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Resumo
Introdução – Extrato parcialmente purificado de banana nanica (Musa acuminata), melhor

fonte de enzima Polifenol oxidase (PFO) [EC.1.14.18.1] (Bonfim et al.3, 2000), foi estudado como
material biocatalítico para a oxidação aeróbica dos substratos fenólicos usando um biossensor
amperométrico com PFO imobilizada. Métodos – Foi estudada a extração da PFO dessa fonte
(Bonfim et al.3, 2000), a purificação parcial desse extrato bruto usando sulfato de amônio (40%),
que precipita o excesso de enzimas presentes nesse extrato com posterior diálise (Perone15,
2004). A seguir foi determinada a atividade e proteína total nos dois extratos. Um biossensor am-
perométrico foi construído usando 50 U de PFO proveniente do extrato parcialmente purificado
de banana nanica (Perone15, 2004), imobilizada sobre uma membrana de teflon (Celgard 2400)
com o uso do reagente bifuncional glutaraldeído 2,5% m/V. Após secagem, essa membrana en-
zimática foi acoplada na extremidade de um eletrodo de oxigênio. Esse biossensor foi usado na
determinação de compostos fenólicos em urina de indivíduos que consomem drogas metaboli-
zando fenólicos, por amperometria e por espectrofotometria. Resultados – Nas amostras de urina
observou-se que indivíduos que usam L-dopa apresentaram maior concentração de fenólicos
que indivíduos que usam anfetaminas. Conclusões – A porcentagem de erro nas amostras estu-
dadas foi menor que 3%, usando extrato bruto (Perone14, 2003) e parcialmente purificado, usan-
do o método padrão espectrofotométrico (Folin-Denis), mostrando a eficiência do método ampe-
rométrico empregado, com ou sem purificação enzimática.
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Abstract
Introduction – Partial purificated extract of stunded banana (Musa acuminata), the best source

of enzyme Poliphenol oxidase (PPO) [EC.1.14.18.1] (Bonfim et al.3, 2000), was studied as bio-
catalitic material to the aerobic oxidation of phenolics substrates using an amperometry biosen-
sor with PPO immobilized. Methods – The extraction of PPO was studied in the source (Bonfim et
al.3, 2000), the partial purification of this crude extract using ammonium sulphate (40%), that
precipitate the enzyme excess presents in this extract with posterior dialysis. After it was
determinated the total activity and proteins in the two extracts. An amperometric biosensor was
builded using 50 U of PPO proceeding of purificated partial extract of stunded banana; immobili-
zed on a Teflon membrane (Celgard 2400), with the use of the reagent glutaraldeyde 2,5% m/V.
After drying, this enzymatic membrane was copled in the extremity of an oxygen electrode. This
biosensor was used in the determination of phenolics in urine samples of persons that use drugs,
metabolizing phenols by amperometry and by spectrophotometry. Results – In the urine samples,
was possible to notice that persons that use L- Dopa shows greather quantity of phenols than
persons that use amphetamines. Conclusions – The percentage of error in the samples studied
was minor that 3%, using the crude extract (Perone14, 2003) and purificated partialment, using
the spectrophotometric standard method (Folin-Denis), showing the efficiency of the amperome-
tric method used with or without the enzymatic purification.
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Introdução

Fenol, impropriamente chamado ácido fênico ou car-
bólico (Corbett4, 1977), pois em realidade, não é um áci-
do, possui importantes derivados como: guaiacol, resor-
cina, hexilresorcinol, hidroquinona (difenóis), pirogalol
(trifenóis), pentaclorofenol e pentaclorofenolato (haloge-
nados), dinitrofenol (ácido pícrico) – (nitrogenados);
creosatos (alcoilados); timol, naftol, creolina (cresóis, hi-
drocarbonetos, sabão), lisol (cresóis, sabão, potassa,
óleo de linhança), cloroxilenol etc., além de formas com-
plexas como os hormônios sintéticos sexuais.

É um sólido incolor, cristalizado em forma de agulhas
de odor pronunciado e característico, forte poder cáusti-
co; ponto de fusão de 41°C e temperatura de ebulição
de 182°C. Deve ser estocado em recipiente bem fechado
(substância higroscópica), ao abrigo da luz e à tempera-
tura entre 15 e 25°C (Deichmann e Keplinger6, 1967).

A dose letal para adultos varia de 3 a 10g, para crian-
ças de 0,4 a 1,0g. O valor permitido para a exposição
de pessoas que trabalham com compostos fenólicos é
de 10 mg/l (dosagem na urina) (Bastos et al.1, 1970).

A absorção ocorre pela pele e, mais freqüentemente,
por via oral, tendo acentuada ação sobre o sistema ner-
voso central. No início da absorção ocorre uma excita-
ção no indivíduo, que é seguida de depressão, resultan-
do em insuficiência respiratória e morte.

Há diminuição da pressão arterial, em parte como resul-
tado da ação vaso depressora central e, principalmente de-
vido a sua ação sobre o miocárdio e vasos sangüíneos
(Corbett4, 1977). Precipita as proteínas celulares e produz
hemólise sobre os glóbulos vermelhos. No fígado e rins,
provoca degeneração, paralisando os rins e causando he-
patite crônica no fígado. Em solução, coagula as proteínas,
porém, sem combinar-se com elas. Se inalado pode ocor-
rer alucinações, tremores, convulsões, fraqueza muscular,
destruição do aparelho respiratório, além de causar edema
pulmonar e até a morte (Corbett4, 1977).

É um poderoso anti-séptico, muito empregado nas práticas
de desinfecção e certas enfermidades. Dissolvido em gliceri-
na ou azeites, perde grande parte de seu poder cáustico e ir-
ritativo. Pode causar intoxicações também se usado como
abortivo e como “peeling” químico (descamação da pele),
sem orientações médicas (Crammer5, 1970).

Os fenóis são metabólitos intermediários de diversas
drogas como anfetamina, codeína, papaverina. L-dopa
etc. (Post et al.16, 1986).

A Tabela 1 mostra a análise de alguns dos mais im-
portantes compostos fenólicos, usando a urina e o san-
gue humano, como meio analisador.

Tabela 1. Análise de compostos fenólicos usando como
meio a urina

Exposição aos Análise Meiocompostos aromáticos

Benzeno Benzeno Sangue
Benzeno Fenol Urina
Tolueno o-cresol Urina
Tolueno Tolueno Sangue
Tolueno Tolueno-diamina Urina

Fonte: Tietz19 (1995).

Fenol e seus derivados são absorvidos rapidamente
pelo trato gastrointestinal, transformando-se antes de
ser eliminado. Parte dos fenóis conjuga-se com ácido
glicurônico, formando fenilglicuronídeo e parte conjuga-
se com ácido sulfúrico, formando fenilsulfato. Pode
oxidar-se a quinona, tingindo a urina de verde (Bastos et
al.1, 1970).

A maior parte dos fenóis elimina-se pela urina, meta-
bolizado como fenilsulfato e como fenilglicuronídeo, e
também como hidrocatecol e hidroquinol, e ainda pode
eliminar-se em diminuta quantidade como quinona
(Bastos et al.1, 1970).

Principalmente a hidroquinona ou hidroquinol e o pi-
rogalol (derivados metabólitos da degradação do ben-
zeno) são menos cáusticos que o fenol (Deichmann e
Keplinger6, 1967) (Figura 1).

Figura 1. Distribuição e metabolização do benzeno (Post et
al.16, 1986)

O fígado metaboliza o benzeno, formando derivados
fenólicos, conjugados com sulfatos e ácidos glicurônico
e, assim, eliminando por via renal (Post et al.16, 1986).

O uso de enzimas para propósitos analíticos tem sido
limitado devido à certas desvantagens, tais como insta-
bilidade e alto custo dessas enzimas. As soluções
aquosas de enzimas freqüentemente perdem sua habili-
dade catalítica rapidamente e as enzimas não podem
ser recuperadas da solução com sua capacidade rege-
nerada. Entretanto, estas dificuldades têm sido supera-
das ou minimizadas pelo desenvolvimento de técnicas
de imobilização de enzimas. A enzima livre é imobiliza-
da (através de ligação química ou física) em uma matriz
a qual retém suas propriedades catalíticas por um tem-
po maior do que a da enzima livre e pode ser usada
continuamente em muitas análises (Guilbaut10, 1984 e
Fatibello-Filho e Capelato7, 1992).

O termo imobilização significa o confinamento físico
de moléculas da enzima durante um processo catalítico.

O uso de enzimas como a PFO (extrato bruto ou par-
cialmente purificado) utilizada na forma solúvel ou imo-
bilizada em membranas ou matrizes insolúveis facilitou
as análises químicas em Laboratório de Química Analíti-

Urina Eliminação como benzeno e
como fenol e derivados

Rins

Tecidos

Fenol e derivados

Pulmão Eliminação como benzeno

Fígado Fenol e derivados
Benzeno
absorvido
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ca de importantes espécies de interesse biológico, far-
macêutico e ambiental.

Para que as análises realizadas se tornassem mais
rápidas (principalmente em caso de urgência, como in-
toxicação de fenóis por ingestão ou inalação), Neujahr11

(1980) desenvolveu um biossensor usando a enzima ca-
tecol 1,2 oxigenase imobilizada sobre uma membrana
de teflon de um eletrodo de oxigênio para determinar
catecol em urina humana e fígado de galinha.

Macholán e Shánel11 (1977) empregaram a Polifenol
oxidase (sensível a polifenóis) de cogumelos e batatas
(purificada), imobilizada sobre uma membrana de polia-
mida de um eletrodo de oxigênio, para determinar subs-
tratos fenólicos em águas residuais industriais.

Signori e Fatibello-Filho18 (1994) empregaram a Polife-
nol oxidase extraída do extrato bruto de inhame (Aloca-
sia macrorhiza), imobilizada sobre uma membrana de
teflon, tendo como detector um eletrodo de oxigênio,
para determinar substratos fenólicos em águas resi-
duais industriais.

Perone13 (1996) desenvolveu um biossensor para fe-
nóis usando a enzima Polifenol oxidase extraída do ex-
trato bruto de inhame (Alocasia macrorhiza), imobilizada
em coluna de sílica com porosidade controlada, para a
determinação de polifenóis em diversos tipos de chá.

Bonfim et al.3 (2000) e Perone14 (2003) desenvolveram
biossensores para fenóis usando a enzima Polifenol oxi-
dase extraída do extrato bruto de banana nanica (Musa
acuminata), imobilizada em membrana de teflon coloca-
da no topo de um eletrodo de oxigênio, para a determi-
nação de polifenóis em diversos tipos de chá e em urina
humana de pessoas que utilizam drogas que metaboli-
zam compostos fenólicos.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um mé-
todo analítico amperométrico para análise de fenóis e
seus derivados, usando a enzima Polifenol oxidase par-
cialmente purificada de banana nanica insolubilizada,
para determinação desses compostos em amostras de
urina humana. Os valores obtidos foram comparados
com a enzima bruta (Perone14, 2003).

Métodos

Equipamentos

A solução tampão fosfato 0,1mol/L com pH 6,5, foi
preparada utilizando-se um pH-metro da Analyser mo-
delo 300, para o ajuste e/ou confirmação do pH dese-
jado. Para a obtenção do extrato bruto enzimático foram
utilizados um triturador (liqüidificador) e uma centrífuga
da Du Pont Instruments Sorvael, modelo RC-5B Plus,
provida de um rotor com diâmetro igual a 23 cm, mode-
lo SS 34 que também foi utilizada para a purificação
parcial do extrato bruto de banana nanica com sulfato
de amônio (40%).

Utilizou-se um espectrofotômetro da Analyser Orion
modelo VIS 7220, nas medidas de absorbância para a
determinação da atividade enzimática e proteína total no
extrato bruto de banana nanica e no extrato parcialmen-
te purificado e dialisado com sulfato de amônio (40%). O

eletrodo amperométrico utilizado para as análises da
melhor quantidade de enzima PFO (parcialmente
purificada) imobilizada, para o pH ótimo de imobilização
e para a determinação de polifenóis nas amostras de
urina humana, foi um eletrodo de oxigênio da DIGIMED,
modelo DM-CO1 (célula com termo acoplado), que
consiste de um cátodo de Pt e um ânodo de Ag/AgCl
com um potencial de polarização de –600 mV. Todas as
medidas amperométricas com o biossensor foram feitas
com um analisador de oxigênio da DIGIMED, modelo
DM-4 V5 (São Paulo/S.P.) sob agitação constante, em
célula de vidro de 100 ml termostatizada a 25 ± 0,2°C.

O eletrodo de oxigênio foi previamente calibrado em
0% de oxigênio com uma solução saturada de bissulfito
de sódio (Carlo Erba) e em 100% de oxigênio com uma
solução saturada de ar.

Reagentes e soluções

Policlar SB-100 (Indústria ISP do Brasil Ltda) foi utili-
zado para remoção de compostos fenólicos naturais do
extrato bruto de banana nanica, através de ligações de
ponte de hidrogênio. Age como estabilizador em sucos,
vinhos e cerveja, insolúvel em água, apresentando fácil
remoção.

Reagentes de grau analítico foram usados para pre-
parar tampão, soluções padrão de fenóis como catecol
e fenol (Sigma Chemical Co-St. Louis, Mo, USA) e solu-
ção precipitante de proteínas na purificação da enzima
Polifenol oxidase como sulfato de amônio (Merck).

A solução de albumina de soro bovino (1%) m/V (Sig-
ma Chemical Co), foi preparada em tampão fosfato 0,1
mol/L, (pH 7,0) e utilizada como padrão em análise de
proteína. As soluções de glutaraldeído (2,5%) m/V (Rea-
gen) e do substrato catecol [Sigma Chemical Co (St.
Louis, Mo, USA)] foram preparadas diariamente em
tampão fosfato 0,1 mol/L, (pH 7,0).

Todas as soluções foram preparadas com água
bidestilada.

Membrana de Teflon (Celgard 2400) foi utilizada como
suporte para a imobilização da enzima com glutaraldeído.

Solução de ácido tânico (Reagen) preparada diaria-
mente foi utilizada como padrão para dosar polifenóis.
O reagente de Folin-Denis foi preparado como descrito
por estes autores (Folin-Denis8, 1912).

Amostras de urina de pessoas que consomem dro-
gas que metabolizam fenóis, foram empregadas para
análise.

Procedimento analítico

Material biológico

A banana nanica foi adquirida em supermercados da
região.

Obtenção do extrato bruto

Cinqüenta gramas da fruta, descascados e picados em
pequenos pedaços, foram homogeneizados em liqüidifica-
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dor com 100ml de tampão fosfato 0,1 mol/L, pH 6,5, con-
tendo 5,0 g de policlar SB-100 e tempo de contato de 30
minutos (Bonfim et al.3, 2000). O polímero foi usado para
remoção de compostos fenólicos naturais presentes nesse
extrato, durante o processo. A seguir, o material foi filtrado
em gaze e centrifugado a 14000 r.p.m (rotações por
minuto) durante 20 minutos, a 5°C. A solução sobrenadan-
te foi armazenada em refrigerador a 4°C e utilizada como
fonte enzimática para medida de atividade, proteína total,
purificação parcial da PFO com sulfato de amônio (40%)
(Signori17, 1984); e posteriormente na construção do bios-
sensor amperométrico (Signori e Fatibello-Filho18, 1994).

Determinação da atividade da Polifenol oxidase e
proteína total

A atividade da Polifenol oxidase solúvel presente na
banana nanica com e sem purificação foi determinada
pela medida de absorbância em λ=410 nm, da melanina
resultante da quinona formada após reação entre 0,2 ml
da solução sobrenadante e 2,8 ml de solução 0,05 mol/L
de catecol em tampão fosfato 0,1 mol/L , pH 6,5 a 25°C
(Signori17, 1984 e Signori e Fatibello-Filho18, 1994). A rea-
ção foi monitorada durante 2 minutos (Bergmeyer et al.2,
1974) tempo necessário para atingir Vmáx.

Uma unidade de atividade é definida como a quanti-
dade de enzima que causa o aumento de 0,001 unida-
des de absorbância por minuto nas condições men-
cionadas acima.

a =∆A x 60 x 1000

∆t x d x Vamostra

onde: a= atividade (u/ml)
∆A= variação de absorbância
∆t = variação de tempo (min.)
d= diâmetro da cubeta
Vamostra = volume da amostra (ml)

A proteína total das soluções sobrenadantes foi deter-
minada pelo método do biureto (Gornael et al.9,1949). O
procedimento experimental é simples e econômico; o sul-
fato de cobre dissolvido em solução alcalina é adicionado
à proteína. Esta reação é caracterizada pela formação de
íon complexo, no qual cada átomo de cobre está ligado a
quatro nitrogênios peptídicos. Estes complexos de coor-
denação produzem uma cor azul que é medida espec-
trofotometricamente a 540 nm. A curva padrão foi cons-
truída empregando-se albumina de soro bovino.

Precipitação de proteínas do extrato bruto de banana
nanica com sulfato de amônio (40%) e diálise

Nesta precipitação foi utilizado 50,0 ml de extrato bru-
to com sulfato de amônio 40% (Perone15, 2004). O sul-
fato de amônio foi adicionado lentamente, com agitação
constante, e deixado em repouso por 30 minutos. O
precipitado foi dissolvido em tampão fosfato 0,01 mol/L
pH 6,5, centrifugado a 14.000 r.p.m., a 5°C e dialisado
(Perone15, 2004).

A seguir foi determinada a atividade (Bergmeyer et

al.2, 1974) e o teor de proteína total (Gornael et al.9,
1949) na solução.

Método de imobilização da enzima PFO com reagente
bifuncional (glutaraldeído-C5H8O2)

Um dos métodos mais empregados para a imobiliza-
ção de enzimas é aquele que promove a ligação cova-
lente desta proteína com um reagente bifuncional como
glutaraldeído, levando assim, à insolubilização da enzi-
ma, sem a perda de sua atividade catalítica. O aldeído
bifuncional é o reagente mais utilizado para este tipo de
imobilização (Fatibello-Filho e Capelato7, 1992).

Preparação do biossensor de banana nanica (extrato
parcialmente purificado)

Uma membrana de Teflon (Celgard 2400) foi utilizada
como suporte para a imobilização da PFO presente no
extrato parcialmente purificado de banana nanica.

A área circular da membrana foi coberta com 50 uni-
dades de solução de PFO proveniente do extrato par-
cialmente purificado de banana nanica e glutaraldeído
2,5% m/V, na mesma proporção (Perone15, 2004).

A membrana foi seca em um dessecador a 4°C e esto-
cada em tampão fosfato 0,1 mol/L, pH 7,0 [melhor pH de
imobilização (Perone15, 2004)], na mesma temperatura.

Para efetuar as medidas amperométricas, a membra-
na foi colocada na extremidade do eletrodo de oxigênio
e fixada com um anel de borracha. O biossensor foi utili-
zado para medidas amperométricas em "batelada".

Preparação das amostras de urina humana de indivíduos
que consomem drogas como anfetaminas, L-dopa etc,
que degradam formando metabólitos fenólicos

Foram coletados 25 ml de urina humana em frascos
esterilizados, de indivíduos com a característica acima,
para as análises amperométricas e espectrofotométri-
cas. As análises foram realizadas em um período de 2
horas após a coleta, sendo que durante esse período de
transporte e preparação foram conservadas a 4°C, até o
momento da análise.

Métodos de determinação – Amperometria
Determinação da concentração de substratos fenólicos

O eletrodo de oxigênio com a membrana enzimática
(biossensor) foi colocado em uma célula de vidro con-
tendo 50 ml de solução tampão 0,1 mol/L, pH 7,0 (Pe-
rone15, 2004), a 25°C. Após a estabilização de corrente,
adicionaram-se volumes crescentes de solução 10 mM
(10-1000 µl) do substrato fenólico catecol em intervalos
de 1 minuto entre cada adição, com agitação constante.
A adição do substrato causa uma diminuição na con-
centração de O2 com conseqüente diminuição da cor-
rente de redução desta espécie.

Após a adição total do substrato (curva padrão), foram
adicionados 300 µl de urina humana. Foi feita uma curva
padrão única para cada amostra de urina coletada e
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para cada amostra de chá utilizado. Após a análise am-
perométrica foi realizada a espectrofotométrica (padrão)
usando Folin-Denis8 (1912) para cada amostra estudada.

Determinação de fenóis totais – Folin-Denis

O reagente de Folin-Denis foi preparado como descri-
to pelo autor (Folin-Denis8, 1912). A curva padrão é pre-
parada utilizando-se alíquotas de 0-10 ml de ácido tâni-
co (0,1 mg/L), 5 ml do reagente de Folin-Denis e 10 ml
de bicarbonato de sódio (solução saturada), em balão
de 100 ml. Após 30 minutos determina-se a absorbân-
cia a 760 nm.

A cor azul-esverdeada produzida neste método é re-
sultado de uma reação colorimétrica, envolvendo a re-
dução do ácido fosfomolíbdico-fosfotungstíco por com-
postos fenólicos. A intensidade da cor produzida é de-
pendente da quantidade de compostos fenólicos pre-
sentes na amostra.

Resultados e Discussão

Determinação da atividade da Polifenol oxidase e proteí-
na total no extrato bruto e parcialmente purificado de ba-
nana nanica

O extrato parcialmente purificado de banana nanica
foi estudado como material biocatalítico para a oxida-
ção do substrato fenólico (catecol).

A Tabela 2 mostra as atividades (unidades/ml), en-
contradas nesses extratos, a proteína total (mg/ml) e
at iv idade específ ica (unidades de PFO /mg de
proteína total).

A curva de calibração de proteína total usando albu-
mina de soro bovino, encontra-se na Figura 2.

Figura 2. Curva de calibração para determinação de proteí-
na total utilizando albumina de soro bovino como
padrão

Análise de amostras de urina humana usando o biossen-
sor de extrato parcialmente purificado de PFO prove-
niente de banana nanica

Imobilizando 50 unidades de enzima PFO parcialmente
purificada (Perone15, 2004), determinou-se curvas am-
perométricas analíticas típicas para fenóis usando esse
biossensor para cada amostra de urina humana coletada.

Para testar a validade do método desenvolvido utili-
zou-se um método espectrofotométrico de absorção mo-
lecular (Folin-Denis8, 1912). Os valores encontrados na
determinação de alguns compostos fenólicos na urina,
foram comparados com os determinados por (Tietz19,
1995).

Determinação de fenóis com biossensor amperomé-
trico de extrato parcialmente purificado de PFO de
banana nanica

Análise de fenóis em amostras de urina de indivíduos
que consomem drogas que degradam formando metabó-
litos fenólicos

Usando 50 unidades de PFO imobilizada do extrato
parcialmente purificado e pH de imobilização de 7,0
(Perone15, 2004); determinou-se curvas amperométricas
analíticas típicas para fenóis usando esse biossensor,
verificando uma resposta relativa maior para o substrato
catecol comparado com outros fenóis (Perone15, 2004);
fato observado também com o extrato bruto (Perone14,
2003). Os resultados obtidos com as amostras de urina,
estão representados na Tabela 3. Os erros relativos (%)
encontrados, apresentaram valores pequenos (< 3%),
demonstrando a validade e eficiência do método ampe-
rométrico empregado.

O que se pode verificar no método amperométrico
proposto é que indivíduos que não consomem drogas
que metabolizam compostos fenólicos apresentaram
resultado de análise de fenol na urina inferior ao resul-
tado de indivíduos que consomem drogas que formam
metabólitos fenólicos.

Pode-se verificar também que indivíduos que conso-
mem L-dopa apresentaram resultado de fenol na urina
superior aos resultados apresentados por indivíduos que
consomem anfetaminas. Isso pode ser explicado no fato
em que a dopamina deve formar maior quantidade de
metabólitos fenólicos que a anfetamina. Os resultados
obtidos com o biossensor de PFO parcialmente purificada
de banana nanica, concordam com aqueles obtidos com
o biossensor de extrato bruto de PFO (Perone14,15, 2003,
2004) e também com a literatura (Tietz19, 1995 – Tabela 2)
mostrando assim, a compatibilidade do método proposto
usando os dois tipos de biossensores.

Conclusões

1. A aplicabilidade desse biossensor foi comprovada
nas análises de amostras de urina de indivíduos que
consomem drogas que metabolizam compostos fenólicos.

2. Os valores encontrados para fenóis nas amostras
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Tabela 3. Análise de fenóis em amostras de urina de indivíduos que consomem drogas que degradam formando metabólitos
fenólicos; por espectrofotometria (Folin-Denis8, 1912) e pelo método amperométrico usando o biossensor de extrato
parcialmente purificado de PFO de banana nanica, em “batelada”

Amostras Concentração de fenóis (mg/L) Erro relativo
Espectrofotométrico Amperométrico (%)

Indivíduo A* 1,20 ± 0,03** 1,23 ± 0,03 2,5
Indivíduo B* 1,18 ± 0,02 1,20 ± 0,04 1,7
Indivíduo C ♥ 5,38 ± 0,03 5,51 ± 0,02 2,4
Indivíduo D ♥ 5,61 ± 0,03 5,75 ± 0,03 2,5
Indivíduo E ♦ 5,00 ± 0,04 5,13 ± 0,02 2,6
Indivíduo F ♦ 4,86 ± 0,02 4,98 ± 0,03 2,5

** desvio padrão da média com grau de confiança de 95%, para n = 3.
Onde: (*) pessoas que não consomem drogas que formam metabólitos fenólicos; (♥) pessoas que consomem L-dopa; (♦) pessoas que consomem anfetaminas

de urina humana concordam com os valores apresen-
tados por Bonfim et al.3 2000 e Perone14,15, 2003, 2004,
conseqüentemente mostram a eficiência do método
amperométrico proposto, usando biossensor de
extrato bruto e/ou de extrato parcialmente purificado
de PFO . Os resultados obtidos também são
compatíveis com aqueles apresentados por Tietz19

(1995) em urina humana.
3. Comparando-se o biossensor de extrato bruto de

PFO com o de extrato parcialmente purificado de bana-
na nanica observou-se um aumento nos valores de
porcentagem de erro relativo (nas amostras de urina hu-
mana estudadas), para este último.

4. A vantagem de se usar o biossensor de extrato
parcialmente purificado está na quantidade de enzima
a ser imobilizada; 50 unidades a menos que o de
extrato bruto (Bonfim et al.3, 2000, Perone15, 2004),
entretanto o tempo de purificação é longo. Assim,

concluiu-se que para trabalhos futuros poderá ser
utilizado o biossensor de extrato bruto para futuras
determinações amperométricas ao invés do purificado
pois, diminui o tempo de análise, sem perda de
detecção.

5. Esses métodos amperométricos desenvolvidos
podem ser utilizados como métodos alternativos rápi-
dos, práticos e de baixo custo para a análise e/ou moni-
toramento de fenóis em diversas amostras, quando
comparados com métodos cromatográficos ou espec-
trofotométricos.
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Tabela 2. Atividade, proteína total e atividade específica da Polifenol oxidase encontrada no extrato bruto e parcialmente purifi-
cado de banana nanica

Material Atividade (u/ml) Proteína Atividade específica
total (mg/ml) (u/mg de proteína)

Extrato bruto de 9400 10,5 895
banana nanica
Extrato parcialmente
purificado de banana
nanica com sulfato 60000 7,20 8333
de amônio
Diálise 50340 5,80 8679
Enzina pura ♣ –––––––––– –––––––––– 2400
(cogumelo)
Enzima purificada ♥ 1075 23,0 47
(cogumelo)

♣ Sigma; ♥ (Macholan e Shánel11, 1977).
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