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“BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINAGAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS”

Os compostos fendlicos constituem-se numa das classes de compostos
organicos de maior relevancia. Estes compostos despertam interesse sob varios
pontos de vista, tais como: 1) clinico e farmacoldgico - varios neurotransmissores e
medicamentos possuem estrutura fendlica; 2) alimenticio — alguns derivados
fendlicos s&o responsaveis pelas propriedades organolépticas de muitas frutas e
flores, e influem na qualidade de, por exemplo, azeites e bebidas (principalmente
sucos e vinhos); 3) industrial - esta classe de composto é empregada nos
processos de producdo de plasticos, corantes, desinfetantes, resinas, polimeros
sintéticos, pesticidas, papel e celulose, etc.; 4) ambiental — os produtos de
degradacdo de muitos pesticidas e as atividades industrias acima descritas s&o
responsaveis por um elevado grau de contaminagdo ambiental de solos e corpos
d’agua pelos compostos fendlicos (Nistor e col., Anal Chim Acta 387 (1999) 309;
Rossato e col.,, Quim Nova 24 (2001) 77). A contaminagdo ambiental por fendis
merece destaque, uma vez que fendis substituidos, como cloro e nitrofénois, séo
altamente toxicos para o homem. Mesmo em pequenas concentracdes (< 1 mg L™),
0s compostos fendlicos afetam o gosto e odor de aguas potaveis e peixes. Muitos
destes compostos possuem efeitos tdxicos em animais e plantas, pois faciimente
penetram pela pele e membranas celulares, determinando um amplo espectro de
genotoxicidade, mutagenicidade e efeitos hepatdxicos (Russel e Burton, Anal Chim
Acta 389 (1999) 161).

Dentro deste contexto, é importante contar com novas metodologias de
determinacéo e quantificagdo dos diversos tipos de compostos fendlicos, com
rapidez, seletividade e sensibilidade. Biossensores apresentam-se como uma
ferramenta ideal no monitoramento desta classe de composto, principalmente
devido a sua habilidade em operar com matrizes complexas, respostas rapidas e
dimensdes pequenas (Dennison e col., Biotech. Adv. 13 (1995) 1). Nos ultimos anos
biossensores eletroquimicos modificados com as enzimas tirosinase (Russel e col.,
Anal Chim Acta 389 (1999) 161), HRP (Rosatto e col., Anal. Chim. Acta 390 (1999)
65) e lacase (Yaropolov e col., Anal. Chim. Acta, 308 (1995) 137; Bogdanovs e col.,
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Patente DD280790-A; Kubota e col., Patente Pl 0004323) tém sido desenvolvidos
para a determinagéo de fendis.

Lacase e tirosinase sdo oxidases que contém cobre e catalisam a reducéo de
oxigénio molecular por diferentes doadores de elétrons, como por exemplo,
compostos fendlicos. A oxidacdo de fendis por essas enzimas é dada por uma
sequéncia de reacdes similares, as moléculas de enzima na superficie do eletrodo
s&0 oxidadas pelo oxigénio, sendo em seguida reduzida pelos compostos fendlicos.
Durante esta ultima reacéo, os fendis s&o basicamente convertidos em quinonas
el/ou radicais livres, e esses produtos, eletroativos, s&o reduzidos na superficie do
eletrodo em potenciais proximos de 0 V vs ECS (eletrodo de calomelano saturado).
A corrente de redug¢do medida é proporcional & concentragdo do composto fendlico
na soluc&o (Marko Varga e col., Trends Anal Chem 14 (1995) 319).

O sistema apresentado neste processo foi desenvolvido utilizando-se
eletrodos de fibra de carbono; lacase; tirosinase e um potenciostato muiticanal.

Antes da imobilizacdo das enzimas as fibras foram pré-tratadas com a
aplicagdo de um potencial estacionario em meio tamponado. Apds este processo a
imobilizacdo das enzimas sobre as fibras de carbono foi realizada por ligagéo
covalente com carbodiimida/glutaraldeido.

O efeito do potencial aplicado e do pH na resposta dos biossensores a base
de lacase e tirosinase foi avaliado, obtendo-se para ambos os biossensores uma
resposta maxima em pH proximo a 5,0 e potencial aplicado de —100 mV. Apesar
destes biossensores apresentarem uma reéposta semelhante frente a variacdo de
pH e potencial, observou-se que eles apresentavam diferentes respostas relativas
para compostos fendlicos distintos. A Tabela 1 apresenta uma comparacido da
resposta relativa para diferentes compostos fendlicos obtida com o0s biossensores a
base de lacase e tirosinase.

A determinacdo simultdnea de compostos fendlicos € de grande interesse em
varias areas. Na maior parte dos trabalhos descritos, a determinacao de espécies
fenélicas é realizada apds uma etapa de separagdo quimica efou fisica. Esta
estratégia € bastante importante, mas o consumo de reagentes, tempo e geracéo de

residuos sdo geralmente altos. Além disso, os compostos fendlicos s&o, de um



10

15

20

25

30

modo geral, instaveis e podem se decompor durante as etapas de pré-tratamento.
Deste modo, o desenvolvimento de novos métodos que possibilitem a determinagao
simultanea destas espécies sem separacgdo prévia é um tema de extrema relevéncia
(Kubota e col., Anal Chim Acta 420 (2000) 109).

No sistema amperométrico aqui descrito, utilizou-se a diferengca de
sensibilidade entre os biossensores a base de lacase e tirosinase frente a diferentes
compostos fendlicos, aliada a técnicas de calibragdo multivariada (PCA e PLS) para
a determinacdo quantitativa de misturas de espécies fendlicas. Utilizando-se um
potenciostato multicanal, os biossensores a base de lacase e tirosinase foram
monitorados simultaneamente. A aplicabilidade deste sistema, na determinacéo de
espécies fendlicas, foi confirmada, num primeiro estagio, em misturas binarias de
fenol/clorofenol, catecol/fenol, cresol/clorocresol e fenol/cresol. Para cada mistura,
foram obtidos conjuntos de calibracdo e validagdo dos modelos, que foram
modelados empregando-se o algoritmo quimiométrico PLS com dois componentes
principais e com dados de corrente monitoradas em trés potenciais diferentes. As
Figuras 1 e 2 mostram os resultados obtidos para a mistura fenol/clorofenol. O
desvio padrdo médio entre os valores previstos e adicionados obtido pelo modelo
de validacéo foi de 3,5% e 3,1% para fenol e clorofenol, respectivamente. Estes
valores, juntamente com o coeficiente de correlagéo (r?); 0,9958 para fenol e 0,9981
para clorofenol; indicam que o modelo proposto apresenta uma excelente eficacia
na determinagdo e quantificagdo simultdnea destas espécies fendlicas. Uma
eficiéncia da mesma ordem foi observada empregando-se as misturas de
catecolffenol (Figuras 3 e 4), cresol/clorocresol (Figuras 5 e 6) e fenol/cresol
(Figuras 7 e 8), conforme mostra a Tabela 2.

O sistema de biossensores amperométricos muiticomponente também
apresentou uma excelente sensibilidade, conforme mostram as Figuras de 1 a 8,
onde pode-se observar que a concentracdo das espécies fenodlicas analisadas
situavam-se entre 1 umol L' e 8 umol L". Além disso, o sistema também esta
capacitado para ser empregado em andlise de amostras com concentragdes
algumas ordens de grandeza inferiores.

O sistema desenvolvido para a analise simultdnea de compostos fendlicos



em misturas mostrou-se exiremamente eficiente na deteccdo e quantificagdo de
diferentes compostos fendlicos e clorofendlicos em diferentes matrizes. A
versatilidade deste sistema, torna-o ideal para monitoramento ambiental de
efluentes industriais, contribuindo para diminuir o tempo e o custo envolvidos na

analise de poluentes, proporcionando uma melhor eficiéncia no gerenciamento

ambiental.
Tabela 1
LACASE TIROSINASE
Composto Sensibilidaqe Res_posta Sensibilidad19 Res_posta
(nA/umol L) relativa (%) (nA/umol L) relativa (%)

Catecol 80,3 100,0 457 100,0
Hidroquinona 9,8 15,0 2,2 2,3

Fenol 0,4 2,6 14,2 250
Clorofenol 0,1 1,9 20,0 410
Cresol 0,7 4.1 4,5 9.0

Clorocresol 0,6 3,7 30,7 52,0
Guaiacol 17,6 26,3 0,2 0,4
Cloroguaiacol 4.8 10,8 0,2 0,3

Tabela 2
Composto 1 Composto 2
Mistura SEP Desvio padréo SEP Desvio padréo

composto1/composto2 (%) (%)
Catecol/fenol 0,0852 2.1 0,1603 3,5
Fenol/clorofenol 0,2344 3,5 0,1728 3.1
Cresol/clorocresol 0,5029 6,5 0,1553 2,6
Fenol/cresol 0,0931 1,8 0,2116 3,5
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REIVINDICAQC)ES
1. “BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINAGAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS”, caracterizado
por desenvolver, descrever, montar e otimizar um sistema amperométrico, capaz de
determinar e quantificar simultaneamente diferentes compostos fendlicos em uma
mistura sem nenhuma etapa prévia de tratamento ou separacéo.
2. “BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINACAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS”, caracterizado
por imobilizar lacase e tirosinase em eletrodos de materiais carbonaceos,
principalmente em fibra de carbono, para determinar compostos fendlicos.
3. “BIOSSENSORES ANMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINAGCAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS”, caracterizado
por usar um potenciostato multicanal para monitorar simultaneamente diferentes
biossensores amperométricos.
4. “BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINAGAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS”, caracterizado
por usar técnicas de calibragdo multivariada, algoritmos PCA e PLS, no tratamento
dos dados de monitoramento dos biossensores.
5. “BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINAGAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS”, caracterizado
por usar o sistema de biossensores amperométricos em analises de amostras de

interesse clinico, industrial e ambiental.
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RESUMO

“BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINACAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS”

Este processo descreve o desenvolvimento de um sistema amperomeétrico
multicanal que emprega biossensores e calibragdo multivariada (PCA e PLS) na
determinacéo e quantificagéo simulténea de diferentes compostos fendlicos.

As enzimas lacase (extrato bruto) e tirosinase foram imobilizadas em
eletrodos de fibra de carbono utilizando-se carbodiimida e glutaraldeido. Estes
biossensores apresentaram diferentes sensibilidades para compostos fenoélicos
distintos. Utilizando-se um potenciostato multicanal os biossensores de lacase e
tirosinase foram monitorados simultaneamente. A aplicabilidade deste sistema na
determinacdo quantitativa de misturas de espécies fendlicas foi avaliada em
misturas bindrias de fenol/clorofenol, catecol/fenol, cresol/clorocresol e fenol/cresol.
Os resultados obtidos com estes conjuntos de compostos mostraram uma excelente
eficacia na determinagdo quantitativa e simultdnea de uma grande gama de
espécies fendlicas, sem a necessidade de nenhuma etapa prévia de separagéo ou
pré-tratamento. Demostrando que este sistema pode ser empregado com eficiéncia

na analise de amostras de interesse clinico, industrial e ambiental.
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