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Biosensores Electroquímicos
M.J.F. REBELO*

Os biosensores electroquímicos
resultam da combinação da
especificidade de enzimas com
métodos electroquímicos e têm sido
alvo de intensa investigação nos
últimos anos dadas as vantagens que
apresentam em relação a outros
métodos. No entanto, a "comunicação"
entre o centro activo do enzima e o
eléctrodo não se faz de modo imediato
e as várias possibilidades de o fazer
são ilustradas para um dos sistemas
mais estudados - o eléctrodo de
glucose amperométrico. Eléctrodos
potenciométricos e uma descrição
muito sumária de ENFETS são também
apresentados.

A definição de biosensores é um
pouco variável entre os diferentes gru-
pos de investigação que se dedicam aos
vários aspectos que envolvem. Dum
modo geral pode dizer-se que biosenso-
res usam espécies biológicas (tais como
enzimas, anticorpos, etc) que dão lugar a
reacções com a espécie a determinar
numa dada amostra, mensuráveis por
um "transdutor" apropriado (i.e. um ins-
trumento que traduz uma reacção quími-
ca num sinal eléctrico, tal como um eléc-
trodo ou um foto-detector) [1], tal como
se ilustra esquematicamente na fig. 1.

IMPACTO DOS BIOSENSORES

As vantagens que os biosensores
oferecem em relação aos outros méto-
dos são muito atraentes numa larga
diversidade de campos de aplicação
desde o laboratório clínico aos proces-
sos de controle industrial.

Assim, a selectividade de enzimas,
a rapidez de resposta e o facto de que os
biosensores electroquímicos permitem a
análise de meios opticamente densos,
obviando a necessidade de preparar
soro, plasma, meios de fermentação, são
alguns exemplos que ilustram essas van-
tagens.

As desvantagens e a razão pela
qual ainda há tão poucos instrumentos
comerciais que utilizam biosensores
estão relacionados com a dificuldade de
manufacturar eléctrodos de enzima e

Fig. 1. Representação de um biosensor

imunosensores. Em parte, essa dificul-
dade resulta da instabilidade dos enzi-
mas. Por outro lado, o funcionamento do
biosensor depende criticamente da cui-
dadosa justaposição do transdutor e do
componente biológico. Esta comunica-
ção da espécie biológica com o sistema
electroquímico fez-se, inicialmente, por
simples colocação do enzima à superfí-
cie do eléctrodo fixando-o por uma
membrana de diálise. Posteriormente
imobilizou-se o enzima por "crosslin-
king" com um reagente bifuncional,
fixando-o numa matriz gelatinosa ou
então, por ligações covalentes.

BIOSENSORES ELECTROQUÍMICOS

As duas técnicas electroquímicas
mais usadas em biosensores são a
potenciometria e a amperometria .

BIOSENSORES POTENCIOMÉTRICOS

Os biosensores potenciométricos
baseiam-se na variação da actividade
dum ião produzido pela reacção enzimá-
tica e que é detectada pelo eléctrodo
sensível a esse ião. Apesar de haver mui-
tos materiais que têm sido apresentados
como sensores do pH. o eléctrodo de
vidro, medidor de pH, foi o pioneiro e
continua a ser o que tem melhor com-
portamento.

Dum modo geral os sensores
potenciométricos baseiam-se numa vari-
ação de potencial dum eléctrodo selecti-
vo de iões com a actividade do ião ao
qual ele é sensível de acordo com a
equação de Nernst

E = E'±  RT In a ;
nF

onde o sinal é positivo ou negativo con-
soante a carga do ião. O potencial é
medido em relação a um eléctrodo de
referência num circuito potenciométrico.

Assim, desde que não haja interfe-
rências, por cada potência de 10 de vari-
ação da actividade do ião, o potencial
variará de. 59/n mV a 25°C. Imobiliza-se
o enzima à superfície do eléctrodo e,
quando reage com o substrato produz
uma espécie iónica que difunde através
do enzima imobilizado em direcção ao
eléctrodo selectivo de iões. Um exemplo
muito usado é o eléctrodo de ureia em
que a urease cataliza a reacção

CO(NH 2 ) 2 + H20 
ureáse>

 CO 2 + 2NH 3

que pode ser seguida ou por um eléctro-
do de amónio ou por um eléctrodo de
vidro medidor de pH por alteração pro-
vocada pelo NH 3 num filme de electrólito
contendo amónia que cobre o eléctrodo
de vidro e que está separado do enzima
por uma membrana permeável ao gás.

ENFETS (Enzyme Field Effect Transistors)

Uma variante muito recente dos
sensores potenciométricos é produzida
pela combinação de transistores de efei-
to de campo (FET) com membranas con-
tendo enzimas. O potencial da porta
pode ser variado por interacção entre a
membrana aplicada sobre a porta e o
reagente em solução. Esta alteração do
potencial produz uma modulação do
fluxo de corrente entre o dreno e a fonte
que pode ser amplificado, e relacionado
com a concentração do reagente.

ENFETS de penicilina [2], glucose
[3], ureia e acetilcolina [4] são alguns
exemplos desta aplicação.

BIOSENSORES AMPEROMÉTRICOS

Nestes mede-se a corrente que
passa entre dois eléctrodos que são
mantidos a um determinado potencial. A
corrente varia com a concentração do
substrato na amostra e resulta da oxida-
ção ou redução duma espécie (substrato,
produto, cofactor, etc) num eléctrodo.

As reacções redox de sistemas
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Fig. 2. Esquema dum ENFET

biológicos são geralmente lentas. A
combinação de um substrato com um
enzima e um mediador de transferência
electrónica ultrapassa esse inconvenien-
te. Os mediadores são espécies orgâni-
cas e organometálicas tais como o ferro-
ceno, benzoquinona, 2,6-diclorofenol,
indofenol, etc., que transpo rtam os elec-
trões dos centros activos do enzima para
a superfície do eléctrodo.

Um mediador ideal deve aceitar
electrões rapidamente do biocatalisador
reduzido e transferi-los para o eléctrodo.
Deve ser estável nas formas oxidada e
reduzida (devendo a forma reduzida não
reagir com o oxigénio), deve poder ser
imobilizado e ter um potencial redox
suficientemente baixo para obviar as
interferências devidas à oxidação de
espécies estranhas à superfície do eléc-
trodo. Finalmente, se a reacção redox do
mediador não envolve protões, torna o
eléctrodo de enzima relativamente insen-
sível ao pH.

Os enzimas que se podem usar
são oxidoredutases contendo flavopro-
teínas (e.g. glucose oxidase, coline oxi-

dase, xantinoxidase, aminoacidoxidase
ou piruvatoxidase) ou então enzimas
dehidroginase com um coenzima redox
tal como a NAD(P)+ O progresso na apli-
cação de oxidoredutases em bioelectro-
química requer uma boa informação da
estrutura da proteína e conformação do
centro activo assim como das superfíci-
es dos eléctrodos e da sua modificação.

O ELÉCTRODO DE GLUCOSE

Um dos primeiros aparelhos que
se designou por eléctrodo de enzimas
(Updike e Hicks 1967)[5] relacionava a
corrente devida á redução do 0 2 que é
consumido na reacção

glucose + 02 
G0►

ácido glucónico + H 20 2

com a concentração da glucose.

O eléctrodo de glucose tem sido dos
mais estudados por haver um elevado
número de pessoas que sofrem de
Diabetes mellitus (-5% da população) as
quais têm uma necessidade permanente de
conhecer, de modo rápido, preciso e eco-
nómico os níveis de glucose no sangue.

A glucose oxidase foi imobilizada
num gel de poliacrilamida (de espessura
25-501.tm) sobre uma membrana permeá-
vel a gás aplicada sobre um eléctrodo de
02 (geralmente constituído por um cátodo
de Pt ou Au rodeado por um ânodo em
anel de prata/cloreto de prata) fig. 3.

Para concentrações de glucose
inferior a K M aparente para a glucoseoxi-
dase imobilizada e com 0 2 em excesso,
há uma relação linear entre a diminuição
da corrente devida ao oxigénio e a con-
centração da glucose.

A glucose oxidase é um enzima que
contém FAD. Durante o ciclo catalítico o

grupo prostético flavina é primeiro reduzido
pela glucose e depois reoxidado pelo 0 2 .

No entanto, o compo rtamento des-
tes eléctrodos depende não só da con-
centração de glucose mas também da
pressão parcial de 0 2 na solução que
podendo ser variável em amostras de
sangue origina flutuações na resposta.
Além disso o potencial necessário para
reduzir 0 2 é bastante elevado o que per-
mite interferências. Por estes motivos
passou-se a detectar a H 2 0 2 através da
reacção de oxidação desta

H 2 O2 	2H+ + 0 2 + 2e -

a um potencial de 0.65V vs AgCl/Ag.
Contudo, os ácidos ascórbico, úrico, a
glutationa, etc., normalmente presentes
em amostras biológicas são também oxi-
dados a este potencial. Para evitar a
interferência destes têm-se usado mem-
branas tais como a de acetato de celulo-
se assimétrica[6,7] ou sistemas que
envolvem outros eléctrodos compensa-
dores.

MEDIADORES E ELÉCTRODOS
QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Ultimamente têm-se desenvolvido
eléctrodos para a detecção da glucose
em que a oxidação da glucose oxidase
[8] é feita por um mediador - substância
geralmente organometálica de baixo
peso molecular - em vez do 0 2 .

Assim, dar-se-ão as reacções:

glucose + FAD + H 2 O --> ácido glucónico + FAD H 2

FAD H 2 + Mox - FAD + Mred + 2H+

na zona que contém o enzima e o media-

dor (Moxl Mred).
Este último é depois oxidado no

eléctrodo

Mred —+ Mox
 + ne -

Cass et al (1984) estudaram o efei-
to do ferroceno como mediador.
Observaram compo rtamento electroquí-
mico quase reversível (AE p = 60 mV. i p /
-Iv = const) para o ferroceno na presença
de D-glucose. Ao adicionarem o enzima
GOD apareceu uma grande corrente
catalítica a potenciais oxidantes (particu-
larmente evidente para velocidades de
varrimento lentas (<10 mV s - t).

Apesar de outros mediadores
terem sido propostos para a glucose oxi-
dase o ferroceno e seus derivados têm
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sido os melhores. O seu potencial de
redução (165 mV vs SCE) pode ser vari-
ado por derivatização obtendo-se espéci-
es redox mais anódicas ou mais catódi-
cas e com variadas solubilidades.

A sequência reaccional é:

glucose + GOD.-> gluconolactona + GOD red

(FAD)	 (FAD H 2 )

GOD fed + 2 Fe Cp2 R' -) GOD. + 2 Fe Cp 2 R + 2H 0

2FeCp2 R-)2FeCp 2 R'+2e -

A resposta deste eléctrodo apre-
senta uma relação linear entre a corrente
e a concentração da glucose numa gama
que envolve as concentrações usualmen-
te observadas em amostras de sangue
de diabeticos 1-30 mM (nível normal de
glucose = 5 mM). Além disso é insensí-
vel a espécies electroactivas. Este eléc-
trodo foi comercializado inicialmente na
forma de uma caneta com eléctrodos
descartáveis [9], hoje alterado para a
forma de cartão de crédito. O doente
aplica uma gota de sangue fresco no
sensor, carrega num botão e espera pelo
resultado que aparece 30 s depois.
Embora não seja tão rigoroso como os
aparelhos de laboratório, este sensor
permite que os diabéticos controlem a
sua própria dieta, injecção de insulina e a
tomada de remédios antidiabéticos.

ELÉCTRODOS MODIFICADOS

transferência electrolítica directa entre os
centros redox do enzima e o polímero e
é necessária a introdução de outras
espécies redox[16], usando derivados do
polipirrolo [17,18] ou introduzindo
micropartículas de platina no polímero
[19].

A polianilina foi usada por
Shinohara et al.[20]

MODIFICAÇÃO DE ENZIMA

A inserção de moléculas redox no
interior do próprio enzima de modo a
transpo rtar os electrões do centro activo
FAD/FADH 2 do enzima para o eléctrodo
também tem sido uma técnica estudada.
Destas moléculas chamadas "relays"
electrónicos, as melhor sucedidas foram
ácido ferrocenocarboxílico e pentamina
ruténio (Ru(NH 3 ) 5 C1 2 )[21].

OUTROS ELÉCTRODOS BIOESPECÍFICOS

O eléctrodo de glucose foi extensi-
vamente descrito a titulo ilustrativo e
dada a sua impo rtância.

Muitos outros eléctrodos bioespe-
cíficos têm sido já construídos. Na tabela
indicam-se alguns exemplos mais.

*CECUL, Fac. de Ciências, U. de Lisboa
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Um eléctrodo de carbono contendo
grânulos de negro de carbono platinizado
foi usado para determinar a glucose na
presença de GOD sem mediadores [10].
Também foi usado um eléctrodo de car-
bono vítreo com um filme de platina dis-
persa em Nafion[11]. Nafion é um Teflon
fluorosulfonatado altamente permeável a
catiões e espécies neutras rejeitando as
espécies aniónicas tais como ácido
ascórbico e paracetamol. O Nafion tam-
bém foi usado como membrana de diáli-
se sobre um eléctrodo de Pt [12].
Eléctrodos de pasta de carbono têm sido
também referidos em variadas prepara-
ções [13-15].

POLÍMEROS CONDUTORES

Polipirrolo e polianilina polimeriza-
dos electroliticamente na presença de
glucose oxidase têm sido testados como
sensores para a glucose. No caso do
polipirrolo no entanto não se dá uma

2. S. Caras e J. Janata, Anal. Chem. 52 (1980)
1935.

21.Y. Degani and A. Heller, J. Phys. Chem.
91(1987) 1285.

Tabela 1 - Alguns Biosensores

Gama
Enzima * mmol 1 -1

Lactato LMO 1-40
Piruvato + lactato LDH.LMO 0-7
Glucose GOD 0,4-44
Colesterol ChO+ChE
Lactose GOD.[3 -gal. 1-150
Maltose GOD.GA 1-50
Sacarose GOD.MR.IN 1-44
Glutamato GLOD 0,04-40
Acido úrico Unease 0,1-1,2
Ureia Urease 0,8-50
Fosfato GOD.AcP 2-24
Lactato de hidrogenase LMO -
Piruvatokinase LDH.LMO -
Creatinakinase PK.LDH.LMO -

LMO = Lactato mono-oxigenase; LDH = Lactato de hidroigenase; ChO=Colesterol oxidase; ChE= Colesterol
esterase, PK=Piruvato Kinase, GOD= Glucose oxidase; GLOD= Glutamato oxidase; b.gal= b.galactosidade; GA=
Glucoamilase; MR= Mutarotase; IN= Invertase; AcP=Acidofosfatase.
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