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RESUMO 

 

FERREIRA, Lucas Franco, Biossensor amperométrico à base de tirosinase aplicado na 

determinação de compostos orgânicos em amostras ambientais.Uberlândia; Instituto de 

Química, Universidade Federal de Uberlândia, 2005. Dissertação de Mestrado. 

 

Um biossensor amperométrico baseado na enzima tirosinase foi desenvolvido e 

investigado para o monitoramento dos agrotóxicos Metil Paration, Carbaril, Carbofuran e 

Diazinon. A enzima foi imobilizada sobre um eletrodo compósito de grafite modificado 

com ftalocianina de cobalto (II) (ECG-FtCo) por cross-linking com glutaraldeído e 

albumina de soro bovino. Vários parâmetros que afetam a resposta do biossensor tirosinase 

para o catecol como substrato foram estudados. 

A resposta do ECG-FtCo para o catecol foi investigada em termos do limite de 

detecção (LD), estabilidade e passivação do eletrodo pelos produtos poliméricos. Esses 

parâmetros foram comparados com aqueles obtidos com o eletrodo de pasta de carbono 

não modificado (EPC) e o eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de 

cobalto (II) (EPC-FtCo). O ECG-FtCo apresentou o maior LD para catecol, 1,0 x 10-6 mol 

L-1. Além disso, este eletrodo apresentou a corrente residual voltamétrica baixa e mais 

estável com uma intensidade de corrente independente do tempo. A corrente residual 

voltamétrica manteve-se aproximadamente inalterada por 65 medidas de catecol contra 

duas a três medidas realizadas com outros eletrodos.  

Vários parâmetros experimentais foram explorados para avaliar a melhor 

performance analítica do biossensor. O catecol foi determinado pela redução direta da o-

quinona produzida enzimaticamente à -0,20 V vs Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1). Os 

resultados mostraram que as maiores respostas amperométricas eram encontradas em 

tampão fosfato 0,05 mol L-1 contendo KCl 0,1 mol L-1, pH 6,50. A faixa linear de resposta 

para o biossensor foi de 5,0 x 10-5 a 1,0 x 10-3 mol L-1 para o catecol. A sensibilidade para 

catecol foi ao redor de 1,6 x 10-5 µA mol -1 L. 
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A enzima imobilizada apresentou atividade especifica ao catecol maior do que a 

apresentada pela enzima livre. A constante aparente de Michaelis-Menten (KM
app) da 

enzima imobilizada foi 1,7 mM enquanto para a enzima livre foi 2,3 mM. Estudos de 

inibição foram realizados utilizando-se Metil Paration, Diazinon, Carbaril e Carbofuran, 

respectivamente. Nesse estudo, foi usada a diminuição da taxa da corrente de redução 

devido a o-quinona produzida para quantificar os pesticidas indiretamente. Todos os 

compostos mostraram uma dependência linear entre a concentração e a inibição relativa. 

Estudos de recuperação empregando as melhores condições foram realizados utilizando-se 

amostras de água fortificadas com os inibidores em níveis de 30 ppb, respectivamente. As 

recuperações variaram entre 93 % e 99 % com coeficientes de variação de 1,01 a 2,09 %. 

 

 

Palavras Chave: biossensor amperométrico, enzima tirosinase, catecol, eletrodo de grafite 

compósito modificado, ftalocianina de cobalto (II). 
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ABSTRACT 

 

FERREIRA, Lucas Franco, Amperometric biosensor based on tyrosinase applied for the 

indirect determination of traces of pesticides, Uberlândia; Instituto de Química, 

Universidade Federal de Uberlândia, 2005. Dissertação de Mestrado. 

 

An amperometric biosensor based on tyrosinase enzyme was developed and 

investigated for monitoring of Parathion Methyl, Carbaryl, Carbofuran and Diazinon. The 

enzyme was immobilized on a cobalt (II) phtalocyanine modified graphite composite 

electrode (CoPc-GCE) by cross-linking with glutaraldehyde and bovine serum albumin. 

Several parameters which affect the response of tyrosinase biosensor referring to catechol 

as substrate were examined. 

The response of the CoPc-GE towards the catechol was investigated in terms of the 

detection limit (LOD), response stability and electrode fouling by the of polymeric 

oxidation products. These parameters were compared with the ones obtained with an 

unmodified carbon paste electrode (CPE) and a cobalt (II) phtalocyanine modified carbon 

paste electrode (CoPc-CPE). The CoPc-GCE exhibited the highest LOD to catechol, 1.0 x 

10-6 mol L-1. Additionally, this electrode exhibited a stable baseline and a time-independent 

current intensity. The intensity of the current was approximately unchanged for 65 catechol 

measurements against 2-3 measurements reported to the others electrodes.  

Various experimental parameters were explored for optimum analytical 

performance of the biosensor. The catechol was determined by the direct reduction of 

biocatalytically liberated o-quinone at – 0.20 V vs Ag/AgCl (3.0 mol L-1 KCl). The results 

showed that highest amperometric responses were found in 0.05 mol L-1 phosphate buffer 

with 0.1 mol L-1 KCl, and pH 6.50. The linear range for the reported biosensor was 5.0 x 

10-5 a 1.0 x 10-3 mol L-1 for catechol. The sensitivity was ca. 1.6 x 10-5 µA mol -1 L. 

The immobilized enzyme yields specific activities to catechol higher than that of 

free enzyme. The apparent Michaelis-Menten constant (KM
app) value of immobilized 

enzyme was 1.7 mM while that of soluble enzyme was 2.3 mM. 
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Inhibition studies were carried out by using Methyl Parathion, Diazinon, Carbaryl 

and Carbofuran, respectively. The decrease of the rate of reduction in the current due to 

produced o-quinone was used for evaluation. All four compounds showed a linear 

dependence between the concentration and the relative inhibition. Recovery studies 

employing the best conditions were carried out by using water samples spiked with the 

inhibitors at levels of 30 ppb, respectively. The recoveries ranged between 93 % and 99 % 

with coefficients of variation of 1.01 – 2.09 %. 

 

 

Keywords: amperometric biosensor, tyrosinase enzyme, catechol, modified composite 

graphite electrode, cobalt (II) phtalocyanine. 
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IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  EE  OOBBJJEETTIIVVOOSS  DDOO  

TTRRAABBAALLHHOO  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Introdução 

 

2

1.1 – Considerações gerais 

 

Os principais problemas relacionados à poluição referem-se ao aumento da 

produção e utilização de produtos químicos, intensificados a partir da década de 1960. Essa 

demanda busca atender às exigências de uma sociedade de consumo ainda em expansão e 

pouco preocupada com os impactos ambientais causados pela produção industrial dos bens 

e produtos consumidos, como também pelos resíduos produzidos após a utilização dos 

mesmos. Nesse contexto, as agências de proteção ambiental desempenham um papel 

fundamental, cobrando uma atuação responsável da sociedade em geral, para a preservação 

da qualidade dos recursos naturais.  

Dentre os recursos naturais, a água, além de essencial à vida no planeta, representa 

também, um fator decisivo para o desenvolvimento e bem estar da sociedade, tendo-se em 

vista a sua importância para diversas finalidades, tais como: alimentação e manutenção da 

vida humana, animal e vegetal, atividades domésticas, hospitalares e indústrias químicas, 

irrigação de áreas agrícolas e pecuária, geração de energia elétrica, entre muitos outros 

usos diretos e indiretos.  

O uso intensivo de grandes quantidades de águas superficiais e subterrâneas para o 

desenvolvimento das atividades domésticas, industriais, agrícolas e pecuárias tem colocado 

esse recurso como um dos principais problemas a ser enfrentado nas próximas décadas. A 

contaminação dos recursos hídricos associada à sua escassez em muitas regiões no mundo 

justificam essa previsão alarmante [1].  

A degradação e contaminação do solo e das águas superficiais e subterrâneas por 

esgotos domésticos e efluentes industriais não tratados, percolados líquidos produzidos de 

lixões e/ou em depósitos de resíduos sólidos tóxicos ou perigosos, dispostos de forma 

inadequada no solo, estão associadas ao desenvolvimento de várias doenças no homem e 

nos animais. São exemplos: a relação existente entre as disfunções do sistema nervoso e a 

presença do mercúrio; as doenças degenerativas dos ossos e o excesso de cádmio; os 

problemas neurológicos, reprodutivos e os diversos tipos de câncer associados a vários 

compostos orgânicos [2]. 
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Dentre os poluentes/contaminantes orgânicos no solo e nos corpos d’água, 

encontram-se os compostos fenólicos, considerados indicadores dos referidos poluentes 

produzidos pelo homem, pois estão presentes em muitos efluentes de indústrias químicas 

destinadas à produção de resinas sintéticas, plásticos, borrachas, corantes, drogas, 

explosivos, solventes, removedores de tinta, indústrias de papel e celulose além de uma 

grande variedade de derivados aromáticos [3]. Os compostos fenólicos, quando não 

introduzidos nos corpos d’água por meio dos despejos de efluentes líquidos contaminados, 

podem ser formados durante a desinfecção da água de abastecimento com cloro, quando 

esta se encontra contaminada com compostos orgânicos. Os compostos fenólicos podem 

também originar-se da biodegradação de substâncias húmicas, taninos e ligninas [4].  

Outra fonte de contaminação aquática é o uso dos compostos fenólicos na 

preservação de madeira, como pesticidas e herbicidas na agricultura, os quais podem 

também originar-se da degradação de herbicidas clorofenoxiácidos e de pesticidas 

organofosforados, principal rota responsável pela produção dos compostos cloro e nitro 

fenólicos [2,5,6,7]. Além da toxicidade, os compostos fenólicos, particularmente os 

clorofenóis, mesmo em concentrações menores que 1,0 mg L-1, podem afetar o gosto e o 

odor da água e dos peixes [8].  

Muitos compostos fenólicos exercem efeitos tóxicos em animais e plantas, pois 

penetram facilmente pela pele e membranas celulares, determinando um amplo espectro de 

genotoxicidade, mutagenicidade e efeitos hepatotóxicos, além de afetarem às velocidades 

das reações biocatalisadas nos processos de respiração e fotossíntese [8,9]. Assim, o fenol 

e especialmente seus derivados clorados, nitrados e alquilados têm sido definidos como 

poluentes perigosos devido à sua alta toxicidade e persistência no ambiente. Esses 

compostos estão presentes na lista de substâncias perigosas e potencialmente prejudiciais, 

segundo a Resolução CONAMA 20/86 [10]. Igual classificação é dada pela Comissão 

Européia [11] e pela Agência de Proteção Ambiental Norte Americana, EPA [7,12,13]. A 

Diretiva 80/778 da Comunidade Econômica Européia [6,14], por exemplo, determinou 

como concentração máxima permitida para fenólicos totais em água, o valor de 0,5 mg L-1 

e de 0,1 mg L-1, para fenóis individuais. O Instituto Nacional Norte Americano para a 
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Saúde e Segurança Ocupacional estabeleceu como limites de exposição para fenol e 

isômeros do cresol, as concentrações de 5,0 mg L-1 e de 2,3 mg L-1, respectivamente [14]. 

No Brasil, a Resolução CONAMA 20/86 fixou os teores máximos desses compostos de 

acordo com a classificação das águas.  Para as águas Classe 2 (destinadas ao abastecimento 

domestico; à proteção das comunidades aquáticas; à recreação de contato primário; à 

irrigação de hortaliças e plantas frutíferas, a criação natural e/ou intensiva de espécies 

destinadas à alimentação humana), o limite máximo para fenóis totais é 1,0 µg L-1 em 

C6H5OH e de 10 µg L-1 para pentaclorofenol e 2,4,6 triclorofenol [10]. 

Embora muitos fenólicos apresentem toxicidade ao homem e animais, existem 

outros compostos congêneres, largamente encontrados na natureza, que desempenham 

importante papel como, por exemplo, os componentes naturais da madeira (lignina e 

tanino) e os responsáveis pelas propriedades organolépticas, antioxidantes e cores de 

muitas frutas e flores [15]. Os compostos fenólicos contribuem também para a qualidade 

dos alimentos e pelas propriedades anti-oxidantes de muitos sucos, vinhos, chás, frutas e 

vegetais.  

 Outra classe de compostos orgânicos, potencialmente tóxicos ao homem e demais 

organismos vivos são os inseticidas organofosforados (OF) e carbamatos (CB). Esses 

compostos são largamente usados no combate às pragas de várias culturas agrícolas, sendo 

também empregados, no controle de pragas domésticas e na saúde publica [16], na 

eliminação e controle de vetores, transmissores de enfermidades endêmicas. Muitos desses 

compostos, encontram aplicação, também, como armas químicas, sendo muito usados para 

fins militares [2,17]. Os inseticidas OF e CB são, de modo geral, mais tóxicos que os 

organoclorados, porém, bem menos persistentes no meio ambiente. Por serem mais reativos, 

podem ser rapidamente degradados pela ação da luz, pelo O2 do ar ou por reação com a água, 

produzindo intermediários que, muitas vezes, são menos tóxicos que o composto de origem. 

Por outro lado, podem produzir outros mais tóxicos, como por exemplo, os derivados fenólicos 

tóxicos, sub-produtos da degradação de alguns OF no meio ambiente [18]. Devido à elevada 

toxicidade de muitos OF e CB sobre os seres humanos e animais, a exposição a esses produtos, 

por inalação, ingestão oral ou absorção através da pele pode levar à intoxicação aguda e/ou a 

sérios problemas de saúde [16]. No homem, causam lesões hepáticas e renais e graves 
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problemas ao sistema nervoso. A ação tóxica dos OF e CB ou de seus produtos de bio-

transformação (ou da transformação ocorrida no meio ambiente) sobre os organismos está 

relacionada à inibição da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), envolvida na 

transmissão dos impulsos nervosos para as células musculares e neuro-musculares nos 

organismos vivos [19]. A acetilcolina é o neurotransmissor responsável pela transmissão 

de estímulos entre as sinapses, o qual, na ausência de inibidores, sofre hidrólise catalisada 

pela enzima AChE, de acordo com: 

 

( ) ( ) (1)      COOHCH        OHCHCHNCH        OH        OC(O)CHCHCHNCH 32233
AChE

232233 +⎯⎯ →⎯+
++

 
 

 

O uso intensivo de grandes quantidades de OF e CB na agricultura, principalmente 

em monoculturas, deixam resíduos desses compostos nas plantas e no solo, os quais 

podem contaminar os alimentos e os mananciais de água. De acordo com a Resolução 

CONAMA 20/86, o nível de concentração máxima permitida para os pesticidas 

organofosforados e carbamatos totais em águas Classe 2, destinadas ao abastecimento 

público, é de 10 µg L-1 em Paration [10]. 

Considerando-se os baixos níveis de tolerância, humana e animal, aos compostos 

fenólicos e inseticidas OF e CB, na forma nativa ou dos compostos derivados da 

transformação destes, é importante o desenvolvimento de metodologias rápidas para a 

detecção e determinação dos seus respectivos percentuais em alimentos, bem como nas 

matrizes ambientais, como no solo e corpos d’água, particularmente aquela usada para o 

consumo em geral. Esses métodos buscam, em geral, alcançar seletividade e sensibilidade 

suficientemente elevadas, tendo-se em vista as baixas concentrações dos compostos 

orgânicos tóxicos e a elevada complexidade das amostras, em termos de composição 

química, nas quais os mesmos se encontram.  

Nesse contexto, a busca por métodos analíticos confiáveis, que atendam não 

somente aos requisitos de maior seletividade e menores limites de detecção, como também 

simplicidade, menor custo e rapidez da análise, constitui-se ainda uma área de pesquisa 

muito ampla e em expansão. 
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1.2 – Métodos de determinação de compostos fenólicos e inseticidas OF e CB 

 

A maioria dos métodos desenvolvidos para a determinação dos compostos 

orgânicos anteriormente citados, em alimentos e matrizes ambientais, está baseada na 

cromatografia gasosa (CG) e na cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE).  

A CG com detector de captura de elétron tem sido muito explorada na 

determinação de inseticidas OF [20,21], enquanto a CLAE é freqüentemente empregada 

para a determinação de CB [22,23,24] e compostos fenólicos [25,26,27,28].  

Nesses métodos, devido à composição química complexa da amostra e aos níveis 

de concentração (da ordem de µg L-1) em que se encontram os referidos compostos, estes 

são normalmente separados e concentrados numa etapa prévia à análise cromatográfica. A 

extração e a concentração constituem etapas importantes na referida determinação dos 

compostos orgânicos, pois possibilitam a eliminação dos interferentes, a separação e 

concentração dos compostos de interesse, para que alcancem os níveis de concentração 

detectados pela técnica CLAE. Essa etapa pode envolver vários procedimentos e consumir 

muito tempo da análise dependendo da seletividade e da sensibilidade do detector 

empregado na técnica cromatográfica.  

O uso de detectores eletroquímicos tem contribuído para a maior exploração dos 

métodos CLAE na determinação de muitos compostos orgânicos tóxicos a níveis traço, 

pois esses detectores têm garantido maior seletividade e menores limites de detecção que 

os detectores UV normalmente utilizados [29].  Essas vantagens possibilitam que uma 

menor quantidade de amostra seja empregada, minimizando custos e reduzindo o número 

de etapas envolvidas na separação e concentração dos compostos. Apesar de poucos 

trabalhos encontrarem-se ainda descritos na literatura, sobre a determinação de inseticidas 

OF e CB por cromatografia líquida com detecção eletroquímica [27], essa técnica tem sido 

explorada na determinação dos derivados fenólicos, devido ao baixo custo dos detectores e 

por estes apresentarem também excelente reprodutibilidade e seletividade [30,31,32]. 

Embora a detecção eletroquímica apresente simplicidade e sensibilidade para a 

determinação de fenol e clorofenóis (CFs), essa detecção exige o uso de potenciais de 
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oxidação relativamente altos (700-900 mV vs Ag/AgCl), levando a muitas interferências, 

uma vez que as amostras contaminadas podem conter vários interferentes eletroativos. 

Outro problema relacionado à oxidação eletroquímica do fenol e derivados fenólicos é a 

tendência desses à eletropolimerização, que resulta na contaminação e passivação da 

superfície do eletrodo [33,34]. 

Assim, a imobilização de compostos na superfície dos eletrodos, que atuam como 

mediadores de reações de transferência de elétrons entre o eletrodo e o composto orgânico 

de interesse, representa uma alternativa interessante do ponto de vista analítico, pois 

possibilita a determinação de compostos que apresentam cinética de transferência de 

elétron muito lenta. A modificação da superfície de eletrodo de carbono vítreo mediante 

adsorção prévia de ftalocianinas de Co(II) foi utilizada por Mafatle & Nyokong [35], na 

determinação eletrocatalítica de fenol, 2-clorofenol e 4-clorofenol. A ftalocianina de Co(II) 

catalisa a oxidação dos referidos fenóis, levando a um aumento na corrente de oxidação 

eletroquímica e, o mais importante, promove também um aumento na estabilidade do 

eletrodo, devido à diminuição na formação de produtos que passivam a superfície do 

mesmo. 

 Os biossensores, representam outra alternativa aos métodos cromatográficos para a 

determinação dos compostos fenólicos e dos inseticidas OF e CB, devido às suas 

características únicas, como: seletividade, simplicidade, custo relativamente baixo de 

construção e estocagem, facilidade para miniaturização, automação e uso de equipamentos 

simples e portáteis para um monitoramento “on site” rápido.  

Um biossensor é definido como um dispositivo que combina a especificidade de um 

elemento biológico ativo, para um determinado analito ou substrato, com a sensibilidade de 

um transdutor, que converte o sinal biológico produzido num sinal elétrico, óptico, 

térmico, etc [36]. Os elementos de reconhecimento biológico podem ser enzimas, 

anticorpos, microorganismos, enquanto os transdutores podem ser os detectores 

eletroquímicos, óticos, acústicos, etc [37]. Dessa forma, uma grande diversidade de 

configurações de biossensores para aplicações ambientais foram desenvolvidas e 

encontram-se reportadas na literatura. Essa gama de configurações confere uma grande 
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versatilidade de biossensores, que podem ter aplicações diversas dependendo das 

características do elemento biológico e do transdutor utilizado. Assim, os biossensores, 

podem ser utilizados, como indicadores de toxicidade, quando os efeitos tóxicos 

provocados por determinados compostos sobre o elemento biológico (que pode ser uma 

bactéria), podem ser monitorados pelo transdutor.  

Os biossensores apresentam vantagens sobre os métodos cromatográficos, pois, em 

geral, não estão sujeitos a interferentes da matriz, como os cromatográficos e apresentam 

menores limites de detecção. Sendo que, a maioria dos biossensores pode ser usada 

diretamente nos extratos da amostra, representando uma alternativa muito útil quando se 

deseja fazer o screening de uma grande quantidade de amostras. Por outro lado, tem-se a 

desvantagem de não discriminar os compostos presentes no extrato, que atuam como 

substratos ou inibidores do elemento biológico, presente no biossensor.  

 

1.3 – Biossensores enzimáticos 

 

Os biossensores podem apresentar aplicações mais especificas quando o elemento 

biológico apresenta especificidade para uma determinada classe de compostos, como, por 

exemplo, os biossensores baseados na enzima acetilcolinesterase (AChE), que indicam a 

presença de organofosforados e carbamatos [38,39,40,41,42]. O funcionamento desses 

biossensores, envolve a inibição da AChE, pelos referidos compostos, afetando a 

quantidade de ácido acético e de colina que são produzidos na hidrólise da acetilcolina: 

 

  colina de  cloreto                                                                          naAcetilcoli de Cloreto      
(2)   Cl)(CHN)HO(CH       COOHCH       OH      Cl)(CHN)COO(CHCH 33223

AChE
233223

−+−+ +⎯⎯ →⎯+

 

A atividade específica da enzima, sobre um determinado composto (substrato) ou 

uma determinada classe de compostos, em geral, é responsável pelos inúmeros 

biossensores enzimáticos, propostos na literatura para a determinação de uma grande 

diversidade de compostos em matrizes diversas. Por exemplo, a enzima tirosinase tem sido 
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largamente explorada na preparação de biossensores eletroquímicos, visando a utilização 

destes na determinação de compostos fenólicos (substratos da tirosinase), em amostras 

biológicas, alimentos e amostras ambientais [6,43,44,45,46,47]. A tirosinase, também 

conhecida como polifenol oxidase, é uma enzima monooxigenase, contendo em sua forma 

oxigenada dois átomos de Cu(II), como sítios ativos, cada um coordenado a três moléculas 

de histidinas, sendo duas  ligações equatoriais fortes e uma axial mais fraca, como ilustra a 

Figura 1 [48]. 

CuCu
O

O
His

His

His His

His

His

 

(I) 

NH2

OH

O

N

N

H

 

(II) 

Figura 1:  Estruturas (I) centro ativo da tirosinase e (II) molécula de histidina. 

 

A estrutura tridimensional do sitio ativo da tirosinase, caracterizada por estudos 

espectroscópicos de Raios-X,  pode ser melhor representada pela Figura 2. 

 

 

Figura 2: Sítio ativo dinuclear de cobre para a enzima tirosinase [49]. 
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A tirosinase exerce papel fundamental na biosíntese da melanina, responsável pela 

pigmentação dos animais, pelas cores das frutas, flores e pelo escurecimento dos 

alimentos. Essa enzima catalisa duas diferentes reações: a orto-hidroxilação de monofenóis 

(L-tirosina) a o-difenóis (L-dopa), e a oxidação de o-difenóis às correspondentes o-

quinonas (o-dopaquinona), ambas as reações utilizando-se oxigênio molecular [50]. 

A atividade catalítica da enzima na oxidação de mono e difenóis envolve três 

formas da enzima: Eoxy,  Edeoxy e Emet (Figura 3). Além da L-tirosina, existem outros 

substratos para a tirosinase como o catecol, o 4-metilcatecol, a dopamina e a noradrenalina, 

os quais, após a etapa de oxidação, podem experimentar ciclização, adição de nucleófilos 

ou reações de polimerização. O ciclo catalítico para a oxidação de mono e difenóis está 

ilustrado na Figura 3. 

Os biossensores baseados na tirosinase têm sido também propostos para a 

determinação de pesticidas organofosforados e carbamatos totais em alimentos e diversas 

matrizes ambientais [51,52]. O funcionamento desses biossensores baseia-se na inibição da 

enzima pelos referidos compostos, na oxidação do substrato fenólico à correspondente o-

quinona, em presença de O2 dissolvido. 

A reação de oxidação do catecol, catalisada pela enzima tirosinase, é representada 

pela equação 3, de modo simplificado [53]: 

 

A maioria dos biossensores à base de tirosinase utilizam eletrodos de carbono como 

transdutores eletroquímicos, para a detecção e determinação da o-quinona produzida, que é 

reduzida eletroquimicamente ao respectivo composto fenólico, conforme a equação 4: 

 

 

 

2

OH
OH

O 2+
tirosinase O

O

2 + H2O2 ( 3 ) 

+

O
O

2H + + 2e-
O H

O H

( 4 )
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Figura 3: Ciclo catalítico da enzima tirosinase na oxidação de mono e difenóis à o-

quinona na presença de oxigênio, baseado no modelo proposto por Duran et al. [48]. 

 

 

A quantidade da substância inibidora é proporcional à diminuição da quantidade de 

quinona produzida na reação enzimática. Esses biossensores utilizam, em geral, a detecção 

amperométrica da o-quinona, produzida sobre eletrodos de carbono, mantidos em potencial 

de 0,0 V vs Ag/AgCl. 
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A redução eletroquímica da quinona, formada na reação de oxidação do derivado 

fenólico, catalisada pela tirosinase, pode ocorrer com maior eficiência na presença de 

mediadores redox como Fe(CN)6
4-

 [54], tetracianoquinodimetano [55] e (4,4’-dimetil-2,2’-

bipiridina)2(1,10-fenantrolina-5,6-dione) de ósmio [56]. A presença de mediadores redox 

contribui, também, para um maior tempo de vida e reprodutibilidade dos eletrodos de 

carbono utilizados na determinação de compostos fenólicos, pois minimizam a formação 

de produtos que passivam a superfície do eletrodo. 

 Os biossensores eletroquímicos, à base de tirosinase, podem ser preparados pela sua 

imobilização no eletrodo. Muitos métodos de imobilização da enzima têm sido propostos, 

como por exemplo, a incorporação da enzima em pasta de carbono [57], em eletrodos de 

grafite-resina epóxi [58] e a imobilização na superfície de carbono vítreo envolvendo 

cross-linking com glutaraldeído [59], em filme de polipirrol anfifílico [60], em crio-gel 

[61], em gel de poliacrilamida [62], em polímeros redox [63], dentre outros. 

A imobilização da enzima tirosinase, na superfície do eletrodo, por meio de  cross-

linking com glutaraldeído e albumina de soro bovino (ASB) é um procedimento bastante 

difundido [39,40,41]. A albumina é uma proteína inerte, que contém vários grupos amino 

(NH2) livres, os quais podem realizar ligações de cross-linking com os grupos carbonila 

(C=O) do glutaraldeído para formar agregados macromoleculares, responsáveis pela 

imobilização da enzima e manutenção da atividade enzimática. A formação de ligações 

covalentes, entre os grupos NH2 da enzima e o glutaraldeído, pode levar a mudanças na 

estrutura tridimensional da enzima, a qual é necessária para a devida eficiência catalítica, 

diminuindo, portanto, a sua atividade enzimática. Ivanov e colaboradores [39] propuseram 

o uso de vapor de glutaraldeído, que possibilita a imobilização de um filme de enzima, 

com alta atividade especifica para o substrato. Por outro lado, Notsu & Tatsuma  [51] 

obtiveram resultados muito satisfatórios para um biossensor desenvolvido, utilizando 

solução aquosa de glutaraldeído,  para a realização do cross-linking. 

Nesse contexto, o uso dos biossensores amperométricos à base de tirosinase no 

monitoramento de pesticidas OF e CB pode apresentar vantagens únicas, tais como: baixo 

custo, alta seletividade, alta sensibilidade, além de poderem ser descartáveis quando 

contaminados, eliminando, assim, as metodologias de reativação da enzima após 

determinado procedimento de análise. 
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1.4 – Objetivos 

 

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver e investigar o uso de eletrodos de 

carbono modificados com ftalocianina de Co(II), como transdutor amperométrico de um 

biossensor à base de enzima tirosinase, para o monitoramento de inseticidas OF e CB em 

águas, solos e alimentos.  

Os objetivos específicos consistiram em investigar a resposta do biossensor 

tirosinase utilizando-se catecol como substrato, mantendo-se o eletrodo num potencial 

constante para acompanhar a quantidade de substrato que é consumida (+ 0,6 V vs 

Ag/AgCl) ou de o-quinona que é produzida (- 0,2 V vs Ag/AgCl) na reação enzimática.  

Otimizar a resposta do biossensor em função dos seguintes parâmetros: 

concentração de catecol, pH e concentração da solução tampão. 

Determinar os parâmetros cinéticos do biossensor enzimático, com a finalidade de 

obter a constante de Michaelis-Menten, KM, da enzima imobilizada comparando-a ao 

determinado para a enzima livre.  

Aferir a taxa de inibição da resposta do biossensor ao catecol, na presença dos 

inseticidas Metil Paration e Diazinon (organosforados) e Carbaril e Carbofuran 

(carbamatos), buscando-se avaliar o uso desse biossensor na detecção dos referidos OF e 

CB em soluções aquosas.  
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2.1 - Reagentes utilizados 

 

• Acetona, Carlo Erba 99,5%, CH3COCH3 P.M. = 58,081 

• Acetato de Celulose, SIGMA, C-3782 

• Acetato de Sódio, Cinética Química, 99-101%, CH3COONa.3H2O, P.M. = 136,08 

• Ácido Clorídrico, Reagen, 36,5-38%, HCl, d = 1,19, P.M. = 36,43 

• Ácido Sulfúrico, Reagen, 95-98%, H2SO4, d = 1,84, P.M. = 98,08 

• Albumina de Soro Bovino, SIGMA, 99%, A-0281 

• Carbaril, Riedel-de Haen, C12H11NO2, P.M. = 201,22 

• Carbofuran, Riedel-de Haen, C12H15NO3, P.M. = 221,25 

• Catecol, Acros Organics, 99%, C6H6O2, P.M. = 110,11 

• Ciclohexanona, Vetec 99%, C6H10O, P.M. = 98,14 

• Citrato de Sódio, Reagen, 99-100%, Na3C6H5O7.2H2O, P.M. = 294,11 

• Cloreto de Potássio, Vetec, 99,5%, KCl, P.M. = 74,555 

• Diazinon, Riedel-de Haen, C12H21N2O3PS , P.M. = 304,34 

• Hidrogenofosfato-dodecahidratado di-sódio Carlo Erba 98-102%, Na2HPO4.12H2O 

P.M. = 358,14 

• Ftalocianina de Cobalto (II), Strem Chemicals, CAS# [3317-67-7], P.M. = 571,47 

• Glutaraldeído, Acros Organics, 50% em água, C5H8O2, d = 1,13, P.M. = 100,12 

• Grafite, Fluka, porosidade ≤ 0,1 µm, EC – 2319553 

• Hidróxido de Sódio, Reagen 97%, NaOH, lentilhas, P.M. = 40,00 

• Metil Paration, Riedel-de Haën, C8H10PSO5N, P.M. = 263,30 

• Dihidrogenofosfato de sódio-, Carlo Erba 98%, NaH2PO4.H2O P.M. = 137,99 

• Tirosinase, SIGMA EC 1.14.18.1 from Mushroom, 3,8 g (25.000 U) 
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2.2 – Soluções utilizadas 

   

 Todas as soluções estoque foram preparadas com água deionizada (18,2 MΩ cm-1, 

Milli-Qplus), a partir de quantidades adequadas dos reagentes, grau PA. As soluções de 

trabalho foram preparadas a partir de seus respectivos estoques. 

 

 Solução estoque tampão fosfato 0,05 mol L-1 pH 6,50 -  preparada dissolvendo-se 6,90 

g de dihidrogenofosfato de sódio em aproximadamente 400 mL de água deionizada. 

Adicionou-se solução de NaOH 0,10 mol L-1 para ajustar o pH em 6,50. O controle do pH 

foi realizado com potenciômetro - QUIMIS modelo Q-400-A. Após a correção do pH, 

completou-se o volume para 1,00 L. 

 

 Solução de Catecol 1,00 x 10-3 mol L-1 - recém-preparada dissolvendo-se 0,0110 g do 

composto de grau PA, em 100 mL de solução tampão fosfato 0,05 mol L-1. 

 

 Solução de Albumina de Soro Bovino 1% (m/m) -  pesou-se 0,0100 g de albumina de 

soro bovino (ASB) e transferiu-se para um béquer. Adicionou-se então 1,00 mL de solução 

tampão fosfato 0,05 mol L-1, pH 6,50. 

 

 Solução de Glutaraldeído 2,5% (m/m) - transferiu-se 0,05 mL de solução de 

glutaraldeído 50% para um balão volumétrico de 1 mL e completou-se o volume com água 

deionizada. 

 

2.3 – Preparação do transdutor amperométrico não-modificado 

 

 Eletrodos de Pasta de Carbono (EPC) - preparados pela mistura de 0,100 g de grafite 

puro (Fluka) em pó com 50 µL de óleo mineral em um almofariz de ágata, até completa 

homogeneização. A pasta obtida foi incorporada à extremidade inferior de um tubo de 
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vidro (φi = 0,6mm), numa espessura de 1 mm, no interior do qual foi adaptado grafite (φi = 

0,5 mm) e fio de cobre, como contatos elétricos.   

 

 Eletrodos Compósitos de Grafite (ECG) - constituídos por grafite e acetato de 

celulose. Preparados pela mistura de 97 mg de grafite puro (Fluka) com 320 µL de solução 

de acetato de celulose, conforme procedimento descrito por Skládal et al. [64]; a solução 

de acetato de celulose foi preparada pela mistura de 130 mg de acetato de celulose com 5 

mL de acetona e 5 mL de ciclohexanona. E a suspensão foi pincelada sobre superfícies de 

policarbonato de CDs (área ativa de 1,0 mm2).  

 

2.4 – Preparação do transdutor amperométrico modificado 

 

 Eletrodos de pasta de carbono modificado com ftalocianina de Co(II)  EPC-FtCo - 

preparados a partir da mistura de grafite puro e ftalocianina de Co(II), na proporção 92:5 

(m/m), respectivamente, empregando-se 50 µL de óleo mineral como aglutinante; a pasta 

obtida foi incorporada à extremidade inferior de um tubo de vidro, conforme procedimento 

descrito para preparação do EPC. 

 

 Eletrodos compósitos constituídos por grafite e celulose modificados com 

ftalocianina de Co(II) (ECG-FtCo) - preparados pela mistura de 92 mg de grafite puro e 

de 5 mg de ftalocianina de Co(II); o procedimento realizado foi o mesmo descrito para 

preparação do ECG, e a suspensão obtida foi pincelada sobre superfícies de policarbonato 

de CDs. 

 

2.5 – Imobilização da enzima tirosinase sobre o ECG-FtCo 

 

 Antes da imobilização da enzima, os eletrodos foram submetidos a vários ciclos 

de varreduras de potencial, entre -0,4 a 1,2 V, em tampão fosfato, até a corrente residual 

atingir valor constante, da ordem de aproximadamente 1,00 µA. 
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 A imobilização da enzima foi realizada utilizando-se o procedimento descrito a 

seguir. Cerca de 25.000 U de tirosinase foram dissolvidas em 5,00 mL de solução tampão 

fosfato 0,05 mol L-1 em pH 6,50 (3,80 mg de enzima dissolvida em 5,00 mL tampão 

fosfato). A uma alíquota de 100 µL desta solução estoque de enzima foram adicionados 

100 µL de solução de albumina de soro bovino 1% (m/m), em tampão fosfato pH 6,50. 

Após cuidadosa agitação espalhou-se uma alíquota de 20 µL da solução final, contendo 

cerca de 60 U sobre a superfície do eletrodo compósito. 

 Após seco, adicionou-se sobre a superfície eletrodo-enzima, uma alíquota de 10 

µL de solução de glutaraldeído 2,5%. Posteriormente os biossensores foram lavados com 

solução tampão fosfato e armazenados a 4 0C, no estado seco.  

 De acordo com a Comissão Internacional sobre Enzimas, uma unidade de enzima 

(U) é definida como a quantidade de enzima que causa a conversão de 1,0 x 10-6 mol do 

substrato por minuto, em condições padronizadas, em pH ideal, à 30ºC, em concentrações 

saturadas do substrato [65]. 

 

2.6 – Preparação do eletrodo de referência/auxiliar - Ag/AgCl 

 

A eletrodeposição de AgCl sobre a superfície de uma lâmina de Ag metálica (5,0 

mm x 7,0 mm) e de um fio de Ag (3,0 cm x 0,1 mm de diâmetro) foi realizada pela 

eletrólise da solução de NaCl 0,1 mol L-1, sob corrente constante de 0,2 mA, durante 2 h, 

utilizando-se o Potenciostato/Galvanostato PAR-Modelo 273 A. 

 

2.7 – Medidas eletroquímicas 

 

Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando-se o equipamento 

Potenciostato/Galvanostato da PAR-Modelo 273 A, conectado a um PC através de porta 

serial (Figura 4). 
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Figura 4: Potenciostato/Galvanostato PAR 237 A. 

 

 

2.7.1 - Estudos do comportamento eletroquímico do catecol 

 

Uma célula eletroquímica, constituída de um sistema de três eletrodos, ilustrada 

na Figura 5, com um volume de trabalho de 5,00 mL, foi empregada para estudos do 

comportamento eletroquímico do catecol sobre os eletrodos de trabalho. 

 Um eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1) e um fio de Pt foram utilizados como 

eletrodos de referência e auxiliar, respectivamente. Como eletrodos de trabalho foram 

investigados EPC, ECG, EPC-FtCo, ECG-FtCo com relação aos parâmetros como 

velocidade de varredura, pH da solução de eletrólito, concentração de catecol como 

também a estabilidade e a reprodutibilidade da resposta eletroquímica destes eletrodos, 

visando a escolha do melhor eletrodo para ser utilizado como transdutor amperométrico de 

biossensores a base de tirosinase. Como eletrólito suporte foi utilizada solução de H2SO4 

0,05 mol L-1. 
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Figura 5: Esquema da célula de três eletrodos. 

 

 

2.7.2 – Avaliação da reação enzimática envolvendo a enzima imobilizada sobre 

o ECG-FtCo 

 

Uma célula eletroquímica constituída de um sistema de três eletrodos, ilustrada 

na Figura 6, com um volume de trabalho de 300 µL, foi empregada para investigar a 

resposta da enzima imobilizada no ECG-FtCo. Esse estudo foi realizado, monitorando-se 

as mudanças na quantidade de o-quinona produzida e de catecol consumido na reação 

enzimática envolvida no biossensor amperométrico. 

 A o-quinona foi detectada pela redução em – 0,2 V e o catecol por oxidação em 

+ 0,6 V. A detecção de ambos os compostos não se ocorreu pelo transdutor amperométrico 

do biossensor, mas sim por um outro ECG-FtCo, tendo Pt e fio de Ag/AgCl como 

eletrodos auxiliar e referência, respectivamente (Figura 6). Como eletrólito suporte foi 

utilizada solução tampão fosfato 0,05 mol L-1, KCl 0,1 mol L-1, pH 6,50. 
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Figura 6: Esquema da célula eletroquímica de três eletrodos utilizada na 

investigação da oxidação do catecol, pela enzima tirosinase imobilizada 

sobre o ECG-FtCo, em função do tempo de reação enzimática. Volume 

célula: 300 µL. 

  

 

2.8 – Medidas da atividade enzimática 

 

 A atividade da polifenol oxidase foi determinada medindo-se a variação de 

absorbância (λ = 410 nm) da quinona, formada na reação enzimática. Nessa determinação 

foram usados 2,9 mL de solução de catecol 0,05 mol L-1 (pH 6,50) e 0,1 mL da solução 

estoque de enzima (contendo 500 U, segundo informação do frasco). Uma unidade de 

atividade (unidades mL-1) é definida como quantidade de enzima que causa o aumento de 

0,001 unidades de absorbância por minuto nas condições mencionadas [66].  

As medidas de absorbância foram realizadas a cada 10 s, utilizando-se uma cubeta 

de quartzo de 1 cm de caminho óptico e um espectrofotômetro da HP-Modelo 8453, 

interfaceado a um microcomputador Pentium. A temperatura foi mantida em 26ºC e a 

solução foi mantida sob agitação constante. 
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 Uma atividade de aproximadamente 3.200 U mL-1 foi obtida para a solução estoque 

da enzima. 

 

2.9 – Medidas da constante de Michaelis-Menten aparente (KM
app

 ) da enzima 

imobilizada e da enzima livre 

 

Foram realizadas medidas da corrente de redução devido a o-quinona produzida 

enzimaticamente em função da concentração de catecol, em -0,2 V vs Ag/AgCl, 

utilizando-se uma célula de três eletrodos, de 400 µL. Como eletrodos auxiliar e referência, 

foram utilizados um fio de Pt e Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1), respectivamente. Como 

eletrodo de trabalho utilizou-se o ECG-FtCo, para a medida de KM
app da enzima livre e o 

ECG-FtCo, contendo o filme de tirosinase, para a medida de KM
app da enzima imobilizada. 

As soluções de catecol foram preparadas na faixa de 1,0 x 10-5 a 7,0 x 10-3 mol L-1, tendo 

como eletrólito tampão fosfato 0,05 mol L-1, pH 6,50. Nos experimentos realizados para a 

medida de KM
app da enzima livre empregou-se à mesma quantidade de enzima, cerca de 60 

U, na solução eletrólito. Em todos os experimentos, as medidas de corrente, foram 

realizadas em triplicatas, após 2 min do início da reação. 

Os valores de KM e Imax foram obtidos por meio do gráfico Eadie-Hofstee [67], 

utilizando-se o procedimento proposto por Cosnier & Innocent [68]. 

 

2.10 – Medidas da taxa de inibição da enzima tirosinase  

 

 Medidas da taxa de inibição pelos inseticidas organofosforados (metil paration e 

diazinon) e carbamatos (carbofuran e carbaril), foram conduzidas, medindo-se inicialmente 

a corrente de redução, em – 0,2 V, para a solução de catecol 5,0 x 10-5 mol L-1 preparada 

em tampão fosfato 0,05 mol L-1, pH 6,50, contendo KCl 0,1 mol L-1; em seguida, o 

biossensor foi cuidadosamente lavado com solução tampão 0,05 mol L-1, pH 6,50 e 

colocado em contato com soluções de Metil Paration em concentrações variadas, de 1,0 a 
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100 ppb, contendo catecol em concentração fixa, de 5,0 x 10-5 mol L-1; as medidas da 

corrente de redução foram realizadas seqüencialmente, para cada solução, após cerca de 2 

min de reação e as medidas de inibição, para cada solução, foram realizadas em triplicata. 

Esse procedimento foi repetido para os demais inibidores: diazinon, carbofuran e 

carbaril, mantidos na faixa de concentração de 1,0 a 100 ppb, sendo que todas as soluções 

dos OF e CB usadas nesta investigação foram recentemente preparadas. 

 A resposta de inibição (%Inibição) foi calculada pela diminuição da resposta 

amperométrica do biossensor, utilizando-se a seguinte expressão: 

 

 

100%
0

0 ×
−

=
I

II
Inibição                        (5) 

 

 
onde, I0 e I são as correntes de redução, medidas para as soluções, contendo somente 

catecol e contendo catecol na presença do inibidor, respectivamente. 
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CAPÍTULO 3: 
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3.1 – Investigações do comportamento eletroquímico do catecol sobre eletrodos de 

carbono 

 

3.1.1 – Investigações empregando EPC e ECG não modificados 

 

O comportamento eletroquímico do catecol, em H2SO4 0,05 mol L-1, sobre 

eletrodo de pasta de carbono, é apresentado na Figura 7.  

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
-2

-1

0

1
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I /
 µ

A

E vs Ag/AgCl / V

 
Figura 7: Voltamograma cíclico da solução de catecol 1,2 x 10-5 mol L-1 

sobre EPC. Eletrólito suporte: H2SO4 0,05 mol L-1. Velocidade de varredura 

de 50 mV s-1. Eletrodo de trabalho: EPC. 

 

 

Observa-se pelo VC da Figura 7, que a oxidação eletroquímica do catecol à o-

quinona inicia-se num potencial próximo de + 0,5 V, atingindo um potencial de pico 

anódico (Epa) ao redor de + 0,65 V vs Ag/AgCl. Na varredura inversa, a o-quinona 

produzida é reduzida a partir de + 0,4 V, atingindo um potencial de pico catódico (Epc) ao 

redor de + 0,22 V vs Ag/AgCl. 
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 A elevada diferença entre os potenciais de pico catódico (Epc) e anódico (Epa), de 

aproximadamente 400 mV, explica-se porque o processo redox é eletroquimicamente 

irreversível [69]. Podendo ser descrito de acordo com: 

 

C6H4(OH)2 (aq)               +C6H4O2 (aq) +H+ (aq)2 e-2 ( 3 )
 

 
A equação 6 da reação, mostra que o potencial do processo eletroquímico depende 

da concentração de H+ presente na solução. A equação de Nernst para a redução da o-

quinona pode ser escrita como: 

 

 

2
246

246'

]][[
])([log

2
059,0

+−=
HOHC

OHHCEE o                    ( 7 ) 

    

 
que pode ser rearranjada para, 

 
 

pH
OHC

OHHC
EE o 059,0

][
])([

log
2
059,0

246

246' −−=        ( 8 ) 

 
 
sendo Eo’ é o potencial padrão  formal do par C6H4 (OH)2 / C6H4O2. 

 

 

A equação 8, mostra que o potencial envolvido, tanto na oxidação do catecol, como 

na redução da o-quinona, depende da concentração de H+, presente na solução.  

 A Figura 5 mostra as respectivas relações entre Epa e Epc observadas em função do 

pH da solução de catecol.  

( 6 ) 
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Figura 8: Variação do Epa (a) e do Epc (b) em função do pH da solução de catecol 

1,2 x 10-5 mol L-1, sobre EPC. Eletrólito suporte constituído de tampão citrato de 

sódio 0,10 mol L-1, tendo o pH ajustado com solução de NaOH e H2SO4 0,1 mol L-1. 

Velocidade de varredura de 50 mV s-1. 
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Investigações foram também realizadas para verificar se a oxidação eletroquímica 

do catecol e/ou a redução da o-quinona são controladas pela difusão das respectivas 

espécies eletroativas e de H+ para a superfície do eletrodo. De acordo com a literatura [70], 

se o processo for controlado por difusão, a corrente de pico devida à redução, será dada 

segundo a equação 9: 

 

Ipc  =  - 2,99 x 105   n(αc n’) 1/2   Dox
1/2   A   Cox    v1/2    ( 9 ) 

 

onde:  

 n, é o número de elétrons; 

A, a área do eletrodo; 

Dox, o coeficiente de difusão da espécie eletroativa na forma oxidada; 

Cox, concentração da espécie na forma oxidada; 

v, a velocidade de varredura do potencial; 

αc, coeficiente de transferência de carga; 

n’, o número de elétrons transferidos na etapa determinante da velocidade. 

 

 

Uma equação semelhante pode ser definida para a corrente de pico, devido à 

oxidação do catecol. Conforme a equação 9, se a corrente de redução é controlada por 

difusão, Ipc deverá variar linearmente com a concentração da o-quinona na solução e com a 

raiz quadrada da velocidade de varredura do potencial. Para verificar tal fato, foram 

obtidos VCs de soluções de catecol, tendo H2SO4 0,05 mol L-1 como eletrólito suporte, em 

função da concentração de catecol e da variação da velocidade de varredura. A partir dos 

VCs foram obtidos gráficos da corrente de pico catódica (Ipc) e da corrente de pico anódica 

(Ipa) em função da velocidade de varredura e da concentração de catecol na solução. Os 

respectivos gráficos de Ipa e Ipc estão apresentados  na Figura 9. 
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Figura 9: Gráficos de Ipa e Ipc em função da raiz quadrada da velocidade de 

varredura do potencial, obtidos de VC de solução de catecol 1,2 x 10-5 mol L-1 

em H2SO4 0,05 mol L-1 sobre EPC. Velocidade de varredura: 50 mV s-1. 
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A relação linear observada entre Ipa e Ipc com a raiz quadrada da velocidade de 

varredura indica que o processo eletroquímico é controlado pela difusão tanto de catecol 

como de o-quinona para a superfície do eletrodo [69]. O controle difusional da corrente foi 

também comprovado pela dependência linear da corrente de pico com a concentração de 

catecol na solução, como mostra a Figura 10. 
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Figura 10: Gráfico de Ipa em função da concentração de catecol, utilizando 

H2SO4  0,05 mol L-1 como eletrólito suporte, sobre EPC. Velocidade de 

varredura 50 mV s-1. 

  

 

 Estudo semelhante foi realizado para o fenol, obtendo-se resultados comparáveis 

aos de catecol. Observou-se que o fenol sofre oxidação em potencial próximo de 0,8 V vs 

Ag/AgCl, sendo o processo controlado pela difusão de H+ e de fenol para a superfície do 

eletrodo.  

 Os elevados potenciais exigidos para a oxidação dos compostos fenólicos têm 

como principal desvantagem à interferência de espécies eletroativas, que podem estar 

presentes em amostras reais. Outro problema relacionado à oxidação eletroquímica de 
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compostos fenólicos é a tendência à polimerização, que resulta na passivação da superfície 

do eletrodo, com conseqüente perda da reprodutibilidade da resposta e sensibilidade do 

eletrodo para os referidos compostos [35, 56]. A Figura 11 ilustra tal fenômeno observado 

para o EPC, após este ter sido submetido a três ciclos de varredura de potencial, em 

solução de catecol, tendo o H2SO4 0,05mol L-1 como eletrólito suporte. O pico observado 

no voltamograma (2), ao redor de 600 mV vs Ag/Ag/Cl, indica a contaminação da 

superfície do eletrodo por produtos formados durante a oxidação do catecol/redução da 

quinona, ao longo dos sucessivos ciclos de varredura do potencial.  
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Figura 11: Voltamogramas do EPC em  H2SO4 0,05mol L-1: (1) antes e (2) 

após a obtenção de três VCs de solução de catecol 1,2 x 10-5 mol L-1. 

Velocidade de varredura de 50 mV s-1. 

 

 

O comportamento eletroquímico do catecol sobre o eletrodo ECG foi semelhante ao 

observado sobre o EPC, apresentando VC comparável em termos de magnitude da corrente 

e potenciais de Epa e Epc. O ECG apresentou efeitos de passivação, ligeiramente menores 

que o EPC. A superfície do EPC, sofreu contaminação, após a obtenção de 2 VCs de 
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catecol, limitando o tempo de vida do eletrodo para 2-3 medidas. Além disso, o EPC 

apresentou maiores problemas com relação à estocagem.  

  

3.1.2 – Investigações empregando EPC-FtCo  e ECG-FtCo  

 

Considerando-se os efeitos de memória, observados com os eletrodos de carbono 

não modificados, devido à formação de produtos eletropolimerizados, que passivam a 

superfície dos eletrodos, investigou-se no presente trabalho, o uso de mediadores redox, 

que podem ser incorporados ao interior ou à superfície dos eletrodos de carbono, para 

minimizar tal problema.  

O mediador redox utilizado foi à ftalocianina de Co(II) (FtCo). A imobilização 

desse composto, na forma de um filme, na superfície dos eletrodos de grafite ou EPC, foi 

submetida à vários procedimentos, sem resultados satisfatórios. A incorporação de FtCo 

durante a preparação do EPC e do ECG, foram os processos que forneceram os melhores 

resultados. A FtCo foi incorporada nos eletrodos em proporções menores que 15%, pois, 

em maiores proporções, provocou um aumento na resistência elétrica do eletrodo, segundo 

estudos realizados por Ferreira & Albuquerque [71]. Além disso, o composto em questão, 

tende a se dimerizar, em soluções aquosas, podendo levar à formação de produtos 

poliméricos, que passivem a superfície do eletrodo [72].  

De acordo com a literatura, os eletrodos de carbono modificados com  ftalocianina 

de Co(II), apresentam um processo de oxidação eletroquímica de Co(II) a Co(III) ao redor 

de 900 mV vs Ag/AgCl  [73]. É imprescindível considerar que vários compostos fenólicos 

sofrem oxidação eletroquímica na região de potencial do par redox Co(II) /Co(III). Assim, 

se a FtCo exercesse o papel de mediadora redox da oxidação do catecol, as seguintes 

reações deveriam estar envolvidas: 

 
 Oxidação de Co(II) no eletrodo (+ 0,98 V):    

 
Co2+  Co3+ (aq)   +   e-                    (10) 
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 Na interface eletrodo-solução: o Co3+ formado eletroquimicamente, deve oxidar 

quimicamente o catecol à respectiva quinona: 

 
C6H4 (OH)2 (aq)   +  Co3+ 

 Co2+   +   C6H4O2 (aq)   +   2H+       ( 11 ) 

 
 

O Co(II), se for produzido na reação 11, poderá  ser reoxidado novamente a 

Co(III) no eletrodo, segundo a reação 10, produzindo um aumento na corrente de oxidação, 

na região de 0,98 V. Dessa forma, a mesma deverá aumentar proporcionalmente com a 

concentração de catecol na solução. 

A indagação inicial do presente trabalho, iniciou-se pela investigação do 

comportamento eletroquímico dos eletrodos de carbono modificados com FtCo, em 

soluções diluídas de ácido sulfúrico. Observou-se pelos VCs, que o processo eletroquímico 

do par redox Co(II) /Co(III) só era evidenciado após o 2º ciclo de varredura de potencial, 

quando o eletrodo era submetido a ciclos sucessivos de varredura de potencial. Ao 

cessarem as varreduras de potencial, o respectivo processo eletroquímico desaparecia e o 

mesmo era observado, somente após novos ciclos de varredura posteriores, conforme 

ilustra a Figura 12.  
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Figura 12: Voltamogramas de eletrodo do EPC-FtCo (5% FtCo), em solução 
de H2SO4 0,05 mol L-1, em função do número de ciclos de varredura de 
potencial. Velocidade de varredura 50 mV s-1. 
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Investigações do comportamento eletroquímico do catecol sobre os ECG-FtCo e 

EPC-FtCo, mostraram que somente o processo redox do catecol/o-quinona era evidenciado 

nos VCs. Tal fato, pode ser observado no VC apresentado na Figura 13. Observa-se pelo 

VC da Figura 13, que o processo eletroquimico do catecol/o-quinona, ocorre na mesma 

região de potencial observada para os eletrodos EPC e ECG (Figura 7). Observou-se ainda 

que Ipc e Ipa obtidas nos VCs das Figura 13 e Figura 7, apresentam magnitudes 

comparáveis. 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
-2

-1

0

1

2

3
 

E vs Ag/AgCl   /   V

I  
/ 

A

-4

-2

0

2

4

6

I   /   
A

 

Figura 13: Voltamograma cíclico da solução de catecol (⎯) 5,6 x 10-5 mol L-1 

sobre ECG-FtCo e (⎯) 1,2 x 10-5 mol L-1 sobre EPC. Eletrólito suporte H2SO4 

0,05 mol L-1. Velocidade de varredura 50 mV s-1. 

 

 

Além deste fato, pode-se observar também que o ECG-FtCo oferece menor 

resistência à passagem de corrente elétrica, observado pela menor inclinação do pico de 

oxidação, como também um pequeno deslocamento no potencial de redução da o-quinona 

tornando o processo eletroquímico menos irreversível. Do que se deduz, que o par redox 

Co(II)/Co(III), presente nos ECG-FtCo e EPC-FtCo, poderia não estar atuando como 
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mediadora do processo de oxidação eletroquímica do catecol como esperado, mas deve 

contribuir de alguma forma para este processo. No sentido de confirmar tal fato, foram 

realizadas investigações mais detalhadas, com soluções de catecol mais diluídas. Os VCs 

dessas soluções, obtidas sobre os ECG-FtCo e EPC-FtCo, mostraram o aparecimento de 

dois processos, identificados como o do par catecol/o-quinona e o do par Co(II)/Co(III) 

(Figura 14).  
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Figura 14:  Voltamogramas da solução (⎯) eletrolito suporte H2SO4 0,05 mol 

L-1 e da solução de (⎯) catecol 1,6 x 10-6 mol L-1 e de (⎯) catecol 1,0 x 10-4 

mol L-1 sobre EPC-FtCo. Velocidade de varredura 50 mV s-1. 

 

 

A observação de que os processos catecol/o-quinona e Co(II)/Co(III) ocorrem de 

formas aparentemente independente (Figura 14), pois nenhum efeito foi observado nas 

magnitudes das correntes de oxidação e/ou de redução dos referidos processos, sugere que 

a FtCo presente nos eletrodos, não deve estar atuando como mediadora redox da oxidação 

eletroquímica, do catecol. Apesar desse fato, os estudos de estabilidade da resposta e 
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tempo de uso do eletrodo mostraram que o ECG-FtCo apresenta vantagens muito 

superiores aos eletrodos de carbono não modificados, como também sobre o EPC-FtCo. O 

EPC-FtCo, embora tenha apresentado menores “efeitos de memória” que os eletrodos de 

carbono, não modificados (EPC e ECG), apresentou menor tempo de vida útil e maiores 

correntes residuais, comparado ao ECG-FtCo. Constatou-se pelos VCs que o ECG-FtCo 

não sofria praticamente nenhum efeito de passivação, mesmo após a obtenção de vários 

VCs de soluções de catecol, na faixa de concentração de 1,0 x 10-6 a 0,01        mol L-1. Na 

Figura 15 encontra-se o VC do ECG-FtCo em H2SO4 0,05 mol L-1 após ter sido utilizado 

para obter  aproximadamente 15 VCs de solução de catecol 1,1 x  10-5 mol L-1.    
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Figura 15: Voltamogramas de EPC e ECG-FtCo (5%) em H2SO4 0,05mol L-1: 

(1) EPC após obter 2 VCs de solução de catecol 1,1 x 10-5 mol L-1 e (2) ECG-

FtCo eletrólito suporte (3) ECG-FtCo após obter 15 VCs de solução de catecol 

1,1 x 10-5 mol L-1. Velocidade de varredura de 50 mV s-1. 

 

 

Observa-se pela Figura 15 que o VC do ECG-FtCo (5% de FtCo), em H2SO4 

0,05mol L-1, apresenta uma corrente residual muito baixa, após ter sido empregado para 
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obter 15 VCs da solução de catecol 1,1 x 10-5 mol L-1. O EPC, ao contrário, mostra a 

presença de produtos fenólicos, adsorvidos na superficie do eletrodo, após obter 2 VCs da 

mesma solução de catecol.  

A Tabela 1, apresenta a comparação das características mais relevantes observadas 

no estudo do comportamento eletroquímico do catecol sobre os quatro eletrodos 

investigados.  

 

 

Tabela 1: Comparação dos eletrodos de carbono em termos do Limite de Detecção (LD) 

para catecol, n0 de medidas realizadas e principais vantagens e desvantagens. 

Eletrodo 
LD para Catecol, 

mol L-1 
nº de medidas Vantagens / Desvantagens 

EPC 2,5 x 10-7 2 

baixo custo, fácil preparação, fácil 

contaminação e não permite 

estocagem. 

EPC-FtCo 1,5 x 10-6 ≈ 10 
fácil preparação, não permite 

estocagem. 

ECG 8,4 x 10-6 ≈ 2 - 5 

baixo custo, fácil preparação, 

permite estocagem e fácil 

contaminação. 

ECG-FtCo 1,0 x 10-6 ≈  65 

fácil preparação, permite 

estocagem e maior tempo de vida 

eletrodo. 

 

 

Verifica-se pelos dados da Tabela 1, que o ECG-FtCo apresentou menor 

sensibilidade para a determinação do composto fenólico investigado do que o EPC. 

Limites de detecção para o catecol 10 vezes superiores, foram encontrados pelo EPC em 

relação aos EPC-FtCo e ECG-FtCo. A maior estabilidade da linha base, obtida pelos ECG-

FtCo, representa uma das principais vantagens do seu uso como detectores para o catecol.  
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A menor sensibilidade dos ECG-FtCo é superada pelo aumento da 

reprodutibilidade da resposta do mesmo. Apesar do LD não ser muito favorável, o eletrodo 

apresenta uma sensibilidade suficientemente alta para a determinação ou o monitoramento 

do catecol, numa solução amostra de interesse. Devido a esse fato e, considerando os 

resultados apresentados na Tabela 1, o eletrodo com características mais adequadas para ser 

utilizado como transdutor amperométrico, neste estudo de biossensores à base de 

tirosinase, é o ECG-FtCo. 

Conforme descrito anteriormente, os estudos realizados não evidenciaram o papel 

da ftalocianina de cobalto (II) como mediadora da oxidação eletroquímica do catecol. O 

mecanismo pelo qual a ftalocianina de Co(II) promove uma maior reprodutibilidade da 

resposta do eletrodo, não é conhecido. Acredita-se, que essa substância minimize a 

formação de produtos poliméricos, durante a oxidação do catecol e/ou redução da o-

quinona, ou, impeça que os produtos eletropolimerizados, sejam adsorvidos na superfície 

do eletrodo, provavelmente por impedimento estérico [68]. A estrutura da molécula de 

ftalocianina de Co(II) está ilustrada na Figura 16.  
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Figura 16: Molécula de Ftalocianina de Co(II) 
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3.2 – Investigações realizadas com o biossensor amperométrico  

 

3.2.1 – Características gerais do biossensor  

 

 O esquema do funcionamento do biossensor amperométrico, proposto neste 

trabalho, está apresentado na Figura 17. 
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Figura 17: Esquema do funcionamento do biossensor amperométrico à 

base de tirosinase. 

 

 

De acordo com o esquema da Figura 17, a o-quinona, produzida na reação 

enzimática, é imediatamente reduzida a catecol no eletrodo, estabelecendo-se um ciclo 

entre catecol e o-quinona, que leva a uma corrente cataliticamente amplificada. Segundo 

Marko-Varga et al. [74], a amplificação do sinal, por meio do ciclo catecol-quinona, pode 

levar a um aumento da sensibilidade do biossensor, em até 70 vezes. A redução 

eletroquímica imediata, da o-quinona, proporciona uma vantagem adicional aos 

biossensores amperométricos, em termos de estabilidade operacional, pois as quinonas, por 

serem muito instáveis, em soluções aquosas, podem ser prontamente polimerizadas para 

compostos poliaromáticos [75]. Outra reação paralela, que pode ocorrer é a adição de 
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nucleófilos a o-quinona. Em soluções aquosas, a água é o nucleófilo mais importante, 

levando à formação do composto 1,2,4 trihidroxibenzeno [76].  

Como a resposta do biossensor amperométrico depende da combinação complexa 

dos fatores que governam tanto a cinética enzimática como também daqueles que 

governam o sinal amperométrico que será gerado no transdutor, requereu-se uma 

diversidade de estudos realizados, com a finalidade de se obter resultados que 

contribuíssem para uma maior compreensão e maior reprodutibilidade a resposta gerada.  

Assim sendo, o acompanhamento da reação enzimática, em função do tempo foi um 

estudo muito importante, pois permitiu conhecer a duração pela qual a o-quinona alcança a 

concentração máxima, produzindo, por conseqüência, a máxima resposta do biossensor.  

 

3.2.2 – Investigação da oxidação do catecol envolvendo tirosinase imobilizada 

na superfície dos eletrodos ECG-FtCo  

 

De acordo com o discutido anteriormente, a o-quinona, após formada na reação 

enzimática, pode participar de reações paralelas, antes de ser reduzida no transdutor 

amperométrico. Nessa situação, o biossensor pode produzir um sinal eletroquímico menor 

que o esperado ou de baixa reprodutibilidade. Considerando-se esse fato, investigou-se a 

relação entre o tempo da reação enzimática envolvida no biossensor amperométrico e o 

sinal eletroquímico gerado, com a finalidade de se encontrar as condições que garantem a 

maior reprodutibilidade da referida resposta. Essa investigação foi realizada, monitorando-

se as mudanças na quantidade de o-quinona produzida e de catecol consumido na reação 

enzimática envolvida no biossensor amperométrico. A o-quinona foi detectada pela 

redução em – 0,2 V e o catecol por oxidação em + 0,6 V. A detecção de ambos os 

compostos foi realizada conforme procedimento descrito no item 2.7.2. 

A Figura 19, apresenta os valores de Ipc e Ipa obtidos em função do tempo da 

reação enzimática, para uma concentração de catecol de 2,0 x 10-3 mol L-1. Observou-se 

pelas magnitudes de Ipc e Ipa, que o detector eletroquímico, apresenta maior sensibilidade 
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para acompanhar as mudanças na quantidade de catecol consumida (Figura 19-A), do que 

para acompanhar as mudanças na quantidade de quinona produzida (Figura 19-B).  

As curvas da Figura 19-A, mostram um resultado, que parece confirmar a 

ocorrência das reações paralelas com a o-quinona, mencionadas anteriormente. É possível 

observar que num tempo de aproximadamente 2,5 min, tem-se a quantidade mínima de 

catecol e máxima de o-quinona na solução em estudo. Após este tempo, a o-quinona está 

sujeita a reações secundárias, ocasionado uma diminuição na corrente de redução, a qual 

confirma a formação de produtos resultantes da adição nucleofílica da água à o-quinona, 

formando produtos que podem ser oxidados eletroquimicamente, conforme ilustra a Figura 

18, a qual mostra o caminho proposto para a hidroxilação do fenol catalisada pela enzima 

tirosinase. 

Resultados similares foram também obtidos com a enzima tirosinase livre (60U) 

nas mesmas condições experimentais, como mostram os voltamogramas de varredura 

línear, obtidos da solução em função do tempo da reação enzimática (Figura 20).  
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Figura 18:  Caminho de reação proposto para hidroxilação do fenol catalisada 

pela enzima tirosinase. E, enzima; M, fenol; D, catecol; BQ, o-benzoquinona; 

THB, 1,2,4-trihidroxibenzeno; HBQ, hidroxibenzoquinona [76]. 
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Observa-se, praticamente o mesmo comportamento eletroquímico de 

catecol/quinona, tanto para a enzima imobilizada e livre, como para soluções de substrato 

mais diluídas ou mais concentradas. Deste modo, o tempo de reação enzimática, neste 

sistema investigado não deve ultrapassar 2,5 min, a fim de se obter resposta efetivamente 

confiável do biossensor. 

Os resultados apresentados nas Figura 19 e Figura 20, mostram que o eletrodo 

ECG-FtCo apresenta resposta concordante para ambos os compostos. A resposta do 

biossensor pode ser obtida tanto pela detecção do catecol consumido, como pela detecção 

da o-quinona produzida. Entretanto, como a detecção do catecol, envolve potenciais 

superiores aos usados na detecção da o-quinona, esta é freqüentemente usada para avaliar a 

resposta dos biossensores quando utilizados em amostras reais. 

 
 

3.2.3 – Influência da temperatura no processo de catálise enzimática 

 

A temperatura é outro importante fator, a ser considerado na atividade de catálise 

enzimática, sendo que, as proteínas possuem geralmente, elevadas energias de ativação de 

desnaturação, o que significa uma acentuada dependência da taxa de desnaturação com a 

temperatura. 

 Neste trabalho, não foi verificada a influência da temperatura na resposta do 

biossensor, uma vez que se visou construir um modelo com aplicação de monitoramento 

ambiental “on site”, de pesticidas organofosforados e carbamatos totais, baseados na 

inibição da resposta do catecol, pela enzima tirosinase.  

Deste modo, todas as análises efetuadas foram realizadas à temperatura ambiente, 

que não ultrapassou a faixa de 25 - 27 ºC. 

A temperatura “ótima” de trabalho das enzimas óxido-redutases, como é o caso da 

tirosinase, geralmente é em torno de 20-30 ºC. Estudos reportados na literatura, também 

descrevem este valor para a tirosinase [78,79]. 
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Figura 19: Variação de Ipc e Ipa em função do tempo da reação enzimática, obtidos para 

solução de catecol 2,0 x 10-3 mol L-1, em tampão fosfato 0,05 mol L-1, KCl 0,1 mol L-1, pH 

6,50,  na presença de  enzima tirosinase imobilizada (60 U) sobre eletrodo ECG-FtCo. (A) 

consumo de catecol; (B) geração da o-quinona. 
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Figura 20: VCs em função do tempo da reação enzimática. (A) consumo de catecol e (B) 

produção de quinona, obtidos para solução de catecol 2,3 x 10-4 mol L-1, em tampão fosfato 

0,05 mol L-1 + KCl 0,1 mol L-1, pH 6,50 na presença de  enzima tirosinase livre (60 U), 

empregando-se o ECG-FtCo. Velocidade de varredura 50 mV s-1. 
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3.2.4 – Resposta do biossensor em função do pH da solução tampão 

 

As enzimas têm um valor de pH ótimo no qual sua atividade é máxima: em 

soluções de pH maiores ou menores, a atividade da enzima diminui, resultado este, do 

efeito sobre uma combinação de fatores como [77]: a ligação do substrato com a enzima; o 

sítio catalítico da enzima; a ionização do substrato e a mudança conformacional da 

estrutura da enzima.  

O efeito do pH sobre a atividade está associado às modificações provocadas sobre 

determinados resíduos de aminoácidos do centro ativo, os quais desempenham papel 

crítico na atividade enzimática. Esses resíduos devem ser mantidos num determinado 

estado de ionização, para desempenharem um papel essencial nas interações, que mantém a 

estrutura da enzima. Assim, dependendo do pH da solução, pode-se eliminar uma interação 

iônica, essencial para manter a conformação ativa da enzima e, afetar conseqüentemente, a 

interação enzima-substrato [77].  

As investigações conduzidas para determinar o pH fornecedor da melhor resposta 

do biossensor, foram realizadas utilizando-se soluções tampão fosfato 0,05 mol L-1 + KCl 

0,1 mol L-1, na faixa de pH 5,00 a 8,00.  

A resposta do biossensor em função do pH, está disposta na Figura 21. Observa-se 

que a melhor resposta é obtida em pH 6,50 dentro da faixa estudada. Em valores de pH 

menores que 6,50, a atividade da enzima imobilizada no biossensor é mais sensível às 

mudanças dos íons H+, do que em valores maiores que 6,50. 

A influência do pH sobre a catálise enzimática, pode ser melhor compreendida, 

lembrando-se, que as enzimas, apresentam grupos ionizáveis, principalmente aqueles 

presentes nas cadeias laterais da histidina. Alguns destes grupos podem fazer parte do sítio 

ativo da enzima ou serem importantes para a manutenção da sua estrutura tridimensional. 

Assim, dependendo do pH da solução, alguns grupos da enzima, podem ser 

protonados ou desprotonados. Nesse sentido, existe uma concentração hidrogeniônica, que 

propicia, um arranjo de grupos protonados e desprotonados, que leva a enzima a uma 

conformação ideal para exercer sua atividade catalítica. Este pH ótimo depende, portanto, 
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do número e tipo de grupos ionizáveis que uma enzima apresenta e da seqüência em que 

estão organizados, ou seja, depende de sua estrutura primária.  

Pelos resultados experimentais obtidos, o pH ideal da enzima tirosinase é 6,50, 

sendo este valor concordante aos reportados na literatura [68,78,79,80] demonstrando a 

boa sensibilidade e eficiência do biossensor investigado. 
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Figura 21: Resposta do biossensor amperométrico, obtida em - 0,2 V vs Ag/AgCl (KCl 

0,1 mol L-1), em função do pH da solução tampão fosfato. Eletrólito: solução tampão 

fosfato 0,05 mol L-1 + KCl 0,1 mol L-1. Conecntração de catecol: 2,3 x 10-4 mol L-1.  

 

 
 
3.2.5 – Resposta do biossensor em função da concentração do tampão fosfato 

 

A concentração de tampão, que forneceu a melhor resposta do biossensor, foi a de 

0,05 mol L-1  (Figura 22). Observa-se pela Figura 22 que em concentrações maiores e 

menores que 0,05 mol L-1, ocorre a diminuição da atividade catalítica da enzima. Por outro 

lado, em concentrações maiores que 0,05 mol L-1, ocorre uma diminuição da atividade 
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catalítica, que pode estar relacionado à competição entre os grupos fosfato e o substrato, 

pelo centro metálico da enzima, caracterizando uma inibição competitiva [9,81].  
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Figura 22: Resposta do biossensor amperométrico, obtida em - 0,2 V vs 

Ag/AgCl (KCl 0,1 mol L-1),  em função da concentração da solução tampão 

fosfato, em pH 6,50, contendo KCl 0,1 mol L-1. [catecol] = 2,3 x 10-4 mol L-1.  

 

 

3.2.6 – Resposta do biossensor em função da concentração de catecol 

 

Esse estudo foi realizado empregando-se soluções de catecol na faixa de 1,0 x 10-6 

a 6,0 x 10-3 mol L-1, tendo como eletrólito solução tampão fosfato 0,05 mol L-1 + KCl 0,1 

mol L-1, pH 6,50. A resposta do biossensor, em função da concentração do catecol, está 

apresentada na Figura 23. Observa-se pela curva uma relação linear com o aumento da 

concentração de catecol, de 5,0 x 10-5 a 1,0 x 10-3 mol L-1, até atingir um valor 

estacionário, a qual, indica a presença de moléculas de catecol que ainda não foram 

oxidadas e, podem ser catalisadas pela reação enzimática, onde a velocidade da reação 

enzimática é diretamente proporcional à concentração de catecol.  
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Figura 23: Resposta do biossensor amperométrico, em - 0,2 V vs Ag/AgCl (KCl 0,1 

mol L-1), em função da concentração da solução de catecol, em tampão fosfato 0,05 

mol L-1 pH 6,50. (A) somente região linear; (B) região completa até a saturação.   
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Na região, em que a resposta do biossensor praticamente se mantém constante 

ocorre à saturação da enzima pelo substrato, a qual é governada pela quantidade de enzima 

imobilizada na superfície do eletrodo. 

O limite de detecção obtido para catecol, a partir da resposta do biossensor em 

solução tampão fosfato 0,05 mol L-1 + KCl 0,1 mol L-1 pH 6,50, foi da ordem de 1,0 x 10-5 

mol L-1. 

 

3.2.7 – Determinação de KM e IMax da enzima imobilizada  

 

Uma reação catalisada enzimaticamente, processa-se em duas etapas: na primeira, a 

enzima (E) liga-se reversivelmente ao substrato (S), formando um complexo enzima-

substrato (ES); na segunda fase é liberado o produto (P) e a enzima volta a sua forma livre, 

podendo, então, ligar-se a outra molécula do substrato, conforme mostra a equação12. 

 

PEESSE
kk

k
+→⇔+

31

2
            ( 12 )         

         

onde: 

 
1

32
M k

kk
K

+
=                                ( 13 ) 

 

O valor da constante de Michaelis-Menten, indica a afinidade que a enzima 

apresenta pelo substrato. Quanto maior essa afinidade, menor será o valor de KM.  

 A constante aparente de Michaelis-Menten, KM
app, pode ser determinada 

experimentalmente, utilizando-se a relação de Eadie-Hofstee, da equação de Michaelis-

Menten [67]. A expressão de Eadie-Hofstee, para os biossensores amperométricos é dada 

por:   

 

)/(max CIKII app
M−=                              (14) 

 

onde: I = corrente atingida numa dada concentração do substrato; Imax = corrente máxima 

após saturação pelo substrato e C = concentração do substrato. 
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Ressalte-se, que os valores de KM
app

 e de Imáx não são características somente da 

enzima, mas também do biossensor. Em geral, quando o filme de enzima imobilizada é 

suficientemente fino, a resposta do biossensor (corrente) é, limitada pelo processo 

enzimático que ocorre na superfície do eletrodo e, não pelo transporte de massa do 

substrato, para a referida superfície.  

A constante aparente, KM
app, foi determinada, para o biossensor de tirosinase 

desenvolvido, utilizando-se o procedimento proposto por Cosnier & Innocent [68]. O 

gráfico de Eadie-Hofstee (Figura 24), foi obtido a partir dos dados de corrente e da 

concentração de catecol apresentados na Figura 23-B.  

A partir da Figura 24 obteve-se o valor de KM
app

 de 1,6 para a enzima imobilizada, 

mM, o qual foi menor que o obtido para a enzima livre (KM
app de 2,3 mM), sugerindo uma 

maior afinidade da enzima imobilizada pelo substrato, que pode explicado, considerando-

se que o catecol gerado da redução eletroquímica, da o-quinona produzida 

enzimaticamente, pode entrar num outro ciclo de oxidação enzimática, fornecendo um 

aumento local na concentração do substrato e uma amplificação da resposta do eletrodo 

[56]. 
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Figura 24: Gráfico de Eadie-Hofstee para obtenção da KM da enzima 

tirosinase imobilizada. 
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3.2.8 – Avaliação da inibição da enzima tirosinase pelos inseticidas OF (Metil 

Paration, Diazinon) e CB (Carbaril e Carbofuran) 

 

Algumas características físico-químicas, estruturais e toxicológicas dos inseticidas 

investigados encontram-se descritos na Tabela 2. Esses compostos, podem ser empregados 

como medicamentos, inseticidas fitossanitários, nematicidas, larvicidas e acaricidas 

sistêmicos ou como zoossanitários, no campo e no lar, sendo responsáveis por intoxicações 

humanas e em animais domésticos. O uso desses inseticidas numa grande variedade de 

culturas, encontra-se apresentado na Tabela 3. 

 

Tabela 2:  Principais características físico-químicas, estruturais e toxicológicas dos 

inseticidas selecionados para estudo. 

 ORGANOFOSFORAFOS CARBAMATOS 

 METIL PARATION DIAZINON CARBARIL CARBOFURAN 

Fórmula 
Química 

C8H10NO5PS C12H21N2O3PS C12H11NO2 C12H15NO3 

Nome Comercial Folidol Diazinon Sevin Furadan 

Estrutura 
O P

O

S

O

N+
O-

O

 

N
N

O
P

O
O

S

 

O

O
HN

 

O

O

O
NH

 

Peso Molecular 
(g.mol-1) 

263,30 304,34 201,22 221,25 

Solubilidade em 
água (ppm) 

60 60 120 351 

*DL50 (mg.Kg -1) 14 300 300 8 

**Toxicidade Classe I Classe II Classe II Classe I 

*DL50 = dose letal; representa a dose capaz de matar 50% da população testada (ratos). 
** Classe I - produtos extremamente tóxicos (faixa vermelha); Classe II - produtos altamente tóxicos 

(faixa amarela). 

 



Resultados e Discussões  

 

52

Tabela 3: Principais aplicações dos inseticidas selecionados para estudo. 

INSETICIDA PRINCIPAIS APLICAÇÕES 

 
Metil 

Paration 

Algodão, batata, café, citros, feijão, fumo, milho, soja, tomate, trigo, 
videira, rosa, gladíolo, goiaba, maça, pêra, manga, pêssego, figo, 
cravo, caqui, caju, alho, cebola, amendoim, arroz, berinjela, pimentão, 
brócolis, couve, couve-flor, repolho, abacate, abacaxi, alface, almeirão 
e chicória. 

Diazinon Citrus, maça 

 
 

Carbaril 

Batata, fumo, abacaxi, algodão, amendoim, arroz, banana, beterraba, 
cenoura, soja, pêssego, trigo, cana, cebola, alho, laranja, limão, 
tangerina, melão, melancia, moranga, abóbora, ameixa, maça, pepino, 
chuchu, feijão, ervilha, tomate, berinjela, jiló, pimentão, pimenta, 
alfafa, quiabo, alface, chicória, couve, couve-flor, repolho, brócolis, 
mandioca, milho, flores, arbustos, gramados, rabanete, citros, 
campineiras, folhagens. 

 
Carbofuran 

Algodão, amendoim, arroz, banana, batata, café, cana, cenoura, feijão, 
fumo, milho, repolho, tomate, tratamento de sementes: milho, arroz, 
feijão, algodão, trigo. 

Fonte: Manual técnico de produtos das empresas. 

 

 

A taxa de inibição da enzima tirosinase, imobilizada no biossensor, foi obtida a 

partir dos valores de corrente, medidos em - 0,2 V, na ausência e presença de cada um dos 

inibidores, segundo procedimento experimental descrito no item 2.10. Na ausência do 

inibidor, o biossensor apresenta a resposta máxima para a o-quinona produzida. A taxa de 

inibição da enzima, pelo inibidor, foi acompanhada pela resposta do biossensor para a o-

quinona produzida, à -0,2 V vs Ag/AgCl, na presença de concentrações crescentes do 

mesmo, de 1,0 a 100 ppb. As medidas de corrente, foram realizadas após 2 min de contato 

do biossensor com a solução, contendo uma concentração fixa de catecol (5,0 x 10-5  mol 

L-1) e concentrações variadas do inibidor.  
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 O gráfico da inibição da resposta do biossensor (% Inibição), em função da 

concentração de Metil Paration é apresentado na Figura 25. Observou-se, que esse 

inseticida causa inibição da atividade da enzima, a partir de 1,2 ppb. Uma relação linear 

entre a % de Inibição e a concentração de Metil Paration, foi observada na faixa de 

concentração de 6,0 a 100 ppb.  
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Figura 25: Resposta de Inibição em função da concentração de Metil 

Paration. Média de três determinações. 

 
 
 

A resposta inicial do biossensor, foi rapidamente restaurada, mantendo-se o mesmo 

em contato com uma solução de catecol 5,0 x 10-5 mol L-1, durante 2 min. Investigações da 

% de inibição da enzima imobilizada pelo Diazinon, Carbaril e Carbofuran foram também 

realizadas. Cujos dados obtidos nesses estudos, estão apresentados na Figura 26. A Tabela 

4 resume os resultados de inibição obtidos. 
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Figura 26: Inibição em função da concentração dos inseticidas: (A) diazinon, (B) 

carbofuran e (C) carbaril. Média de três determinações. 

 

 

Investigou-se também, a eficiência do biossensor de tirosinase, para a determinação 

dos respectivos inseticidas em amostras de água. Os estudos iniciais foram realizados para 

o Metil Paration. Para tanto, as amostras de água foram fortificadas com Metil Paration em 

concentração de 30 ppb e este foi determinado pelo biossensor, nas condições 

experimentais que ofereceram a maior resposta. Observou-se uma recuperação média de 

98,53 % com desvio padrão relativo de ± 1,01, para três determinações. Investigações 
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semelhantes foram conduzidas, para amostras de água fortificadas com Diazinon, 

Carbofuran e Carbaril em níveis de 30 ppb, respectivamente. Recuperações médias de 

96,36 % ± 2,09, 92,64% ± 1,40 e 93,94 % ± 1,80, foram obtidas para os respectivos 

compostos.  

 

 

Tabela 4: Faixa linear da % de Inibição e Limite de Determinação 

obtidos pelo biossensor amperométrico. 

Inseticida 
Faixa Linear da 

% Inibição, ppb 

Limite de quantificação, 

ppb 

Metil Paration 6,00 – 100,00 1,17 

Diazinon 19,00 – 50,00 19,11 

Carbofuran 5,00 – 93,00 1,49 

Carbaril 11,00 – 50,00 1,38 

 

 

Outra investigação foi realizada para uma amostra de água fortificada com os 

quatro inseticidas estudados, em níveis de 30 ppb, para cada inseticida respectivamente. 

Observou-se que a resposta de inibição do biossensor amperométrico foi à somatória da % 

de inibição individual exercida por cada inseticida. Tal fato indica que o biossensor 

possibilita a determinação da quantidade total de pesticidas, carbamatos e 

organofosforados, presentes na amostra. Neste caso, como está previsto na legislação 

brasileira [10], a concentração total de pesticidas, organofosforados e carbamatos totais, 

deve ser expressa em termos do Paration. Essa concentração pode ser facilmente obtida 

utilizando-se uma curva de calibração semelhante à da Figura 25.  

Investigações da eficiência do biossensor para a determinação de pesticidas totais 

em termos de Metil Paration mostraram uma recuperação de 99,21 % com desvio padrão 

da ordem de ± 0,71. Os resultados obtidos, nesse conjunto de análises, comprovaram que o 

biossensor proposto apresenta resposta altamente confiável, possibilitando excelente 
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recuperação do sinal para os inseticidas carbamatos e organofosforados totais em amostras 

reais. Tais resultados foram confirmados utilizando-se outro biossensor, preparado 

segundo o mesmo procedimento. Níveis de recuperação, em torno de 99 %, foram 

encontrados, com um desvio padrão relativo, da ordem de 3%.  
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CAPÍTULO 4: 

CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  EE  PPEERRSSPPEECCTTIIVVAASS  
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4.1 – Conclusões  

 

Os resultados mostraram, que o eletrodo compósito de grafite modificado com 

ftalocianina de Co(II), ECG-FtCo, apresenta maior estabilidade da resposta e maior 

reprodutibilidade na determinação dos compostos fenólicos investigados. Entretanto, esse 

eletrodo mostrou menor resposta eletroquímica para a oxidação dos referidos compostos 

orgânicos quando comparado `a resposta eletroquímica obtida com EPC. A atuação da 

ftalocianina de Co(II), como mediadora redox da oxidação eletroquímica, dos compostos 

fenólicos investigados, não foi observada.  

Os ECG-FtCo, foram utilizados como transdutores eletroquímicos, dos 

biossensores à base de tirosinase, por serem de fácil preparação, possuírem um maior 

tempo de vida útil, maior estabilidade da resposta e por serem descartáveis, quando 

contaminados. 

Investigações da resposta do biossensor, para a o-quinona produzida, na reação 

enzimática, mostraram que o biossensor, apresenta uma resposta linear para catecol, na 

faixa de concentração de 5,0 x 10-5 a 1,0 x 10-3 mol L-1, com limite de detecção da ordem 

5,0 x 10-6 mol L-1, em solução tampão 0,05 mol L-1 + KCl 0,1 mol L-1, em pH 6,50.  

A determinação de KM possibilitou caracterizar a afinidade da enzima imobilizada 

no biossensor pelo substrato. Um valor de KM, de 1,6 mM foi obtido para a enzima 

imobilizada, contra 2,3 mM para a enzima livre. A pequena diferença, medida constatou 

que a imobilização praticamente não afetou a afinidade da enzima pelo catecol.  

Investigações da inibição da enzima imobilizada por organofosforados (Metil 

Paration e Diazinon) e carbamatos (Carbaril e Carbofuran), mostraram que a mesma pode 

ser inibida por esses compostos. Uma relação linear entre a % de inibição e a concentração 

do inibidor na solução, foi obtida para todos os compostos investigados, na faixa de 6 a 100 

ppb para metil paration, 19 a 50 ppb para o diazinon, 5 a 93 ppb para o carbofuran e de 11 

a 50 ppb para o carbaril.  

Os resultados de recuperação, obtidos pelo biossensor, para as amostras de água 

fortificadas com Metil Paration, Diazinon, Carbaril e Carbofuran, mostraram que o mesmo 
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pode ser usado, na determinação desses compostos, em amostras ambientais e de 

alimentos. 

 

4.2 – Propostas de continuidade 

 

Os resultados verificados nas investigações realizadas, mostraram que o 

biossensor pode ser aplicado no monitoramento de compostos OF e CB totais. A validação 

desses biossensores para a quantificação de OF e CB totais em água e em extratos de 

amostras de alimentos e matrizes ambientais deverá ser realizada utilizando-se a técnica 

CLAE com detecção UV.   

Considerando-se, que os biossensores de tirosinase não permitem a discriminação 

dos inseticidas OF e CB, presentes nos extratos das amostras reais, pretende-se investigar o 

uso desses biossensores, como detectores de CLAE, para determinar traços de OF e CB 

eluídos da coluna cromatográfica. Poderá também ser investigado, o uso dos eletrodos de 

carbono modificados como detectores eletroquímicos de CLAE, para a determinação dos 

compostos OF e CB, que podem ser eletroquimicamente oxidados ou reduzidos, sobre os 

eletrodos, buscando-se simplificar os procedimentos de clean-up, exigidos pela técnica 

cromatográfica.  
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CAPÍTULO 5: 

 

RREEFFEERRÊÊNNCCIIAASS  BBIIBBLLIIOOGGRRÁÁFFIICCAASS    
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