anos, tais como os polimeros naturais (quitosana, celulose,
polissacarideos), polimeros sintéticos (poliacrilonitrila),
silicas, nanoparticulas magnéticas, vidro poroso, 6xidos
(ferro, zinco, aluminio), materiais de carbono (nanotubos
simples e multicamadas, grafeno, nanoesferas), quantum
dots, nanomateriais metalicos, entre outros.'® Os
nanomateriais sdo 6timas matrizes de imobilizacdo para
biomoléculas na constru¢do de biossensores pela grande
razdo area/volume que possuem, além de aumentarem a
sensibilidade dos sensores.’

O método de imobilizagdo a ser empregado depende
da finalidade de cada biossensor.'” Ribeiro ez al.** testaram
trés tipos de imobilizagdo para a peroxidase em nanotubos
de carbonos de paredes multiplas por ligagdo covalente,
adsorg¢do e ligagdo cruzada, em seguida foram construidos
biossensores de pasta de carbono para quantificar dopamina.
O biossensor construido a partir da imobilizacdo da enzima
por ligacdo covalente apresentou melhor resposta para
determinagdo de dopamina. Para a realizag@o deste método,
a superficie do material foi funcionalizada com grupos
carboxila e reticulado com carbodiimida com posterior
imobilizag@o da peroxidase. Neste trabalho foi empregada
abobrinha como fonte de peroxidase, uma fonte alternativa
a peroxidase comercial.

Monier et al.'® desenvolveram um método para
imobilizag@o da peroxidase em microesferas de quitosana
revestidas com polietilacrilato. Para evitar a desnaturacio
e perda da atividade catalitica da enzima o método foi
desenvolvido sem a intera¢do da peroxidase com reagentes
quimicos. Este método de imobilizagdo promoveu liga¢des
covalentes entre a peroxidase com a superficie modificada
das microesferas. Embora tenha diminuido um pouco
a atividade enzimadtica, a imobilizagdo forneceu bons
resultados na estabilidade térmica acima de 45 °C e pH
acima de 9.

Ariffin et al.'” também desenvolveram um método
semelhante ao de Monier et al., ' onde foram criadas
interagdes do grupo amino da enzima com um polimero de
acrilato. Procedimentos de imobilizagdo andlogos a esses
também foram empregados por Cevik et al.*', Hernandez-
Cancel et al.*® e Amini e Shamsipur**. Em todos esses

trabalhos, a superficie a ser usada como suporte para a
imobilizagdo da peroxidase foi modificada anteriormente a
etapa de contato com a enzima, diminuindo a probabilidade
de ligacdes covalentes ndo desejadas que pudessem afetar
a atividade enzimatica.

Na Tabela 1 sdo mostrados alguns trabalhos onde foi
calculada a constante de Michaelis-Menten (K,,) para a
peroxidase imobilizada. E importante ressaltar que, em
trabalhos envolvendo o desenvolvimento de biossensores,
geralmente ndo ha essa comparagdo. O estudo geralmente
realizado € do eletrodo comercial original comparado ao
eletrodo com as modificagdes realizadas (biossensor), ja
com a enzima imobilizada.

Como pode ser visto na Tabela 1, a imobilizagdo ndo
garante um aumento da atividade enzimatica (diminui¢do
de K,,), mas uma possivel perda de atividade é compensada
monetariamente pela reutilizagdo da enzima imobilizada, o
que ndo ocorre com a enzima na forma livre.

2.3. Quitosana para a imobilizacao de peroxidase

A quitosana ((1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glicose) € o
principal derivado da quitina, que € o segundo polimero
mais abundante na natureza. Ele estd presente em carapagas
de crustaceos, insetos, fungos, entre outros.''” A quitosana
¢ um aminopolissacarideo que contém muitos grupos
amino e hidroxila em sua estrutura, o que faz com que as
enzimas possam ser imobilizadas em sua estrutura sem a
necessidade de reagdes de reticulac@o. Por esses motivos,
além do baixo custo, biocompatibilidade e hidrofilicidade,
esse biopolimero tem sido empregado nos dltimos anos em
pesquisas como suporte para imobilizagdo.'*!!' A quitosana
também possui propriedades para formar microesferas de
tamanhos variados, membranas e fibras. Como material
de suporte para imobilizacdo enzimatica, € empregada em
biossensores, sistemas biocataliticos para degradagdo de
contaminantes e corantes'™ e na sintese de nanocompdsitos
para sensores eletroquimicos.''> Apesar de originalmente ser
adequada para a imobilizagdo de enzimas, a quitosana pode
ser reticulada para produzir uma estrutura tridimensional
ainda melhor para a imobilizacdo de enzimas, seja por
adsor¢do, ligacdo covalente, ligagdo covalente cruzada e
confinamento.'"”

Segundo Pandey er al.,’® para explorar todas as
aplicacdes possiveis da peroxidase, € necessirio empregar

Tabela 1. Valores da constante de Michaelis-Menten (mmol L!) encontrados para a peroxidase imobilizada descritos na literatura

Substrato Suporte ilflln;;ﬁtzfggz igtl)rll)i?il;(;sggo Referéncia
H,0, Microesfera de quitosana 0,50 0,40 67
H,0, Filme de quitosana 0,50 0,26 67
Pirogalol Quitosana + Poliacrilato de etila 2,235 2,875 108
Guaiacol Quitosana 17,78 18,28 80
Guaiacol Quitosana + Polietilenoglicol 17,78 19,92 80

Km = constante de Michaelis-Menten

no prelo, 2023



Biossensores Eletroquimicos Baseados em Peroxidase: Revisao

um suporte simples e barato, como a quitosana. Esse
polimero possui outras propriedades que contribuiriam para
viabilizar a pratica do uso para diversas aplica¢des, como:
facil disponibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade,
propriedades fungistaticas e bacteriostaticas, alta resisténcia
mecanica, hidrofilicidade e estabilidade.

Ichi et al.%” confinaram peroxidase extraida de alho numa
matriz de quitosana reticulada com glioxal para detectar
peroxido de hidrogénio em amostras de leite de vaca. Um
fino filme de quitosana modificado contendo peroxidase
foi depositado na superficie de um eletrodo de ouro. O
biossensor desenvolvido apresentou faixa de linearidade
na concentragdo de 20 a 60 umol L' para o perdxido de
hidrogénio.

Oliveira e Vieira''° imobilizaram peroxidase em quitosana
para a construcio de um biossensor de hidroquinona. Foram
construidos 3 tipos de biossensores diferentes empregando
os agentes reticulantes glutaraldeido, epicloridrina
e carbodiimida. O melhor resultado foi apresentado
pelo biossensor no qual a quitosana foi reticulada com
glutaraldeido e epicloridrina, provavelmente devido a
formagdo mais efetiva da rede tridimensional polimérica
entre quitosana, epicloridrina e glutaraldeido. Além disso,
a enzima estd ligada nas extremidades do glutaraldeido
e confinada entre os espacos intersticiais das ligacdes
covalentes formadas. A faixa de linearidade da concentragio
do analito foi de 0,25 a4,5 mmol L', e o LD de 2,0 umol L.

3. Nanomateriais no Desenvolvimento de
Biossensores Eletroquimicos

Com o avanco da tecnologia nos dltimos anos, os
biossensores tém sido miniaturizados € novos materiais,
como vdrios tipos de nanoparticulas e nanotubos, foram
desenvolvidos e sdo aliados perfeitos na busca por sensores
mais sensiveis e seletivos. Estes, em conjunto com técnicas
novas de transducio e imobilizacdo dos componentes

bioldgicos, permitem inimeros arranjos para detecgdo de
praticamente qualquer analito de interesse.>''

O surgimento de inimeros nanomateriais e suas 6timas
propriedades elétricas, quimicas e Opticas impactaram
positivamente o desenvolvimento dos biossensores.?!!14113
Atualmente a maioria dos biossensores sdo desenvolvidos
usando algum tipo de nanomaterial em sua composic¢io,’
sendo os mais empregados as nanoparticulas de metais
nobres, nanoestruturas de carbono e nanoparticulas
magnéticas.”!'"® Nanomateriais € a designac¢do recebida
pelos materiais que possuem uma dimensao menor que 100
nm.’*3214 Eles podem ser divididos em quatro grupos, de
acordo com a matéria-prima empregada em suas sinteses:
de carbono (grafeno, 6xido de grafeno, nanotubos de
carbono, fulereno), inorganicos (metais, 6xidos metalicos,
semicondutores), orgdnicos (polimeros, dendrimeros,
micelas, lipossomas) e compdsitos (combinacdo de um
nanomaterial com outro nanomaterial ou qualquer material
a granel).''*

A Figura 5 e a Figura 6 mostram os nimeros de artigos
encontrados no banco de dados da Web of Science!''’” até o
més de dezembro de 2021. O quantitativo foi considerado
se os termos pesquisados estivessem presentes em todos os
campos possiveis de busca, o que incluiu: titulo, resumo,
palavras-chaves e tépico. O termo “biosensor’ foi utilizado
em todas as buscas, como um termo fixo, juntamente com
algumas palavras-chaves varidveis.

A Figura 5 apresenta o nimero de artigos onde sdo
encontrados o termo “biosensor” com as palavras-
chave “peroxidase”, “nanoparticle” e “nanomaterial”,
mostrando a importancia desses materiais e desta enzima
no desenvolvimento de biossensores. Na Figura 5a, o termo
pesquisado foi apenas “biosensor”. Na Figura 5b, os termos
de pesquisas foram “biosensor”, operador booleano “AND”’
eotermo “peroxidase”. NaFigura Sc, “biosensor” “AND”
“nanoparticle” “OR” “nanomaterial”’. Na Figura 5d,
“biosensor” “AND” “peroxidase” “AND” “nanoparticle”
“OR” “nanomaterial”. Foi observado que cerca de cinco
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Figura 5. Ndmeros de artigos em buscas no banco de dados da Web of Science com os termos

2 »

“biosensor”, “peroxidase”, “nanoparticle” e ‘“nanomaterial”
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Figura 6. Nimeros de artigos em buscas no banco de dados da Web of Science com a peroxidase e com os
principais nanomateriais

por cento dos artigos que citam biossensores também citam
peroxidase. Considerando os inimeros biorreceptores
existentes, principalmente entre enzimas e anticorpos, esse
é um numero bem expressivo. Cerca de 30% dos artigos que
citam biossensores incluem nanomateriais, mostrando que
o desenvolvimento de biossensores emprega amplamente
este tipo de material. Além disso, aproximadamente metade
dos textos que citam peroxidase o fazem também citando
nanomateriais, mostrando que o uso desta enzima no
desenvolvimento de novos biossensores se faz associado
com o emprego desses materiais.

A Figura 6 mostra pesquisas com o termo “biosensor”
e os principais nanomateriais empregados na constru¢do
de biossensores segundo a literatura,”''® além do termo
“peroxidase”, sendo as outras palavras-chaves “graphene”,
“gold nanoparticles”, “carbon nanotubes”, “quantum
dots”, “magnetic nanoparticles” e “peroxidase”. As barras
azuis representam o nimero de artigos encontrados que
citam “biosensor” “NOT” “peroxidase” “AND” algum
nanomaterial (“graphene”, “gold nanoparticles”, “carbon
nanotubes”, “quantum dots”, “magnetic nanoparticles”),
excluindo as produgdes com o termo “peroxidase”.
A porg¢do vermelha representa o nimero de artigos
encontrados que, além dos nanomateriais mencionados,
citam “peroxidase”, ou seja, que combinam as palavras
“biosensor” “AND” “peroxidase” “AND” algum
nanomaterial. A Figura 6 mostra o interesse dado a
cada nanomaterial nas pesquisas com biossensores e
a importéancia da peroxidase no desenvolvimento de
biossensores com diferentes nanomateriais. Na maioria
dos casos, os trabalhos com peroxidase representam cerca
de 10% do total da produgdo envolvendo os biossensores
com determinado tipo de nanomaterial, com exce¢do a
coluna dos quantum dots, provavelmente por estes serem
um material mais recente. O nimero maior de artigos que
empregam nanoparticulas de ouro pode estar relacionado
ao fato deste nanomaterial poder ser sintetizado pelos
proprios pesquisadores, dando mais flexibilidade a pesquisa.
O contrério ocorre com o grafeno e com os nanotubos de
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carbono, que s6 podem ser modificados. A preferéncia por
esses trés primeiros compostos (nanoparticulas de ouro,
grafeno e nanotubos de carbono) deve ser pelo fato de
apresentarem as caracteristicas eletronicas superiores as
nanoparticulas magnéticas e aos quantum dots ainda serem
relativamente recente, como ja dito anteriormente.

Biossensores que empregam biomoléculas (como
a peroxidase) imobilizadas em nanomateriais possuem
propriedades quimicas e fisicas muito vantajosas, tais como:
aumento do nimero de moléculas imobilizadas devido a
elevada area superficial, amplificag@o do sinal eletroquimico
e estabilidade do sistema biomolécula-suporte.®3*3%.118 por
exemplo, nanotubos de carbono e grafeno possuem alta
razdo drea por peso (até 1000 m* g'), além de possuirem
estruturas com poros de varios tamanhos viabilizando a
imobilizacdo de enzimas.'” Dessa forma, os biossensores
estdo apresentando maior sensibilidade, incluindo os
biossensores de peroxidase.

3.1. Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro sdo amplamente empregadas
para amplificar o sinal em vdrios tipos de sensores,
incluindo biossensores eletroquimicos e piezoelétricos.'"”
As principais vantagens do uso dessas nanoparticulas na
construcdo de biossensores € a excelente condutividade
elétrica, grande area superficial, biocompatibilidade e a
facilidade da sintese de particulas de tamanhos e morfologia
variados, como: nanoesferas, nanobarras e nanocristais de
forma nudcleo e casca. As nanoparticulas de ouro tém sido
usadas para imobilizacdo de enzimas e tem sido observado
uma tendéncia da manutencio da atividade catalitica apds
este procedimento.?230-119:.120

Xiang et al."' desenvolveram um imunossensor
eletroquimico para deteccdo de Salmonella. O sensor
foi construido usando nanoparticulas de ouro dispersas
em hidrogel de quitosana sobre um eletrodo de carbono
vitreo. Foi realizado um arranjo do tipo “sanduiche”, com
anticorpos anti-salmonella ligados a superficie do eletrodo
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e a enzima peroxidase ligada ao anticorpo. O biossensor
apresentou um limite de detec¢do (LD) de 5 unidades
formadoras de colonia (UFC) mL! e faixa de linearidade
na concentragdo de 10 a 10° UFC mL™".

3.2. Grafeno

O grafeno € caracterizado como um 6timo suporte para
vérias aplicacdes, incluindo a construcio de biossensores,
devido a excelente condutividade elétrica. Outra caracteristica
€ a alta drea superficial, o que resulta em mais biomoléculas
imobilizadas, aumentando a sensibilidade do biossensor. E
pouco toxico, possui alta elasticidade e resisténcia mecanica,
além de ser de facil modificagdo, o que € adequado para
imobilizag@o de biomoléculas, seja por ligacdes covalentes
ou ndo covalentes.**-10%120-122

Embora a grafeno ja tenha sido empregado como
matéria-prima para a sintese de quantum dots para a
construcao de um biossensor para peréxido de hidrogénio,'*
o0 uso mais comum do grafeno ou 6xido de grafeno € servir
de base para a imobilizag¢do de peroxidase na modificagdo
de eletrodos comerciais. Como, por exemplo, na pesquisa
de Liu et al.,'”* onde um eletrodo de carbono vitreo foi
revestido com nanofolhas de Co,0, e 6xido de grafeno com
peroxidase imobilizada na constru¢do de um biossensor
de 3? geracgdo para a detecgdo de nitrito. A faixa linear de
concentra¢do do analito foi de 1,0 a 5400 umol L-'. Em
outro trabalho, um biossensor de grafeno e peroxidase
foi construido para a detecgdo de peréxido de hidrogénio
em culturas de células vivas. O sensor apresentou LD de
0,0267 nmol L' e duas faixas lineares de concentragio, em
mol L': 8,0x10"" a 6,64x107 e 2,77x10° a 8,35x10*.'*

3.3. Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono sdo reconhecidos como um dos
melhores materiais para serem empregados na construcio
de biossensores eletroquimicos. Esses compostos possuem
propriedades fisicas, quimicas e elétricas unicas, com
potencial para grandes avangos no ramo da ciéncia de
biorreconhecimento.'*!'"* Isso € devido ao fato desse material
reunir varias caracteristicas importantes para imobilizacio
de biomoléculas, como 4rea superficial elevada, alta
estabilidade quimica e excelente amplificacdo de sinal
devido as suas propriedades eletr6nicas.'*!13114

Ribeiro et al.** imobilizaram peroxidase em nanotubos de
carbonos de paredes multiplas e construiram um biossensor
para determinac@o de dopamina em amostras de fairmacos. O
LD foi de 2,0 umol L. A faixa de quantificaco foi de 32,0
a 44,0 umol L. Também foi estudado o comportamento do
biossensor com os interferentes acido urico e acido ascorbico,
com estes ndo alterando a eficiéncia do biossensor.

Akter et al."® modificaram a superficie de um eletrodo de
ouro com a imobilizacdo de nanotubos de carbono de parede
multiplas seguida por imobiliza¢do das nanoparticulas de
ouro. Os anticorpos anti-PSA unidos a peroxidase foram

entdo imobilizados sobre o suporte e o sensor desenvolvido
foi otimizado para determinacdo de antigeno prostatico
especifico (PSA) na concentragdo de 1,0 pg mL' a
10,0 ng mL' com LD de 0,40 pg mL".

3.4. Nanoparticulas magnéticas

Esse tipo de nanoparticulas apresenta baixo custo de
producdo, facil preparagdo e baixa toxicidade. O tipo mais
empregado sdo as sintetizadas a partir de 6xido de ferro (I e
III), devido as suas propriedades superparamagnéticas (sdo
magnéticas apenas na presenca de um campo magnético
externo) e biocompatibilidade com enzimas e anticorpos.
As enzimas sdo imobilizadas em particulas magnéticas por
meio de interagdes dos grupos amino, hidroxila e carboxila
com a superficie das nanoparticulas. Além disso, esse tipo de
material possui elevada drea superficial e pode ser separado
pela aplicacdo de um campo magnético externo.56-102114

Cevik et al*' construiram um biossensor empregando
nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe,O,) para a imobilizacio
de peroxidase para detectar os seguintes compostos fenélicos
separadamente: fenol, catecol, p-cresol, 2-aminofenol e
pirogalol. As respectivas faixas lineares de concentracio
dos compostos, em mmol L', foram: 0,5 a 8,5; 0,5 a 11,0;
0,527,0;0,5a3,5¢0,5a15,0.

Darwesh et al.> e Mohammed et al.®® imobilizaram
a peroxidase em nanoparticulas magnéticas de Fe;O,,
porém sem construir um biossensor, e observaram o
aumento da estabilidade enzimatica ao longo do tempo, e
também mediante as alteragdes de pH e de temperatura, e
da reutilizacdo do suporte obtido. Os resultados indicam
que esse arranjo seria muito tutil em um biossensor.
Darwesh et al.? variaram a temperatura de 20 a 100 °C e o
pH de 2 a 12. Mohammed et al.®® variaram opHde2a9e
a temperatura de 50 a 80 °C.

3.5. Quantum dots

O emprego de quantum dots em biossensores € muito
apropriado devido a amplificag@o de sinal e a maior area
superficial, o que aumenta o nimero de biomoléculas
imobilizadas na superficie dos eletrodos modificados. Essas
duas caracteristicas resultam na maioria das vezes em um
menor limite de detec¢do e a uma maior sensibilidade do
biossensor. Porém, a principal razdo pela qual esse tipo
de nanomaterial possui boas perspectivas de aplicagdo
na biodetecco € a alta capacidade de funcionalizagdo de
sua superficie com biorreceptores, criando uma excelente
combinacdo de biotecnologia e nanotecnologia para o uso
em biossensores eletroquimicos. '

Fruk et al.'” conseguiram induzir a atividade da
peroxidase através de irradiagdo mesmo na ausé€ncia de
perdxido de hidrogénio. A enzima foi adsorvida a superficie
de quantum dots de CdS com 3 nm de didmetro. A atividade
da enzima era reversivelmente “ligada” e “desligada” pela
luz. Esse arranjo seria de 6timo emprego em biossensores,
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principalmente por ndo necessitar da presenca do peréxido
de hidrogénio.

Su et al.'® fizeram um estudo da resisténcia de
transferéncia de carga (R.) de um eletrodo de carbono vitreo
(GCE) modificado com quantum dots de carbono (CD) para
a construgdo de biossensor para a detec¢@o de peréxido de
hidrogénio. Foram sintetizados dois tipos de quantum dots
em relacdo a superficie destes, um com grupamento -NH, e
outro sem. Foram empregados, respectivamente, como fonte
de carbono para a sintese, quitosana e glicose. A enzima
peroxidase de rabano silvestre (HRP) foi imobilizada nos
quantum dots por adsorcio. O eletrodo GCE/CD-NH,/HRP
apresentou menor Ry do que o eletrodo GCE/CD/HRP,
comprovando que a funcionalizacdo da superficie auxilia
ou na imobiliza¢do de mais moléculas de enzima ou no
transporte de elétrons para o eletrodo. Ambos os eletrodos
com quantum dots de carbono obtiveram menor R..do que
o eletrodo GCE/HRP, construido com a HRP imobilizada
diretamente no eletrodo, comprovando a eficiéncia do
nanomaterial em aumentar a condutividade elétrica do
sistema. O per6xido de hidrogénio foi quantificado na faixa
de 5a590 nmol L', com LD de 1,8 nmol L.

4. Construcao de Biossensores
Eletroquimicos de Peroxidase

Os principais tipos de transdutores empregados em
biossensores sdo eletroquimicos, épticos, térmicos e
piezoelétricos.?*” A Figura 7 mostra um gréfico de pizza
da distribui¢do dos principais transdutores empregados no
desenvolvimento de biossensores de peroxidase, de acordo
com buscas efetuadas no banco de dados da Web of Science.
Assim como nas pesquisas anteriores, os termos “biosensor”
e “peroxidase” foram fixados e o tipo de transdutor foi
o termo varidvel nas buscas. No grafico, € possivel notar
que os transdutores eletroquimicos sdo a preferéncia dos
pesquisadores na construcio de biossensores de peroxidase.

1%

/]

= ELETROQUIMICO

= OPTICO

= TERMICO
PIEZOELETRICO

Figura 7. Grifico da distribui¢ao dos principais transdutores
empregados no desenvolvimento de biossensores de peroxidase de
acordo com o banco de dados da Web of Science

A maioria dos biossensores comerciais empregam
transdutores eletroquimicos. O sinal elétrico gerado no
transdutor € analisado por uma unidade de processamento,
que o converte em uma informag@o mostrada ao analista
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por meio de um display. Essa informag@o € a concentracio
do analito ou, simplesmente, a deteccdo de sua presenga
na amostra.?’?*!%

Os biossensores eletroquimicos medem um sinal elétrico
que € resultado de algum evento bioldgico.* Sdo considerados
os principais tipos de biossensores®’ representando a
maior fatia no mercado, com 70% das vendas,” sendo os
glicosimetros portateis os principais representantes de
biossensores deste tipo.> Os biossensores eletroquimicos
apresentam maior sensibilidade, menor tempo de andlise
e menor custo, além de serem mais compativeis com 0s
métodos de miniaturizagdo disponiveis. Com o avango da
nanotecnologia os biossensores eletroquimicos tiveram
o tamanho ainda mais reduzido e produzindo melhores
resultados em termos de sensibilidade. 59273130

A Tabela 2 lista alguns biossensores eletroquimicos de
peroxidase. Nela sdo mostradas as diversas modifica¢des
que podem ser realizadas nos eletrodos a fim de aumentar
o sinal do biossensor, a variedade de analitos quantificados
por biossensores de peroxidase e o método de imobilizacio
empregado em cada trabalho. Com isso, nota-se que os
pesquisadores possuem liberdade para construir seus
biossensores empregando muitas técnicas de modificacio
de eletrodos e uma variedade de técnicas eletroanaliticas
pode ser empregada nos procedimentos eletroquimicos.

Baseando-se nos dados da Tabela 2, foram pesquisados
no site Web of Science os nimeros de artigos sobre
biossensores que citam as técnicas eletroanaliticas
mostradas na Tabela 2, seguindo os mesmos procedimentos
das Figuras 4 e 5. Os termos “biosensor” e “peroxidase”
foram fixados, com o termo varidvel sendo o nome da
técnica eletroanalitica: “electrochemical impedance
spectroscopy”, “square wave voltammetry”, “differential
pulse voltammetry”, “chronoamperometry”, “linear
scanning voltammetry”, “steady state current’. A Figura 8
mostra o resultado da pesquisa, onde a voltametria ciclica
ndo € considerada devido a baixa sensibilidade da técnica e
atualmente € pouco empregada para fins analiticos.'*

Com excecdo a Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIE), que é a mais empregada, todas as
outras técnicas sdo amperométricas. Isso concorda com a
literatura, que descreve as técnicas amperométricas como
as mais empregadas com biossensores.

O sistema transdutor de biossensores eletroquimicos
pode ser amperométrico, potenciométrico e condutimétricos/
impedimétricos.'>!*3%12 Qs potenciométricos medem
diferenca de potencial (ddp), mas sem a passagem de
corrente elétrica. Esse ddp € registrada ente dois eletrodos
e é proporcional a concentragdo do analito na amostra.'?*140
Os condutimétricos/impedimétricos medem a alteragdo
na condutividade da solug¢@o, que ocorre apds a geracdo
ou consumo de fons por uma reagdo quimica.'?*'0 A
principal técnica eletroanalitica empregada nesse tipo de
transdutor eletroquimico € a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). Na EIE, a impedancia do sistema ¢
medida em ohms. E uma técnica de estado estaciondrio, o
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Tabela 2. Biossensores de peroxidase relatados na literatura

Analito Eletrodo Peroxidase Tecmcz{ . . Metf)(.lo df Referéncia
Eletroanalitica imobilizaciao

P de 6xi fi 16 .

Compostos Fendlicos NP de OXl.d o‘de .erro N t? omero HRP vC Ligacdo Covalente 31
de poliglicerilmetacrilato

Dopamina EPC / PU-PEG HRP VOQ Adsorg¢do 131
Hidroquinona ECV / AuNP HRP CRONO Ligacdo Covalente 35
Cianeto AuNP / ECS HRP CEE Confinamento 132
Ocxitetraciclina ECV /NTCPM HRP VPD Adsorg¢do 133
Bisfenol A ECV / AuNP / OGR-S HRP EIE Adsorgao 134
Capsaicina ECI/ AuNP /MEA HRP CRONO Ligacao Covalente 135
Salmonella typhimurium ECV / AuNP / Polirrol + OGR HRP VPD Adsorcdo 22
H,0, . ECV-/.qrafeHO./ . HRP EIE Ligacao Covalente 34

3-(trimetoxisilil)-propilamina
Pb, Ni**, Cd* ECV/Quitosana /NP de 6xido HRP EIE Adsorcio 13

de estanho e indio
H,0, d/e células ECV/ NTCPAM / Estrutura HRP EIE Adsorgio 59
cancerigenas metalorganica (Fe)
17B-estradiol Eletrodo de Platina HRP VPD Adsorgao e Ligacao 136
Covalente
. . fi
H,0, Eletrodo de Ouro / Quitosana Peroxidase de alho EIE Con name~nto ¢ 67
Adsorg¢ao

Ocratoxina A EPC / Ferroceno Peroxidase de canola CEE Confinamento 68
Hidroquinona Eletrodo de Ouro Peroxidase de alfafa VOQ Adsorg¢io 96
Glifosato EPC /NTCPM Peroxidase de atemoia vVOQ Adsorg¢do 91
Dopamina EPC /NTCPM Peroxidase de abobrinha vOQ Ligacdo Covalente 94
H,0, Grafeno Peroxidase de capim-mombaga CRONO Adsorgao 81
Putrescina ECV / Ketjenblack Peroxidase + putrescina oxidase CRONO Ligacao Covalente 137
Troponina I ECV / OG / Polietilenoimina Peroxidase de soja + anticorpo EIE Ligacdo Covalente 24
Catecol, octopamina,
pirogalol, 3,4-di-hidroxi- ECI/NTC HRP CEE Adsorg¢ao 138
L-fenilalanina

ECV / Nanotubos de Au-Pt / ~
BHA, PG AUNP + Grafeno HRP VVL Adsorg¢ao 139

ECV / AuNP / Quitina / poli(3,4- .

Colesterol etilenodioxipirrol) / Grafeno + HRP/ colesterol oxidase / EIE Ligacdo Cruzada 103

NTCPM

colesterol esterase

NP = Nanoparticula; HRP = Peroxidase de raiz-forte (Armoracia rusticana); VC = Voltametria Ciclica; EPC = Eletrodo de pasta de carbono; PU-PEG =
Nanoparticulas peguiladas de poliuretano; VOQ = Voltametria de Onda Quadrada; ECV = Eletrodo de carbono vitreo; AuNP = Nanoparticulas de ouro;
CRONO = Cronoamperometria; ECS = Eletrodo de carbono sonogel; CEE = Corrente de Estado Estaciondrio; NTCPM = nanotubos de carbonos de paredes
miltiplas; VPD = Voltametria de Pulso Diferencial; OGR-S = Oxido de grafeno reduzido com tiol; EIE = Espectroscopia de Impedéncia Eletroquimica;
ECI = Eletrodo de carbono impresso; MEA = Microesferas acrilicas; OGR = Oxido de grafeno reduzido; OG = Oxido de grafeno; NTC = nanotubo de
carbono; BHA = hidroxianisol butilado; PG = propilgalato; VVL = Voltametria de Varredura Linear

que pode ser uma vantagem em relacdo a outras técnicas,
e € capaz analisar pequenos sinais em uma ampla faixa de
frequéncia (107 a 10° Hz).'*

Os biossensores amperométricos, considerados os
mais importantes,’>3' medem a corrente elétrica produzida
apods a aplicagdo de uma ddp entre dois eletrodos. Essa
ddp promove uma reagdo de oxirreducdo reversivel das
espécies eletroativas presentes na solug¢@o sobre a superficie
do eletrodo de trabalho.?*3*3! Esta técnica eletroanalitica é
empregada quando € necessario entender os mecanismos
e a cinética das reagdes de oxirreducdo e a atividade
eletroquimica do analito.'*

10

Os biorreceptores mais empregados sdo enzimas e
anticorpos, porém sequéncias de DNA, de RNA, parte
ou exemplares inteiros de células, bactérias e virus
podem ser empregados.”?**12 As enzimas da classe das
oxirredutases (oxidases, peroxidases e desidrogenases)
sdo as mais empregadas nos biossensores enzimaticos. O
analito quantificado pode ser tanto um substrato da enzima
como um inibidor desta, como pesticidas.” A seguir sdo
descritos alguns biossensores baseados no método da
inibicdo da peroxidase em solugdo aquosa. Attar er al.'?
quantificaram cianeto na faixa de 0,1 a 58,6 umol L', com
LD de 0,03 pmol L. Dalkiran et al."* construiram um
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) = E|IE
= CRONO
= VPD

=VOQ
= V/VL
= CEE

Figura 8. Grifico da distribui¢@o das principais técnicas eletroanaliticas
empregadas na construg@o de biossensores de acordo com o banco
de dados da Web of Science. EIE = Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica; CRONO = Cronoamperometria; VPD = Voltametria
de Pulso Diferencial; VOQ = Voltametria de Onda Quadrada; VVL

= Voltametria de Varredura Linear; CEE = Corrente de Estado
Estaciondrio

biossensor onde a peroxidase foi inibida pelos metais Pb*,
Ni** e Cd*, com faixas lineares de concentracido desses
cétions de 0,009 a 0,301 mmol L, 0,011 a 0,368 mmol L,
e 0,008 a 0,372 mmol L', respectivamente. Os limites de
deteccdo foram de 8,0, 3,0 e 1,0 nmol L', respectivamente
para os tré€s citions. Moyo'#! e Moyo et al.'*> modificaram
eletrodos de carbono vitreo para a detec¢do de zinco e
cobre, respectivamente. Os cations foram quantificados nas
faixas lineares de concentracdo de 0,35 a 12 mg L' e 0,068
a2,0mg L', respectivamente. Os limites de detecgdo foram
de 7,5 ug L' e 4,2 ug L', respectivamente.

A escolha do biorreceptor mais adequado para cada
sistema depende das propriedades de cada amostra (analito a
ser quantificado) e do tipo de grandeza fisica a ser detectada
pelo transdutor.®* Geralmente, sdo empregadas as enzimas
peroxidase ou polifenol oxidases (tirosinase e lacase) na
constru¢do de biossensores para deteccdo de compostos
fenolicos. Porém, a peroxidase catalisa a oxidag¢do de uma
grande quantidade de compostos fendlicos e a resposta do
biossensor geralmente € superior quando comparada as
outras enzimas da classe das oxirredutases, o que confere
uma maior sensibilidade aos biossensores que contem essa
enzima.* Muitos biossensores estio sendo desenvolvidos
para a detecg@o de fendis devido aos efeitos que esta classe
de substincias pode ocasionar no meio ambiente,* com
vérios desses compostos sendo origindrios de atividades
agricolas ou industriais, como agrotéxicos, detergentes e
residuos.®' Apesar da peroxidase promover a oxidagdo de
vérias espécies quimicas (como mostrado na Tabela 2), os
trabalhos cientificos ndo explicam como diferenciar o analito
para qual o biossensor foi construido de uma substancia
qualquer que esteja na amostra e também tenha a oxidacéo
catalisada pela peroxidase.

4.1. Eletrodo de pasta de carbono

O eletrodo de pasta de carbono foi inventado pelo
professor Ralph N. Adams em 1958. Inicialmente, desejava-
se obter um eletrodo alternativo ao eletrodo de gota pendente
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de mercurio, para aplicagdes em que o mercurio ndo
poderia ser empregado. O autor ndo obteve sucesso com 0
eletrodo de gota pendente de carbono, mas percebeu que
uma substincia mais espessa, a pasta de carbono, poderia
ser empregada. Assim, a primeira pasta de carbono foi feita
da mistura de 1 g de grafite com 7 mL de bromoférmio. A
segunda pasta empregou tetracloreto de carbono ao invés
de bromoférmio. !4

A pasta de carbono € constituida basicamente de
dois componentes: carbono em pé (grafite) e um liquido
organico, que serve como aglutinante e deve ser imiscivel
com solucdes aquosas. Ambos devem possuir alta pureza. O
liquido aglutinante fornece consisténcia a pasta de carbono
e preenche os espacos entre as particulas de carbono. Por
isso, deve ser quimicamente inerte, ndo pode ser solivel em
solugdes aquosas e deve possuir baixa volatilidade. Essas
caracteristicas proporcionam estabilidade e um longo tempo
de vida a pasta de carbono. Em casos de aplicacdo de alguma
técnica voltamétrica, o que € comum, a substancia também
deve ser inativa eletroquimicamente na faixa de potencial
empregada. Pode ser empregados varios liquidos para esta
funcdo, como parafina, silicone, fosfato de tricresila, epdxi,
bromonaftaleno ou outros materiais de carbono.'#*143:146 Qg
liquidos halogenados inicialmente empregados foram sendo
substituidos por outros liquidos menos téxicos e com maior
disponibilidade, como o 6leo mineral comercial Nujol®, que
ainda hoje € um dos mais empregados.'*

Eletrodos de pasta de carbono vém sendo empregados na
drea de eletroanalitica para a detec¢@o de vdrias substancias,
incluindo farmacéuticas e bioldgicas,'*”!*® principalmente em
pesquisas de biossensores amperométricos.'“® Sdo versateis
e como uma das principais vantagens a possibilidade de
modificar o material interno do eletrodo que aumenta a
sensibilidade do sensor. Para realizar este procedimento
sdo usados agentes modificadores, como enzimas, 6xidos,
nanoparticulas metélicas, entre outros compostos organicos
e inorginicos.”’ Além do baixo custo na produgio do
eletrodo de pasta de carbono modificado, este dispositivo
permite renovar a superficie do eletrodo através de um
simples polimento.*7143:148

A pasta de carbono vem sendo empregada para a
imobilizag@o de enzimas por aumentarem a seletividade e
diminuirem o limite de deteccdo nas andlises, uma vez que
esse tipo de material permite uma transferéncia de elétrons
eficiente entre a enzima e a superficie do eletrodo.''*#

Eletrodos de pasta de carbono modificados sido
empregados em estudos para a deteccdo de antibidtico,
pesticida,'* cetoconazol,'*” dopamina, flavonoides,”!*! entre
outros. Para construgdo de biossensores de pasta de carbono,
o material modificado contendo a enzima imobilizada
¢ inserido em uma pequena seringa, sem €émbolo e sem
agulha e um fio de cobre € utilizado como contato elétrico.
Neste tipo de sensor, a ligacdo da enzima com o suporte
geralmente € feita por adsorcdo ou empregando algum
agente reticulante como o glutaraldeido, carbodiimida e
epiClOridrina.64’91’94’95’97’131’133
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4.2. Eletrodos comerciais modificados

Virios tipos de eletrodos comerciais tém sido utilizados
para modificacdo da superficie na construgdo de biossensores.
Eletrodos de carbono vitreo costumam ser a escolha dos
pesquisadores para servir como base para as modificacdes,
devido as suas caracteristicas elétricas e térmicas. Porém,
ndo é incomum a utilizagio de eletrodos de ouro e platina.
A maioria dessas modificacdes sdo realizadas por adsor¢io
simples da enzima sobre a superficie modificada do
eletrodo.'”

A peroxidase é uma das principais enzimas empregadas
na alteracdo superficial destes eletrodos devido ao grande
nimero de substancias que podem ser analisadas e ao maior
sinal gerado comparado a outras enzimas oxirredutoras.***
Essas modificacdes geralmente usam nanomateriais de
carbono e de metais para aumentar a drea superficial
efetiva do eletrodo a ser modificado, promovendo uma
melhor transferéncia de elétrons, resultando em um sinal
amplificado. Além disso, o uso de nanomateriais possibilita
na maioria das vezes o aumento da quantidade de moléculas
de enzimas imobilizadas, o que melhora a intensidade do
sinal gerado.'® As modificacdes também tem o objetivo
de ajudar a diminuir o sobrepotencial aplicado a detec¢do
amperométrica de alguns analitos.'®

A primeira etapa para modificar eletrodos comerciais €
o pré-tratamento da superficie. Ela inicia com o polimento
da superficie empregando alumina em pé ou em pasta.
Entao, o eletrodo € limpo em um banho ultrassdénico com
etanol e dgua.?>?#343:103.139.150 A gsecagem pode ser feita com
nitrogénio®*?* ou por simples evaporac¢do.**>*1913% ApGs esse
pré-tratamento, geralmente uma solugdo contendo o agente
modificador do eletrodo € gotejada sobre ele.?>3+3103.139
Na maioria dos casos, esta solucdo contém nanoparticulas
ou nanotubos, que podem estar ou ndo com a enzima ja
imobilizada.?23%103150 Se 3 enzima néo estiver imobilizada,
o eletrodo seco € colocado dentro de uma solugdo com a
enzima a ser imobilizada®*!*° ou a solu¢io com a enzima &
gotejada sobre o eletrodo.'”

Outro tipo de eletrodo comercial que pode ser modificado
é o eletrodo impresso (SPE, screen printed eletrode). Esse
modelo consiste de um pequeno médulo com trés eletrodos
em sua configuracdo mais comum (de trabalho, auxiliar
e de referéncia). SPEs podem ser construidos com tintas
de carbono, ouro, platina, prata e serem modificados com
diversos. Esses sensores também podem ser produzidos em
impressoras 3D pelos préprios pesquisadores em diversos
designs, variando com a necessidade de cada projeto.
152155 Polimeros orginicos ou cerdmicos geralmente sdo
empregados como base para a fabricagdo de SPEs,'”
que geralmente possuem dimensdes aproximadas de
3 x 1 x 0,5 cm.”™ Eles sao projetados para serem de uso
unico e necessitarem de microvolumes de amostra. '3

SPEs ganharam popularidade devido a facil integragdo
com técnicas eletroanaliticas. Com um design simples,
podem ser integrados em pequenos dispositivos de medi¢io

12

ou microfluidica.'*!%* Esse eletrodo possui a vantagem da
nao necessidade de renovagdes quimica ou fisica de sua
superficie, geralmente realizadas naqueles de pasta de
carbono ou eletrodos comerciais (eletrodo de carbono vitreo,
ouro, platina) modificados. 1%

A principal forma de imobilizar a peroxidase em um SPE
é gotejando a solucdo contendo a enzima sobre o eletrodo
de trabalho com ou sem a prévia modificacdo superficial
deste. 135,138,157-160

Mohammad et al.'* modificaram um SPE com
peroxidase imobilizada em microesferas de acrilico. Os
pesquisadores empregaram o biossensor construido para
a determinagdo de capsaicina em extrato de pimenta.
A faixa linear de quantificagdo foi de 0,75 a 24, 94 uM
(R*=0,992) com um limite de detec¢do de 0.39 uM. O
método se mostrou uma boa alternativa ao método padrio
empregando HPLC.

Orduz et al.™ extrairam peroxidase de capim-mombaga
e imobilizaram-na em um SPE, que j4 continha nanotubos de
carbono em sua estrutura original, para a detec¢do do agente
bacteriostético triclosan (muito empregado em cosméticos)
em 4gua de torneira. A faixa linear de quantificacio foi de
20 mM a 80 mM, com um limite de detec¢do de 3 mM.

Na tltima década, milhares de artigos foram publicados
sobre modificagdes de SPE com nanomateriais, sendo um
dos principais assuntos a construciio de biossensores. Ou
seja, trata-se de um tema importantissimo para aplicagdes
préticas, sejam estas no campo da Quimica Analitica ou na
Medicina. !

4.3. Biossensores de Peroxidase Complexos

Em trabalhos onde a modificagdo da superficie do
eletrodo € mais complexa s@o necessdrias vdrias etapas
para a construcdo do biossensor. Como sdo 0s casos
em que existem mais de um biorreceptor empregado na
constru¢ao'® ou mais de um agente modificador.3*10%16!

A peroxidase também € muito empregada em arranjos
complexos de imunossensores para reduzir interferéncias
e aumentar o sinal, ndo sendo o biorreceptor do analito
nesses casos.'*!1

Amini e Shamsipu* modificaram a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo para determinagdo de peréxido
de hidrogénio em solugdo aquosa na faixa linear de
concentracdo de 0,1 a 3 nmol L!. O eletrodo foi polido e
gotejada uma solucdo de grafeno na superficie. Em seguida,
mergulhado em solucdo de 3-(trimetoxissilil)propilamina
(TMSPA) e aplicado potencial fixo de —1,8 V por
100 segundos. Finalmente, o eletrodo modificado foi imerso
em uma solugdo contendo peroxidade que foi imobilizada
através da reagdo com os grupos carboxil da enzima.

Fei et al.'s' criaram um imunossensor eletroquimico do
tipo sanduiche para a detecg¢do das bactérias Salmonella
gallinarum e Salmonella pullorum. Primeiramente, foram
sintetizadas nanoparticulas magnéticas de Fe,0,/SiO,-SH.
Paralelamente, foram sintetizadas nanoparticulas de
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ouro (AuNP). Solucdes das duas nanoparticulas foram
misturadas para a formagdo do nanocompésito Fe,0,/Si0,/
AuNP (AuMNP) por adsor¢do. Posteriormente, solu¢des
compostas pelos anticorpos (Ab,) anti-S. gallinarum e
anti-S. Pullorum foram misturadas com uma solugio
contendo AuMNP. O experimento foi seguido com a
deposicao de Salmonella gallinarum e Salmonella pullorum
sobre o arranjo, ligados aos anticorpos Ab,. Na proxima
etapa, anticorpos (Ab,) anti-S. gallinarum e anti-S. Pullorum
marcados com peroxidase (HRP) foram imobilizados por
adsorg¢do, formando um sanduiche HRP-Ab,/Ag/Ab,/
AuMNPs. A enzima peroxidase auxilia no incremento de
sinal, através da reacdo com o per6xido de hidrogénio e com
a tianina, ambos inseridos no meio reacional. O biossensor
foi testado em amostra reais de carne de frango. A faixa
analitica alcangada foi de 10*> a 10° UFC mL™".

No trabalho publicado por Rashidi ez al.,'” um
eletrodo comercial foi modificado para a construgdo
de um biossensor amperométrico com a imobilizagdo
simultanea de colesterol oxidase (ChQO), colesterol esterase
(ChE) e peroxidase (HRP) para detec¢do de colesterol
em sangue de ratos. A imobilizacdo da peroxidase teve
como objetivo diminuir interferéncias e aumentar o sinal
devido a transferéncia direta de elétrons para o eletrodo.
Primeiramente, foi sintetizado um composto que empregou
em sua sintese os seguintes materiais: grafeno (Gr),
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT),
liquido i6nico (IL) e 4acido ferrocenodicarboxilico (Fr).
A solugdo desse composto foi gotejada sobre o eletrodo
polido. Nas etapas seguintes, foram adicionados a superficie
do eletrodo etilenodioxipirrol, quitina, nanoparticulas de
ouro. Apés essas etapas, o eletrodo foi imerso em uma
solucdo de glutaraldeido, em seguida imerso em uma
solucdo contendo ChO, ChE e HRP e as enzimas foram
imobilizadas sobre o eletrodo modificado. Para cada etapa
de modificagdo, foi realizado um estudo de espectroscopia
de impedancia eletroquimica a fim de comprovar que cada
modificag@o diminui a resisténcia do eletrodo, aumentando
o sinal gerado. O biossensor desenvolvido foi otimizado e
foi possivel quantificar colesterol em sangue de ratos em
duas faixas lineares de concentracio, de 0,1 a 25 ymol L
e de 25 a 950 pmol L.

Liu et al.'®® desenvolveram um imunossensor
eletroquimico do tipo sanduiche ultrassensivel para a
deteccdo quantitativa de apolipoproteina E4 humana
(APOE4), um biomarcador para a doenga de Alzheimer.
Sobre um vidro condutor revestido de 6xido de estanho
e oxido de indio, foi sintetizado nanoestruturas de ouro
fractal (FracAu) para a sintese de um eletrodo de trabalho.
Anticorpos anti-APOE4 humanos foram imobilizados sobre
a FracAu. Ap6s esse procedimento, o eletrodo foi imerso em
uma solugdo de AOPE4. Na ultima etapa, anticorpos anti-
APOE4 marcados com peroxidase foram imobilizados. A
enzima reagiu com hidroquinona em presenca de peréxido
de hidrogénio, aumentando o sinal gerado. A faixa linear
do biomarcador foi de 1,0 a 10.000 ng mL".
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Kafi et al.'®® construfram um biossensor baseado na co-
imobilizag¢@o de peroxidase e quitosana em nanotubos de
diéxido de titanio modificados com ouro para a deteccio
de perdxido de hidrogénio. Um substrato de titdnio sofreu
oxidagdo em 40 V por 8 h para a formacao dos nanotubos
de diéxido de titdnio. O filme de ouro foi entdo revestido
nos arranjos de nanotubos de TiO, por pulverizagdo de
plasma de argdnio por 30 s. Na ultima etapa, solugdes de
peroxidase e de quitosana foram gotejadas no eletrodo. A
presenca do filme de ouro aumentou a condutividade elétrica
dos arranjos de nanotubos de TiO, formados. A faixa linear
de concentracdo do perdxido de hidrogénio foi de 5x10°
a4x10* mol L.

5. Conclusoes

Nas tltimas décadas os aparelhos eletrdnicos tiveram
seus tamanhos reduzidos, o que favoreceu o mercado de
biossensores como uma alternativa para as diversas andlises
de interesse. E esperado que esse cendrio continue favoravel
no desenvolvimento de biossensores, principalmente na
drea da saude.

Biossensores de peroxidase apresentam diversas
aplicacdes em vdrias dreas, como na saide, meio ambiente,
agricultura, entre outras. Na busca de sensores com maior
sensibilidade, seletividade e baixos limites de deteccdo
observou-se o aumento no desenvolvimento de novas
técnicas de imobilizagdo da peroxidase em nanomateriais
e posterior uso na constru¢io do biossensores.

Porém, € importante ressaltar que, apesar da literatura
apresentar inimeros trabalhos sobre varios tipos de
biossensores, a grande atencido dada a novos estudos nio
é acompanhada do desenvolvimento de protétipos, o que
resulta na auséncia de produtos para uso em larga escala.
Um dos motivos para esse cendrio pode ser justamente o fato
da peroxidase catalisar a oxidagdo de diversas substancias
fendlicas e muitas vezes apresentar baixa seletividade
para o analito de interesse. Uma forma de contornar esse
problema seria fazer uma pré-purificacdo da amostra, com
algum sistema simples, garantindo que a apenas o analito
de interesse possa reagir com a enzima. Dessa forma,
talvez sejam criados vdrios designs de biossensores a
base de peroxidase que possam ser empregados para uso
comercial. Outra alternativa, também mencionada, € o uso
complementar da peroxidase em biossensores com outro
biorreceptor (geralmente anticorpos), nos quais a peroxidase
funciona apenas como amplificador de sinal, sendo a
seletividade de responsabilidade do outro biorreceptor.

A busca por fontes alternativas de peroxidase (como o
uso de extratos de vegetais) ainda ndo € muito explorada
na construgdo de biossensores. Porém, os estudos desen-
volvidos apontam a simplicidade e facilidade na extracio
de peroxidase de diversas matérias-primas, que podem ser
consideradas fontes vidveis no desenvolvimento de bios-
sensores estdveis e acessiveis economicamente. Uma vez
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que o custo da atual peroxidase comercial (HRP) € alto,
novas formas de comercializag¢do dessa enzima com certeza
ajudardo na busca de um produto com menos custos finais.
Assim, estudos sobre a extragdo da peroxidase de outras
fontes também seriam muito tteis no desenvolvimento de
biossensores de peroxidase comerciais.

Portanto, considerando os fatores mencionados
nesta breve revisdo, para viabilizar o desenvolvimento
de biossensores comerciais a base de peroxidase sera
necessario o desenvolvimento de sistemas que viabilizem
uma maior seletividade da peroxidase na determinacdo de
compostos fendlicos.
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