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RESUMO

Biossensores sdo ferramentas analiticas que empregam um elemento biol6gico, podendo
ser uma célula, uma enzima ou um microrganismo, por exemplo. Biossensores enzimaticos
empregam uma enzima como elemento bioldgico e apresentam alta sensibilidade e seletividade.
Essas ferramentas podem ser empregadas em diferentes areas e seu uso na area alimenticia se
torna vantajoso devido ao fornecimento de informacdes de forma rapida e precisa, além de
diminuir a possibilidade de contaminag¢do devido a menor necessidade de tratamento da
amostra. Porém, o desenvolvimento de biossensores enzimaticos passa por dificuldades
relacionadas a manutengdo da estabilidade da enzima. Assim, esse Trabalho de Conclusao de
Curso visa a realizagdao de uma revisao bibliografica sobre biossensores enzimaticos que podem
ter aplicacdo na industria alimenticia, analisando as técnicas utilizadas para que essas
adversidades sejam superadas. Para isso, foram estudados diferentes trabalhos que abordam o
desenvolvimento de biossensores enzimaticos e estes foram comparados, analisando a enzima
utilizada, o método de modificagdo empregado e os resultados obtidos, como limites de
deteccdo e estabilidade. Dessa forma, concluiu-se que ainda sdo necessarias mais pesquisas
nessa area, com estudos relacionados as técnicas de imobilizagdo ¢ de modificacao de eletrodos
para que se torne viavel a ampla comercializagdo e utilizacdo de biossensores enzimaticos na

area de alimentos.

Palavras-chave: andlise de alimentos, eletroquimica, modificacao de eletrodo, sensores.



ABSTRACT

Biosensors are analytical tools that make use of a biologic element as cells, enzymes
or microorganisms for instance. Enzymatic biosensors employ an enzyme as a biologic
element and present high sensitivity and selectiveness characteristics. These tools can be used
in different industries and their use in the food industry becomes useful for
providing information in a fast and accurate way besides decreasing the possibility of
contamination since requires less sample treatment. However the development of the enzymatic
biosensors face challenges related to the maintenance of the enzyme stability. Therefore
this Final Course Assignment aims to perform a  bibliographic review
about enzymatic biosensors that can be used in the food industry, analyzing the techniques used
so that these adversities can be overcomed. For this purpose, different enzymatic biosensors
development assignments have been compared in the sense of analyzing the enzyme, the
modification methods used and their results, as detection limits and stability. This brought to a
conclusion that further research is needed in this area focusing on studies about immobilization
and electrode modification techniques so it becomes possible for enzymatic biosensors to be

commercialized and used in the food industry.

Keywords: food analysis, electrochemistry, electrode modification, sensors.
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1 INTRODUCAO

Um biossensor ¢ uma ferramenta analitica formada por um elemento biolégico, um
transdutor e um sistema eletronico, como mostrado na Figura 1. O elemento biologico pode ser
uma enzima, um microrganismo, um anticorpo, células ou acidos nucléicos, ¢ atua reagindo
com o analito de interesse. O transdutor, entdo, converte a reagdo em um sinal mensuravel,
podendo ser Optico, calorimétrico, piezoelétrico ou eletroquimico. O sistema eletronico
processa e exibe os dados obtidos (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015;
LAKSHMIPRIYA; GOPINATH, 2019). Esta monografia tem como foco os biossensores

enzimaticos.

Figura 1 - Funcionamento de um biossensor

Elemento
Amostra L Transdutor Processamento
bioldgico

Fonte: Adaptado de Vaidya e Annapure (2019).

Um biossensor enzimatico utiliza uma enzima como elemento biologico, ressaltando
que as enzimas sao o elemento bioldgico mais antigo e o mais utilizado no desenvolvimento de
biossensores (ZHU et al., 2019). O primeiro biossensor de que se tem registro foi desenvolvido
por Clark; Lyons (1962), que descreveram o aprisionamento da enzima glicose oxidase em
membranas nos eletrodos para determinac¢ao da glicose presente no sangue. Desde entao, foram
realizadas muitas pesquisas nessa area, e diferentes biossensores enzimaticos para a detecgao
de diferentes analitos foram desenvolvidos (CHOUTEAU et al., 2005; KOYAMA et al., 1980;
SHAHAR et al., 2019a; VARMIRA et al., 2018).



Os biossensores tém aplicagdo em diferentes areas como saude, agricultura, alimentos,
entre outros (FURTADO et al., 2008). Na area de alimentos, uma etapa essencial na producao
¢ a garantia da qualidade do produto que chega ao consumidor, j4 que a ocorréncia de
contaminacao, deteriora¢do ou adulteragdo afeta diretamente a sua saude e nutricdo. Existem
diferentes técnicas de andlise para avaliagdo das caracteristicas de um produto, que geralmente
sdo caras por necessitarem de mao de obra especializada para preparagdo e processamento de
amostra, além de serem bastante demoradas (DANG et al., 2020; VAIDYA; ANNAPURE,
2019).

Assim, os biossensores se apresentam como ferramentas promissoras na area de analise
de alimentos, ja que possuem diversas vantagens, como menor preco, alta seletividade e
sensibilidade, respostas rapidas, possibilidade de miniaturizagdo, facilidade de operacao, e
deteccdo em tempo real e in situ (DANG et al., 2020; SEZGINTURK, 2020). Além disso, varios
aspectos de alimentos como conteudo de nutrientes (aglcar, acidos organicos, etanol,
antioxidantes), adulteracdo, presenca de substdncias toxicas e deterioracdo podem ser
analisados por biossensores enzimaticos (VAIDY A; ANNAPURE, 2019).

O biossensor mais comercializado atualmente, e também o primeiro a ser
comercializado, tem o propdsito de detectar a glicose presente no sangue e ¢ amplamente
utilizado por diabéticos devido a sua alta exatiddo e precisdo, além da facilidade de uso
(SEZGINTURK, 2020). Para que seja possivel a ampla comercializagdo de biossensores, estes
devem apresentar algumas caracteristicas, como: alta estabilidade e seletividade, tempo de
resposta rapido e baixos limites de deteccdo (FURTADO et al., 2008).

No entanto, o desenvolvimento de biossensores enzimaticos apresenta algumas
dificuldades na extra¢do, purificacdo e armazenamento da enzima utilizada, além de
dificuldades em manter a estabilidade da enzima durante a imobilizagdo, reacdo e
armazenamento (KAUR et al., 2019; NAVAEE; SALIMI, 2019). Essas dificuldades podem
estar impedindo sua ampla comercializagao.

Nesse contexto, esta monografia apresenta como objetivos gerais: realizar uma revisao
bibliografica sobre biossensores; revisar e discutir artigos recentes que desenvolveram
biossensores enzimaticos para aplicagdo na induUstria alimenticia; analisar e discutir as
aplicagdes desses biossensores. E como objetivos especificos: (i) levantar informagdes sobre
biossensores, abordando aspectos como seu funcionamento e classificagdes; (ii) identificar e
correlacionar as técnicas utilizadas para melhorar as caracteristicas apresentadas pelos

biossensores enzimaticos com aplicacdo na area de alimentos; (iii) analisar e discutir os



empecilhos e possibilidades para que os biossensores enzimaticos venham a se tornar

amplamente comercializados e utilizados na area de alimentos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SENSORES

Os sensores sao aparelhos eletronicos utilizados para coletar e transmitir dados. Assim,
eles recebem uma entrada de dados, que sdao convertidos geralmente em um sinal elétrico para
gerar um valor de saida. Esses dados podem ser propriedades tanto fisicas quanto quimicas,
como temperatura, pH, pressao, posi¢cdo, vazao, presenca de certos elementos quimicos, entre
outros (LAKSHMIPRIYA; GOPINATH, 2019; MUKHERJEE; PANJA; DEY, 2020;
REVATHI; RAJENDRA KUMAR, 2019).

As principais caracteristicas de um sensor sao: a ndo interferéncia nos valores de entrada
e a sensibilidade apenas as quantidades que serdo medidas. Os sensores podem ser divididos
em quimicos ou fisicos, sendo que os sensores quimicos utilizam informacdes quimicas
fornecidas por uma reagdo, enquanto os sensores fisicos captam medidas fisicas como

temperatura, pressao, forca, absorbancia, condutividade, etc (ENSAFI, 2019).

2.2 BIOSSENSORES

Biossensores sao aparelhos eletronicos utilizados em técnicas analiticas, podendo
detectar espécies quimicas ou bioldgicas rapidamente, de forma qualitativa ou quantitativa,
possuindo um elemento biologico como sensor (FURTADO et al, 2008; TURNER;
NEWMAN, 2005). Sao constituidos por um elemento bioldégico, um transdutor fisico-quimico
para converter a atividade gerada pelo elemento biologico em um sinal mensuravel e um sistema
de processamento para converter o sinal em um dado compreensivel (BROOKS et al., 1991;
COOPER; HALL, 1988; LAKSHMIPRIYA; GOPINATH, 2019).

Os elementos biologicos atuam reconhecendo e reagindo com o analito de interesse,
gerando uma alteracdo em alguma propriedade fisico-quimica, como variagdo de massa,
transferéncia de elétrons ou calor, modificacdo do pH, entre outros. A especificidade da
intera¢do entre o biorreceptor e o analito de interesse determina a eficiéncia do biossensor.

Podem ser utilizados como elementos bioldgicos: enzimas, anticorpos, acido nucleico, células,
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organelas, proteinas, entre outros (ENSAFI, 2019; FURTADO et al., 2008; LOZANO et al.,
2019).

A alteragdo gerada pela interacdo entre o elemento bioldgico e o analito de interesse ¢
detectada e medida pelo transdutor, convertendo as informagdes em um sinal mensuravel, como
uma corrente ou voltagem (ENSAFI, 2019; FURTADO et al., 2008; MELLO, 2019). Para que
o biossensor seja estavel, € preciso realizar a imobiliza¢do do elemento bioldgico na superficie
do transdutor, utilizando um método reversivel ou irreversivel (ENSAFI, 2019). Os sinais
mensuraveis podem ser lidos diretamente ou podem passar por processamento (MELLO, 2019).

Os transdutores podem ser eletroquimicos, Opticos, calorimétricos e piezoelétricos
(BROOKS et al., 1991; KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015; REVATHI;
RAJENDRA KUMAR, 2019), sendo que, na sua maioria, produzem sinais elétricos ou opticos
proporcionalmente a interacdo entre o analito de interesse e o elemento biologico (ENSAFI,
2019). A escolha do tipo do transdutor a ser utilizado depende de qual material biologico sera
utilizado e das propriedades da amostra que sera analisada (FURTADO et al., 2008).

Quando comparados com outras técnicas de medicao, os biossensores apresentam certas
vantagens, como: sensibilidade, seletividade, estabilidade, portabilidade, praticidade (por nao
necessitarem de um pré-tratamento da amostra), rapidez na analise e baixo custo (ENSAFI,
2019; FURTADO et al., 2008).

Dependendo da interacdo entre o analito de interesse € o elemento bioldgico, o
biossensor pode ser classificado em: sensor de afinidade, sensor metabolico e sensor catalitico.
Se o elemento biologico faz uma ligacdo com o analito, esse sensor ¢ um sensor de afinidade.
Se a interacao entre o elemento bioldgico e o analito geram uma mudanca quimica que pode
medir a concentragdo do substrato, o sensor ¢ metabolico. Se o elemento bioldgico se combina
com o analito de forma a n3o o mudar quimicamente, mas convertendo-o em um substrato
auxiliar, ¢ um sensor catalitico. Os biossensores também podem ser classificados em relagdo ao
tipo de transdutor (6ptico, calorimétrico, piezoelétrico e eletroquimico) ou ao elemento
biologico utilizado (enzima, anticorpo, acido nucleico e células) (KARUNAKARAN;
RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015), como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 — Classificag@o de biossensores em relagdo ao transdutor e ao
biorreceptor

BIOSSENSORES

Biorreceptor

Optico Anticorpo
I |
Calorimétrico DNA
| I
Piezoelétrico Células
| |
Eletroquimico Enzimas

2.2.1 Biossensores opticos

Nos biossensores Opticos, a interagao fisica ou quimica entre o analito € o elemento
biologico produz uma mudanga na luz de entrada, podendo ser uma mudanga na fase, amplitude,
polarizacdo ou frequéncia dessa luz. Seus principais componentes sdo: uma fonte de luz, o meio
para a transmissao Optica, o elemento bioldgico imobilizado e o sistema de detecgdo Optica.
Esse tipo de biossensor tem aplicagdes em diversas areas, como em produtos farmacéuticos e
no monitoramento ambiental. Algumas vantagens deste biossensor sdo: seletividade,
especificidade, isolamento de interferéncia eletromagnética, além da possibilidade de realizar
medi¢cdes em tempo real e a maior desvantagem ¢ o alto custo dos instrumentos
(KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015; KHANSILI; RATTU; KRISHNA,
2018).
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2.2.2 Biossensores calorimétricos

Esse tipo de biossensor ¢ construido pela combinacao de uma enzima imobilizada com
um sensor de temperatura (MOHANTY ; KOUGIANOS, 2006). Eles sdo constituidos por uma
caixa isolada com um trocador de calor. Quando o substrato entra em contato com esse
mecanismo, acontece a formagdo de produtos e producdo de calor, sendo que a diferenca de
temperatura entre o substrato e o produto ¢ medida pelo termistor (KAUR et al., 2019). Um
termistor € um sensor sensivel a mudancas na temperatura de um sistema (MALHOTRA; ALI,
2018).

As principais vantagens deste biossensor sdo: a sensibilidade, a estabilidade e a
possibilidade de miniaturizagdo (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015),
além de ndo precisarem de calibracdo frequente e serem inativos frente a propriedades Opticas
e eletroquimicas da amostra (MOHANTY; KOUGIANOS, 2006). Porém, apresentam altos
custos e realizam analises com baixa especificidade, ja que efeitos de diluicdo, solvatacdo e
perdas de calor para o exterior podem afetar a variagdo de temperatura, gerando erros (MELO,
2008). Podem ser empregados em medidas de glicose e de ureia (KAUR et al., 2019), na
industria alimenticia e para monitoramento ambiental (KARUNAKARAN; RAJKUMAR;
BHARGAVA, 2015), entre outros.

2.2.3 Biossensores piezoelétricos

Os biossensores piezoelétricos utilizam o principio da piezoeletricidade. Quando um
estresse mecanico ¢ aplicado, como pressdo, em alguns materiais, surte uma diferenca de
potencial. O material do transdutor deve ser um piezoelétrico, como quartzo, que ¢ revestido
por elementos biologicos, e tem um frequéncia natural de vibracdo. Como a frequéncia de
ressonancia pode ser medida com alta precisao, ¢ possivel calcular a massa do analito de
interesse que foi absorvida na superficie do transdutor (KARUNAKARAN; RAJKUMAR;
BHARGAVA, 2015).

Esse tipo de biossensor pode ser aplicado em diferentes areas, como na detec¢do de
biomarcadores de cancer (SU et al., 2013), na detecgdo do virus da hepatite C (SKLADAL et
al., 2004) e na detecgdo de residuos de pesticidas (SHANG et al., 2011).
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2.2.4 Biossensores eletroquimicos

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), um
biossensor eletroquimico ¢ um dispositivo independente e integrado, capaz de fornecer
informagdes especificas usando um elemento biologico, que € retido em contato direto com o
transdutor eletroquimico (THEVENOT et al., 2001). Neste tipo de biossensor, é utilizado um
eletrodo como transdutor, que consegue detectar diferentes propriedades elétricas como
resisténcia, corrente, potencial, capacitancia e impedancia (KARUNAKARAN; RAJKUMAR;
BHARGAVA, 2015).

Biossensores eletroquimicos conseguem converter diretamente a interagdo entre o
elemento biologico e o analito em um sinal elétrico, acompanhando as espécies que sdo
produzidas ou consumidas pelo elemento biologico, sendo assim bastante chamativos na analise
da composi¢do ou concentracao da amostra (KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA,
2015; LOZANO et al., 2019). Possuem como caracteristicas: o baixo custo, facilidade de
aplicacdo e portabilidade; e sua eficiéncia e aplicabilidade dependem de fatores como
sensitividade, seletividade, reprodutibilidade, tempo de resposta e precisao (ENSAFI, 2019).
Hé pesquisas relatando a aplicabilidade de biossensores eletroquimicos em diferentes areas,
como na avaliagdo de qualidade da agua (YANG et al., 2020), na producao de biossensores
vestiveis (possuem alta flexibilidade, o que possibilita seu contato direto com a pele) para
avaliacao do suor humano (ZHANG et al., 2020b) e na determinagdo de triglicerideos totais em
amostras de soro humano (DI TOCCO et al., 2018).

Os biossensores eletroquimicos sao classificados em: amperométricos, potenciométrico
ou condutimétricos (LAKSHMIPRIYA; GOPINATH, 2019). Os amperométricos realizam
medidas de correntes que resultam de reagdes de oxidagdo ou redugdo quando um potencial é
aplicado no eletrodo, forcando a espécie eletroativa a ganhar ou perder elétrons. A corrente
obtida ¢ proporcional a concentragdo do analito (KARUNAKARAN; RAJKUMAR;
BHARGAVA, 2015).

Biossensores potenciométricos geralmente utilizam um eletrodo de referéncia, que ¢
inerte, e um eletrodo operante (MELO, 2008), que, ao receberem uma voltagem aplicada,
produzem um fluxo de corrente devido a reagdes eletroquimicas (MOHANTY; KOUGIANOS,
20006). A partir dessa reacdo eletroquimica, ¢ possivel obter informagdes sobre a atividade de
ions, medindo o acimulo de carga potencial no eletrodo operante e comparando com o eletrodo
de referéncia, sendo que o potencial medido ¢ atribuido ao nimero de espécies eletroativas

presentes na amostra (REZAEI; IRANNEJAD, 2019). Apresenta como vantagem a
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possibilidade de realizar medidas em amostras com concentragdes baixas e em pouco volume,
(REZAEI; IRANNEJAD, 2019), além de serem rapidos e terem baixo custo (MELO, 2008).
Os biossensores condutimétricos medem a condutividade elétrica da solugdo durante a
reacdo entre o analito e o elemento bioldgico. A condutividade depende da quantidade de ions
ou elétrons produzidos pela reagdo, podendo ser avaliada pela mobilidade de ions e pode ser
afetada pelo pH, conforme a concentragdo de ions varia (KAUR et al., 2019). Ademais,
apresentam algumas desvantagens como: a alta sensibilidade a variagdes de temperatura e a

necessidade de dilui¢do prévia da amostra (MELO, 2008).

2.2.5 Imunossensores

Os imunossensores sdo biossensores que utilizam a reacdo entre um anticorpo, que vai
atuar como o elemento bioldgico, e um antigeno especifico, formando um complexo estavel.
Apresentam alta especificidade e alta seletividade, além de possibilitarem o acompanhamento
da reacdo em tempo real e conseguirem detectar o analito, mesmo na presenca de substancias
interferentes (FELIX; ANGNES, 2018; KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA,
2015). Porém, sdao sensiveis a temperatura ¢ pH (LU; SUN; SUN, 2020). Ha estudos que
indicam seu uso de forma satisfatoria na deteccao do marcador da depressao (SUN et al., 2020),
no diagnostico precoce de sepse neonatal (MOLINERO-FERNANDEZ et al., 2020) e na

deteccao do antigeno marcador de cancer de ovario (PAKCHIN etz al., 2020), por exemplo.

2.2.6 Genossensores

Neste biossensor, o elemento bioldgico utilizado ¢ uma fita simples de DNA, que fica
imobilizada na superficie do transdutor. Essa sequéncia simples se liga a uma sequéncia alvo
presente na amostra, formando um DNA de fita dupla (FARIA, 2017; KARUNAKARAN;
RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015). Pode ser utilizado na deteccao de fragmentos de espécies
quimicas e biologicas e de sequéncias RNA e DNA de humanos, animais, bactérias e virus, o
que possibilita seu uso na deteccdo de problemas genéticos, no diagndstico de doengas, na
contaminacdo de 4gua e alimentos, entre outros (FARIA, 2017; KARUNAKARAN;
RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015; TOMBELLI, 2012). Pesquisas estudam seu uso na
detec¢do do virus HIN1 (gripe suina) (RAVINA et al., 2020), na contagem de bactérias totais
presentes em uma amostra (JIANG et al., 2019) e no diagnéstico de Zika (ALZATE et al.,
2020).
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2.2.7 Biossensores celulares

Os biossensores celulares tém células como elemento bioloégico (LU; SUN; SUN, 2020),
sendo que o analito pode ser um substrato ou um inibidor (KAUR et al., 2019). Ao utilizar
células, enzimas e outras moléculas ficam no seu ambiente natural e, por isso, apresentam 6tima
atividade e especificidade em relacdo ao analito alvo (GUPTA et al., 2019). Além disso, esses
biossensores apresentam como vantagens: baixo custo, ndo invasivos, respostas rapidas e
praticidade em medicdes a longo prazo. Porém, necessitam de alto controle do ambiente para
preservagao das celulas (LU; SUN; SUN, 2020). Ha pesquisas para emprego de biossensores
celulares em varias areas, como: na detec¢do de sabores amargos (TIAN et al., 2020), na
deteccdo da presenga de metais pesados em plantas (WANG et al., 2019) e na avaliacao da

eficacia e cardiotoxicidade de medicamentos para cancer (WEI ef al., 2019).

2.2.8 Biossensores enzimaticos

Os biossensores enzimaticos utilizam enzimas como elementos biologicos, integrados
ou associados ao transdutor (KARUNAKARAN; MADASAMY; SETHY, 2015), sendo este o
tipo de biossensor mais comum (PACHECO et al., 2017). As enzimas sao relevantes na
fabricagdo de biossensores devido a sua especificidade em relacdo a moléculas especificas, o
que faz com que o biossensor apresente alta seletividade (NAVAEE; SALIMI, 2019). Além
disso, a atividade catalitica das enzimas consegue fornecer limites de detecgdo bem baixos
(KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015).

A enzima precisa ser imobilizada no eletrodo, sendo que o método de imobilizagao pode
afetar a sensitividade, seletividade, estabilidade e reprodutibilidade do biossensor (ZHU et al.,
2019). Apds a imobilizacdo, deve ser garantido que a enzima esteja fortemente ligada a
superficie do transdutor, evitando possivel dessor¢do durante o uso do biossensor; e que a
estrutura e atividade da enzima permanecam intactas (PACHECO et al., 2017). Além disso, as
enzimas necessitam de um ambiente especifico para manter sua atividade (REVATHI;
RAJENDRA KUMAR, 2019) e seu desempenho no biossensor ¢ afetado pelo pH, pela
temperatura e pelo tipo de carga enzimatica (NAVAEE; SALIMI, 2019).

Ha pesquisas desenvolvendo biossensores enzimaticos para serem empregados em
diferentes areas, como na deteccdo de poluentes (hidrocarbonetos halogenados), em amostras

de 4gua (SHAHAR et al., 2019b), na determinagdo de eugenol em amostras dentarias (LOPEZ
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et al., 2020) e na analise de metabissulfito de sodio em amostras de camardes (JUBETE et al.,

2017).

2.3 ENZIMAS

Enzimas s3o proteinas que atuam como catalisadores de reacdes (LARTIGUE, 1975;
LIU, 2020; MESSING, 1975; PALMER; BONNER, 2011a; SUMNER; SOMERS, 1953).
Algumas enzimas precisam de um grupo nao proteico para apresentarem atividade, os cofatores.
Os cofatores podem ser ions-metalicos, moléculas organicas e vitaminas (VANDENBERGHE
et al., 2020).

As enzimas aumentam a velocidade de reagdes que ocorrem em células vivas sem
sofrerem alteragoes (PALMER; BONNER, 2011a). Por ndo serem alteradas nem consumidas
durante a reagdo, as enzimas podem ser recicladas e reutilizadas varias vezes. As fungdes que
as enzimas apresentam dependem de diferentes caracteristicas, como: estrutura tridimensional,
estabilidade e interagao com outras moléculas (VANDENBERGHE et al., 2020).

Os reagentes de reacdes catalisadas por enzimas sao chamados de substratos, sendo que
as enzimas sao altamente especificas, tanto em relagdo ao substrato quanto em relagdo aos
produtos formados, conseguindo diferenciar formas estereoquimicas e isomeros (LIU, 2020;
PALMER; BONNER, 2011b). As enzimas se ligam ao substrato formando um complexo
enzima-substrato, diminuindo a energia de ativacao, sem alterar os valores de energia livre e da
constante de equilibrio (LIU, 2020).

As enzimas sao classificadas em sete classes, sendo elas: oxidorredutases (catalisam
reacdes de oxidorredugdo), transferases (catalisam transferéncias de um grupo de um substrato
para outro), hidrolases (catalisam a hidrolisacdo de diferentes liga¢des), liases (catalisam a
remocao ndo hidrolitica de grupos), isomerases (catalisam mudangas geométricas ou estruturais
de uma molécula), ligases (catalisam a ligacdo de duas moléculas) e translocases (catalisam o
movimento ou separagdo de ions ou moléculas em membranas) (VANDENBERGHE et al.,
2020).

As enzimas sdo utilizadas na producdo de alimentos, bebidas, roupas, produtos de
limpeza, produtos farmacéuticos e aparelhos de monitoramento. Porém, mudangas nas
condigdes da reagdo, como pH e temperatura, afetam sua atividade e estabilidade (PRASAD;

ROY, 2018).
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2.4 IMOBILIZACAO EM BIOSENSORES ENZIMATICOS

Uma etapa importante para a constru¢do de um biossensor enzimatico ¢ a imobiliza¢do
da enzima na superficie do eletrodo (BROOKS et al., 1991; FRITZEN et al., 1996; NAV AEE;
SALIMI, 2019). O método de imobilizagdo utilizado pode ter influéncia em algumas
caracteristicas, como: sensitividade, seletividade, estabilidade e reprodutibilidade (ZHU et al.,
2019). Por isso, a imobilizagdo afeta diretamente o funcionamento do biossensor (DA SILVA
etal.,2019).

A imobiliza¢do consiste em aprisionar a enzima em um suporte solido, sendo que a
movimentacdo do substrato e do produto ndo deve ser afetada (BERNATH;
VENKATASUBRAMANIAN; VIETH, 1977; PUNDIR, 2015; SIRISHA; JAIN; JAIN, 2016).
Geralmente, apos passar pela imobilizagdo, a enzima apresenta melhores condi¢des, como:
estabilidade de armazenamento e maior resisténcia a pH e temperatura (LIU; CHEN; SHI,
2018).

Os principais métodos utilizados para realizar a imobilizagdo de enzimas sdo: adsorg¢ao,
ligacao covalente, aprisionamento e ligacao cruzada (NAVAEE; SALIMI, 2019). A adsorcao ¢
realizada por forgas intramoleculares entre a enzima e o material condutivo, como van der
Waals, ligagdo ionica, e ligagdo de hidrogénio (NAVAEE; SALIMI, 2019). Nos biossensores,
apds despejar um pouco de solugcdo enzimatica na superficie do eletrodo, o solvente ¢
evaporado. Esse método ndo ¢ muito utilizado porque podem ocorrer perdas da enzima durante
a realiza¢do de uma analise ou durante o armazenamento, devido as fracas forcas de ligagdes
entre a enzima e o transdutor (PACHECO et al., 2017).

No método da ligacao covalente, ¢ formada uma ligagdo covalente forte entre a enzima
e o suporte (SNEHA; BEULAH; MURTHY, 2019). Esse método promove fortes ligagdes entre
a enzima ¢ superficie do eletrodo, que deve ser modificado para apresentar as interagdes
desejadas com a enzima (NAVAEE; SALIMI, 2019). A ligacdo covalente aumenta a
estabilidade da enzima imobilizada e evita que ocorra dessor¢cdo (LIU; CHEN; SHI, 2018)
Geralmente, esse método ¢ irreversivel e produz eletrodos que ndo podem ser reutilizados
(NAVAEE; SALIMI, 2019).

O aprisionamento consiste no confinamento fisico e estabilizagdo da enzima em
materiais como géis ou membranas na superficie do eletrodo. Esse método mantém as
propriedades especificas da enzima na superficie do eletrodo por mais tempo, além de ser mais

simples, quando comparado a ligagdo covalente (NAVAEE; SALIMI, 2019).
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No método de ligagdo cruzada, sdo usados reagentes bifuncionais para que ocorra
reticulagdo da enzima no suporte, sendo que o reagente bifuncional mais utilizado ¢ o
glutaraldeido (LIU; CHEN; SHI, 2018). Para evitar rea¢des indesejaveis e gerar espaco entre
as moléculas da enzima, geralmente utilizam-se proteinas inertes, como albumina sérica bovina
(PACHECO et al., 2017). Esse método tem como vantagens a estabilizagcdo e diminui¢cdo da
dessor¢ao da enzima, porém podem ocorrer problemas na transferéncia de massa do substrato,

além de ser um processo experimental complexo (NAVAEE; SALIMI, 2019).

3 APLICACOES DE BIOSSENSORES ENZIMATICOS EM ALIMENTOS

Os biossensores enzimaticos possuem potenciais aplicagdes em diferentes areas, como
em diagndsticos médicos, no monitoramento do meio ambiente, em industrias de
bioprocessamento, na analise de dgua e de alimentos e no bioterrorismo (KAUR et al., 2019).
As principais dificuldades enfrentadas no desenvolvimento de novas tecnologias que empregam
biossensores enzimaticos referem-se a extragao, a purificagdo € ao armazenamento das enzimas
(NAVAEE; SALIMI, 2019).

Devido as analises precisas, rapidas e em tempo real, os biossensores enzimaticos t€m
potenciais aplicagdes nas industrias de alimentos e de bebidas, por isso tém sido utilizados na
deteccao de patogenos e na deterioracao causada por esses patogenos em alimentos (KAUR et
al., 2019). Como a utilizagdo de biossensores reduz as etapas de manipulagdo e de preparacao
de amostras, o risco de contaminacdo humana também ¢ reduzido, tendo assim seu uso

recomendado para analises de alimentos (FURTADO et al., 2008).

3.1.1 Biossensor enzimatico para detec¢do de glicose e lactose

Portaccio; Lepore (2017) desenvolveram um biossensor amperométrico utilizando as
enzimas [-galactosidase de Aspergillus oryzae e glicose oxidase de Aspergillus niger para
determinac¢do da concentragdo de lactose e glicose, respectivamente, presentes em uma amostra
aquosa. Foi utilizado um sistema com trés eletrodos: um de grafite, um de platina e um de prata
(Ag/AgCl). As enzimas foram imobilizadas por liga¢do covalente na superficie do eletrodo de
grafite, sendo que este atuava como o eletrodo de trabalho, o eletrodo de platina como o contra
eletrodo, e o eletrodo de prata como o eletrodo de referéncia.

Como o biossensor desenvolvido por Portaccio; Lepore (2017) era amperométrico, foi

aplicada uma diferenca de potencial nos eletrodos de +700 mV. A oxidagdo do substrato pelas
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enzimas imobilizadas produzia uma resposta elétrica, que era medida utilizando o software
Labview.

Foram realizados diversos testes por Portaccio; Lepore (2017) para determinar os
valores 6timos de operagdo (concentragdo de glicose oxidase, concentracao de B-galactosidase,
e pH) medindo a resposta linear e sensitividade de cada biossensor preparado. Posteriormente,
Portaccio; Lepore (2017) utilizaram amostras reais de suco de abacaxi e laranja, leite desnatado
e soro de leite, sendo que as concentracdes de glicose e lactose obtidas pelo biossensor e pelo

teste comercial em cada amostra sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados obtidos pelo biossensor bienzimatico desenvolvido por Portaccio,
Lepore, 2017

Produto Glicose (mM) Glicose (mM)  Lactose (mM)  Lactose (mM)
biossensor teste comercial biossensor teste comercial
Suco de 118 + 19 123 £7
abacaxi
Suco de 106 £ 12 110 £ 8
laranja
Leite 132 £ 15 130 £ 10
desnatado
Soro de leite 123 £13 125 £ 8

Fonte: PORTACCIO; LEPORE, 2017.

Na Tabela 1 apresentam-se os valores de glicose e lactose determinados pelo biossensor
e por um teste comercial. E possivel perceber que os valores obtidos pelo biossensor estio muito
proximos dos obtidos pelo teste comercial, ja que a maior diferenga percentual foi de 4,24%
para o suco de abacaxi, o que evidencia sua aplicabilidade para a determinagdo destes
sacarideos. Segundo a ANVISA (2017), 100 mg de lactose para cada 100 gramas ou mililitros
de produto ¢ a quantidade considerada como segura para intolerantes a lactose. Segundo
Portaccio; Lepore (2017), o limite de detec¢do da lactose apresentado pelo biossensor foi de
0,001 mM, que ¢ igual a 0,0342 mg de lactose para 100 mL de solu¢do. Assim, esse biossensor
apresenta potencial aplicacdo para analise de produtos sem lactose, a fim de verificar se as
quantidades desse dissacarideo sdo aceitaveis.

Na Tabela 1, € possivel notar que nao foram realizadas medigdes simultaneas de lactose

e glicose em um mesmo produto no trabalho de Portaccio; Lepore (2017), talvez pela escolha
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dos alimentos que foram testados. Assim, seria interessante a realizacdo de testes avaliando as
quantidades de lactose e glicose presentes em um produto simultaneamente, como em iogurtes,
o que poderia diminuir tempo e custos ao resumir diferentes testes em apenas um.

E importante destacar o uso de mais de uma enzima em um mesmo biossensor no
trabalho desenvolvido por Portaccio; Lepore (2017), o que mostra a grande possibilidade de
biossensores que podem ser desenvolvidos para diferentes aplicacdes em diversas areas. Ja
estdo sendo desenvolvidos varios trabalhos que utilizam mais de uma enzima em um mesmo
biossensor, como Liu et al., (2019), que desenvolveram um biossensor utilizando as enzimas
peroxidase de rabano silvestre e glicose oxidase para deteccao de glicose, H,0, e ions de metais
pesados (Cr Il e Cr IV).

Diferentes trabalhos envolvendo biossensores enzimaticos para deteccdo da quantidade
de glicose presente em amostras ja foram desenvolvidos (VIEIRA et al., 2021; ZHANG et al.,
2020a). Fatoni; Aziz; Anggraeni (2020) desenvolveram um biossensor colorimétrico utilizando
a enzima glicose oxidase, imobilizada por ligacdo cruzada com glutaraldeido em esferas de
quitosana. A enzima, ao reagir com glicose, formava peréxido de hidrogénio e gluconato. Apos,
injetava-se oxissulfato de titanio, que, ao reagir com o peroxido de hidrogénio, formava um
produto de cor amarela. Para a deteccdo da cor, foram testados trés métodos: um resistor
dependente de luz (LDR), um sensor de cor (TCS230) e uma webcam. Foram plotadas as curvas
de calibragdo (concentragao de glicose pela intensidade das cores vermelho, verde e azul), sendo
que o que apresentou maior sensibilidade foi o TCS230, e este foi utilizado nas analises
posteriores.

O biossensor foi entdo utilizado para quantificar a glicose presente em amostras de
sangue, que obteve resultados que concordavam com os obtidos com testes comerciais
(diferenca percentual menor que 2%), sendo um método promissor para andlises simples, em
tempo real e em equipamentos portateis, que pode ser estudado para ser aplicado em outras
areas.

No entanto, de acordo com Fatoni; Aziz; Anggraeni (2020), o limite de detecgdo
apresentado pelo biossensor foi de 0,14 mM. Ja o biossensor bienzimatico desenvolvido por
Portaccio; Lepore (2017) apresentou um limite de deteccdo para a glicose de 0,001 mM.
Comparando esses dois trabalhos, ¢ possivel perceber que o biossensor desenvolvido por
Portaccio; Lepore (2017) apresentou um limite de deteccdo inferior, o que possibilita a
identificacdo e quantificagdo de quantidades infimas de glicose presentes em uma amostra, o

que pode ser considerado como uma vantagem.
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3.1.2 Biossensor enzimatico para detec¢dao de antioxidantes

Os antioxidantes eliminam e impedem a formacao de espécies reativas de oxigénio no
organismo (HALLIWELL, 1996), sendo considerados, por isso, como agentes preventivos ¢
terapéuticos para diversas doengas associadas ao estresse oxidativo, como diabetes, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (COMERT; GOKMEN, 2020; SEIFRIED;
HARRISON; SEIFRIED, 2017). Dessa forma, ¢ crescente o interesse em produtos que
contenham antioxidantes.

Becker et al. (2019) desenvolveram um biossensor enzimatico amperométrico,
utilizando a enzima xantina oxidase, que teve aplicabilidade demonstrada para determinagdo de
antioxidantes, expressa pela inibicao de H,0,, presentes em frutas da Amazonia. Os eletrodos
foram impressos, sendo que o eletrodo de trabalho foi um disco de grafite, o eletrodo auxiliar
era uma linha curva, e o eletrodo de pseudo-referéncia era de Ag/AgCl. O eletrodo de trabalho
foi modificado com azul da prussia (hexacianoferrato férrico), o que alterou suas propriedades
elétricas.

Becker ef al. (2019) realizaram a imobilizacdo da enzima no eletrodo de trabalho por
fotopolimerizagdo em uma unidade de azida pendente em um fotopolimero solivel em agua
(PVA-AWP), sendo que os eletrodos foram expostos a luz neon para polimerizacdo. Os
parametros (quantidade de enzima por eletrodo, razao de enzima para PVA-AWP, e tempo de
polimerizacao em exposi¢ao UV) para a construcao do biossensor foram otimizados.

Os eletrodos foram testados por Becker ez al. (2019) em tampao fosfato em um potencial
de -100mV, que corresponde a reducao de H,0,. Hipoxantina foi adicionada sucessivamente
ao tampao para aumentar a concentragdo do substrato, enquanto as correntes iam sendo
registradas. Assim, construiram-se curvas de calibracdo com concentragdes crescentes de
hipoxantina, na presenca ou auséncia de antioxidantes.

Na presenca da enzima, a hipoxantina ¢ oxidada em acido urico e H,0,, que ¢ reduzido
na superficie do eletrodo de trabalho. A presenca de antioxidantes reduz a concentracdo de
H,0,, causando uma diminui¢do da intensidade da corrente, sendo possivel comparar a
inclinacdo resultante com a inclinacdo da curva de calibracdo, obtendo a capacidade
antioxidante. Acido galico foi utilizado como antioxidante de referéncia, sendo que foram
realizados testes com polpas e refrescos de morango, laranja, maracujd, graviola, bacuri e
murici, que foram preparados com tampao.

Segundo Becker et al. (2019), o biossensor apresentou tempo de resposta rapido, boa

sensitividade e reprodutibilidade, baixo custo, estabilidade de sinal, facil automacao,
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simplicidade de fabricacdo e operacao e auséncia de interferéncias por outros compostos. Além
disso, as capacidades antioxidantes mais altas foram apresentadas pelas frutas da Amazonia
(graviola, bacuri e murici), de 50 a 60%; enquanto morango, maracuja e laranja apresentaram
capacidades antioxidantes de 15 a 40%.

Um ponto que deve ser destacado ¢ a utilizacdo do composto hexacianoferrato férrico,
azul da prussia, para modificacdo dos eletrodos. Esse composto reduz a interferéncia de outros
compostos que possam ser reduzidos por ter um baixo potencial de detec¢dao, sendo assim
bastante conhecido por aumentar a seletividade em biossensores (KARYAKIN, 2017), o que
condiz com o trabalho de Becker ef al. (2019). Segundo eles, a utilizacdo do azul da prussia
reduziu o valor do potencial de operacdo, o que garantiu a auséncia de interferéncias.

Virios biossensores estdo sendo desenvolvidos utilizando o azul da prussia (ALLER-
PELLITERO et al., 2019; JIRAKUNAKORN et al, 2020; RADULESCU et al., 2019).
Jirakunakorn ef al. (2020) desenvolveram um biossensor amperométrico modificado com o azul
da prussia utilizando a enzima uricase para detec¢ao de acido Urico em amostras humanas e
obtiveram resultados que concordavam com os obtidos por andlise enzimatica colorimétrica.

Zrinski et al. (2020) desenvolveram um biossensor amperométrico para deteccdo da
capacidade antioxidante em bebidas utilizando a enzima lacase. Utilizaram uma célula com trés
eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho um eletrodo de carbono impresso, o eletrodo de
referéncia era de Ag/AgCl e um fio de platina como eletrodo auxiliar. O eletrodo de trabalho
foi modificado com nanoplacas de grafeno e nanoparticulas de ouro. Posteriormente, a enzima
foi imobilizada em sua superficie.

Para melhorar o desempenho do biossensor, Zrinski et al. (2020) otimizaram os
parametros de operacdo: quantidade de nanoplacas de grafeno, o pH, taxa de varredura e
potencial de operagdo. Para testar o biossensor, foram preparadas amostras com vinho e xarope
de mirtilo, sendo que os resultados foram comparados com os valores obtidos por
espectrofotometria. Os resultados obtidos pelo biossensor estavam de acordo com os obtidos
pelo método de referéncia. De acordo com Zrinski ef al. (2020), a vantagem apresentada pelo
biossensor desenvolvido ¢ a deteccdo de compostos fenodlicos e polifendlicos a baixos
potenciais de operagdo, sem interferéncia de outros compostos.

Mais uma vez foram utilizados eletrodos modificados para obtengdo de melhores
resultados. Segundo Zrinski et al. (2020), a utilizagdo de nanoplacas de grafeno aumentou a
homogeneidade da superficie do eletrodo, melhorando suas caracteristicas eletroquimicas. Ja a
utilizacdo de nanoparticulas de ouro resultou em uma diminui¢do de resisténcia de transferéncia

de carga.
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A combinagdo de nanoplacas de grafeno e nanoparticulas de ouro também foi utilizada
por Zou et al. (2019) para fabricagdo de um sensor eletroquimico para detecg¢ao de bisfenol A
em amostras de agua. Segundo Zou et al. (2019), o uso de nanoplacas de grafeno e
nanoparticulas de ouro melhorou a condutividade e facilitou a transferéncia de elétrons entre a
solugdo e a superficie do eletrodo, o que corrobora os resultados obtidos por Zrinski et al.
(2020).

Na Tabela 2 apresentam-se dados dos biossensores desenvolvidos por Becker ef al
(2019) e por Zrinski et al. (2020). E possivel notar que ambos os trabalhos utilizaram métodos
para modificagdo dos eletrodos, conseguindo, assim, trabalhar em baixos potenciais de
operagdo, o que ¢ vantajoso por evitar que outros compostos presentes na amostra sofram
oxidacdo. Portanto, uma alternativa que deve ser explorada ¢ a utilizagdo de compostos
alternativos que possam modificar a estrutura dos elementos de um biossensor, conferindo-lhe
caracteristicas desejaveis. Assim, seria possivel viabilizar e popularizar a utilizagao de

biossensores.

Tabela 2 — Comparacao dos biossensores enzimaticos desenvolvidos por Becker et al. (2019)
e Zrinski et al. (2020)

Becker et al. (2019) ZrinskKi et al. (2020)
Enzima Xantina oxidase Lacase
Substrato Hipoxantina Hidroquinona e compostos
fenodlicos
Modificagao do eletrodo Azul da prussia Nanoplacas de grafeno e

nanoparticulas de ouro

Limite de detec¢ao (uM) 2,17 1,5
Limite de quantificacao 7,15 5
(uM)
Faixa linear (uM) 1,0-75 4,0 -130
Aplicacao Amostras de frutas Vinho e xarope de blueberry

Adaptado de Becker ef al. (2019) e Zrinski et al. (2020).

Também € possivel observar na Tabela 2 que os dois biossensores desenvolvidos por
Becker et al. (2019) e Zrinski et al. (2020) exibiram ampla faixa linear e baixos limites de
detec¢do, apresentando, assim, potenciais aplicagdes na industria alimenticia para determinacao

da quantidade de antioxidantes presentes em sucos e iogurtes, por exemplo. Além disso, podem
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ter ampla aplicacdo em diversas areas, como na industria de cosméticos, ja que alguns produtos
utilizam antioxidantes em sua férmula para reduzir os sinais de envelhecimento na pele
(OTHMAN et al., 2020).

Além disso, antioxidantes sdo amplamente utilizados em industrias alimenticias para
conservagdo de alimentos, sendo adicionados em alimentos com acidos graxos insaturados para
aumentar o prazo de validade e evitar que, sob estresse oxidativo, se tornem rangosos. Também
podem ser utilizados para ajudar a manter o sabor, a textura € a cor do alimento durante o
armazenamento (SINDHI et al., 2013). Sendo assim, os biossensores desenvolvidos por Becker
et al. (2019) e Zrinski et al. (2020) também podem ter aplicagdes nas industrias de alimentos
para checar a quantidade de antioxidantes, com o propdsito de melhorar as caracteristicas de

um produto.

3.1.3 Biossensor enzimatico para deteccao de quantidade de alcool

Bekmezci ef al. (2020) desenvolveram um biossensor amperométrico utilizando a
enzima alcool oxidase, que foi aplicado na andlise de quantidade de 4lcool presente em bebidas
alcodlicas. Foi construido um sistema com 3 eletrodos, sendo que o eletrodo de trabalho foi um
eletrodo de grafite que continha a enzima imobilizada, um fio de platina foi utilizado como
contraeletrodo e um fio de prata foi utilizado como o pseudoeletrodo de referéncia. Os eletrodos
estavam conectados a um potenciostato.

Bekmezci et al. (2020) modificaram o eletrodo de trabalho com nanotubos de carbono
de paredes multiplas. Esses eletrodos modificados passaram, entdo, por uma etapa de
eletropolimeriza¢do de polietilenoglicol com funcionalidade fluoreno para que se formassem
filmes de polifluoreno-g-poli (etileno glicol) na superficie do eletrodo. Apos essas etapas, a
enzima foi imobilizada no eletrodo, utilizando glutaraldeido como agente reticulante. Foram
realizadas etapas de otimizacdo para determinac¢do dos valores 6timos das seguintes variaveis:
quantidade de nanotubos de carbono, niimero de ciclos do polimero, quantidade de enzima e
pH.

Para comparar o desempenho do biossensor modificado com nanotubos de carbono e
polifluoreno-g-poli (etileno glicol), prepararam-se outros dois eletrodos: um eletrodo que
passou apenas pelas etapas de eletropolimerizacdo e imobilizagdo, sem a modificacdo com os
nanotubos e outro que foi modificado apenas com os nanotubos, sem passar pela etapa de
eletropolimeriza¢dao. Os melhores resultados foram obtidos pelo eletrodo que foi modificado

com os nanotubos de carbono e a eletropolimeriza¢do. Segundo Bekmezci et al. (2020), a
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combinacdo de nanotubos com polimeros conjugados modificou a superficie do eletrodo, o que
pode ter levado o biossensor a apresentar alta sensitividade, estabilidade e tempo de resposta
curto.

Os sinais de resposta foram conduzidos a -0,7 V, resultando do consumo de oxigénio
pela reagdo de oxidagdo de alcoois pela enzima dlcool oxidase. Segundo Bekmezci et al. (2020),
o biossensor apresentou boa estabilidade em uso sucessivo, ja que se apresentou estavel para
10 medidas seguidas em um periodo de uma hora, além de ter retido 95% das respostas originais
apos ficar um dia guardado a 4°C. Além disso, o biossensor apresentou maior faixa de medida
para o etanol (0,0085 a 5,95 mM) e um limite de deteccao de 0,11 mM. De acordo com o
trabalho, o biossensor ndo foi afetado por substancias interferentes como glicose, uréia, acido
ascorbico, urico e citrico.

Bekmezci et al. (2020) utilizaram o biossensor para medir a quantidade de alcool
presente em bebidas comerciais, sendo que os valores obtidos foram comparados com os
valores presentes no rotulo. Os resultados obtidos foram satisfatorios, considerando-se que o
erro percentual foi menor que 7%.

O trabalho de Bekmezci et al. (2020) apresentou, entdo, um potencial biossensor com
aplicacdes na area de alimentos, para determinacao da quantidade de 4lcool presente em bebidas
alcodlicas comerciais. E possivel destacar que esse biossensor pode ter outras aplicagdes além
dessa; por exemplo, na medicao de alcool presente em bebidas probidticas fermentadas, como
kefir e kombucha.

Ainda analisando o trabalho de Bekmezci et al. (2020), ¢ importante frisar a importancia
do desenvolvimento e¢ do estudo de novas técnicas para aprimorar as caracteristicas dos
eletrodos utilizados em biossensores, que neste caso foi a combinagao de nanotubos de carbono
com um polimero conjugado, que segundo os autores, melhorou as propriedades da superficie
do material, possibilitando que a imobilizagdo da enzima fosse mais efetiva. Isso leva a crer
que milhares de combinac¢des de materiais podem ser desenvolvidas, gerando biossensores com
propriedades melhoradas.

Poucos trabalhos tém sido reportados na literatura abordando a aplicacdo de
biossensores enzimdticos na detec¢do de alcool. Porém, Bilgi; Sahin; Ayranci (2018)
desenvolveram um biossensor amperométrico para detec¢do de etanol. Foi utilizado um sistema
com trés eletrodos impressos, sendo o eletrodo de trabalho um eletrodo de carbono, um eletrodo
de referéncia de prata e um contraeletrodo de carbono. Os eletrodos foram modificados com
acido rosmarinico. A enzima alcool desidrogenase foi imobilizada no eletrodo de trabalho

modificado por ligacdo cruzada, utilizando glutaraldeido como agente reticulante.
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A enzima alcool desidrogenase catalisa a oxidagdo do etanol na presenga de NAD*, em
acetaldeido, NADH e H* (TACIN, 2015). O biossensor desenvolvido por Bilgi; Sahin; Ayranci
(2018) determinava o NADH formado através da sua oxidagdo na superficie do eletrodo de
trabalho. Os valores de pH, concentragdo de NAD™, quantidade de enzima para imobilizagdo,
e potencial de operagdo foram otimizados.

Bilgi; Sahin; Ayranci (2018) utilizaram amostras comerciais de cerveja, vinho branco e
raki para testar o biossensor desenvolvido, sendo que as amostras foram diluidas em tampao
fosfato. Os valores de correntes obtidos foram convertidos em concentragao de etanol através
da curva de calibragao obtida utilizando solugdes padrao de etanol. As concentracdes de etanol
obtidas foram comparadas com os valores indicados nos rotulos, sendo que os percentuais de
recuperagao foram muito proximos de 100%.

Bilgi; Sahin; Ayranci (2018) também realizaram testes para determinar a estabilidade
operacional e a de armazenamento. O biossensor apresentou melhor performance nos dois
primeiros dias e, apos 30 dias, a resposta amperométrica decaiu em 88,1%. Apesar da atividade
ter diminuido bastante, os autores consideraram vantajoso o funcionamento do biossensor apos
tanto tempo, ja que os eletrodos impressos de carbono sdo feitos para serem descartados apos
um unico uso. Essa estabilidade operacional foi atribuida a utilizacao de acido rosmarinico. Em
relacdo a estabilidade de armazenamento, o biossensor foi armazenado por oito semanas, sendo
testado uma vez por semana. Apds as oito semanas, o biossensor manteve 21,23% da sua
sensitividade original, sendo que essa queda foi atribuida a diminuicao da atividade da enzima.

Assim, o biossensor desenvolvido por Bilgi; Sahin; Ayranci (2018) apresenta-se
promissor para determinagao de alcool em produtos comerciais, ja que apresentou um limite de
deteccao de 0,0071 mM e uma faixa linear de 0,02371 mM a 1 mM. Porém, ao ser comparado
com o trabalho de Bekmezci et al. (2020), discutido anteriormente, o limite de detecgao
apresentado pelo biossensor de Bilgi; Sahin; Ayranci (2018) foi muito menor, o que ¢ uma
vantagem. Ademais, ¢ preciso levar em considera¢do que os trabalhos utilizaram enzimas e
métodos de modificacdo diferentes, podendo ter levado a resultados tao distintos.

Assim, como ndao ha uma ampla variedade de trabalhos no desenvolvimento de
biossensores para deteccdo de etanol na literatura, torna-se necessario o aumento de pesquisas
nessa area. Seria interessante o estudo de diferentes estratégias para modificagdo dos eletrodos,

visando a uma maior estabilidade perante o armazenamento em longo prazo.
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3.1.4 Biossensor enzimatico para detec¢do de tiramina

A tiramina ¢ uma amina biogénica presente em plantas, em células microbianas e
animais, podendo ser encontrada em alimentos crus, fermentados, envelhecidos ou estragados.
Se presentes em altas quantidades no corpo humano, a tiramina pode ser toxica, causando dor
de cabega, enxaqueca, ndusea, vomito, hipertensao e desordens neuroldgicas e respiratorias (LI
et al., 2017; TOFALO et al., 2016). As aminas biogé€nicas sdo comumente encontradas nos
alimentos, porém sua concentracdo aumenta durante o armazenamento e envelhecimento.
Sendo assim, a quantidade de aminas biogénicas presentes em um produto pode ser utilizada
como indicador de atividade microbiana (PIASTA et al., 2014).

Da Silva et al. (2019) utilizaram a enzima tirosinase para desenvolver um biossensor
amperométrico para deteccao de tirosina em alimentos e bebidas fermentadas. Foi montado um
sistema com trés eletrodos: um eletrodo de carbono vitreo como eletrodo de trabalho, um fio de
platina como contraeletrodo e um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia.

Os eletrodos de carbono vitreo foram modificados com nanoparticulas de ouro e com
polimerizacao para formac¢ao de um filme de acido poli-(8-anilino-1-naftaleno-sulfonico). Da
Silva et al. (2019) também prepararam um eletrodo modificado apenas com nanoparticulas de
ouro, um eletrodo que passava apenas pela polimerizagao, e um eletrodo de carbono vitreo que
nao passou por nenhuma modificacdo. Os valores de potencial aplicado e quantidade de enzima
foram otimizados. A tiramina, na presen¢a de tirosinase, ¢ convertida em dopamina. A
dopamina gerada ¢ entdo convertida em o-dopaquinona na presenga de tirosinase. A o-
dopaquinona gerada sofre redug¢do na superficie do eletrodo. Como utilizou-se o método
amperométrico, a corrente gerada pela reacdo de reducdo da o-dopaquinona foi medida (DA
SILVA et al., 2019).

O biossensor que apresentou maior sensitividade foi o que utilizava o eletrodo
modificado com nanoparticulas de ouro € um polimero, sendo que este foi escolhido para
realizar testes nas amostras reais. Segundo Da Silva ef al. (2019), o biossensor manteve 97,5%
do valor inicial apresentado apds 20 medidas sucessivas, além de ter mantido 94,3% da resposta
original apds ter sido armazenado por 20 dias em tampao Britton-Robinson a 4° C.

Ao analisar os dados fornecidos por Da Silva et al. (2019), a estabilidade em relag¢do ao
armazenamento do biossensor se destaca, ja que este conseguiu manter 94,3% do valor inicial
apos 20 dias. Além disso, sua estabilidade em relacdo ao funcionamento também foi

consideravelmente alta, sendo que o biossensor manteve 97,5% da resposta inicial apos 20 usos
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consecutivos. Esses resultados sdo extremamente vantajosos, pois mostram que este biossensor
tem alta viabilidade para ser empregado e comercializado.

Para analisar a aplicabilidade do biossensor desenvolvido, Da Silva et al. (2019)
testaram a concentragdo de tiramina presente em amostras de vinho, cerveja, iogurte e queijo
roquefort. Os valores obtidos estavam de acordo com os valores presentes na literatura (desvio
padrdo relativo menor que 5%).

Como o biossensor apresentou bons resultados em diferentes tipos de amostras de
alimentos, mesmo em um alimento solido (queijo), pode ser considerado uma ferramenta
promissora na analise de alimentos em industrias.

Alguns trabalhos reportados na literatura descrevem o desenvolvimento de biossensores
enzimaticos para a detec¢do da tiramina. Um deles foi o de Sanchez-Paniagua Lopez; Redondo-
Gomez; Lopez-Ruiz (2017), que desenvolveram um biossensor amperométrico enzimatico. Foi
utilizada a enzima tirosinase e as medi¢des foram realizadas por um potenciostato que estava
conectado a um sistema de trés eletrodos. O eletrodo de trabalho utilizado foi de carbono vitreo,
um contraeletrodo de prata e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCL

Para efeito de comparagdo, Sanchez-Paniagua Lopez; Redondo-Gomez; Lopez-Ruiz
(2017) produziram eletrodos com diferentes materiais de fosfato de calcio e um sem nenhum
desses materiais. Os materiais de fosfato de calcio foram misturados com solugdes de tirosinase
e espalhados na superficie do eletrodo. Posteriormente, os eletrodos foram incubados em
glutaraldeido para induzir a imobilizacdo da enzima. O eletrodo que apresentou melhores
resultados foi o cimento de fosfato de célcio, que ¢ geralmente formado por fosfato dicélcico
dihidratado, fosfato de octacalcio e hidroxiapatita (SANCHEZ-PANIAGUA LOPEZ et al.,
2009) e, por isso, esse composto foi o escolhido para modificagdo do eletrodo de trabalho.

As variaveis razao de enzima e cimento de fosfato de calcio, quantidade de mistura de
enzima com o cimento espalhado pelo eletrodo, tempo de reacdo de ligacdo cruzada com
glutaraldeido, potencial utilizado, pH e temperatura foram otimizados por Sanchez-Paniagua
Lépez; Redondo-Goémez; Lopez-Ruiz (2017).

O funcionamento do biossensor de Sanchez-Paniagua Lopez; Redondo-Goémez; Lopez-
Ruiz (2017) € basicamente o mesmo de Da Silva ef al. (2019). A tiramina foi detectada pela
redugdo eletroquimica a -0,1 V da o-dopaquinona gerada pela reagdo catalisada pela enzima
tirosinase. O biossensor foi entdo testado em amostras pré-tratadas de queijo Gouda e Brie e,
segundo Sanchez-Paniagua Lopez; Redondo-Gomez; Lopez-Ruiz (2017), os resultados obtidos

foram satisfatdrios (porcentagens de recuperagdo de 95,5% a 96,9%).
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Como visto anteriormente, a quantidade de tiramina presente em um alimento pode
aumentar devido a atividade microbiana no armazenamento. Assim, Sanchez-Paniagua Lopez;
Redondo-Gomez; Lopez-Ruiz (2017) mantiveram um pedago de queijo Brie em temperatura
ambiente e, apoOs sete dias, a quantidade de tiramina presente no queijo praticamente dobrou
quando comparada com a primeira quantidade obtida.

Além disso, apds seis dias de uso, o biossensor manteve 95% do sinal inicial. Logo,
Sanchez-Paniagua Lopez; Redondo-Gomez; Lopez-Ruiz (2017) obtiveram um biossensor que
pode ter amplas aplicacdes para deteccdo da tiramina, por apresentar alta sensibilidade e
respostas rapidas, além de conseguir manter sua atividade mesmo apds armazenamento (95%
do sinal inicial por seis dias, sendo utilizado uma vez por dia e armazenado em tampao fosfato
a4°C e pH 6,0).

Tanto Sanchez-Paniagua Lopez; Redondo-Gomez; Lopez-Ruiz (2017) quanto Da Silva
et al. (2019) realizaram modifica¢des nos eletrodos visando a obtencao de melhores resultados.
Porém, Sanchez-Paniagua Loépez; Redondo-Gomez; Lopez-Ruiz (2017) realizaram uma
modificagdo relativamente mais simples, com menor quantidade e complexidade de materiais
e etapas. Entretanto, os dois trabalhos obtiveram 6timos resultados para amostras reais de
alimentos na determinagao de tiramina, apresentando ferramentas promissoras, que poderiam
ser utilizadas tanto por industrias quanto por consumidores.

Os biossensores poderiam ser utilizados pelos consumidores para checar se um alimento
nao se encontra estragado, ja que um aumento na atividade microbiana também aumenta a
concentragcdo de tiramina presente em um alimento. Além disso, pessoas que fazem uso de
alguns remédios antidepressivos e ansioliticos podem ter aumento da pressdo e batimentos
cardiacos causados pela ingestdo de grandes quantidades de tiramina (LI et al., 2017). Sendo
assim, esses consumidores poderiam ser beneficiados pelo uso de um biossensor que

quantificasse a tiramina em um alimento, podendo evitar esses efeitos.

3.1.5 Biossensor enzimatico para detec¢ao de ions metalicos

Os metais geralmente reagem com enzimas, membranas ou componentes de células,
inibindo ou estimulando as a¢des destes, resultando em diferentes efeitos no organismo. A rota
primaria de exposi¢cdo a metais, na maioria da populagdo, ¢ pela ingestao de alimentos e dgua
(GILBERT, 2020). Alguns metais sdo tdxicos ao organismo e, em casos de alta exposicao,

podem causar intoxicagdo (NORDBERG; FOWLER; NORDBERG, 2015).
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Por exemplo, a ingestdo de Cadmio em alimentos e na dgua pode causar diarreia e
vOmito e a alta exposicdo a esse metal pela ingestdo de alimentos pode causar problemas como
osteoporose em mulheres na menopausa (NORDBERG et al., 2007). A exposi¢do a Chumbo
pode causar encefalopatia, coma e convulsdes (SKERFVING; BERGDAHL, 2007).

Da Silva; Ghica; Brett (2020) desenvolveram um biossensor eletroquimico com a
enzima glicose oxidase para deteccio dos ions metalicos Hg?*t, Cd’*,Pb**, e CrV!, pela
inibicdo da enzima. Foi utilizado um sistema com 3 eletrodos. O eletrodo de trabalho foi um
eletrodo de carbono vitreo, o contraeletrodo foi um fio de platina e um eletrodo de Ag/AgCl foi
utilizado como eletrodo de referéncia.

Assim como no trabalho de Bekmezci et al. (2020), Da Silva; Ghica; Brett, (2020)
utilizaram nanotubos de carbono de paredes multiplas, sendo que foi produzido um filme com
os nanotubos de carbono e quitosana para modificar o eletrodo de carbono vitreo. O eletrodo
modificado passou por um processo de eletropolimerizagdao em solvente eutético profundo para
formacao de um filme de polimero.

Para efeito de comparagdo, Da Silva; Ghica; Brett (2020) também produziram um
eletrodo modificado que foi eletropolimerizado em uma solugdo aquosa. O eletrodo que foi
eletropolimerizado em solvente eutético apresentou melhores resultados e, por isso, foi
escolhido para imobilizacdo da enzima. O biossensor, entdo, teve a enzima imobilizada em sua
superficie por ligacao cruzada, utilizando glutaraldeido como agente reticulante.

Para avaliagdo da inibicdo da atividade enzimatica, Da Silva; Ghica; Brett (2020)
realizaram medidas amperométricas, em que, apos a estabilizagdo da corrente, adicionavam
concentragdes conhecidas de glicose ¢ mediam o valor da corrente gerada. Posteriormente,
adicionavam concentra¢des conhecidas de ions metalicos € mediam o valor da corrente. Como
a atividade enzimatica ¢ inibida pela presenca de ions metalicos, o valor da corrente diminui, e
essa diminuigao era proporcional & concentragao de inibidor presente na solu¢ao. As variaveis
quantidade de enzima utilizada e pH da solu¢ao foram otimizadas pelos autores para melhor
operacao do biossensor por inibicao.

Da Silva; Ghica; Brett (2020) realizaram testes com diferentes ions que poderiam atuar
como interferentes e nenhum deles apresentou resultados significantes. De acordo com Da
Silva; Ghica; Brett (2020), o biossensor desenvolvido apresentou boa performance, alta
sensitividade e sensibilidade, além de ndo necessitar de nenhum tratamento entre as analises
para restabelecer a atividade da enzima. Isso, segundo os autores, pode ser atribuido ao uso de
solvente eutético na modifica¢do do eletrodo, que melhorou as propriedades eletroanaliticas e

a ligacdo da enzima e do polimero.
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Ademais, o biossensor desenvolvido por Da Silva; Ghica; Brett (2020) mostrou-se
estavel, ja que foram realizadas medigdes didrias de glicose apds experimentos de inibigdo e,
apos 20 dias, a resposta em relagdo a glicose caiu apenas 13% do valor inicial. Ainda segundo
Da Silva; Ghica; Brett (2020), a perda da atividade enzimatica ndo afeta a utilizagdo do
biossensor pelo processo de inibigao.

Para testar a aplicacdo do biossensor, Da Silva; Ghica; Brett (2020) adicionaram
concentragdes conhecidas dos ions metalicos em amostras de leite. O biossensor foi capaz de
detectar as concentracdes dos ions com, no minimo, 99,5% de recuperacao aparente média.

Assim, esse biossensor por inibicdo apresenta potencial aplicagdo na industria
alimenticia, podendo ser utilizado para andlises de diferentes tipos de alimentos. Porém, mais
pesquisas podem ser feitas para aprimorar o funcionamento desse biossensor, buscando uma
forma para que ele seja capaz de detectar a presenca de mais de um ion metalico em uma mesma
amostra.

Além disso, ¢ importante destacar a utilizacdo de um mecanismo diferente de detecgao
do analito, a inibi¢do da enzima. Com essa utilizagao, € possivel perceber as possibilidades que
existem no ramo de biossensores, seja nos métodos de deteccdo ou nas modificagdes de
eletrodos, o que permite o desenvolvimento de aparelhos cada vez mais precisos e eficazes.

Em relagdo a modificagdo realizada nos eletrodos, Da Silva; Ghica; Brett (2020)
utilizaram um método que ja foi citado anteriormente no trabalho de Bekmezci et al. (2020),
que ¢ a utilizagdo de nanotubos de carbono e eletropolimerizagao na superficie dos eletrodos.
Em ambos os trabalhos, obtiveram biossensores que apresentavam boas propriedades
eletroanaliticas, que podem ser resultantes da modificacao dos eletrodos.

Outro trabalho que também utilizou inibi¢do de enzima para deteccao de metais pesados
foi o de Dalkiran (2020), que utilizou a enzima peroxidase de rabano silvestre para detecgao
dos fons Pb°*, Ni’* e Cd’*em 4gua de torneira.

Dalkiran (2020) utilizou um sistema com trés eletrodos: um de Ag/AgCl como eletrodo
de referéncia, um fio de platina como contraeletrodo e um eletrodo de carbono vitreo como
eletrodo de trabalho. As medidas amperométricas foram realizadas em um potencial de -0,25V.

Para modificacdo do eletrodo de trabalho, Dalkiran (2020) utilizou nanoparticulas de
6xido de estanho e indio (ITO) e tricloreto de hexamina de ruténio (III) (RUT) em uma solucao
de quitosana. Para comparagdo, também foram preparados eletrodos apenas com ITO e
quitosana e apenas com RUT e quitosana. Na sequéncia, os eletrodos tiveram a enzima

peroxidase imobilizada em sua superficie.
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O biossensor que apresentou melhor resposta amperométrica e maior sensitividade na
resposta a peroxido de hidrogénio (substrato da enzima peroxidase) foi o modificado com ITO
e RUT em solugdo de quitosana. As concentragdes de ITO e RUT utilizadas foram otimizadas
por Dalkiran (2020) por um método matematico e estatistico. Além disso, os valores de
concentragdo de H,0,, concentragdo de enzima, pH e potencial de operagdo foram otimizados
pelo autor.

Dalkiran (2020) realizou medigdes amperométricas da resposta do biossensor em
relacdo ao substrato H,0,. Apds a obtengao do estado estacionario, realizavam-se medidas do
valor da corrente. Posteriormente, aliquotas de concentra¢des conhecidas da solugdo padrao do
substrato eram adicionadas e a corrente resultante medida. A diferenga entre o valor das
correntes foi plotada em fun¢do da concentracao de substrato.

Para medi¢cdes que utilizavam a inibicdo da enzima, Dalkiran (2020) adicionava
concentragdes conhecidas de substrato e realizava medidas da corrente gerada. Posteriormente,
adicionavam-se concentragdes conhecidas dos ions metalicos, e a corrente era medida. O
aumento da concentracdo de metais leva a uma proporcional diminui¢do da corrente, devido a
inibicdo enzimatica.

Para testar a aplicabilidade do biossensor, Dalkiran (2020) utilizou amostras de agua de
torneira para medicdo da presencga dos ions metalicos. Porém, foi necessaria a adi¢ao de ions
metalicos, ja& que apos realizar uma analise por espectrometria de absor¢do atomica, as
quantidades dos ions presentes na agua eram menores que os limites de detec¢ao apresentados
pelo biossensor. Os resultados obtidos pelo biossensor estavam de acordo com os obtidos por
espectrometria de absor¢ao atomica, sendo que ndo houve diferencga significativa estaticamente.

Segundo Dalkiran (2020), o biossensor desenvolvido apresentou boa seletividade e
estabilidade, sem sofrer interferéncias de outras espécies. Apos duas semanas, houve perda da
resposta inicial de 11%, 13% e 19% para Cd’*, Ni°*t e Pb’*, respectivamente, que pode ter
decorrido da perda de parte da atividade enzimatica. Além disso, apresentou tempo de resposta
rapido, cerca de 10 segundos, para estabilizacdo da corrente apds a adicdo das solu¢des com
ions metalicos.

Pela andlise da Tabela 3, € possivel comparar as concentragdes molares de cada metal,
que sdo consideradas aceitaveis pela Organizacdo Mundial de Satde (WORLD HEALTH
ORANIZATION, 2017) presentes em agua potavel. E possivel perceber que os limites de
detec¢do dos biossensores desenvolvidos por Da Silva; Ghica; Brett, (2020) e por Dalkiran
(2020) sao menores que os valores recomendados pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)

(2017), o que significa que os biossensores sdo capazes de detectar esses valores de
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concentragdo. Portanto, os biossensores desenvolvidos nos trabalhos supracitados apresentam-
se como ferramentas promissoras para detec¢do de ions metdlicos presentes em agua, que
poderiam ter aplicacdo em industrias alimenticias que fazem captacao de agua de rios como
insumo para producdo de seus alimentos para averiguar se as concentragdes de ions metalicos
estdo dentre os valores permitidos. Além disso, pode ter potencial aplicagdo na area ambiental,

para monitoramento da “satde” de rios e lagos.

Tabela 3 — Comparacao entre os valores recomendados pela OMS (2017) de concentracao de

ions metalicos em agua potéavel e os limite de deteccao apresentados pelos biossensores
desenvolvidos por Da Silva; Ghica; Brett (2020) e Dalkiran (2020)

Metal Limite recomendado Limite de deteccao Limite de deteccao
pela OMS (nM) (nM) Da Silva; Ghica; (nM) Dalkiran.
Brett (2020) (2020)

Mercurio 30 2,30

Céadmio 26,7 1,75
Chumbo 48,3 2,70 8

Cromo 960 2,44

Niquel 1200 3

Adaptado de Da Silva; Ghica; Brett (2020); Dalkiran, (2020); Guidelines for Drinkin-water Quality: fourth
edition incorporating the first addendum, (2017).

4 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

Segundo Nikoleli et al. (2018), as tendéncias na fabricagdao de biossensores para o
monitoramento de alimentos visam a alta sensitividade e seletividade, a respostas rapidas em
tempo real, com minima preparagdo de amostra, a portabilidade do equipamento, além da
possibilidade de uso por pessoas que ndo foram treinadas. Essas caracteristicas ja& podem ser
observadas nos trabalhos discutidos anteriormente, conforme resumido na Tabela 4.
Analisando a Tabela 4, ¢ possivel notar que a maioria dos biossensores discutidos ndo demanda
uma preparacdo trabalhosa e extensa das amostras a serem analisadas, passando apenas por uma
etapa de diluicdo. Isso torna os biossensores ferramentas vantajosas ao serem comparados a
métodos tradicionais de andlises, que necessitam de diversas etapas de preparagdo de amostra.
Como consequéncia, os biossensores podem ser utilizados por uma mao de obra menos
especifica e qualificada para realizar diferentes andlises, o que, em uma industria, poderia
impactar na diminui¢do de custos. Outra consequéncia vantajosa ao diminuir etapas de
preparacdo de amostra ¢ a possibilidade de comercializagdo dos biossensores para o uso de

consumidores, para verificar a concentracdo de algum analito presente em uma amostra.
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Tabela 4 - Resumo das caracteristicas apresentadas pelos biossensores discutidos
Analito Autores Enzima Aplicacgdes Limite de detecciao (mM) Preparo da amostra Estabilidade
Portaccio e Lepore, 2017 glicose oxidase suco de abacaxi ¢ laranja 0,001 diluigdo 2 meses
Glicose i; Aziz; i
Fatoni, Azzl(z),zgnggr aent, glicose oxidase amostra de sangue 0,14 dilui¢ao em tampao fosfato nao informado
Lactose Portaccio e Lepore, 2017 beta-galactosidase leite desnal‘;ai(tié) ¢ soro de 0,001 diluigdo 2 meses
Becker et al., 2019 xantina oxidase morango, laranj a, maracuja, 0,00217 preparadas com tampdo 6 horas de uso continuo
graviola, bacuri e murici fosfato
Antioxidante sem reduc@o significativa
Zrinski et al., 2020 lacase vinho e xarope de mirtilo 0,0015 sem preparo da corrente de resposta
apods S dias
10 medidas sucessivas em
Bekmezci et al., 2020 alcool oxidase rum, raki e vodka 0,11 sem preparo 1h e 95% da resposta
Alcool original ap6s 1 dia
Bilgi; Sahin; Ayranci, 2018 alcool desidrogenase cerveja, vinho branco e raki 0,0071 diluigdo em tampao fosfato respo§ta apds 30 d1a§ com
reduc@o da resposta inicial
cerveia. vinho finto. ioeurte iogurte e queijo: adi¢do de 2 medidas consecutivas e
Da Silva et al., 2019 tirosinase Ja, e queiio - 108 0,00071 tampao, centrifugacdo e 94,3% da resposta inicial
. . quey coleta de sobrenadante apos 20 dias
Tiramina i . i - ~ .
Sanchez-Paniagua Lopez; adigdo de tampao, mistura, 95% do sinal inicial apés 6
Redondo-Goémez; Lopez- tirosinase queijos gouda e brie 0,0000485 centrifugacdo e coleta de ° . P
. dias
Ruiz, 2017 sobrenadante (2x)
(I:{(ff: 00600%%012735 adicao de concentracdes
Da Silva; Gica; Brett, 2020 glicose oxidase leite 2 conhecidas de ions 20 dias
Pb: 0,000027 metalicos
Metais pesados Cr: 0,0000244
croxidase de rabano Cd: 0,00001 adicao de concentragdes
p dgua de torneira Pb: 0,00008 conhecidas de ions 2 semanas
Ni: 0,00003 metalicos

Dalkiran, 2020

silvestre

Fontes: Becker et al., (2019); Bekmezci et al., (2020); Bilgi; Sahin; Ayranci, (2018); Da Silva et al., (2019); Da Silva; Ghica; Brett, (2020); Dalkiran,

(2020); Fatoni; Aziz; Anggraeni, (2020); Portaccio; Lepore, (2017); Sanchez-Paniagua Lopez; Redondo-Goémez; Lopez-Ruiz, (2017); Zrinski et al., (2020).
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Também ¢ possivel analisar, pela Tabela 4, que os biossensores enzimaticos
desenvolvidos foram aplicados em diferentes produtos alimenticios, o que apresenta a
possibilidade da sua aplicacdo em diferentes ramos da industria. Outro ponto a ser observado ¢
a variedade de enzimas, eletrodos, métodos e materiais para modificacao de eletrodos que foram
estudados, o que resultou, na grande maioria dos trabalhos, em limites de detec¢do muito
baixos. Baixos limites de detecg¢@o sdo vantajosos por possibilitarem a deteccdo de quantidades
muito pequenas de um analito presente em uma amostra.

Segundo Luong; Male; Glennon, (2008), a baixa comercializagdo de biossensores,
quando comparada a quantidade de trabalhos desenvolvidos nessa area, ocorre devido a
problemas em relacao a estabilidade, sensibilidade de detecgado, e confiabilidade. Ao analisar a
estabilidade apresentada pelos biossensores discutidos na Tabela 4, ¢ possivel perceber que a
maioria dos biossensores ainda apresenta tempos relativamente curtos de estabilidade, o que
pode acontecer devido a perda de atividade enzimatica com o passar do tempo. Por isso, torna-
se necessario o estudo de novas e diferentes técnicas, ou até mesmo a combinacdo de métodos
€ materiais que consigam prolongar a estabilidade apresentada por um biossensor enzimatico.
Porém, em relagao a sensibilidade e a confiabilidade, os biossensores discutidos mostraram-se
promissores, ja que a maioria apresentou baixos limites de deteccao, além de resultados muito
proximos aos obtidos por outros métodos de andlise.

Outro ponto que nao foi muito abordado na presente monografia, mas que ¢ uma
ferramenta promissora no futuro dos biossensores, ¢ a utilizagdo de nanomateriais. Os trabalhos
de Zrinski et al. (2020), Bekmezci et al. (2020), Da Silva et al. (2019), Da Silva; Ghica; Brett
(2020) e Dalkiran (2020) utilizaram nanomateriais para realizar modificagdes nos eletrodos. Os
nanomateriais estdo sendo amplamente aplicados na fabricacdo de biossensores por
apresentarem caracteristicas como grandes areas de superficie, o que pode melhorar a
imobilizag¢ao da enzima. Além disso, seu uso pode melhorar as caracteristicas apresentadas pelo
biossensor, como maior sensitividade e menor limite de deteccdo, j4 que os nanomateriais
possuem alta capacidade de transferéncia de carga, através da modificagdo dos eletrodos
(DANG et al., 2020; MALHOTRA; ALI, 2018).

Além disso, outro ponto que pode representar o futuro dos biossensores enzimaticos ¢ a
utilizagdo de nanoenzimas, que sdo formadas por nanomateriais de metais nobres e de transi¢ao
e atuam em algumas reacdes, assim como as enzimas, agindo como catalisadores (STASYUK
et al, 2019; WANG; GUNASEKARAN, 2020). As nanoenzimas apresentam algumas
vantagens, como: baixo custo, alta estabilidade, facilidade no armazenamento a longo prazo e

facilidade para producdo em massa, quando comparadas com as enzimas na sua forma natural
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(WEIL; WANG, 2013). Devido a essas vantagens, as nanoenzimas podem representar o futuro
dos biossensores enzimaticos, por possuirem propriedades que facilitariam sua comercializagao

€ armazenamento.

5 CONCLUSAO

Os biossensores sdo ferramentas analiticas relativamente novas, mas que estdo
recebendo grande interesse por apresentarem vantagens quando comparados a métodos
tradicionais de analise, como: menor custo, menor preparagao de amostras, respostas rapidas,
possibilidade de miniaturizacdo e uso por pessoas nao treinadas. Os biossensores enzimaticos
para analise de alimentos apresentam as mesmas vantagens, € como foi visto e discutido no
presente trabalho, essas ferramentas podem ter aplicacdes em diversos ramos da industria
alimenticia. Porém, seu desenvolvimento enfrenta desafios relacionados a estabilidade
apresentada pela enzima e pelo biossensor a longo prazo, o que atua como empecilho para sua
ampla comercializacdo e utilizagdo por industrias e consumidores. Ao analisar diferentes
trabalhos que utilizaram métodos de modifica¢ao dos eletrodos foi possivel concluir que essa
técnica deve ser empregada no desenvolvimento de biossensores, ja que sua utilizacao melhora
as caracteristicas e os resultados apresentados por essas ferramentas. Assim, para que as
adversidades citadas anteriormente venham a ser superadas e os biossensores enzimaticos
venham a se tornar amplamente utilizados na industria alimenticia, € necessario que se fagam
mais pesquisas estudando e utilizando combinagdes de técnicas ou materiais a serem

empregados nas etapas de imobiliza¢ao da enzima e na modificacdao dos eletrodos.
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