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Abstract

Laccase is a poliphenoloxidase enzyme that catalyzes the oxidation of catechol
compounds in the corresponding quinones. The current obtained in this redox process
can be used for quantitative analysis. In this work, a carbon paste biosensor modified
with a crude enzymatic extract of the Pycnoporus sanguineus fungi as a lacase source is
proposed for catechol determination and other phenolic compounds. The effect of
carbon paste and electrolyte composition, pH from 3.0 to 8.0, scan rate from 10 to 40
mVs"' and potential pulse amplitude from 10 to 60 mV on the differential pulse
voltammetric response was investigated. The analytical curves were linear in the
catechol concentration range from 2.0 x 10° to 7.0 x 10™ molL’l, with detection limits
of 4,5 x 10 molL"". This biosensor was used for the determination of different kind of
phenolic compounds, presenting better response for catechol, hydroquinone and
resorcine.

Keywords: biosensor, laccase, phenolic compounds, crude enzymatic extract, catechol.

Introducao

Os compostos fendlicos encontram-se largamente distribuidos no meio ambiente
como poluentes organicos e podem ser oxidados por eletrodos carbondceos
convencionais em potenciais geralmente altos (0.8 V vs. ECS). Em tais condi¢des
de sobrevoltagem, estes compostos podem dimerizar sob oxida¢do eletroquimica
e produzir outras espécies eletroativas (radicais), resultando em aumento dos
niveis de corrente esperados. Em outros casos, podem ocorrer processos de
adsorcdo ou formacdo de produtos poliméricos com passivacdo do eletrodo,
observando-se picos com intensidades muito abaixo da esperada. O alto potencial
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aplicado eleva ainda os niveis de corrente de fundo, e consequentemente o nivel
de ruido [1-4]. Deste modo, o uso de eletrodos modificados com enzimas
oxidases, aliado ao principio da oxidacdo bioquimica seguida pela reducgdo
eletroquimica, pode anular ou minimizar estas varidveis [3-6]. Entre as enzimas
mais utilizadas na confeccdo destes biossensores estdo as lacases, tirosinases e as
peroxidases [4-6].

A peroxidase de raiz forte (HRP, do inglés horseradish peroxidase) tem sido a
mais utilizada, devido principalmente a sua alta estabilidade, baixo custo e
resposta em um amplo intervalo de pH. A reacdo enzimdtica da peroxidase
(HRP) ocorre em trés etapas distintas, que se iniciam com a reducao do H,0,
com passagem da enzima ao seu estado oxidado; seguindo-se pelo retorno da
enzima ao estado nativo, via redu¢do em duas etapas com oxidagcdo de dois
compostos doadores de elétrons. A sensibilidade de biossensores a base de HRP
para compostos fendlicos € limitada pela corrente produzida pela transferéncia
direta de elétrons entre enzima e eletrodo que ocorre na primeira etapa apenas na
presencga de perdxido, sendo interessante minimizar este processo para ganho em
sensibilidade ao fenol [5]. No que diz respeito a seletividade de biossensores a
base de peroxidase, observou-se entre 20 compostos fendlicos testados, maior
sensibilidade para os compostos 2-amino-4-clorofenol e 4-cloro-3-metilfenol [6].
Por sua vez, enquanto a acdo da tirosinase se restringe predominantemente ao
fenol e orto benzenodidis, as lacases sdo capazes de oxidar vdrios substratos
fendlicos, incluindo: fendis e difendis (orto, meta e para-benzenodidis),
aminofendis, catecolaminas, etc.

A lacase é uma polifenoloxidase produzida por diversos fungos, plantas e
bactérias [7-9]. A enzima catalisa a oxidacdo de substratos fendlicos, tendo o O,
molecular como agente para regeneracdo da forma ativa da enzima. Em geral as
lacases contém 4 4dtomos de cobre por molécula de enzima, embora existam
enzimas com 2, 3 ou 6 dtomos de cobre [7]. As lacases sdo produzidas pela
maioria dos fungos basidiomicetos de decomposicao branca, tais como Trametes
versicolor, Phlebia radiata, Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus,
Pleurotus sp., etc., além de diversos ascomicetos e alguns deuteromicetos, como
Trichoderma sp.

A especificidade pelos substratos varia, dependendo da origem da enzima; assim,
lacases de diferentes fungos oxidam diferentes substratos, com diferentes
velocidades de reacdo. Outrossim, o uso de mediadores de elétrons adequados,
pode viabilizar a oxidagdo até de compostos ndao fendlicos e reduzir os
sobrepotenciais necessarios [5,6,11].

Deste modo, as lacases, assim como outras cuprooxidases (tirosinase, ascorbato
oxidase, ceruloplasmina e fenoxazinona sintetase), apresentam grande potencial
comercial para o desenvolvimento de biossensores.

Apesar da menor seletividade, a versatilidade da reagdo catalitica, demonstrada
pela ampla variedade de condi¢des (pH, for¢a idnica, temperatura, solvente, etc.)
em que se observa boa atividade enzimadtica, justifica o uso das lacases na
confeccdo de biossensores para interesses analiticos diversos [4-8].

O desempenho do biossensor a base de Lacase depende entre outros fatores, da
eficiéncia de imobilizacdo, das condi¢des de ensaio (pH, temperatura, solu¢ao
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eletrolitica, mediadores), do nimero de enzimas imobilizadas por darea
superficial, sistema de transducdo utilizado, bem como do(s) tipo(s) de enzima(s)
empregada(s) [5,6,11-14].

No presente trabalho, foram desenvolvidos biossensores de pasta de carbono
modificados com extrato enzimdtico bruto obtido de culturas do fungo
Pycnoporus sanguineus, avaliando-se ainda o efeito do emprego de biopolimeros
como soro albumina bovina (BSA) e glutaraldeido no desempenho do biossensor.
A eficiéncia catalitica do extrato em solu¢do e imobilizado no eletrodo de pasta
de carbono foi avaliada frente a diferentes solu¢des de compostos fendlicos e em
diferentes condi¢des de eletrdlito suporte. O biossensor de melhor desempenho
foi avaliado quanto a sua aplicabilidade em aguas residudrias.

Material e métodos

Reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentaram grau analitico e todas as solucdes
foram preparadas com agua purificada pelo sistema Milli-Q (Modelo UV Plus
Ultra low Organics Water). Solucdes 10> molL™" de vérios compostos fendlicos
(Sigma S/A) foram preparadas em tampéo fosfato 0.1 molL" (pH 7.0). Solugdo
de ABTS' [(4cido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfénico)] (Sigma S/A)
5 mmolL" foi preparada em tampéo acetato 50 mmolL™' (pH 4.8).

Instrumentacdo

O espectrometro UV- visivel Varian (modelo Cary 50 Bio) com célula de quartzo
de 1 cm foi utilizado para ensaios de atividade enzimdtica. Todos os
experimentos eletroquimicos foram executados num potenciostato/galvanostato
Autolab (modelo PGSTAT 30).

Obtencgao do extrato enzimdtico

Para obtencdo do extrato utilizou-se um meio liquido de crescimento contendo
extrato de malte e sulfato de cobre, tendo sido utilizado como indutor da lacase a
2.5-xilidina. O crescimento se deu sob agitacdo de 180 rpm, por 8 dias, a
temperatura de 28 °C.

Estudo de atividade enzimdtica

Para ensaio enzimadtico utilizaram-se 25 pL. do extrato diluido a 25% em tampao
acetato de s6dio 50 mM pH 4,8, com o qual verificou-se a capacidade de
descolorir 300 uLL de solucao de ABTS a 5 mM previamente dissolvida no
mesmo tampao. A reacdo se deu a temperatura ambiente e a leitura
espectrofotométrica foi realizada ap6s 2 minutos de reacdo em 430 nm. Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como a mudanga de uma unidade de
absorvancia por minuto. O efeito de alguns eletrélitos e do pH também foi
investigado sobre a atividade enzimadtica em solugao.
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Preparacdo dos biossensores

O biossensor foi preparado triturando-se 250 mg de grafite em p6 com 25, 50 ou
100 uL de extrato bruto da lacase; 0, 10, 20 ou 40 puL de solu¢do BSA 0.2% e O,
25, 50 ou 75 uL de glutaraldeido por 15 minutos em almofariz (0.25 a 1 U/mg de
pasta de carbono). A mistura foi completada pela adicdo de 80 mg de 6leo
mineral e homogenizagdo por mais 15 minutos para produzir a pasta final. Uma
porcdo adequada da pasta foi tomada para preencher cavidade de 2 mm de
diametro por 0.5 mm de profundidade em eletrodo suporte (Fig. 1).

_/ ~ Pasta de carbono

Condutor elétrico
(fio de cobre)

—  Tubo de teflon

Figura 1. Eletrodo (transdutor) suporte para pasta de carbono.

Estudo de estabilidade e resposta relativa

Os biossensores obtidos com diferentes proporcdes de extrato bruto e aditivos
foram inicialmente avaliados quanto a intensidade e tempo de resposta frente ao
catecol. Os melhores sistemas foram avaliados quanto ao tempo em que até 90%
da atividade inicial foi mantida.

Ensaios eletroquimicos
Os parametros investigados na otimiza¢do do biossensor incluiram: pH (3.0 a
8.0), velocidade de varredura (5 a 40 mVs'l) e amplitude de pulso (10 a 60 mV).

Voltametria ciclica
O comportamento do eletrodo na faixa de varredura de - 0.4 a 1.0 V foi avaliado

através de sucessivos ciclos em tampdo fosfato 0.1 molL™" (pH 7.0) a velocidade
de 50 mVs™,

Voltametria de pulso diferencial (VPD)

Determinagcdes de catecol, hidroquinona, resorcinol, metil-cloro-fenol,
aminofenol e acetaminofeno foram realizadas em solucdo de tampao fosfato 0.1
molL™’ (pH 7.0) nédo aeradas e ndo agitadas a 25 °C. A velocidade de varredura
foi de 25 mVs™ e a amplitude de pulso de 50 mV.

Estudos da influéncia do pH e eletrélitos suporte

Solucdes de catecol 10 molL" foram adicionadas em uma célula eletroquimica
contendo 10 mL de tampdo fosfato 0.1 molL" em diferentes pH (3.0 a 8.0) ou
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diferentes sais de potassio (fosfato, cloreto, acetato, nitrato e sulfato) na
concentracio 0.1 molL™" pH 7.0 a fim de obter concentra¢io de 0.5 mmolL". O
biossensor de pasta de carbono contendo 0.5 U de enzima/mg de pasta, a
velocidade de varredura de 25 mVs' e faixa de potencial de 0.4 a 0 V foi
empregado nesta investigacao.

Estudo da resposta e aplicagao do biossensor

Solugdes 0.1 molL"' de compostos fendlicos como catecol, hidroquinona,
resorcinol, pirogolol, fenol, acetaminofeno, aminofenol, 2-cloro-fenol, 4-cloro-2-
metil-fenol e nitro-fenol foram determinadas por voltametria de pulso diferencial
com o biossensor anteriormente citado. O potencial foi varrido de +0.4 a -0.4 V a
100 mVs™ em célula contendo tampdo fosfato 0.1 molL™" pH 7.0. Os percentuais
de respostas foram dados em funcdo dos niveis de pico de corrente catddica
observados, sendo que o valor de resposta relativa (%) foi calculado em relacdo a
resposta do catecol em 100%. As concentracdes finais para todas as solugdes
contendo substincias fenélicas foram de 0.5 mmolL™".

Para constru¢do da curva de calibracdo, foram feitas adigdes sucessivas de
solucdo de catecol 0.1 molL™" a uma célula eletroquimica contendo 10 mL de
tampdo fosfato 0.1 molL™" pH 7.0. A corrente foi medida da solucdo inicial
(branco) a final (catecol 0.5 mmolL™) por VPD a uma velocidade de varredura de
25 mVs™ e a uma faixa de potencial de 0.4 a 0 V.

Os fendis foram determinados em amostras de &dguas residudrias de quatro
laboratodrios universitarios preparadas pelo método de adi¢do multipla de padrao.
Em baldo volumétrico de 50 mL, adicionaram-se 25 mL da amostra e completou-
se 0 volume com tampio fosfato 0.2 molL™' em pH 7.0. Uma aliquota de 10 mL
desta solugdo foi transferida para célula eletroquimica, seguindo-se pela adi¢ao
de solucdo padrdo de catecol 0.1 molL" para obter as concentragdes finais de
0.20, 0.50 ¢ 0.80 mmolL "

A corrente foi medida da solugdo inicial (branco) a final (catecol 0.8 mmolL'l)
por VPD a uma velocidade de varredura de 25 mVs™ e a uma faixa de potencial
de0.4a0V.

Resultados e discussao

O uso de lacases na confeccdo de biossensores tem sido bastante explorado por
sua boa estabilidade e excelente atividade, bem como pelo fato destas oxidases
dispensarem o uso de co-fatores ou mediadores eletroquimicos [4-6,11]. Outro
fator positivo estd na facilidade e seguranca de producao, a qual envolve fungos
ndo patogénicos; entre estes temos o Pycnoporus sanguineus cuja lacase ainda
ndo havia sido avaliada no desenvolvimento de sensores. Os estudos iniciais de
atividade enzimadtica para o extrato bruto desta enzima resultaram em uma
excelente atividade de aproximadamente 2500 U/mL de extrato bruto, a qual se
manteve estdvel por tempo de estocagem superior a 6 meses a 4 °C.

Entre as diversas técnicas de imobilizagdo descritas na literatura optou-se pelo
uso de transdutores de pasta de carbono por sua inerente simplicidade [6,11-14].
Assim, foram avaliadas diferentes composicdes, variando-se ndo somente a
propor¢do de extrato enzimdtico, como também de aditivos comumente
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utilizados no desenvolvimento de biossensores tais como, o glutaraldeido, que
promove maior fixagdo da enzima ao eletrodo, e a albumina, que em geral
confere a pasta caracteristicas mais favordveis a atividade enzimaética. O eletrodo
modificado de pasta de carbono que apresentou maior estabilidade e produziu
maiores niveis de corrente catddica foi aquele composto por propor¢oes
intermedidrias de extrato, albumina e glutaraldeido em sua composi¢do, aqui
denominado PCLbg e composto por 100 uL. de extrato bruto de lacase, 250 mg
de grafite, 80 mg de 6leo mineral, 20 uLL de solucdo BSA 0.2% e 5 uL de
glutaraldeido. Entretanto, exceto pela pasta elaborada com menor propor¢do de
extrato enzimdtico (25 pL), as variacdes observadas foram pouco significativas.
Sendo que, considerado o valor da resposta do biossensor PCLbg ao catecol
como 100%, os demais sistemas apresentaram respostas relativas (%) entre 95 e
99%. Deste modo o biossensor composto por 50 uL. de extrato bruto, 250 mg de
grafite e 80 mg de 6leo mineral, e aqui denominado (PCL), por sua simplicidade
e por apresentar desempenho e estabilidade comparéavel (> 60 dias) ao PCLbg
(Fig. 2) foir adotado nos estudos de aplicacdo e otimizacdo dos demais
parametros.

A
e
1

015 020 025 030 035 040
E/V X Ag/AgCIKCI,,,
Figura 2. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para pasta de carbono
modificada com extrato contendo lacase sem (PCL) e com BSA e glutaraldeido

(PCLbg) em solugdo contendo 0.5 mmolL™" de catecol. Tampdo fostato 0.1 molL™" pH
7.0; 0.4-0 V; 25 mVs™', pulso aplicado de 50 mV.

O comportamento dos eletrodos PCL e PCLbg, foi também avaliado por
voltametria ciclica (Fig. 3). O comportamento redox do catecol apresentou ligeira
reducdo do AEp, em ensaios efetuados com estes eletrodos quando comparados
ao eletrodo de pasta de carbono ndo modificado (PC). Fato que pode ser
atribuido a melhora das propriedades condutoras da pasta pela adicdo de
biopolimeros presentes no extrato ou BSA. Observa-se também em ensaios com
PCL que com a reducdo do potencial de inversdo para 0.4 V ocorre supressiao
total dos picos de reducdo (Fig. 3), fato que sugere que os picos catédicos
observados nas Fig. 2 e 4 estdo associados a quinona formada enzimaticamente e
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ndo devido a sobrepotenciais de oxidagdo. Outrossim, o perfil dos
voltamogramas ciclicos para o biossensor PCL se manteve constante apds 20
ciclos, indicando boa estabilidade do sistema e que ndo ocorre lixiviagdo da
enzima ou passivacao do eletrodo.
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E (V) vs Ag/AgCVKCI
Figura 3. Voltamogramas ciclicos para catecol (0.5 mmolL™), utilizando o eletrodo de
pasta de carbono nao modificado (PC) e eletrodos PCL e PCLbg nas condi¢des: tampao

fosfato 0.1 molL’! (pH 7.0); faixa de potencial: -0.5 a 1.0 V (-0.4 a 0.4 V); velocidade
de varredura: 100 mVs™.
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Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para PC (- - -) e PCL (— ) em
solucdo contendo 0.8 mmolL" de catecol e PCL (.....) em solucdo tampdo sem catecol.
Tampao fostato 0.1 molL™ pH 7.0; 0.4-0 V; 30 mVs™, pulso aplicado de 50 mV.

No sentido de se comprovar a eficiéncia catalitica da enzima imobilizada,
voltamogramas de pulso diferencial foram efetuados em condi¢des idénticas para
eletrodos de pasta de carbono ndo modificado e modificado (PCL). A Fig. 4
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mostra diferencas expressivas entre os niveis de corrente observados para
reducdo da quinona com biossensor (PCL) e o eletrodo de pasta de carbono (PC).

A Tabela 1 apresenta os valores 6timos em estudos de otimizacdo para o
biossensor de pasta de carbono modificada com extrato bruto de lacase (PCL).

Tabela 1. Parametros de otimizacdo do PCL frente a solucdes de catecol.

Parametro Faixa estudada Valor 6timo
Quantidade de enzima (U/mg de pasta) 025-1,0 1.0
Velocidade de varredura (mV s'l) 10-40 25
Amplitude de pulso (mV) 10 - 60 50
Faixa de varredura (V) 04a-04 04a0
pH 3.0-8.0 6.5

No que diz respeito ao efeito do pH, os valores 6timos para atividade da enzima
em solucdo e imobilizada foram respectivamente de 6.0 e 6.5. De modo que tanto
para o biossensor PCL, quanto para enzima em solu¢do, o melhor desempenho
ocorre em pH neutro a ligeiramente acido (Fig. 5). Este fato se associa a
participacdo do préton no processo de redugcdo e que em pHs extremos pode
ocorrer ainda desnaturacdo protéica. Outrossim, o pH 6timo de cada enzima véria
para cada composto fendlico ou tipo de substrato [14,15].

"

4 T T T T T T T T T T T T
3 4 5 6 oH 7 8 9
Figura 5. Estudo do pH sobre resposta do biossensor PCL em célula eletroquimica

contendo tampio fosfato 0.1 molL™" e catecol 0.5 mmolL™

Ja com relagdo ao efeito de eletrdlitos, observou-se queda da atividade
enzimdtica quando em presenga de anions coordenantes como o cloreto (Tabela
2). Tal efeito estd diretamente vinculado a capacidade do anion cloreto em se
coordenar ao cobre do sitio ativo da enzima.

O biossensor PCL foi avaliado frente a varios compostos fendlicos (Fig. 6),
apresentando melhor sensibilidade para catecol seguido pela hidroquinona e
resorcinol; baixa atividade para acetaminofenol e aminofenol e atividade
praticamente nula para 2-cloro-fenol, 4-cloro-2-metil-fenol e nitro-fenol.
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A Fig. 7 apresenta as curva de calibracdo bem como voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para diferentes concentragcdes de catecol.

Tabela 2. Atividade relativa da lacase calculada em fun¢do da oxidagdo do catecol (0.5
mmolL™") em diferentes eletrélitos (0.1 molL™", pH 6.5).

Atividade relativa (%)

Eletrolito Solucdo PCL
Acetato de potassio 100% 100%
Fosfato de potassio 92% 93%
Sulfato de potassio 85% 88%
Nitrato de potéssio 70% 69%
Cloreto de potdssio 50% 48%
Cloreto de potdssio 0.5 molL™" 38% 40%

Atividade relativa (%)
R EEEEREEE-

SRR NN %'}.l{?

Figura 6. Respostas relativas do PCL para diferentes compostos fendlicos a 0.8 mmolL
! considerando-se pico de corrente (Ipc) calculado para catecol como 100%.

035 030 035
E/V x AgiheCUETL

1+
goo oos of0 015 020 025 0,30 035 040 045 050

[ )7 memol”
Figura 7. Curva de calibracdo e voltamogramas de pulso diferencial obtidos para

diferentes concentracdes de catecol em solucio tampdo fosfato 0.1 molL™" pH 7.0.
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Tabela 3. Estudo da adi¢do e recuperacdo de catecol em dguas residudrias de quatro
laboratdrios universitarios.

Amostras Catecol 10" mol L' Recuperacio (%)
Adicionado Recuperado
2.00 2,01 100,50
A 5.00 5,03 100,60
8.00 8.02 100.25
2.00 1.99 99.50
B 5.00 4.98 99.60
8.00 8.06 100.75
2.00 1.95 97.50
C 5.00 5.05 101.00
8.00 8.05 100.60
2.00 1.98 99.00
D 5.00 4.98 99.60
8.00 8.08 101.00

A) Instituto de Quimica, B) Faculdade de Farmacia, C) ICB, D) IPTESP.

Observou-se uma correlacdo linear com r = 0.99897 na faixa de concentracdo de
2.0 x 10° a 7.0 x 10 molL" com limite de deteccdo de 4.5 x 10° molL™". O
desempenho do PCL, se mostra condizente ao observado na literatura para outros
biossensores de lacase [14-17], ressaltando-se o baixo custo de obtencdo do
extrato bruto e excelente estabilidade observada para enzima, com manuten¢ao
de sua atividade mesmo apds longos periodos de armazenagem sob
congelamento. Outrossim, quando imobilizada, o biossensor manteve até 90% de
sua atividade por mais de 60 dias em refrigerador.

A Tabela 3 apresenta valores obtidos na determina¢do de percentual recuperado
de catecol adicionado em &guas residudrias de quatro laboratérios universitarios.
Obtiveram-se valores de recuperagdo entre 97.5 a 101.0% do valor adicionado,
indicando a auséncia de interferéncia positiva ou negativa deste tipo de matriz.

Ressalta-se ainda que em nenhuma das amostras detectou-se a presenca de
compostos fendlicos.

Conclusao

O extrato bruto de lacase obtido de cepas de Pycnoporus sanguineus apresentou
excelente atividade enzimdtica em solucdo, bem como imobilizado em
transdutores eletroquimicos de pasta de carbono. Este fato, aliado a 6tima
estabilidade apresentada pelo extrato bruto da enzima, torna esta espécie de
fungo uma excelente alternativa para producdao de lacase para fins de
desenvolvimento de novos biossensores para andlise ambiental.

O biossensor obtido com extrato bruto apresentou boa resposta para varios
compostos fenodlicos de interesse comercial e ambiental em pH neutro e em
diferentes meios. O uso da voltametria de pulso diferencial em faixa de
potenciais proximos de 0 V, confere boa sensibilidade e menor susceptibilidade a
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interferentes potenciais, fatos que justificam a aplicabilidade do biossensor a
amostras reais.

Biossensor a Base de Extrato Bruto de Lacase (Pycnoporus sanguineus)
para Analise Ambiental de Compostos Fenélicos
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