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AMPEROMETRICOS

Maria Del Pilar Taboada Sotomayor e Lauro Tatsuo Kubota*
Departamento de QuimicaAnalitica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, CP 6154, 13083-970 Campinas - SP

Recebido em 21/1/01; aceito em 11/5/01

ENZYMELESS BIOSENSORS A NOVEL AREA FOR THE DEVELOPMENT OF AMPEROMETRIC SENSORS. The aim of
this work is to describe the recent area that it has been developed for the construction of amperometric sensors, with the purpose
to make possible a more effective electron transfer between enzyme and electrode. The advances reported in the literature will

be described, such as enzymatic configurations that can be mimic using the chemistry of the artificial enzymes.
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INTRODUCAO

Durante décadas uma das principais preocupagdes na constru-
¢80 de biossensores amperométricos centralizou-se na velocidade
detransferénciade elétrons do sitio ativo daenzimaparaasuperficie
do eletrodo®3. Isto pde-se claramente em evidéncia, quando obser-
va-se todas as transformagoes através das quais os biossensores tem
passado, aprocurade umamaior seletividade e eficiéncianatransfe-
rénciade elétrons. Os biossensores da primeira geragéo, baseados na
eletroatividade do substrato ou produto da reacdo enzimética, apre-
sentavam problemas de interferéncias devido a necessidade de po-
tenciais muito altos'. Na tentativa de diminuir estes potenciais, sur-
giram os biossensores de segunda geracdo, onde o emprego de me-
diadores de €l étrons, tinham como funcéo o transporte (shuttling) de
elétrons entre a enzima e o eletrodo*. Entretanto, esta configuracao
pode apresentar problemas de interferéncias, uma vez que, este ar-
ranjo pode facilitar também a transferéncia de elétrons proveniente
de reagOes redox paraelas a reagdo entre a enzima e o substrato.
Com o intuito de superar estes problemas, uma nova categoria de
biossensores chamada de terceira geragdo tem sido proposta a me-
nos de uma década®. Esta é baseada na transferéncia direta de elé-
trons entre enzima e eletrodo na auséncia de mediadores, sendo esta
uma caracteristica que a torna bastante vantgjosa, ja que promove
uma maior seletividade, a medida que eles operam em potenciais
mais proximos ao da propria enzima, diminuindo como consequién-
cia reagOes interferentes, assm como, dispensando o uso de outros
reagentes na seqiiéncia das reacdes enzimédticas. Grupos de pesqui-
sas tém publicado que uma transferéncia de elétrons eficiente é
conseguida, através de uma diminui¢do ou remocdo da camada pro-
tetora de proteinas ao redor do sitio ativo da enzima, sem perder a
seletividade e a0 mesmo tempo aumentando a sensibilidade ofereci-
da pelos “biossensores’ construidos desta forma.

Neste sentido, o trabalho desenvolvido por Ltzbeyer e colabo-
radores*® sefaz bastanteinteressantejaque eles compararam aenzima
HRP (horseradish peroxidase) nativa com a mini-enzima MP-11
(micro peroxidase 11) e ahemina, ambas fragmentos do citocromo ¢
(Figura 1), concluindo que:

(i) A concentragdo de sitios ativos pode aumentar significativamen-
te, comparada com enzimas grandes, quando mini-enzimas sio
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Figura 1. Representacdo esquematica demostrando as diferentes
propriedades de eletrodos de ouro modificados com enzimas, mini-enzimas
e grupos prostéticos, com relacdo a facilidade de acesso do substrato (S
ao sitio ativo e a distancia para transferéncia dos elétrons.

imobilizadas na forma de monocamada na superficie de um ele-

trodo de ouro.

(i) A diferenca na velocidade de transferéncia de elétrons entre a
MP-11 e hemina claramente demostraram que mol éculas meno-
res permitem umaaproximagao maior do sitio ativo (sistemafer-
ro-porfirinad) parao eletrodo, levando aum aumento na atividade
eletrocatalitica.

(iif) Umatransferéncia de el étrons pode ser conseguida paraenzimas
grandes como HRP ou citocromo ¢ somente quando houver ao
menos uma orientagdo parcial do sitio ativo em dire¢do a super-
ficie do eletrodo. Neste caso a difusdo do substrato para o sitio
ativo pode ser impedida por uma camada de proteina grande
guando comparada com os biocatalisadores menores.

Desta forma, o melhor funcionamento dos biossensores
amperométricos, dependerddafacilidade datransferénciade elétrons
do sitio ativo da enzima para a superficie do eletrodo, ficando bas-
tante clara a possibilidade de construcdo de biossensores
amperométricos sem a necess dade de imobilizar a enzimacomo um
todo. Portanto, tentar imobilizar adequadamente num eletrodo, o si-
tio redox de umaenzima ou substancias redox que exibam atividade
cataliticaparamol éculasimportantes, com amesmafuncéo daenzima,
seria importante na construgdo deste tipo de biossensores.

Estas séo as bases para o desenvolvimento de uma nova area de
biossensores amperomeétricos chamados de enzymeless biosensors
ou biossensores sem enzimas, cujo objetivo é promover um aumento
natransferénciael etronicaentre el etrodo—sitio ativo—substrato, e desta
formaaumentar a sensibilidade do sistema e afacilidade de constru-
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¢80 de sensores para determinagdo de substancias biol 6gicas deinte-
resse. O aumento da estabilidade dos biossensores promovida por
estas estratégias também é de suma importancia para torna-los mais
préticos.

Um pré-requisito fundamental para o desenvolvimento dos
enzymeless biosensors é o controle do processo de transferéncia de
elétrons entre o reagente que efetua o reconhecimento catalitico,
aquele que faz a fungdo do sitio ativo da enzima e a superficie do
eletrodo. Destaforma, conceitos e estratégias para a construgéo des-
tetipo de sensores est&o baseados naestruturado sitio ativo daenzima
tomada como base para a determinagéo do substrato em questdo e o
mecanismo da reacdo que serd catalisada. Dentre 0s avancos cienti-
ficos que podem vir a ser empregados no desenvolvimento de
enzymel ess biosensors, destaca-se aquimicabiomiméticade enzimas
artificiais’™.

QUIMICA BIOMIMETICA DE ENZIMASARTIFICIAIS

Embora este artigo queira destacar basicamente a linha de pes-
quisa da quimica biomimética que esta relacionada ao reconheci-
mento de substratos enziméticos através de enzimas artificiais com a
finalidade de mostrar aplicac&o na construgdo de enzymeless
biosensors, cabe ressaltar que, a quimica biomimética oferece tam-
bém a possibilidade de sintese de model os simples para o reconheci-
mento de todas as outras classes de “substratos’, isto &, cétions,
anions, espécies organicas e inorganicas'®!. Para um melhor escla-
recimento podem ser consultados os artigos publicados pelo trio
ganhador do Prémio Nobel de Quimica de 1987 Cram®, Lenh' e
Pendersen??. Destacando-se as estruturas hospedeiras (host)
tridimensionais criptanos® e éteres coroa’?, que se ligam seletiva-
mente a moléculas hdspedes (guest).

Sabe-se que as enzimas s80 estruturas complexas existentes em
organismos Vvivos, que possuem grupos cataliticos e muitas vezes
requerem de cofatores especificos ou coenzimas para desempenhar a
catdlise bioguimica, que € muitas vezes aforca motora da existéncia
desses organismos. Esta catédlise enzimatica altamente efetiva, exis-
tente na natureza, tem inspirado muitos pesquisadores atentar imita
la, ha quase meio século quando Cram?® percebeu que as estruturas
enzimédticas, altamente complexas, poderiam ser substituidas por
compostos mais simples. O campo no qual estas tentativas situam-se
€ 0 da Quimica biomimética’®, em particular, das Enzimas Artifici-
ais’. Caberessdtar que aidéiado uso de enzimas artificiais ndo esté
diretamente relacionada com a estrutura de enzimas naturais, mas
sim com estruturas capazes de realizarem catélises de espécies im-
portantes.

Naconstrugdo de enzymel ess biosensors pode-se aproveitar com-
postos que varios grupos de pesquisa no mundo tém proposto e que
podem apresentar comportamento de enzimas, compostos estes sin-
tetizados em laboratérios e que sdo capazes de simular fungdes
cataliticas enzimédticas.

Com afinalidade de sintetizar enzimas artificiais muitas confi-
guracdes tém sido propostas. Pesquisadores tém partido desde a
modificac8o de coenzimas ou cofatores naturais das enzimas, até a
sintese de compostos que se apresentam como model 0s enziméticos.
No primeiro caso, realiza-se amodificago de cofatores ou coenzimas,
gue norma mente s3o sol iveis em meio aquoso, com afinaidade de
tornélos hidrofdbicos e criar um ambiente mais adequado para a
interagd0 com o substrato. Entre esses cofatores pode-se mencionar
as vitaminas B, B, e B,,**, 0 anel hemina™, o NADH®" e as
flavinast®?®,

Asenzimas também podem ser simuladas fazendo uso daquimica
supramoleculart, com aqual catalisadores baseados neste tipo de es-
truturas podem executar 0Smesmos processosredizados pelasenzimas,
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Sem seguir estritamente o caminho pelo qual as enzimas realmente o
fazem. Sendo assim, esta quimica pode deservolver compostos que
efetuem processos atamente eficientes e seletivos em condigdes nas
quaisasenzimasdenaturam. Dentre oscompostos macrociclicosmais
usados para a sintese de enzimas artificiais temos os ciclofanos®Y,
ciclodextrinas (CD)®%2 micelas'*? e bicamadas moleculares®, em
aguns casosenxertados com metai sdetransi ¢ao, parapermitir acatédlise
do substrato, através de reagBes redox, tentando imitar o centro ativo
das metal 0-enzimas. Em outros casos, esses compostos macraociclicos,
como asCD, sfo ligados coval entemente a cofatores enziméti cos, como
fragmentos de vitaminas e flavinas, paraobter aenzimaartificial, com
aporcao catal iticafornecidapel o cofator e, o sitio deligagdo hidrofébico
que permiteaincorporacdo do substrato, fornecido pelamacromolécula
(Figura 2).
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Figura 2. Estrutura de uma enzima artificial®® sintetizada ligando
covalentemente um fragmento de flavina (porcao catalitica) na posigéo de
uma hidroxila priméria de uma «-CD (ciclo formado por seis moléculas de
glicose) que funciona como sitio de ligagdo hidrofébica para o substrato.

Pode-se verificar que sdo muitas as possi bilidades de sintese das
enzimas artificiais e por isso tem sido de interesse de quimicos e
biogquimicos durante varias décadas. Fundamental mente, porque so
model os relativamente simples desses catalisadores bioquimicos
naturais, apresentando seletividade e aumentando a velocidade da
reacdo. Suas aplicaches potenciais tém incentivado pesquisadores,
porque se espera que sejam estaveis sob condi¢des de mudangas de
temperatura, pH e composi¢do da solugdo, as quais frequentemente
denaturam ou inativam os biocatalisadores naturais.

Dentre as &reas em potencial de aplicagdo para estas enzimas
artificiais pode-se citar a area de enzymeless biosensors com
transdugdio amperométrica, devido as 6xido-redutases artificiais bem
relatadas na literatura. Entretanto, para o desenvolvimento de
enzymeless biosensors deve-se procurar imitar enzimas que gerem
transferéncia de elétrons na presenca de substratos que sejam de in-
teresse andlitico, isto &, de importancia clinica, ambiental ou indus-
trial. Neste sentido, apenas alguns exemplos de enzimas artificiais,
gue poderiam ser usadas ou que serviram como ponto de partida
paraa construgdo deste tipo de sensores, tém sido relatadas nalitera-
tura. Por outro lado, um conhecimento adequado da quimica de al-
gumas metal o-enzimas, poderdauxiliar naprocurade compostossim-
ples, que possam substituir o sitio ativo redox dessas enzimas.

Configuracdes baseadas em compostos macrociclicos €/ou
cofator es enziméticos

Recentemente, Schreyer e Mikkelsen?, divulgaram a sintese de
uma cisteina oxidase artificial, a qual apresentou atividade para a
oxidagdo dos tidis, cisteina e glutationa. Esta enzima artificial con-
siste de um anel B-Ciclodextrina (B-CD, formado por 7 moléculas
deglicose) no qual foi ligado coval entemente um grupo derivado do
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ferroceno, habitualmente usado como mediador de el étrons na cons-
trucdo de biossensores enziméticos de segunda geragdo®. A ligagdo
do ferroceno na posi¢do de uma hidroxila secundéria da B-CD foi
feita através de um agente ligante etilenodiamino (Figura 3). Nade-
terminacdo de tidis, o ferroceno previamente oxidado promove a
oxidagdo do substrato (tiol) voltando ao seu estado natural reduzido,
segundo 0 mecanismo abaixo:

B-CD-Ferroceno — B-CD-Ferricinium + e (2)
B-CD-Ferricinium + R-SH — B-CD-Ferroceno + R-Se + H*  (2)

2R-S* - R-SSR @)

HN(CH2)3HN
Fe
Figura 3. Estrutura da cisteina oxidase artificial, mostrando a 4-CD ligada
a molécula de ferroceno, através do agente ligante etilenodiamino.

Os estudos mostraram que a corrente eletrocatalitica de oxida-
¢80 aumentalinearmente com o aumento da concentragdo de cisteina
na cela de medida, seguindo a cinética de Michaelis-Menten.

Ao serem comparadas as constantes de oxidacdo da cisteina e
glutationa, na presenca da enzima artificial (ferroceno ligado a -
CD) e na presenca do ferroceno livre, os valores obtidos para cada
substrato foram respectivamente de 137 (em pH 8,0) e 2,4 (em pH
7,0) vezes maiores agueles obtidos usando apenas ferroceno. Este
fato mostrou que a ligac&o de ferroceno na 3-CD favorece a oxida-
¢do dostidis. Neste sentido a B-CD fornece o sitio hidrofdbico para
hospedar o tiol, e o ferroceno faz as vezes de sitio ativo, onde ocorre
atransferéncia de elétrons.

Aproveitando o uso dos derivados de ferroceno ligados a
ciclodextrinas, Suzuki e colaboradores®, ligaram ferroceno na 3-CD
na posicdo de uma hidroxila, enquanto que as hidroxilas remanes-
centes foram acetiladas (Figura 4) com afinalidade de permitir sua
dissolucéo em meio organico. Esta enzima artificial mostrou oxida-
¢&o seletivacom maior €ficiénciana catdlise de dcool benzilico e 1-
naftaleno-metanol, em acetonitrila, quando comparada a catalise
obtida usando ferroceno livre e -CD.

OCOFerroceno
o

OCOCH,

Figura 4. Representacdo esquematica da enzima artificial para
determinagao de alcoois em meio organico.

O mecanismo proposto pelos autores para a oxidacdo dos -
coois é mostrado na Figura 5. Iniciamente, em meio organico, o
ferroceno pode estar acomodado na cavidade hidrofébica da 3-CD,
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quando o ferroceno sofre oxidagao, o cétion ferricinium sai dacavida-
de hidrofdbica e adeixalivre para que outra substancia (o substrato)
possa ingressar, formando-se um complexo intermolecular, entre o
ferroceno oxidado e o substrato, que facilitaatransferéncia eficiente
de elétrons devido a distancia entre eles ser curta, ja que a posi¢ao
das duas espécies érigida. Destaforma, o substrato oxidado é exclu-
ido da cavidade hidrofébica da 3-CD, permitindo a re-colocacdo do
ferroceno, regenerado pela transferéncia eletronica

Figura5. Mecanismo para a oxidag&o de alcoois emmeio organico proposto
por Suzuki e colaboradores®.

Outra configuracdo interessante que poderia ser usada na cons-
trucdo de enzymeless biosensors, baseia-se nas enzimas que usam
como cofator flavinas. Neste sentido, Ye e colaboradores tem publi-
cado vérios traba hos”? mostrando a sintese e eficiéncia de enzimas
artificiaisabase deflavinas e quefoi empregada na catdlise eficiente
detidis. Paraisto, derivados deflavinaforam ligados coval entemente
a 2-metil [7a-0-10-metil-7-isoal oxazina)-B-CD, representada por
2-fIBCD. Os resultados mostraram que em atmosferas isentas de ar
houve reducdo daflavina e oxidagdo do substrato (fenilmetanotiol),
e que a 2-fIBCD, foi reoxidada em contato com o ar. Estudos de
quimica computacional® mostraram que o complexo substrato-
enzima artificial (2-fIBCD), que favorece a reducdo da flavina (Fi-
gura 6) é bastante estavel. Esses mesmos estudos computacionais
sugerem que na oxidagdo de tidis a dissulfetos pela flavina oxidada,
ostiois adicionam-se ao carbono da posi¢ao 4 das flavinas oxidadas,
produzindo um aduto. A reagdo de uma segunda moléculadetiol no
aduto gera o dissulfeto e a flavina reduzida, tal como mostrado no
Esguema a seguir:

ﬁi( ﬂsqﬁ @rq

Outra idéia bastante interessante diz respeito as sinteses de
coenzimas artificias, andl ogas a0 NADH, nacatdlise de dcoois. Esta
idéia foi recentemente publicada por Ansell e colaboradores®, que
mostraram o uso de um composto mais estavel e barato que o NADH.
Trata-se do composto CL4 o qual compreende uma fracéo
nicotinamida acoplada via um anel de triazina, a uma unidade
dibenzenossulfénica (Figura 7). Entre as desidrogenases que apre-
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Figura 6. Esguema do complexo produzido entre a enzima artificial 2-

flSCD e o fenilmetanotiol.
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Figura 7. Estrutura quimica do composto CL4 que apresenta propriedades
de coenzima para desidrogenases.

sentaram atividade usando este cofator artificial ou seusandlogos esti-
veram, a glicose desidrogenase do Basillus megaterium, glicose-6-
fosfato desidrogenase de Leuconostoc mesenteroides e sorbitol
desidrogenase de figado de ovelha. Na presenca de &l cool
desidrogenase de figado de cavalo e um dos andogos de CL 4 obte-
ve-se catdlise para butanol.

Dos trabalhos anteriormente relatados pode-se concluir que de
fato a drea de enzimas artificiais pode ser aplicada na construcdo de
enzymeless biosensors satisfatoriamente abrindo um amplo campo
de pesquisa a ser explorado.

Configuragdes baseadas na quimica das metalo-enzimas

Na catdlise de d coois, aenzimadlcool desidrogenase € umadas
desidrogenases que utilizam fon zinco no sitio ativo do grupo
catalitico. Esta enzima catalisa a transferéncia de um hidreto da
coenzima NADH, a uma grande variedade de adeidos aliféticos e
cetonas. Varios mecanismos tém sido propostos para sua agéo
catalitica, muitos delesincluindo ainteragdo do oxigénio carboxilico
do substrato coordenado ao &tomo de zinco, onde este atuaria como
um &cido de Lewis recebendo a densidade eletronica. Conseqliente-
mente, muitos esforcos tém sido direcionados para elucidar o papel
do zinco e outros ions metédlicos em model os de reacdo enzimética
Também é bastante conhecido que essa coordenaco direta do zinco
das desidrogenases com os grupos carboxilicos e hidroxilas de
substratos, tem sido diretamente relacionado com o fragmento 1,4-
dihidronicotinamida, tal como mostrado a seguir na equacdo 4*:

H
CONH, N N = CONH, |
‘ ‘ + /C:O H+ \I:I ‘ + —C—OH (4)

Neste sentido, grupos de pesguisa tém tentado ligar estes frag-
mentos de NADH, ou modelos mais simples, a compostos capazes
de complexar ions metdlicos, tais como Zn, com a finalidade de
promover aformagdo do composto ternario, tal como ocorre narea-
¢80 enzimética, sem a necessidade de usar a molécula de NADH,
instavel e de alto custo. Por exemplo, o grupo de Engbersen®, sinte-
tizou moléculas com fragmentos de NADH ligados a fenantrolina,
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que serve como quel ante do ion metdlico, e que promove umaposi Gao
fixado ion com o grupo nicotinamida, imitando o que acontece no sitio
ativo daalcool desidrogenase, onde é geradaumainteraco entreoion
metalico com o grupo dihidronicotinamida, através de interagdes de
van der Waals. Neste caso, afuncao desempenhada pelo ion metdlico
ligado ao niicleo defenantrolina, éade um molde paraligar, orientar e
ativar o substrato apropriadamente para sua reducéo dentro do com-
plexo terndrio. O 2-carboxialdeidopiridina (PyCHO), foi empregado
como substrato e nenhumainterferéncia dos isbmeros 3 e 4-PyCHO
foi observada. O mecanismo proposto neste caso se baseianatransfe-
réncia de hidreto na presenca do ion Zn para gerar o correspondente
acool, seguido dareducdo daporcado nicotinamidadaenzimaartificia
proposta (Figura 8), da seguinte maneira: o ion metdlico liga-se ao
grupo fenantrolina e interage com o nitrogénio e/ou o sistema rt da
porcéo dihidronicotinamida; na presenca do substrato, o carbono no
qual ocorrerdareducdo, formaum complexo ternario no qua atrans-
ferénciade hidreto ocorre.

PyCHO

Figura 8. Mecanismo da transferéncia do hidreto da nicotinamida, para
promover a redugédo do PyCHO, na presenca do ion zinco.

As enzimas dependentes de cobre sdo vitais para o funciona-
mento dos organismos Vvivos e, € por isto que a literatura a respeito
deste tépico é vasta. Por exemplo, a enzima citocromo oxidase con-
tendo Cu/Fe, funciona na fosforilacdo oxidativa, catalisando a redu-
¢do final de oxigénio molecular para &gua acoplado a formacdo de
ATP%, O cobre também é especia mente importante no sistema ner-
voso central de eucariotes de ordem superior, aparecendo em prote-
inas responsaveis pela biogénese dos neurotransmissores cateco-
laminas e horménio peptidico®.

NaUltimadécadaesforcostém sido realizados paraentender como
funcionam as enzimas dependentes de cobre que empregam oxigé-
nio para afuncionalizag&o de substratos organicos. Estas podem ser
classificadas segundo a maneira como o centro de cobre se envolve
na funcionalizagdo do substrato. Se a funcionalizaggo € reaizada
utilizando somente um &omo de cobre, é chamada de enzima de-
pendente de cobre mononuclear®. Entre elas, encontram-se a
dopamina f3-monooxigenase (DBM), a peptidilglicina a-amidase
(PAM)), as cobre amino oxidases (CAOs) e agalactose oxidase (GO).
Se, paraafuncionalizagdo é necesséria a formagdo de um complexo
de substrato com vérios ions cobre, a enzima é chamada de bi- ou
polinuclear®, entre as quais temos, atirosinase, alacase, a ascorbato
oxidase e a ceruloplasmina.

Com base na amplainformag&o existente naliteratura a respeito
das enzimas dependentes de cobre, aguns autores®>* tém desenvol-
vido sistemas sensores, onde toda a estrutura enzimética pode ser
substituida por um complexo de cobre mais simples. No trabalho
desenvolvido por Hasebe e colaboradores®, foi usado o complexo
de poli-histidina de cobre, como espécie catalisadora, na construcao
de um enzymeless biosensor com transdugdo amperomeétrica para
determinacdo de ascorbato. Este sensor apresentou um perfil deres-
posta seguindo a cinética governada pela equacéo de Michaelis-
Menten, quefez possivel o calculo daconstante cinéticade Michaelis
- Menten (K,,) do sistema. Desta forma, pode-se dizer que o
catalisador conseguiuimitar o sitio ativo daenzimaascorbato oxidase.
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Em alguns casostrabal hos desenvolvidos no grupo de Kubota®*
membrana de EVA (acetato de vinil etileno) dopada com ions Cu?,
tém sido usada para construir enzymeless biosensors com deteccdo
potenciométrica. Mostrando catdlise eficiente para acido ascorbico®
e dopamina®.

Desta forma com base nestes trabalhos mostrados pode-se ob-
servar que sistemas enziméticos complexos, no caso particular das
metal 0-enzimas, podem ser substituidos satisfatoriamente por molé-
culas mais simples, contendo o metal que faz parte do sitio ativo da
enzima, na construgdo de enzymeless biosensors.

Caberessdtar, que aexisténciade muitosti pos de metal o-enzimas
e as inovagles com as novas descobertas nos mecanismos envolvi-
dos nacatdlise deste tipo de enzimas, € possivel aproveitar aquimica
de enzimas dependentes de metais tais como molibdénio®,
manganés®, tungsténio®, ferro (ndo hemino)*“2, entre outros, na
construgdo de enzymeless biosensors. Fornecendo ao pesquisador
um amplo leque de possibilidades para ser explorado.

ENZYMELESSBIOSENSORSDESCRITOSNA LITERATURA

A construcéo de enzymel ess biosensors sendo um campo de pes-
quisa ainda novo e incipiente, aliteratura arespeito ainda é escassa.
Entretanto, os poucos trabal hos reportados na literatura, procuraram
demonstrar queimobilizando adequadamente substanciasinorganicas
simples ou complexos de metais de transi¢do, capazes de catalisar
substratos importantes da mesma forma que a enzima corresponden-
te, tornapossivel aconstrugdo de enzymel ess biosensor com deteccéo
amperométrica, com suficiente seletividade, que pode ser avaliada
atraves do calculo de K,,, € a0 mesmo tempo apresentando maior
sensibilidade.
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A Tabela 1 mostra os enzymel ess biosensor s descritos naliteratura
Pode-se observar que muitos deles apresentam faixas de resposta da
ordem de umol I, demonstrando claramente que havendo um contato
mais eficiente entre o catdlisador (enzima artificia) e o eletrodo, sensi-
bilidade maiores podem ser obtidas. Como exemplo pode-se citar o
enzymeless biossensor para dopamina reportado por Angnes e colabo-
radores® que apresenta resposta da ordem de 1 107 mol 1. Quando
comparados com seus correspondentes biossensores, a base de enzima,
aresposta obtida pelos enzymeless biosensors, em relagdo a afinidade,
mostra que os valores obtidos para K, estéo na ordem de mmol I que
indica uma boa afinidade entre a espécie catalisadora e 0 subgtrato. Es-
tes valores encontram-se na mesma ordem de grandeza desta constante
quando cal culada usando biossensores enziméticos.

O desempenho analitico dos enzymeless biossensor, em alguns
casos mostrou-se superior em relacdo aos correspondentes
biossensores enziméticos. No sensor desenvolvido por Zen et al.®
para determinag&o de hipoxantina (Hx) usando complexo de Ru, foi
possivel determinar Hx, sem ainterferéncia de &cido Urico e xantina,
adiferencado que ocorre quando € usado biossensor abase de xantina
oxidase. J& 0 sensor desenvolvido por Hasebe et al.* apresentou de-
sempenho equivalente ao biossensor a base da enzima ascorbato
oxidase, com a vantagem de ndo mostrar influéncia de pH na faixa
entre 4 e 11, e um tempo de vida (til longo (maior que trés meses).
Este comportamento é consequiéncia da auséncia de material biol6-
gico na configuracdo do sensor.

Com isto, pode-se ter umaidéia do ganho que se pode conseguir
com os enzymeless biosensors imobilizando adequadamente uma
espécie redox que possa se comportar como uma enzima na catalise
de substratos bioldgicos podendo-se obter desempenhos superiores
aqueles mostrados pel os biossensores enzimaticos.

Tabela 1. Enzymeless biosensors relatados na literatura e suas principais caracteristicas.

Espécie Faixa de L
Substrato catalisadora resposta Kwu Aplicacao Ref.
O. CHOHCH,OH Comp|exo de
ﬁ poli-histidina 3-300 umol L™ 13mmol Lt~ Stcodefrutas 35
HO OH de cobre e bebidas
Acido ascorbico
HO NH, Tetrapiridilporfirina
j@m de cobalto (I11) 0,2-0,7 umol L™ Nao Sem 4344
HO modificada com 4 - fornecido aplicacio '
Dopamina grupos [Ru(bipy).Cl]
N -
N { . Para verificar
k\&lf %X'go dup'k;’ 0,1-1pmol L 1,2 mmol L™ qualidade 4546
N i eRueP em peixes
Hipoxantina
Glicose o 0,01-10 mmol L*
H,0, %X"h,'drox'do 0,6-396 mmol L™ NE Sem
Lactato . ' mmo fornecido lic
Ni'-0-O-H 1 aplicagao
Ascorbato 0,13 - 0,65 mmol L
N Na construcéo
H,0, Azul daPrissia 0,1- 100 umol L™ Nao de sensores 51-57
fornecido

bi-enziméticos
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CONCLUSOES E TENDENCIAS

Dos exemplos citados na literatura até o momento € importante
ressaltar que um requisito para se desenvolver biossensores sem
enzimas é o conhecimento profundo da quimica dainteragdo entre a
enzimae o substrato, isto permitiratentar asintese de pequenas molé-
culas catalisadoras que se comportem como enzimas com pegquena
massamolar. Entretanto, como setem poucas enzimas com 0 compor-
tamento bem conhecido, amaioriadel as aindaencontra-se sob inves-
tigagdo, dificulta o desenvolvimento deste tipo de sensor. Por outro
lado, tentativas de modificar el etrodos com compostosjaconhecidose
de fécil aquisicdo, podera possibilitar a construcéo de enzymeless
biosensors, desde que apresentem uma resposta semelhante ao da
catdliseenzimética.

Desta forma, estudos relacionados com a utilizagdo de moléculas
pequenas que exibem atividade catal itica paraaconstrugdo de sensores
amperométricos para determinagéo de substancias biol6gicas de inte-
resse, ainda 8o raros. Assim a area de enzymel ess biosensors € muito
recente e incipiente, sendo um campo vasto a ser explorado. A quimi-
ca dos sitios ativos das metal o-enzimas pode ser aproveitada para o
desenvolvimento de novos sensores para serem utilizados na andlise
de um grande nimero de substéncias biol dgicas.
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