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Desenvolvimento de um biossensor amperométrico de fenol usando tecido
do macrofungo Agaricus bisporus e o eletrodo de oxigénio

Abstract

The measurement of the quantities of phenols present in many industrial effluents is quite important
due to the high toxic pollutant impact in the environment. Usually the analyses of the phenolic species
have been carried out by the chromatographic and spectrophotometric methodology. Both methods
however showed to have the disadvantage of being very expensive. In addition they have a sluggish
response time also demanding a trained operator to perform the measurements since they are difficult
to be implemented in situ in a continued-monitoring basis as well. The present work is, in deed, an
effort to develop an analitical method, which intends to demonstrate that a continuous monitoring of
phenols is achievable by using the mushroom tissue of Agaricus bisporus through the activity feature
of the tyrosinase. The tyrosinase would be the biocomponent sensitive to phenols in a biosensor.
Meanwhile the oxygen electrode would operate as a transducer. The tyrosinase as a polyphenol
oxidase would be capable to convert the phenols into products less soluble in water - the quinones.

The experimental methodology adopted in the development in this work aimed to construct the
biosensor. The linear relationship between the variation of dissolved oxygen and concentration of
phenol in aqueous solution was investigated. For the calibration of the instrument, studying the time of
reaction and amount of tissue needed to promote reliable answers and with less error from the
analysis. The influence of saturation of the solution with air before reading and washing of the
electrode were also studied.

During the preparation of a biosensor system the time of the reaction was set as 1 minute for an
amount of 5g of the biocomponent. The process of washing the electrode did not promote positive
change in the response of the biosensor, but the initial air saturation promoted minor variations
between the answers using the instrument. It was expected that could exist a linear relationship
between the variation of the concentration of the oxygen versus the concentration of the phenol using
the configuration of the biosensor forementioned. The results of the tests did not show this behavior.

Introducéao

A determinacdo de fendis possui importancia ambiental, visto que um numero consideravel de
poluentes organicos possui estrutura fenolica. Fenois e seus derivados sdo conhecidos pela sua elevada
toxicidade e por serem compostos comuns em efluentes industriais (Topgu et al., 2004) e, até o
presente momento, suas analises tém sido realizadas, principalmente, por meio de métodos
espectrofotométricos, cromatograficos e fluorimétricos. Entretanto, estas técnicas ndo permitem,
facilmente, um monitoramento continuo in Situ, pois sdo caras, lentas ¢ necessitam de operadores
treinados (Rosatto, 2000; Rosatto et al., 2001).

Nesse contexto de grande preocupagdo com o meio ambiente, reafirma-se a necessidade de sistemas
de deteccdo mais versateis para o monitoramento ambiental. Neste contexto, os biossensores, novas
técnicas de preparacio de sensores que combinam a alta especificidade dos sistemas bioldgicos com as
varias possibilidades de projetos de circuitos eletronicos ganham destaque (Sharmat & Rogers, 1994).
Estes instrumentos representam ferramentas promissoras para suplementar as técnicas existentes,
devido as suas caracteristicas Unicas, tais como: seletividade, relativo baixo custo de construgdo e
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estocagem, potencial para miniaturizagdo, facilidade de automacgdo e construgdo de equipamentos
simples e portateis.

O funcionamento de um biossensor, de uma forma geral, envolve a especificidade e alta sensibilidade
do componente biolégico com o substrato de interesse. Em seguida, como produto desta interaggo
entre a molécula bioldgica e o substrato, variagdes de um ou mais pardmetros fisico-quimicos sao
gerados e convertidos em um sinal elétrico quantificavel e processavel pelo uso de um transdutor
adequado (Rosatto, 2000).

Na busca por componentes bioldgicos mais baratos e eficazes para a produgido de biossensores para
detecgdo de compostos fendlicos, as polifenol oxidases, em especial a tirosinase, vém sendo bastante
pesquisada nos ultimos anos (Rosatto, 2000; Topgu et al., 2004; Carralero et al., 2006; Tembe et al.,
2007; Kochana et al., 2008; Zgjli et al., 2008). Na literatura, encontram-se varios trabalhos utilizando
a tirosinase presente no cogumelo Agaricus bisporus como biocomponente na montagem de sensores
enzimaticos (Topgu et al., 2004; Marin-Zamora et al., 2006). No entanto, esta ndo foi utilizada na
forma imobilizada naturalmente no tecido. Neste contexto, o presente trabalho visa estudar a utilizagdo
do tecido integro deste macrofungo como fonte da enzima tirosinase e o eletrodo de oxigénio na
confec¢do de um biossensor amperométrico para fenol.

Metodologia
Testes de escolha do tempo de reacéo e quantidade do biocomponente

Os primeiros testes visaram escolher a melhor quantidade de tecido fungico e o tempo de reagdo
enzimatica que promoveriam resposta, na variacdo da concentragdo de oxigénio dissolvido, com
menor desvio padrdo. Os testes foram realizados em um bécher de vidro sob temperatura ambiente,
com a presenga de solucdo padrao de fenol de 10ppm. Utilizou-se tampao fosfato de sodio pH 8,0 para
diluigio e tecido fungico cortado em forma de cubos de lcm’. As leituras, em cinco réplicas, foram
realizadas apos estabilizacdo do eletrodo na solucdo. A fim de escolher a melhor quantidade do
biocomponente foram escolhidas 1g, 3g ¢ 5g. Além disso, para a escolha do melhor tempo reacional
foi selecionada a faixa de 1 a 30 minutos. A cada teste, o eletrodo de oxigénio foi lavado com agua
destilada e seco com papel macio.

Testes visando obter a calibracédo do sistema biossensor (tecido fuingico e eletrodo de oxigénio)

A fim de realizar a calibrag@o do sistema biossensor, foram realizados testes, com 5 réplicas, variando
a concentrag@o do analito, solucdo de fenol, em uma faixa de concentragdo de 0 a 10ppm e analisando
a progressao das leituras de variacdo de oxigénio dissolvido.

Estudos de repetibilidade do biossensor e de andlise da influéncia e necessidade de lavagem do
transdutor a cada leitura

Para analisar a viabilidade da reutilizagdo dos pedagos (1,0cm’) de tecido fingico em sucessivas
analises e a influéncia e a necessidade da lavagem do eletrodo de oxigénio entre cada leitura, ensaios
foram conduzidos inserindo o transdutor em solugdo de fenol, na faixa de 0 a 5ppm, diluidas em
tampado fosfato de soédio pH 8,0, em um bécher sob temperatura ambiente, contendo 5g de tecido
fangico no tamanho de lecm’. As analises foram realizadas a cada 1 minuto de reagdo transcorrido e,
ao final de cada leitura, o transdutor foi ou nao lavado com agua destilada e seco com papel macio.
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Testes de estudo da influéncia da saturacéo de ar inicial das solugdes nas leituras

Testes foram realizados com o intuito de avaliar a influéncia da saturacdo inicial das solugdes nas
leituras realizadas com o biossensor. Para isto foi realizado borbulhamento de ar nas mesmas antes de
cada analise. O objetivo desse procedimento era fazer com que todas as solugdes comegassem com a
mesma concentracdo inicial de oxigé€nio, evitando assim, mais interferentes na resposta final em
relagdo a variacdo de oxigénio dissolvido obtida resultante da reacdo enzimatica. Os testes foram
conduzidos como descrito anteriormente, acrescentando-se o borbulhamento de ar por 5 minutos
(Silva, 2008), empregando-se uma bomba de aquario.

Cabe ressaltar que paralelamente a todos os testes, foram realizados ensaios para avaliar a variacdo da
concentracao de oxigénio dissolvido devido apenas a inser¢ao do transdutor na solucao de fenol, sendo
um “teste em branco” para avaliar possiveis interferéncias nas medidas Os ensaios foram conduzidos
do mesmo modo como foi descrito anteriormente, no entanto nado foi utilizado o biocomponente.

Resultados e Discussao

Estudo das melhores condigdes relativas a quantidade de massa de tecido flingico e tempo de
reacdo para a construcdo do biossensor

Os resultados dos testes realizados, que visaram estudar a melhor quantidade do biocomponente ¢ o
melhor tempo de reagdo, sdo mostrados na Tabela 1. Sdo mostrados os mdédulos das médias das cinco
réplicas, e o desvio encontrado, realizadas em cada condicdo utilizando as trés quantidades estudadas
1g, 3g e 5g nos tempos de 1 a 30 minutos de reagdo.

Tabela 1: Resultados dos testes visando estudar a melhor quantidade do biocomponente e o melhor tempo de
reacgdo.

Tempo (minutos)

Quantidade
de tecido Modulo da média da variagéo de O,
fangico
1 3 5 10 15 20 25 30
1 0,72+0,34 | 2,10+0,43 | 0,74+0,98 | 0,74+1,18 | 0,62+1,19 | 0,46+1,07 | 0,44+1,06 | 0,36+1,13
39 0,22+0,34 | 0,70+0,19 | 3,27+0,52 | 3,70+0,79 | 4,23+0,91 | 4,23+1,01 | 4,30+1,07 | 4,27+1,18
59 0,18+0,10 | 1,18+0,13 | 4,20+0,38 | 5,20+0,46 | 5,65+0,6 | 5,95+0,68 | 6,35+0,95 | 6,45+1,24

Os resultados mostram que os menores desvios entre as analises sdo decorrentes dos menores tempos
quando se utilizaram as trés quantidades do biocomponente. Além disso, pode-se verificar a tendéncia
de aumento numérico da variagdo de oxigénio dissolvido com o aumento de tempo reacional. Este fato
pode ser explicado pelo fato do eletrodo de oxigénio possuir uma membrana que separa o eletrolito
interno e os eletrodos (catodo e anodo) do meio externo. Essa membrana ¢ permeavel ao oxigénio que
se difunde até o catodo de platina reduzindo-se num processo redox envolvendo quatro elétrons,
gerando assim uma corrente proporcional & concentracdo de oxigénio no meio reacional. Assim,
quanto maior for a concentragdo do substrato na solugdo a ser analisada (ou solucdo padréo) e/ou
maior o tempo de reacdo maior sera a diminuigdo observada da concentragdo de O,.
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Analisando os resultados obtidos, observa-se que o sistema que apresenta menor desvio entre as cinco
réplicas ¢ quando se utiliza 5g de tecido fungico em reacdo de 1 a 3 minutos. A fim de ter um
instrumento com maior confiabilidade nas suas analises, foi escolhido usar 5g de tecido € 1 minuto de
reagdo para os testes seguintes.

Estudos de repetibilidade do sistema biossensor (eletrodo de oxigénio e tecido flingico) e analise
da influéncia e necessidade de lavagem do eletrodo de oxigénio a cada leitura

Em seguida, estudos foram realizados visando avaliar a repetibilidade do mesmo e,
concomitantemente, a influéncia da lavagem do transdutor entre as leituras. As curvas de calibragdo
foram tracadas usando um conjunto de pontos experimentais obtidos observando o sinal de saida do
transdutor (eletrodo de oxigénio) para um determinado valor do sinal de entrada (faixa de
concentracdo fenodlica de 0 a Sppm). O objetivo foi estudar se o método de analise desenvolvido tinha
mesma faixa linear do teste colorimétrico (Apha, 1992). Uma linearidade das respostas indicaria que
ha uma relagdo direta entre o input (concentracdo de fenol) e output (sinal do eletrodo de oxigénio).
Porém, através das curvas obtidas, pode-se verificar que ndo houve resposta dentro da faixa de
concentragdo de fenol estudada e a repetibilidade dos dados usando o mesmo tecido fingico de 1,0cm’
sob as condig¢des escolhidas durante o trabalho. Além disso, observou-se que o processo de lavagem
ndo proporcionou melhor resposta do sistema biossensor proposto.

A falta de repetibilidade pode ser devido a formag@o de melaninas nos intersticios do tecido fingico
usado, fato constatado pelo escurecimento do mesmo. A formagdo desses produtos de condensagéo
das quinonas leva a aumentos consideraveis do tempo de resposta do biossensor e principalmente a
diminuicdo da sensibilidade do mesmo, uma vez que o polimero formado bloqueia os intersticios da
camada bioldgica do biossensor, dificultando a difusdo do analito e também causa diminui¢do da
atividade catalitica da enzima, tirosinase, presente no tecido fungico (Fatibello-Filho & Vieira, 2002).

Testes de estudo da influéncia da saturacdo inicial das solucBes em relagdo ao oxigénio
dissolvido, nas leituras do eletrodo de oxigénio

Como a configuragdo inicial ndo promoveu resposta linear na faixa estudada, tentou-se adicionar o
procedimento de borbulhamento de ar nas solu¢des por 5 minutos antes da leitura do tempo inicial
com o biossensor e aumentar a faixa de estudo para 0 a 10ppm de fenol. Os resultados para verificagdo
da influéncia deste processo no “teste em branco” sdo mostrados na Figura 1.

15 —e— comborbulhamento

—a— sem borbulhamento

15

Variagdo de oxigénio dissolvido

Concentracéo de fenol (ppm)

Figura 1: Testes comparativos de influéncia do borbulhamento de ar antes das leituras com o eletrodo de
oxigénio, onde ndo houve presenga do tecido fingico e nem procedimento de lavagem do eletrodo.
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O procedimento testado promoveu menores variagdes e erros entre as leituras ao longo da faixa de
concentracdo de fenol. Com isso, espera-se que as respostas dos proximos testes com a adicdo do
biocomponente, apos o borbulhamento de ar, sofram modificagdes, tornando-se mais coerentes € com
melhor repetibilidade.

Conclusbes

Para a montagem do sistema biossensor para analise de compostos fendlicos, a melhor quantidade do
biocomponente foi de 5g e o tempo de resposta escolhido foi de 1 minuto. Além disso, o procedimento
de lavagem do eletrodo de oxigénio entre as analises ndo interferiu positivamente na resposta e a etapa
de borbulhamento de ar promoveu menor variagdo entre as leituras do “teste em branco”.
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