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Apresentacao

Métodos de deteccao de contaminantes quimicos e biolégicos de alta
sensibilidade e baixo custo, capazes de fornecer resposta da andlise em
tempo real, tém impulsionado pesquisas em biossensores. Essa tecno-
logia encontra-se disponivel no mercado brasileiro para andlises clinicas
e possui grande potencial para ser aplicada na area de alimentos.

A Embrapa Agroindudstria Tropical, ciente dos avancos tecnolégicos
experimentados na area de desenvolvimento de biossensores, pretende
com esta publicacao ressaltar a importancia dessa tecnologia e as van-
tagens de sua utilizacdo em relacao as técnicas convencionais.

Conquanto, dada a natureza do tema e sua abordagem cientifica, bus-
cou-se, numa linguagem compreensivel dar uma visédo geral a respeito
dos biossensores e suas aplicacdes, sobretudo, na andlise da qualidade
de alimentos.

Vitor Hugo de Oliveira
Chefe-Geral da Embrapa Agroindustria Tropical
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Aplicac6es de Biossensores
na Andlise da Qualidade de
Alimentos

Roselayne Ferro Furtado

Rosa Amalia Fireman Dutra
Carlucio Roberto Alves

Maria Gardenny Ribeiro Pimenta
Maria Izabel Florindo Guedes

Introducéao

O advento de novas técnicas de andlise de contaminantes e de tec-
nologias voltadas para a garantia da seguranca de alimentos valorizou
produtos que sdao submetidos ao controle de qualidade, ou que apre-
sentam embalagens bioativas. Além disso, a intensificacdo da adocao
de medidas que diminuam os riscos a salde e as barreiras sanitarias
restritivas ao comércio internacional, tém impulsionado o controle da
qualidade de alimentos.

A contaminacao dos alimentos pode ser de natureza quimica, fisica ou
biolégica. A contaminacéao fisica, oriunda da presenca de materiais
estranhos ao alimento, geralmente, pode ser constatada visualmente,
enquanto os outros tipos de contaminacao sao de dificil identifica-
cao visual, exceto nos casos em que a contaminacao é demasiada e
ocorrem modificacdes perceptiveis nas caracteristicas sensoriais do
produto. Por esse motivo, métodos de andlise sensiveis e de resulta-
dos rapidos, ao final do processamento dos produtos alimenticios, sdao
necessarios para garantir a qualidade no mercado.

Biossensores

Os biossensores sao dispositivos bioeletrénicos capazes de detectar ra-
pidamente espécies quimicas e/ou bioldgicas (analito), tanto qualitativa
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como quantitativamente. Esses dispositivos estdo sendo recomendados
para serem empregados nas areas da salde, ambiental, alimenticia e
até na prevencao de bioterrorismo. Os biossensores sao constituidos,
essencialmente, de elemento bioldgico, transdutor e de parte eletronica
(Fig. 1). O elemento biolégico ou o elemento sensor tem a propriedade
de reconhecer seletivamente e interagir com o analito. Podem ser em-
pregados na superficie sensora microrganismos ou materiais oriundos
de organismos como anticorpos, acido nucléico, células, organelas,
proteinas, entre outros. A interacao resulta na alteracdo de uma ou
mais propriedades fisico-quimicas (modificacdo de pH, transferéncia de
elétrons, variacao de massa, transferéncia de calor, liberacdo de gases
ou ions) que sdo detectadas e medidas pelo transdutor. O principal
objetivo é produzir um sinal eletrénico proporcional em magnitude e/ou
freqiiéncia a concentracdo de um determinado analito ou grupo de ana-
litos que interagem com o elemento biossensivel. A parte eletrénica é
constituida de amplificador dos sinais elétricos e do sistema de proces-
samento dos dados.

Substrato
Produto
Elemento  Transdutor Amplificador  Processamento
biolégico de dados

Fig. 1. Esquema de componentes béasicos de um biossensor.

Classificacdao de Biossensores

Existem diferentes transdutores que podem ser utilizados nos biossen-
sores, a escolha deles dependera do material biolégico imobilizado na
superficie sensora e das propriedades de cada amostra de interesse.
Quanto ao tipo de transdutores os biossensores podem ser classifi-
cados como eletroquimico (movimento de ions, difusdao de espécies
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eletroativas), dptico (mudanca de temperatura), piezoelétrico (alteracao
de massa e/ou microviscosidade) e termométrico (absorcdo ou emis-
sdo de radiacao eletromagnética). Os eletroquimicos tém se destacado
entre os tipos de transdutores dos biossensores, sendo alguns bastante
populares como o biossensor utilizado por diabéticos para acompanhar
os niveis de glicemia no sangue.

Os biossensores eletroquimicos podem ser de trés tipos: amperomé-
trico, condutimétrico ou potenciométrico (THEVENOT et al., 2001).

Os biossensores amperomeétricos sdo baseados na medida de corrente
elétrica, resultante de alteracdes de oxidagdo, ou reducao de espécies
eletroativas. Durante as andlises, o potencial é mantido constante, as
alteracoes de corrente verificadas sdo correlacionadas diretamente com
a concentracao das espécies eletroativas presentes, com a sua produ-
cao, ou com a taxa de consumo na camada biocatalitica. Os biossen-
sores potenciométricos se baseiam na diferenca de potencial entre dois
eletrodos em condicdes de corrente elétrica constante; enquanto nos
biossensores condutimétricos as mudancas sao observadas nas medi-
das de condutancia, resultante de produtos de reacao catalitica. Esse
tipo de sensor é utilizado, geralmente, empregando enzimas como a
urease, cuja atividade origina produtos iénicos (SOTO et al., 2001).

Os biossensores amperomeétricos tém sido preferidos pela facil mani-
pulacao e pelo fato de a concentracao do analito ser proporcional a
alteracao na corrente elétrica. Na medida amperométrica, quando sao
utilizadas enzimas como a glicose oxidase que catalisa reacoes de
oxirreducao, o material biolégico ndo necessita de um marcador. No
caso do uso de anticorpos ou DNA, a interacdao com o analito gera pou-
cos ions redox, sendo necessdria a conjugacdo a uma enzima catalitica
como a peroxidase. A introducdo da amostra pode seguir o sistema em
FIA (Flow injection analysis) ou batelada.

Os biossensores, também, podem ser classificados quanto ao mecanis-
mo de interacdo da molécula imobilizada com o analito, como bioca-
talitica ou bioafinidade. Os biossensores biocataliticos sdo bastante
conhecidos, e foi o primeiro tipo de biossensor desenvolvido (CLARK

11
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et al.,1962). Nos biossensores biocataliticos, trés estratégias podem
ser utilizadas, considerando-se que um ou mais analitos reagem na
presenca da enzima, ou de células, e produzem um ou diversos produ-
toscomo S + S'— P + P’. A primeira seria por meio do consumo do
co-substrato S’, a segunda seria pela reciclagem de P, um dos produtos
da reacao, e a terceira estratégia ocorreria pela deteccdo do estado do
centro ativo redox biocatalitico na presenca do substrato, usando-se
um mediador imobilizado que reage suficientemente rapido durante a
catalise, como o ferroceno. Essa ultima estratégia prima por reduzir

a dependéncia da resposta do sensor pelo co-substrato, e diminuir a
influéncia de possiveis interferentes no meio.

Nos biossensores de afinidade, a operacdo é baseada na interacdo do
analito com macromoléculas, ou moléculas automontadas. Assim, o
equilibrio é alcancado sem o consumo do analito pela molécula biolégica
imobilizada. Um exemplo desse tipo de interacdo é antigeno-anticorpo.

Desenvolvimento de Biossensores

A etapa de imobilizacao do material biolédgico na superficie sensora
constitui uma das fases cruciais no desenvolvimento do biossensor,
pois os sitios ativos da molécula devem ser preservados, a fim de nao
prejudicar a reagcdo com a amostra de interesse. Diversos métodos de
imobilizacdo do material biolégico podem ser testados: oclusao (aprisio-
namento), microencapsulamento (confinamento em pequenas esferas),
adsorcao fisica (interacoes do tipo idnica, polar, ligacao de hidrogénio),
ligacao covalente cruzada e covalente (Fig. 2). Rotineiramente, tém
sido usados compostos quimicos como glutaraldeido (ligacdo covalente
cruzada), cisteamina (ligacao covalente), polietilenoimina (PEI), mem-
brana de acrilamida (aprisionamento) e proteina A (presente na parede
celular de cepas de Staphylococcus aureus), nos ensaios de imobiliza-
cao de moléculas biolégicas em associacdo ou isoladamente.

Algumas propriedades do biossensor sdo indispensaveis para sua
comercializagdo, tais como, excelente estabilidade, rapido tempo de
resposta, boa seletividade, baixo limite de deteccédo e exatiddao. Nesse
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Fig. 2. Métodos de imobilizacdo de material biolégico: a) ligacdo covalente; b) microen-
capsulamento; c) adsorcao fisica.

llustracdo: Marlos Gomes Martins

sentido, apds o biossensor ser desenvolvido pardmetros como, influén-
cia do pH, temperatura e presenca de substéncias interferentes, preci-
sam ser estudados para a caracterizacao e validacao deles.
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A estabilidade do biossensor esta relacionada com o tipo de imobiliza-
cao e o material biolégico imobilizado, assim como o tipo de amostra a
ser utilizada.

Os biossensores preparados por imobilizacao do tipo ligacdo covalente
e ligacao covalente cruzada, geralmente, sdo 0os que possuem o maior
tempo de vida (200-1.000 determinacdes) (FATIBELO FILHO e CAPELA-
TO, 1992).

O tempo de resposta do biossensor pode ser influenciado por diferen-
tes fatores quimicos e fisicos. Entre os quimicos, podem-se destacar

a concentracao do substrato, o pH da solucdo e o nimero de reacoes
quimicas necessaérias para a formacao do sinal elétrico e, consequente-
mente, da resposta. Entre os fatores fisicos, a temperatura de anélise
e a permeabilidade a membrana, caso exista no sensor, podem influen-
ciar o tempo de resposta do biossensor.

O limite de deteccao dos biossensores é varidvel, e dependera de suas
caracteristicas, mas o limite médio de deteccao para os biossensores
amperométricos encontram-se entre 108 e 104 M.

A seletividade consiste na capacidade do biossensor de distinguir a
molécula de interesse, entre outras presentes na amostra, essa carac-
teristica esta relacionada com a especificidade do biossensor. Quanto
mais especifico o biossensor, maior serd a sua sensibilidade.

Aplicacdes de Biossensores

As vantagens dos biossensores em relacao as técnicas convencionais
nao se limitam a sensibilidade e seletividade, mas ao fato de, geralmente,
dispensarem um elaborado pré-tratamento da amostra (praticidade),
rapidez nas andlises e gastos minimos de reagentes, proporcionando
assim, agilidade na obtencao dos resultados, e reducédo no custo finan-
ceiro.

Aplicacbes dos biossensores podem ser encontradas em diferentes areas
do conhecimento: saude, pecuaria, alimentos, agronémica e outras.
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Na area da saude, o mais conhecido é o biossensor eletroquimico, para
acompanhamento do nivel de glicose no sangue, principalmente por
diabéticos. O aparelho pode ser adquirido, facilmente, em farmacias
com a opcao de diferentes marcas. Biossensores comerciais para o
monitoramento de lactose, uréia, creatinina e colesterol encontram-se
em fase de desenvolvimento.

Na pecudria, os biossensores também tém sido recomendados para
deteccao de drogas veterindrias residuais. O uso de hormoénios esterdi-
des em animais destinados ao abate foi proibido, subseqiientemente,
rigorosos procedimentos tém sido implementados para detectar a admi-
nistracao ilegal desses componentes, principalmente, por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrémetro de massa. Contudo,
alguns trabalhos na literatura apontam que a deteccao e o monitora-
mento de componentes anabdlicos ndo sao totalmente seguros por
cromatografia gasosa. Imunoensaios e biossensores tém sido desen-
volvidos para analisar a presenca de hormoénios e antibidticos através
de secrecdes e urina de animais com resultados bastante satisfatérios
(GILLIS et al., 2002; HABAUZIT, et al., 2007).

No monitoramento de pesticidas, no meio ambiente e em diversos alimen-
tos, trabalhos envolvendo biossensores empregam a acetilcolinesterase

e monitoram a ocorréncia de inibicdo da enzima por organofosforados e
carbamatos, pois tais substancias ligam-se ao centro ativo da enzima, im-
pedindo a reacao de hidrélise da acetilcolina em colina e acetato.

Na agricultura, biossensores podem detectar e quantificar patégenos
de plantas no campo, e definir posicdes com o auxilio de sistema de
posicionamento global (GPS), que podem orientar o produtor a realizar
aplicacOes de pesticidas pontuais, reduzindo e otimizando o uso de
agroquimicos. Biossensores podem ser utilizados em diferentes etapas
da cadeia de producédo de alimentos agricolas, desde a detecgcdo do
patégeno no campo até o periodo de armazenamento de lotes de se-
mentes (sob o risco de serem contaminados com fungos produtores de
toxinas). Em vista desse potencial, os biossensores aplicados a agricul-
tura tém sido estudados desde 1992 (SCOTTRUPP et al., 2008).
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Bactérias e patdgenos virais responsaveis por doencas na agricultura
podem ser detectados por diferentes tipos de biossensores, entre eles
0os que empregam como molécula biolégica ativa seqliéncias de DNA.
Sequiéncias de DNA, que sdo complementares as porcoes Unicas do
DNA bacteriano ou viral, devem ser identificadas e imobilizadas na
superficie sensora. O reconhecimento é dependente da formacéao de
ligacGes de hidrogénio estaveis entre as fitas de acido nucléico. Esse
tipo de biossensor apresenta como desvantagem o pré-tratamento da
amostra, que deve passar por processos de extracdo de DNA, e desna-
turacdo das fitas de acido nucléico para, posteriormente, serem subme-
tidas a hibridizacdo com a molécula imobilizada na superficie do sensor
(IVNITSKI et al., 2000). Esse mesmo principio pode ser adotado para

a deteccao de plantas geneticamente modificadas, em que o gene de
interesse pode ser imobilizado na superficie sensora do sistema.

Aplicacées de Biossensores
na Indastria de Alimentos

Em andlises de qualidade de alimentos, os biossensores sado aplicados,
sobretudo, na detec¢cdo de contaminantes quimicos e biolégicos, no
entanto, eles podem ser utilizados conforme descrito adiante.

Considerando a questdo de seguranca microbiolégica, o uso de bios-
sensores reduz a manipulacdo da amostra e, conseqlientemente,
diminui também as possibilidades de contaminagdo humana. Esse fato
torna os biossensores recomendados para laboratérios de microbiologia
de alimentos.

A deteccdo de microrganismos pelos biossensores pode ser realizada
por duas formas, direta ou indiretamente. A primeira é baseada na
interacao direta da molécula bioativa com o microrganismo, e um tipo
de biossensor, que tem sido bastante empregado na deteccédo de bac-
térias patogénicas, utiliza microbalanca de cristal de quartzo (transdu-
tor piezoelétrico), embora sua aplicabilidade para analise de alimentos
encontre dificuldades praticas (Fig. 3). A deteccao indireta é baseada
no monitoramento de metabdlitos microbianos por meio de reacoes bio-
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quimicas, que ocorrem na superficie do transdutor. Alguns pardmetros,
tais como, mudanca no pH, consumo de oxigénio, concentracdo de
ions, diferenca de potencial, corrente ou resisténcia podem ser medidos
por transdutores eletroquimicos. O transdutor pode detectar o consumo
de oxigénio e, o aparecimento ou a degradacdao de um metabdlito ativo
eletroquimico. Biossensores eletroquimicos baseados em eletrodo de
oxigénio e CO, tém sido utilizados para determinacéo de Escherichia
coli, Staphylococus aureus e Enterococcus serolicida (IVNITSKI et
al., 2000).
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Fig. 3. Imobilizacdo de anticorpos anti-Salmonella em microbalanca de cristal de quartzo.

Toxinas produzidas por microrganismos também sédo passiveis de detec-
cao pelos diferentes tipos de biossensores, principalmente, os ampe-
rométricos, os quais tém sido indicados como alternativa para substi-
tuicao de kits comerciais, em sua maioria importados, e de alto custo.
Esses kits, geralmente, se baseiam na interacdo antigeno-anticorpo,
apresentam deteccao limitada quanto aos diferentes subgrupos de uma
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determinada toxina. Os imunossensores, um tipo de biossensor baseado
na interacdo antigeno/anticorpo, empregam duas técnicas sensiveis e
especificas na deteccao de contaminantes biolégicos, técnicas eletro-
quimicas e imunoldgicas, que tém demonstrado vantagens na deteccao
e no menor custo das andlises em relacdo aos kits comerciais.

Outra aplicacao dos biossensores é na determinacido de vitaminas em
bebidas, produtos farmacéuticos e alimentos com potencial para serem
aplicados na industria. No caso do acido ascérbico, a enzima ascorbato
oxidase tem sido imobilizada em superficies diversas e utilizada para
catalisar a oxidacado de L- acido ascérbico na presenca de oxigénio,
como a seguir: 2 L-ascorbato + O, + 2H* — 2 dehidro-L-ascorbato +
2H,0. A concentracdo do &cido ascérbico tem sido diretamente relacio-
nada com o consumo de oxigénio (TOMITA et al., 2005).

Os biossensores, também, tém sido aplicados no monitoramento de ali-
mentos contendo ingredientes de plantas geneticamente modificadas.
Em vérios paises, inclusive no Brasil, a legislacdo para a rotulagem de
alimentos estabelece limites permissiveis da presenca dos transgénicos
na composicao dos mesmos. Desse modo, diversas metodologias vém
sendo desenvolvidas e aprimoradas, para garantir o cumprimento da
legislacdo e a padronizacao dos resultados.

Os biossensores podem ser utilizados na andlise de uma ou mais subs-
tancias quimicas e bioldgicas, presentes em uma mesma amostra, ou
na deteccao de um determinado analito em varias amostras simultane-
amente (DENG et al., 2007). Esse fato é de suma importancia para a
industria de alimentos. Os biossensores que detectam mais de um tipo
de substancia, ou microrganismo em uma Unica amostra, sdo conheci-
dos como biossensores multicanais, sendo os varios canais possiveis
de serem combinados em um chip, aumentando a utilidade do biossen-
sor. O desenvolvimento de biossensor multicanal para avaliar, rapida-
mente, e especificadamente, a qualidade e determinacao do estado
fisiolégico de frutas pode ser encontrado na literatura. O amadureci-
mento de frutas, normalmente, esta associado com uma sequéncia de
mudancas bioquimicas envolvidas na cor, sabor e textura. Alteracoes
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em sabor incluem mudancas em acidez, adstringéncia e docura que,
por sua vez, sdo dependentes dos acidos organicos, aclcares e volateis
presentes nos tecidos. Nesse sentido, o biossensor multicanal para D-
glicose, frutose, sacarose, acido citrico, dcido malico e ascérbico pode
ser desenvolvido para acompanhar processo de amadurecimento de
frutas baseado, por exemplo, em enzimas oxidases, com a geracdo de
peréxido de hidrogénio como produto final (JAWAHEER et al., 2003).

Outras aplicacdes dos biossensores para andlise da qualidade de ali-
mentos e sistemas disponiveis no mercado, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Biossensores disponiveis ou em desenvolvimento por empresas para
analise da qualidade de alimentos.

Biossensor Empresa

Acompanhamento de deterioracao de peixe Oriental electric

Deteccdo de Escherichia coli 0157:H7 em  Massachusetts Institute of
alface (Canary) Technology

Deteccédo de E. coli 0157:H7 e Salmonella Michigan State University’s
em produtos carneos Electrochemical Biosensor

Deteccdo de Sa/monella e Campilobacter Georgia Research Tech Institute
em industrias de suino

Deteccdo de enterotoxina estafilocécica B e Naval Research Laboratory
toxina botulinica A em tomate, milho doce,
graos e cogumelos

Deteccédo de tracos de atrazina Universitat Autonoma de Bar-
celona (UAB), em cooperacéao
com CSIC

Fonte: Meatprocess.com (2008); Medical News Today (2008).

O desenvolvimento de biossensores ganha cada vez mais espaco na
literatura e no financiamento de empresas interessadas no langcamento
dessa tecnologia no mercado. Nos Estados Unidos, onde h4 grande
investimento em pesquisa na area de nanotecnologia, o mercado po-
tencial estimado é de cerca de 11 bilhoes de délares com crescimen-
to de 10,8% nos ultimos anos (BOGUE, 2005). A medida que novos
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equipamentos sdo lancados no mercado, maiores sdo os investimentos
e avancos em pesquisa nesta tecnologia. A tendéncia é a combinacao
da nanotecnologia com os biossensores por meio da miniaturizacédo da
area da superficie de materiais e do uso de nanoparticulas para desen-
volver sistemas mais sensiveis, com tempo de resposta mais rapido.
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