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RESUMO

BIOSSENSOR A BASE DE LACASE PYCNOPORUS SANGUINEUSPARA
ANALISE AMBIENTAL DE COMPOSTOS FENOLICOS

Diversos compostos fendlicos tém sido consideradoso substancias toxicas
para 0S seres Vivos e, técnicas analiticas corwegisi apresentaram algumas
limitagcbes na determinacéo de tais substanciaydrass tipos de aguas. Diante desse
contexto, novas técnicas estdo sendo desenvolvidasleterminacdo de diversas
substancias a nivel: ambiental, industrial, seg@arsalde e outros. Destaca-se o
desenvolvimento de biossensores, que principalmeateldltima década, teve um
crescimento bastante relevante em pesquisas egj@® nos diversos setores.

Este trabalho, teve entdo, como proposta o dek@memto de biossensores
amperomeétricos, utilizando lacases do fuRgonoporus sanguineysra determinagéo
de compostos fendlicos em aguas naturais e reg@aduar

Biossintese de lacases, a partir de diversos nusEosultura, foram feitas e
determinadas suas atividades em solucdo em rekgsicsubstratos seringaldazina,
catecol e resorcinol. Biossensores foram constsuagartir dos extratos brutos de
lacases que tiveram atividades em torno de 250t relacéo & seringaldazina.

Biossensores amperométricos foram construidos dir pde diversas
composicoes de pastas: pasta de carbono lacase), (p@€sta de carbono lacase
albumina sérica bovina (PCLbsa), pasta de carbamasé glutaraldeido (PCLQ) e pasta
de carbono lacase quitosana (PCLQ), sendo estaaspaplicadas em eletrodo de
trabalho suporte e este usado em determinacfes@mgtecas utilizando técnicas de
voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulsoedéncial (DPV).

A aplicagdo de lacases nos biossensores, corwruidostrou-se com boas
atividades em diferentes eletrélitos e em diferemids, apresentando resposta linear,
em eletrélito fosfato (pH 7,0), para o catecol aixd de 2,0 x18a 7,0 x 1d molL?,
com coeficiente de correlacéo (r = 0,99897). Sepddanto recomendavel, a aplicacéo
de biossensores a base de lacase do fBggooporus sanguineusa determinagéo de
compostos fendlicos em aguas naturais e residuarias

Palavras chaveshiossensor, ambiental, lacase, amperométrico, cstopdendlicos.



ABSTRACT

BIOSENSOR THE BASE OF LACASE (PYCNOPORUS SANGUINEUBFOR
ENVIRONMENTAL ANALYSIS OF PHENOLICS COMPOUNDS

Several phenolic compounds have been considerexas substances and,
analytical techniques present some limitationsatdetermination of such substances at
several types of waters. Therefore, new techniguesleveloped at the determination
of substances at level: environmental, industredfety, health and others. The
biosensors development, that mainly at the lasadischad a quite important improve at
researches and applications at the several areas.

This work has as proposition the development opemwmetrics biosensors,
using fungals laccase®ycnoporus sanguineusor determination of phenolics
compounds in waters and wastewater.

Laccases byosinthesis, starting from several miltnanners, were made and
determinated the activities in solution at relatiom the substract seringaldazine,
cathecol and resorcinol. Biosensors were constfuged the rude extracts of laccases
that had activities about 25000 1with substrat seringaldazyne.

Amperometrics biosensors were construed startmmg feveral compositions of
pastes: paste of carbon laccase (PCL), paste lnbrecdrovinesericalbumine (PCLbsa),
paste of carbon laccase glutharaldeid (PCLg) arstepaf carbon laccase chitosan
(PCLQ), being these applied pastes in work eleetredpports and this used at
determinations amperometrics appling techniguesyafic voltammetric (CV) and
differential pulse voltammetric (DPV).

The laccases application at the biosensors, ddnated excellent activity at
different eletrolites and different pHs, demon&dalinear reply, at pH 7.0 (buffer
phosphate), for the cathecol between 2.0x16 7.0x10* molL?, with coeficient
correlection (r = 0,99897). Therefore, this workaemmend, the biosensors application
using fungals laccasé®d/cnoporus sanguinedsr determination of phenolics in waters

and wastewaters.

Key words: biosensor, environmental, laccase, amperometrangifcs compounds.
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E Potencial
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CAPITULO 1 — ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS

1.1INTRODUCAO

A crescente conscientizacdo dos efeitos do aquaetimelobal e a
bioconcentracdo de poluentes levou, conjuntamegdeernantes e pesquisadores a
adotar medidas para minimizar tais situacdes. 3eranfatizado ao desenvolvimento
de estudos de energias renovaveis e de sistenmgrd®mramento do meio ambiente.

Atualmente existe um consenso universal a resgaittecessidade de monitorar
continuamente o teor de contaminantes quimicoscnos de aguas naturais e nos
inimeros efluentes industriais descarregados nestegsos hidricos. Dentro deste
contexto, é importante contar com novas metodotogéadeterminacéo e quantificagdo
dos diversos tipos de poluentes, com rapidez, iadetie e sensibilidade,
caracteristicas estas, encontradas nos biossel(R@EATTOet al, 2001).

Até agora, o monitoramento da qualidade da aguastdo feito em pontos de
amostragem seguido por medidas de instrumentaca@bti@a para determinar
concentracdes de poluentes. Este procedimentodasideraveis limitacbes em termos
de (i) resolucdo temporal e espacial que é condegaium custo razoavel, e (ii) a
informac&o sobre biodisponibilidade que € obtidamplementacéo, bem sucedida, da
Diretriz Orientadora de Estrutura da Agua (20060 através dos estados membros
da Unido Européia ira requerer o estabelecimenisnale ferramentas emergentes e de
baixo custo como parte de programas de monitoramdastas técnicas devem
complementar o monitoramento, fornecendo informag@icionais com o objetivo de
obter uma visdo mais representativa da qualidadecdgos d'dgua. As limitacdes
associadas com a presente pratica de monitorangeiaico e bioldgico sugerem a
utilizacdo de monitoramento através de biomarcaderbiossensores (ALLAMLt al,
2006).

Segundo a IUPAC (Unido Internacional de QuimicaaPa Aplicada), o
biossensor € um instrumento adequado a detecc&ondpostos quimicos utilizando
sinais elétricos, térmicos ou opticos gerados asae reacdes bioguimicas especificas
mediadas por enzimas, tecidos, ou células iIntRASOOLY, 2005).

Biossensores estdo sendo desenvolvidos para rdgeraplicagcdes, incluindo
controle ambiental, controle de qualidade de altogn agricultura, militar e,
particularmente aplicacbes médicas. De fato, mubimmssensores comercialmente

disponiveis ja sé@o aplicados nos mercados clinfeoneacéutico, consequentemente ha
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um numero maior de pesquisas nesta area. Na ir@itmenticia, a deteccdo de
contaminantes, verificacdo de contetudo dos produtositoramento de converséo de
materiais naturais, e produtos refrigerados sa@same aplicacdo potencial de
biossensores. A industria de bebidas tem identificananeiras para melhorar e
controlar seus produtos através da deteccdo pdevimateriais perigosos tais como
germes ou substancias de guerra quimica. A detaeted@bogas ilicitas e explosivos,
com proposito de seguranca nos aeroportos, tambémmaé area de prioridade de
pesquisa em biossensores (RODRIGUEZ-MOZAAL, 2004).

Para controle e monitoramento ambiental, biosseaspodem fornecer dados
rapidos e especificos de areas contaminadas. Edescem outras vantagens sobre
meétodos analiticos convencionais tais como: pd&kalde de portabilidade e trabalho
no local e habilidade de medir poluentes em marieemplexas com preparacao
minima da amostra. Por outro lado, biossensoreeadm a possibilidade de nao
somente identificar substancias quimicas, mas tambeus efeitos bioldgicos, tais
como toxidade ou efeitos de disfuncdes endrocriRBDRIGUEZ-MOZAZ et al,
2004).

Compostos fendlicos estdo presentes em efluentativdesas industrias, tais
como, de: 6leo, tintas, polimeros e farmacéutichiversos destes, séo toxicos. Portanto
sua determinacdo no meio ambiente € de grande témota para controle e
monitoramento ambiental e, pode ser efetuada atrdaéitilizacdo de biossensores o0s
quais detectam estes compostos em baixas condegrékf — 10'° molL™?) (SEYDA
et al., 2008; VAMVAKAKI e CHANIOTAKIS, 2007).

A Resolucdo Conama 357/2005, atribui condicbeadegGes para classificacao
das aguas. Em relacdo as aguas doces — classeekgmoplo, para fendis totais, o valor
méximo permitido é de 3pgL Para determinados compostos organicos ha valores
méximos especificos permitidos, por exemplo, 2ettarol 0,1pgL.

Portanto, a tendéncia futura para biossensoresieatals € usar a
nanotecnologia por meio de nanotubos ou nanofiteasarbono para imobilizacdo dos
materiais bioldgicos [enzimas, ADN (acido desoxiribcleico), células, etc], com
objetivo de obter melhor estabilidade e aumento s#msibilidade. Para sua
miniaturizacdo e portabilidade, esta recorrendos® uso da bioengenharia,
microeletrénica e nanotecnologia (ORTIZ et al., 200

Mediadores ja foram bastante usados em aplicamdaléticas e, nos atlimos

anos foram amplamente aplicados na elaboracéoodsdnisores baseados em enzimas
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oxidases para analises clinica, ambiental e aliia(RICCI e PALLESCHI, 2005).

Extensos esforcos em pesquisas foram realizadasapaliar as possibilidades
oferecidas por enzimas em biotecnologia e aplicagiebientais. Um efetivo uso de
enzimas € impedido por algumas propriedades dasnasztais como sua nhao
reutilizacdo, alta sensitividade para diferenteentgs desnaturantes e presenca de
efeitos sensoriais ou toxicologicos adversos. Muitestas limitacdes indesejaveis sdo
removidas pelo uso de enzimas imobilizadas. Essguea tem mostrado ser mais
vantajosa para catalise que o uso de enzimas (Dt@RAN et al, 2002).

De acordo com o banco de dados do ISI Web of Kragd8M, 46702 artigos
cientificos foram publicados contendo a palavrareh@sensor” ou “sensors”, desde
2000. Estes trabalhos referem-se a investigacOes samsores de diversos tipos e
incluem transducdo potenciométrica, amperomeétnmazoelétrica, Optica, térmica,
condutomeétrica, entre outras (LOWINSOHN e BERTOTRD06).

Biossensores foram desenvolvidos nos ultimos 35 anpesquisas neste campo
tornaram-se populares nos ultimos 15 anos. Biossesi®letroquimicos sdo 0s mais
antigos (KISSINGER, 2005).

Entretanto, somente sensores para 0 analito gliterse alcangcado sucesso
comercial. Em relacdo a esta perspectiva, devderoprecaucoes relacionadas as
expectativas para biossensores tais como: necdssita consolidacdo da ciéncia e
diminuicdo da ampla lacuna entre a realizacdo ati@dée comercial para pesquisa de
sensores. O objetivo deste comentario ndo é clzegaalquer verdade particular, mas
algo para estimular a dicussao intensamente (KIGER| 2005).

Biossensores sdo muito atrativos para pesquisadémozas. Requerem
relativamente poucos investimentos em equipameeat@xcelentes para estudantes
familiarizarem-se com enzimas, anticorpos, filmeknpericos, cinéticas, eletroquimica,
fibras Opticas, seletividade biol6gica, aquisicé® dhdos e ciéncia dos materiais
(KISSINGER, 2005).

Um assunto de prioridade para inclusdo bem suaedidtécnicas emergentes
em programas de monitoramento de aguas € proma@nanicacao entre cientistas e
politicos e, para otimizar a coordenacéo entreodymdo do desenvolvimento cientifico

€ necessario pesquisa-politica (ALLANal, 2006).

1.2 JUSTIFICATIVA
A necessidade de métodos analiticos mais versp@®s 0 monitoramento
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ambiental tem estimulado a producdo de uma graadedade de métodos analiticos.
Os biossensores revelam grandes perspectivas cuaotoutilizagdo no monitoramento
“on-line” de efluentes e outras matrizes de interesse arabigmassibilitando uma
rapida adaptacdo nos processos de tratamento.ifEsqealizadas nos ultimos anos,
mostram que a incorporacdo de moléculas com atigidaolégica em metodologias
analiticas com sucesso nos mais variados procetbmanaliticos, principalmente nos
que visam a area de controle ambiental, teve umdgraumento (ROSATTG@t al.,
2001).

Biossensores representam uma ferramenta promigsma suplementar as
técnicas existentes, devido as suas caracterisfiocEss, tais como: seletividade;
relativo baixo custo de construcdo e estocagemenp@l para miniaturizacao;
facilidade de automacdo e construcdo de equipasemaples e portateis para um
monitoramento rapido, no local. Entretanto, € nefés enfatizar que estas ferramentas
ndo podem e ndo devem ser vistas como alterngiasastécnicas analiticas classicas,
mas sim como um complemento a elas, pois algunssdémsores ainda podem
apresentar problemas de estabilidade (ROSA&T& 2001).

As principais vantagens de um biossensor verstiice#s convencionais de
monitoramento ambiental consistem na possibilidianalise de multiplos poluentes,
miniaturizacdo, e a importante possibilidade dézatjdo em campo num regime de
tempo real (RASOOLY, 2005).

Varios compostos fendlicos sdo reconhecidos comustdncias toxicas e
desreguladores enddcrinos. Estes compostos quis@iocode origem natural ou sintética,
0S quais sao capazes de interferir com o sistemidgeno, modulador ou imitador de
horménios naturais. O resultado desta interacda pamanos e vida selvagem é a
inducdo de sérias patologias tais como desenvohionede anormalidades e
carcinogénese. Para estas reacfes, a determuhag@onpostos fendlicos em matrizes
ambientais, incluindo 4guas superficiais, tornouss® matéria de grande importancia
(PORTACCIOet al, 2006).

Biossensores amperomeétricos tém se mostrado vigwmia complementar
métodos analiticos na determinacdo de compostosides, provendo alternativas para
0s métodos convencionais, 0s quais tem muitas diegens. O uso e a producéo de
fendis séo feitos, principalmente pelas industdaspapel, de polimeros sintéticos,
farmacéutica, de plasticos, de corantes, de padmsice outras. Fenois sdo também

liberados no meio ambiente pela degradacdo decplesticom cadeias fendlicas. O
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7

controle do nivel de fendis € muito importante par@rotecdo do meio ambiente
(ROSATTO at al., 2001).

1.30BJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral
Desenvolver biossensores, a base de enzima lguaseanalise ambiental de

compostos fendlicos.

1.3.2 Objetivos Especificos

Este trabalho teve por objetivo:
| - Estudar meios de producéo e purificacdo de enzacesé utilizando, como fonte,
culturas do fung®icnoporus sanguineyavaliando

- diferentes métodos de obtencdo (temperaturajruidtores) /fonte (casca de
banana, caldo de batata, meios comerciais);

- relacado atividade extrato enzimatiersustipo de lacase e forma de obtencéo.
Il - Desenvolver sistemas de imobilizacao das eagilacase, avaliando:

- relacgéo atividade enzimatigarsussistema de imobilizagédo das enzimas;

- relagdo atividade enzimaticgersusinfluéncia de uso materiais: quitosana,
glutaraldeido e albumina sérica bovina ha compogigdpasta de carbono.
[ll - Desenvolver biossensores a base de lacaséaauo:

- atividade em relacéo a diferentes compostoditas)

- estabilidade e reprodutibilidade das medidas;

- condicdes 6timas de resposta,

- concentracao-limite de deteccédo de compostasifes;
IV — Estudar a otimizacdo nos parametros de volt@aneiclica (CV) e voltametria de
pulso diferencial (DPV), avaliando:

- velocidade de varredura;

- faixa de potencial;

- potencial de pulso.
V - Estudar a aplicabilidade do biossensor em am®ste aguas avaliando:

- taxa de recuperacao de compostos fendlicos;

- anions interferentes: concentracéo de cloretos.
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CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SENSORESQUIMICOS E SENSORESELETROQUIMICOS

Um sensor quimico é um dispositivo que respondenaanalito particular de
maneira seletiva por meio de uma reacdo quimicade per usado para determinacao
qualitativa ou quantitativa do analito. Esta de&i#o abrange todos os sensores baseados
em reacOes quimicas incluindo biossensores, 0ss g altamente especificos e
sensiveis para reacdes bioquimicas e biologicas@aeconhecimento de espécies. Ha
duas partes para um sensor quimico. Primeiraméidtea regido responséavel pela
seletividade quimica e entdo h& o transdutor. Agd®es quimicas devem possuir
seletividade adequada e podem manifestar-se petanma de cor, emissao de luz
fluorescente, mudanca de potencial elétrico sobreugerficie, fluxo de elétrons,
producdo de calor ou mudanca da freqiéncia ostdat® um cristal. O transdutor
responde a este sinal e traduz a magnitude dojsmal a uma medida da quantidade
do analito (CATTRALL, 1997; BAKKER e QIN, 2006).

Sensores eletroquimicos se dividem em trés oadsgoamperometricos,
potenciométricos e condutométricos, 0s quais poskmae uso singular, intermitente e
continuo (Kissinger, 2005).

Sensor de uso singular: este contém elementosadgdticdo de sinal em uma
célula eletroquimica (ou Optica) completa. Nos sasmhecidos, as medidas ocorrem
por cronoamperometria alguns segundos ap0Os o imiaioceacdo. Tais sensores
(incluindo biossensores) sdo caracterizados pelagppreciséo, relativamente pequena
exatiddo, baixo limite de deteccdo para concenta@xtremamente pequenas e, um
custo total elevado.

Sensor de uso intermitente: estes sdo comumeati®siem sistemas de injecéo
em fluxo. Sensores (incluindo biossensores) usaldsta maneira, freqliientemente
apresentam precisdo, exatiddo e sensibilidade pamaentracdes até na faixa de
nanomolar. O custo é baixo e estes sensores patamsados por meses e em repetidas
medi¢cdes. As vantagens se devem ao fato que ant®ue retorno e a calibragdo sao
facilmente estabelecidas, para ambos 0s sensotegpgaimico e optico. A

hidrodindmica também favorece o limite de detecgéwsus sensores de solugdo

estacionaria.
Sensor de uso continuo: Neste modelo, os Ilimites déteccdo sao

freqientemente muito pobres, precisdo e exatidacséé facilmente, controladas e a

resposta de retorno ndo pode ser determinada @ionsistema de estudo. No entanto, a
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instrumentacéo é bastante simples e de baixo dstes fatos conferem a este modelo
grande destaque comercial, sendo este o mais wendid

As trés configuracdes ou modelos de sensores egitgsentadas na Figura 2.1.

Uso singular Uso intermitente Uso continuo

Correrite

/-

Tempo Tempo

Tempo

Figura 2.1. As trés configuracdes usadas em sengafmicos (KISSINGER, 1997).

A aplicacdo de sensores quimicos ja € utilizadaigersas areas: industrias, (ex.
controle de processos, controle de qualidade dodufs, controles ambientais),
governamentais (monitoramento de emissdes de au@sOmonitoramento de
efluentes, etc) e médicas (diagnosticos clinicBsante destas aplicacbes, sensores
quimicos tem resultado em beneficios econémicaxiais. Algumas destas aplicacdes
estdo na Tabela 2.1 e uma lista de sensores gsimicouns é apresentada na Tabela
2.2 (STETTERet al, 2003).

2.2BIOSSENSORES

O primeiro biossensor de sucesso foi 0 de gliclad®jcado pela Exactech em
1987. Atualmente, 90% do uso de biossensores desglié em aplicacbes médicas.
Entretanto, em outras areas tais como na indlalmaenticia, agricultura, militar,
veterinaria e ambiental ha um mercado potencialaasn ser estabelecido. Muitos dos
instrumentos desenvolvidos para o mercado de dsigné medicos podem ser
adaptados, por exemplo, para o mercado ambieBtabora os retornos comerciais de
biossensores ambientais sejam substancialmenteresedo que os de diagndsticos
meédicos, fundacbes publicas e Orgados governamejitagesenvolveram pesquisas

eficazes sobre a aplicacdo de biossensores paldanate poluentes e outros perigos
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ambientais (RODRIGUEZ-MOZAZet al, 2004). Uma lista de biossensores
comercialmente disponiveis para determinagcdo dmatifes poluentes esta na Tabela

2.3 — ANEXO A.

Biossensores sao capazes de efetuar analiseditafivan ou semi-quantitativa

especificas integrando um elemento de reconheaingntdgico com um elemento

apropriado de transducéo de sinal. Os biossenaarpsrométricos destacam-se, entre

0os demais biossensores, pela seletividade do agknteeconhecimento biologico

(RASOOLY, 2005).

Tabela 2.1. Aplicacdes de sensores quimicos.

Mercado/aplicacao

Exemplos de compostos quimicos tdetados e

classes

Automotivo

O, H,, CO, NQ, hidrocarbonetos.

Qualidade do ar em ambient€O, CH, humidade, Cg compostos organicos

fechado
Alimentos
Agricultura
Médica

Tratamento de agua

Ambiental

Seguranca industrial

Petroquimica

volateis.

Bactérias, toxinas de fungos, humidaét,@0,.
Umidade, Nkl aminas, CQ pesticidas, herbicidas.
Glicose, uréia, £ CO, pH, Nd, K' c&* CI,
biomoléculas, KS, doencas infecciosas, cetonas,
gases anestésicos.

pH,LCO,, Oy, O5, H,S.

SQ , CO, NO , hidrocarbonetos, N§ H,S, pH,
ions de metais pesados.

Qualidade do ar em ambiewmteatio, gases toxicos,
gases combustiveis,O

Hidrocarbonetos, poluentes convenisona

Aco O, Hp, CO, poluentes convencionais.
Militar Agentes explosivos, propelentes.
Aerospacial H, O,, CQ, humidade.

Fonte: STETTER:t al,, 2003.
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Tabela 2.2. Exemplos de sensores quimicos comuns.

Tipo de sensor Principio Materiais Analito

Oxido Condutividade SnQ, TiO,, ZnG;, Oy, Ha, CO, SQ, NO,

semicondutor de impedancia WOsg;, polimeros  hidrocarbonetos , alcool,
H.S, NH;

Eletroquimico Amperiométrico composito Pt, Au H,, Oy, O, CO, HS,

(eletrdlito liquido ) catalisador SO, NOy, NHg, glicose,
hidrazina

Eletrodo ion- Potentiométrico  vidro, LaFCak  pH, K, Na’, CI", C&",

seletivo (ISE) Mg, F, Ag"

Eletrdlito sélido Amperiométrico YSZ, H'-condutor  Q, H,, CO,
hidrocarbonetos
Potentiométrico YSZ, b-alumina, O, H,, CG,, CO, NQ,
Nasicon, Naffion  SQ, H,S, Cb, H;0O,
hidrocarbonetos

Piezoelétrico Mecanico Quartz hidrocarbonetos,
w/filme de compostos organicos
polimero volateis

Combustao Calorimétrico Pt/AIO;, Pt-fio Hy, CO, hidrocarbonetos,

catalitica

Piroelétrico Calorimétrico Piroelétrico + Vapores

filme

Opticos Colorimétrico  fibra Acidos, bases,
de fluorescéncia Optica/indicador de hidrocarbonetos,

corantes materiais biol6gicos

Fonte: STETTERet al, 2003

De acordo com a natureza do elemento de reconbetimbioldégico os
biossensores podem ser divididos em dois grandgmsyr biossensores de afinidade e
biossensores cataliticos. Nos primeiros, o elemeat@oreconhecimento biologico
interage com o elemento em andlise de uma fornegusimétrica, ou seja, a ligacao
entre ambos segue uma cinética particular e pre&ritan conhecida. Nestes
biossensores, 0s elementos de reconhecimento igologpodem ser acido
desoxirribonucleico (ADN), anticorpos, receptoret@icos, células, tecidos, etc
(RASOOLY, 2005).
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Uma grande vantagem dos biossensores de afiniddagmssibilidade de analise
multipla, devido a vasta gama de especificidadeithiante obtidas pela combinacéo de
duas unidades de reconhecimento bioldgico (ex.ic@pbs em imunosensores)
(RASOOLY, 2005).

Por outro lado, nos biossensores cataliticos erdgfio entre o elemento de
reconhecimento bioldégico com o elemento em anakselta na conversdo de um
substrato, inicialmente ndo detectado, num produtasuravel por meios opticos ou
eletroquimicos. Estes elementos de reconhecimertfdgito sdo principalmente
enzimas ou microrganismos (bactérias ou leved@rasjeral, alterados geneticamente.
A natureza catalitica destes biossensores perndtectdr substratos, produtos,
inibidores ou modeladores da reacdo (RASOOLY, 2005)

Quanto ao elemento de transducéo de sinal, sdasvas propriedades fisicas
gue podem ser exploradas, no entanto as propriedald¢roguimicas, Opticas e
acusticas tém sido mais usadas. O transdutornéé esncontra-se em contato com o
elemento de reconhecimento biolégico que interapea@ficamente com o poluente
existente na amostra. Alteracdes fisico-quimicasbmguimicas resultantes dessa
interacdo sdo amplificadas e convertidas em sirgi&ricos processaveis e
guantificaveis (RASOOLY, 2005).

A sensibilidade de um biossensor é dependenteudatidade e natureza do
agente de reconhecimento utilizado, dos procedwset¢ imobilizacdo e do tempo de
utilizacdo. No caso do uso de enzimas como agenteanhecimento, a especificidade
e atividade da enzima podem ser dependentes derdgea Por exemplo, biossensores
enzimaticos com lacases do furi@olyporus pinsitusapresentaram melhor resposta do
que os biossensores com lacases do fuigoeliophthora thermophildKULYS e
VIDZIUNAITE, 2003).

A tecnologia empregada na imobilizacdo de enzinuae envolver o uso de
novos materiais como polimeros condutores, matrszdgyel, membranas seletivas,
nanotubos, e outras nanotecnologias, que podemrilmont para aumento da
seletividade e sensibilidade. Pesticidas organofadbs foram determinados com
nanobiossensores em concentracdo da ordem @& moIL* (VAMVAKAKI e
CHANIOTAKIS, 2007).

A escolha do sistema de transducédo mais adequadaadito alvo (substrato da
enzima) € fundamental. No caso da transducéo elétrica, substratos contendo grupos

hidrolisaveis como éster ou amida podem ser maitnfente, detectados em sistemas
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potenciométricos. Enquanto os substratos eletmstisusceptiveis a reacdes de oxido-
reducdo, se encaixam a enzimas oxido-redutasesaestticio amperomeétrica.

Independente do mecanismo de transducado eletratpuini ser adotado na
tecnologia de biossensor, o importante € que esfarnsais adequada, se parametros de
validacdo analitica como exatiddo, seletividadensibdidade, repetibilidade e
reprodutibilidade das medidas, bem como durabiédsgjam contemplados. Entretanto,
ja existem exemplos bem sucedidos tais como: msamsperométrico de oxigénio e 0
sensor potenciomeétrico de pH.

Os sistemas potenciométricos sdo baseados na ndalidéerenca de potencial
entre dois eletrodosimersos em uma solugdo, um dos quais é sensivébraae
interesse (eletrodo deabalho), enquanto o segundo mantém o potencial, altamente
estavel e constante (eletrodo rééeréncig. O potencial do eletrodo de trabalho (que
pode ser medido por meio de um voltimetro extecoolesponde ao potencial presente
na interface formada entre este e a solugdo adalisaé proporcional ao logaritmo

neperiano da concentracdo do analito, segundoag@gue Nernst:

E=E"+RT/zF (Ina) (1)
Onde E é o potencial produzido no eletrodd’ corresponde ao potencial padréo
produzido no eletrodo (inclui diversos paramettas como os potenciais de juncao e
do eletrodo de referéncid}, a constante dos gases (8.314 J'hol), T a temperatura
termodindmica,z 0 numero de elétrons envolvidos no proce$sam constante de
Faraday (96 485C) & corresponde a atividade da espécie i6nica (LIMASLZTANH,
1994).

Atualmente, um dos dispositivos potenciométricogsmatlizado € o eletrodo ion-
seletivo, constituido por uma membrana semipernhefigeletiva que permite a troca
ibnica com o analito, formando um potencial (poi@nde Donnan) de acordo com a
concentracdo do mesmo (DORF, 2006). Esta trocaddronsiste em uma distribuicéo
desigual de ions entre duas fases separadas pormendrana semi-permeavel,
levando a formacao de um equilibrio eletroquimicoomsequientemente, um potencial
elétrico é distribuido entre os dois lados da nramib (FERNANDES e KUBOTA,
2001). O potencial formado nesta interface € pmpoal ao logaritmo da atividade
ibnica da espécie na solugcao (BLUM e COULET, 1991).

A transducdo amperométrica baseia-se na deternoinded uma corrente,

originada a partir de uma reagdo eletroquimicad@pdo ou reducdo) na interface
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eletrodo solugdo (BARDELETTEt al, 1991). Assim, a amperometria consiste na
determinacao da intensidade da corrente sob umndatelo potencial aplicado. Esta
intensidade é uma funcdo da concentracdo das espél@troquimicamente ativas
presentes na amostra. A oxidacdo ou reducdo despexies geralmente ocorrem no
eletrodo detrabalho, na presenca de um eletrodo keréncia responsével pela
manutengcdo do potencial (CAHN, 1994). No entantrapcompensar a queda no
potencial provocada pela corrente que passa atdavéslucdo, ou quando se opera em
meios de baixa condutividade (solu¢cdes hidroalcaéli solventes orgéanicos), um
sistema derés eletrodosdos quais o terceiroaxiliar, é essencial (LIMA, 1998).

Na deteccdo amperométrica, aplica-se um potenagdzcde reduzir ou oxidar
um analito eletroativo, enquanto a corrente restdta monitorada em funcéo do tempo.

Vamos assumir uma reacao redox catalizada por anzim

RA + OB enzima OA + RB 2)

Se R € o analito, ele € oxidado pog @presente em grande quantidade) para
formar Qs e Rs. Ambos o consumo degOpu a producdo degRé determinado como
uma indicacdo do analito pARiconcentracdo ou quantidade) originalmente presente
(KISSINGER, 1997). Os sistemas de deteccdo podevohar ainda reacdes nao
eletroquimicas conjugadas as reacdes eletroquinsisagiais podem relacionar-se com
a concentracdo do analito tanto em funcdo do aunegoainto com a supressao dos
niveis de corrente.

Dentre os materiais de eletrodo que podem ser sspd@ a construcdo de
biossensores amperomeétricos, 0os materiais carbomdéen sido os mais utilizados.
Estes materiais podem ser divididos em carbon@oyitgrafite pirolitico, pasta de
carbono e de grafite compdsito. Outros materiaiduém metais nobres tais como:
platina e ouro (YAROPOLOt al, 1994 eCHAILAPAKUL et al, 2006).

2.2.1 Enzimas como Agentes de Reconhecimento

Enzimas sdo proteinas, com massas moleculareangarientre 5 a 5000 Da
(IUPAC, 1997), com valores tipicos na faixa de 2[00 Da, as quais catalisam reacdes

bioquimicas. Embora estes polipeptideos sejam fdosmbasicamente, de somente 20
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L-aminoacidos comuns, suas estruturas tridimensoallamente complexas, podem
catalisar uma Unica reacdo quimica sob um substgEdicular com alta
enantioseletividade e enantioespecificidade.

A principal limitacdo do uso de enzimas como ageletreconhecimento € o alto
custo das enzimas particularmente quando usadanestidas de rotina ou continuas.
Essa desvantagem levou ao uso de enzimas imolbitizadh que uma pequena
quantidade de enzima pode ser usada na analisitivepge centenas de amostras. A
imobilizacdo de enzimas pode ser feita de variodasoincluindo retencao fisica em
um gel polimérico ou membrana, adsorcao fisica @morses sélidos nanoestruturados,
ligagdo covalente da enzima a uma superficie saida polimeros condutores, ou
ainda copolimerizacdo da enzima com um monomerquadi® (SKOOGet al, 2002;
PORTACCIOet al, 2006; DAVIS e HIGSON, 2005).

A tecnologia de imobilizagéo de enzimas tem urivafesignificado para fazer o
reuso da enzima e para melhorar sua estabilidaatgaskes foram imobilizadas com
bastante sucesso sobre diferentes tipos de suptaieomo vidro poroso, carbono
vitreo, gotas de oxirano acrilico e, membrana derofiitracdo hidrofilica. Desta
maneira a eficiéncia catalitica e propriedades stabdidade da enzima podem ser
grandemente melhoradas (JIANGal, 2005).

A co-imobilizacdo de enzimas com mediadores eajefraicos pode ser
empregada para melhorar a eficiéncia cataliticeemama (LIU et al., 2006). Um
mediador atua para reduzir a energia necessararpamer barreira da transferéncia
eletrbnica. Existem mediadores, essenciais a atieiddle uma enzima e, que atuam
como co-fatores enziméaticos (MOROZOYR007).

Segundo Banci (1999), um mediador (Figura 2.2iné& pequena molécula que
atua como um tipo de carregador de elétrons, quesapta comportamento
eletroquimico reversivel e eletrocinética rapidpdéé ser oxidado pela enzima, difunde-
se para fora do sitio ativo da enzima e entdo omidaibstrato que, devido ao seu

tamanho, ndo poderia entrar diretamente no sitio da enzima.

OZX lacase (Cu +)Xmediador 0Xi><substrato red
H,0 I

acase (Cu®) mediador substrato

Figura 2.2. Sistema lacase-mediador (modificadbl@ROZOVA’ et al., 2007).
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Mediadores organicos como azul de metileno e deumeldola, bem como
complexos de metais de transicao sdo exemplos dedoges eletroquimicos.

Muitas proteinas ligam-se, a um ou mais ions metgltais como ions de: Mg,
Zn, Fe, Cu, Mn, Co e Mo nos seus estados de oxadagssiveis. Enzimas que ligam-se
a ions metalicos sdo conhecidas como metalo-enzMestas enzimas o cofator metal
€ usualmente o sitio ativo da enzima, o qual tem&a estrutural ou catalitica (BUGG,
1997). Entre estas metalo-enzimas estdo as cupegpae de variado potencial redox.

A incorporacdo de atomos de cobre na estruturgpadeinas permite que as
proteinas catalisem reacdes de transferéncia deoredéem diversos processos
bioquimicos, devido aos atomos de cobre serem eapde mudar seus estados de
oxidacdo entre Cue CJ* (KIISKINEN, 2005). Cuproproteinas mais complexas sdo
geralmente oxiredutases, isto é, enzimas que zatalireacdes de oxireducao.
Exemplos destas sdo: galactose oxidase, lacas#@p médutase, ceruloplasmina,
fenoxazinona sintetase e ascorbate oxidase (ROSATETOal, 2001). Estas
cuproproteinas podem apresentar 2 ou mais cobreseensitio ativo. A Tabela 2.4
apresenta alguns exemplos de enzimas da familiac@@®proteinas e respectivas
propriedades destes centros metalicos.
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Tabela 2.4. Importantes propriedades de centrgslol® em varias proteinas.

Propriedade Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Agrupamento
(T1) (T2) (T3) T2/T3
Estado de Mononuclear  Mononuclear Binuclear Trinuclear
agregacao
Especificidade, Transferéncia Catalise e Ativacdo do Q@ Ativacéo do Q
funcao de elétron reatividade redox para transporte para fungao
e oxigenagao oxidase
Exemplos multicobre Amina oxidases, Hemocianina, Multicobre
oxidases citocromoc tirosinase oxidases
oxidase, galactose (ascorbato
oxidase, oxidase,
superoxido bilirubina
dismutase oxidase,
ceruloplasmina,
lacase)
Nimerode  Cu*":3 Cu*:4ou5 Cu':3 Cu'*:3 (trigonal)
coordenacao (trigonal- (quadrado-planar (trigonal- Cu?:4
tipico planar) ou planar)
piramidal)
Atomos S (Cys), 2N 3N (His), * 2x3N (His); N (His); em parte
coordenados  (His), S (Met) Cu?®*: (O)OH
ou * (Leu, Phe) P 2n?—0p-2
EPR Pequena linha Parametros Nenhum sinal Parametros
®Cuf°Cu, forte normais de EPR (acoplamento normais de EPR
(Ay), baixo de C§" anti-paralelo  de C§"
fator g spin-spin)
Absorgédo de  Intensa Nenhuma intensa Intensa Intensa absorgao;
luz absorgéo no absorcdo campo absorcao; LMCT (02%
visivel, LMCT ligante de LMCT (022  —Cu™)
(Cys—»CuU”*)  interacBes —Cu™)
“proibido”

Notas: (*) sitio de coordenacdo livre, ligante esgeradical organico) ou outros centros de
metal. De acordo com Shleeval, 2003 com algumas mudancas.
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2.3BIOSSENSORES A BASE DEL ACASES

As lacases sdo cuproproteinas do pequeno grugmzimas chamadas cupro-
proteinas azuis, cuprooxidases azuis ou ainda speidases azuis (ROSATT& al,
2001). Usualmente contém quatro atomos de cobrempmdmero, coordenados por
ligantes formando uma estrutura tridimensional yFag2.3), os quatro atomos de cobre
diferem entre si por seus estados de oxidagaoyais gao classificados em trés tipos,
nomeados como T1, T2 e T3 (MOROZOV& al., 2007).

Este tipo de enzima encontra-se amplamente digiabna natureza. Lacases
foram isoladas a partir de plantas, insetos, bastér fungos. Embora os centros de
cobre sejam similares para todas as lacases dedudgerencas significantes nas
propriedades termodinamicas e cinéticas sdo olas\vam funcdo do microorganismo
de origem (ROSATT@t al 2001).

Mais que 100 lacases foram isoladas e caractasza@ varias maneiras.
Lacases sado glicoproteinas, na maior parte, consanamlecular entre 50-130Da
(Tabela 2.5 - ANEXO B).

O cobre T1 é responsavel pela cor azul da enzitgmeuma absorbancia na
regido de 610nm. O cobre T2 ndo pode ser deteactagectrofotometricamente,
entretanto, gera um sinal caracteristico em EPRokre bi-nuclear T3 é diamagnético.
Apresenta uma banda de absorbancia na regido den38dambém um espectro de
fluorescéncia (SHLEE\et al, 2005).

Em relagdo ao potencial de T1, todas as oxidam@emdo cobre séo divididas
em trés grupos: enzimas de alto, médio e baixonpiate Lacases de baixo potencial
incluem enzimas com potenciais de T1 abaixo der80 médio potencial , 470-710
mV; e alto potencial, acima de 710 mV. Acreditagse o principal fator determinante
da habilidade da enzima clivar estruturas nao-fea®lda lignina é o potencial redox do
centro T1 (MOROZOVAet al, 2007).

A chave caracteristica da lacase é o potencialkreddrdo do sitio T1 (Tabela
2.6 — ANEXO C). Os valores deste potencial redoxdéerentes lacases encontram-se
entre 430 e 790mVersuso eletrodo normal de hidrogénio (NHE) como detead
usando titulagdes potenciométricas com mediadoeesedcbes de oxireducdo. Tem
sido mostrado que o sitio T1 é o centro primarigual elétrons do substrato oxidado
sao aceitos (SHLEE¥t al, 2004).
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Figura 2.3. Estrutura tri-dimensional de laccasevidealbomyceqlll, reproduzido
com permissdo de Nature Publishing Group). As emgiéoloridas de vermelho,
verde e azul correspondem aos ligantes: histidimaaizol e grupo sulfidrill de
cisteina. Os quatro atomos de cobre estdo mostredo® bolas amarelas e
carboidratos como arcos cinza (modificado de KIISKN, 2005 eMOROZOVA?®
et al., 2007).

O ciclo catalitico das lacases compreende tri@gipais passos: 1) reducao do
cobre tipo 1, pelo substrato (analito); 2) trarésfiera eletrénica interna do cobre tipo 1
para os cobres tipos 2 e 3; 3) reducdo de oxig@oiecular para 4gua atraves de sua
interacdo com os cobres de tipo 2 e 3 (ROSAETAL 2001).

O uso de lacase para transformar compostos toginosietabolitos seguros tem
sido uma alternativa vidvel para reduzir a poluightbiental, mas ha varios fatores que
limitam esta aplicacdo para enzimas livres, poimsepodem ser desativadas ou
desnaturadas quando submetidas as severas condigfestradas nos solos ou
efluentes. As imobilizacbes de enzimas em divemsgmrtes através de processos

fisicos ou quimicos podem minimizar estas limitag@@rnando-as mais estaveis e
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aplicaveis por um maior periodo de tempo. A amplaa@ de substratos sobre os quais
as lacases podem atuar € uma caracteristica cpeodia para o emprego das mesmas
na biorremediacao, bem como desenvolvimento dedéns®res (GARCIA et al., 2006).

Os substratos organicos de lacases podem seriddiwicem trés grupos:
composto®rto-, met- ou,para- substituidos com um par de elétrons livres. C@tgso
orto-substituidos (por exemplo, catecol, guaiacoifenilenediamina, pirocatecol,
dihidroxifenilalanina, pirogalol, acido cafeico,ida galico, e acido protocatechuico)
sdo os melhores substratos para a maioria dag$asaguidos dgsara-substituidos-
henilenodiamina, p-cresol, e hidroquinona) e compostasetasubstituidos rf-
fenilenodiamina, orcinol, resorcinol, e floroglua)n Separadamente de compostos
organicos, lacases catalisam a oxidacdo de algons inorganicos tais como:
Mo(CN)s*, Fe(CN}*, Os(CN}*, e W(CN)}". Elas oxidam Mf na presenca de
agentes quelantes (MOROZOY#ét al, 2007).

Lacase é o0 grupo de enzimas mais promissor pareomtesiinar sistemas
poluidos com fendis e para aplicacdes biotecnaddgiEste grupo € utilizado em uma
variedade de aplicacfes, tais como: remover compdskicos de sistemas aquaticos,
produzir e tratar agua potavel, ferramentas acafitcomo biossensores para prever a
guantidade de fendis em fontes naturais. Por datfo, o uso de mediadores pode
estender a capacidade oxidativa a compostos n@étices como alcool veratrilico ou
1,2-dimetoxibenzeno, os quais requerem potenciaisredilucdo maior que 1,4 V
(GIANFREDA et al1999). A reatividade de compostos aromaticos erbeiclicos sao
dependentes da natureza e posicdo dos substiteidesfeito de substituintes sobre a
oxidacdo destes compostos €é devido aos fatoresrbretet e espacial
(SHUMAKOVICH, 2006).

Compostos fendlicos sdo amplamente usados posthakide papel, plasticos,
resinas, corantes e pesticidagstes processos geram grande volume de compostos
fendlicos nos seus efluentes os quais exibem difesetoxidades. Assim, as
determinacbes sdo muito importantes, devido a a&oldde persisténcia no meio
ambiente. Espectrofotometria, cromatografia gasosegmatografia liquida e
eletroforese capilar sdo métodos comumente usadasapdeterminacdo de compostos
fendlicos, entretanto, estes métodos sdo demomdogm pré-tratamento. Em adicao,
0S equipamentos sdo caros e geralmente ndo sduemmske serem configurados em
modelos portateis. Logo, ha um interesse no desamemnto de sistemas simples,

sensiveis, especificos, precisos e portateis tam diossensores para determinagéo de
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compostos fendlicos (ABDULLAH et al., 2007 e RODRIEZ-MOZAZ et al, 2004).

Fenodis podem ser determinados amperometricanagraees de uma oxidacéo
eletroquimica direta. Entretanto, este procedim@oissui uma série de desvantagens,
principalmente, devido a uma alta sobrevoltagemalt® potencial aplicado provoca
uma grande corrente de fundo, e consequentementaltol nivel de ruido. Além disso,
nas oxidagOes diretas de fendis, grande numerceagdes paralelas pode ocorrer,
levando principalmente a formacao de produtos poitns que passivam a superficie
do eletrodo (ROSATT@t al, 2001).

Biossensores amperométricos podem minimizar edisgiculos na determinacao
de fendis, uma vez que operam com um baixo poteaplecado em relagdo a um
eletrodo de referéncia, o qual mede a correntedgepela reacdo biocatalisada de
oxidacdo ou reducdo das espécies eletroativas pexfiie do eletrodo, que de um
modo geral, processam-se em potenciais ao reddd,@emV. Nesse potencial, a
contribuicdo de espécies interferentes (facilmeridadas ou reduzidas) € minimizada,
(Figura 2.4) (ROSATTCet al, 2001). Compostos fendlicos podem ser deterromad
atraveés da reducao eletroquimica das respectivasrias, formadas através de catalise
enzimatica, sendo estas enzimas (fenoloxidasesxgsonplo: lacase), imobilizadas em

um transdutor amperométrico.

VIV I
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Substancias eletroativa:

Figura 2.4. Intervalo de potencial 6timo para a rag& de
biossensores amperométricos ( Modificado de ROSATICal.,

2001).



33

A maior parte das investigagbes sobre 0s mecanisdoss biossensores
enzimaticos foram realizadas usando eletrodos afitayisolido, devido a uma maior
eficiéncia. As respostas relativas dos eletrodosgmddite modificados, através de
diferentes enzimas para varios compostos fenoléms apresentadas na Tabela 2.7
(ROSATTOet al, 2001 e YAROPOLO\£t al, 1995).

Tabela 2.7.Respostas relativas de eletrodos modificados cdenedies lacases e
bienzimaticos para compostos fendlicos.

Composto fenolico Agente de Reconheciment@esposta relativa (%))
Lacase Lacase tirosinasé lacase/tirosinade
(Rigidoporus (Coriolus
lignosug * hirsutus}
Benzeno-1,4-diol ou (1,4- 100 100 0.05 15.9
Hidroquinona) ou
hidroquinona
Benzeno-1,2-diol ou (1,2- 37 100 100 100
Hidroquinona) ou catecol
Benzeno-1,3-diol ou 0.6 0.03 0.05
Resorcinol
Fenol 0.6 5.6 10.6
3,4,5- acido 50
trihidroxibenzdéico ou acido
galico
3-metoxibenzeno-1,2-diol 290
ou (Pirogalol 1-metiléter)
1,4-Hidroquinona-1- 1
metiléter
(22)-3-(3,4-4cido 328

dihidréxifenil)acrilico ou

acido cafeico
2-(3,4-dihidroéxifenill)-3,5,7- 244
trihidroxi-4H-cromen-4-ona

ou quercetina

2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4- 61
dihidro-2H-cromeno-3,5,7-

triol ou catequina

1,2,3-trihidroxibenzeno ou 180
Pirogalol

Acido 3-metoxi-4- 59
hidroxibenzéico ou &cido

vanilico

Acido  (E)-3-(4-hidroxi-3- 11

metoxi-fenil)prop-2-endico
ou &cido ferulico

4-Metilfenol ou p-Cresol 17.9 2.8 11.1
4-clorofenol ou p-Clorofenol 2.4 1.4 2.2
Sulfato de tert-butil-[2-(3,5- 0.2 0.01 _
dihidroxifenil)-2-

hidroxietillazanium ou

sulfato de Terbutalina

2-Amino-4-clorofenol 16.8 - 12.3
2-Clorofenol 0.01 0.01 0.01

Fonte: 1 - (VIANELLOet al, 2004); 2, 3 e 4 - (YAROPOLO¥t al, 1995).
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As enzimas redox lacase, tirosinase e peroxidaseas mais utilizadas para a
construcdo de biossensores amperométricos paras.feMesmo estas enzimas
possuindo diferentes mecanismos de acdo, suas Oatuaem biossensores
amperomeétricos para a deteccdo de compostos fesdém sido esquematizadas como

uma sequéncia de reacdes similares, conforme neofigura 2.5.

Eletrodo
H,0 O, ou HO E D 0,0VvsSCE

lacase

Eox tirosinase Ered

CFred CFox ol

e

Figura 2.5.Mecanismo das reacdes nos eletrodos modificad@s meizimas para a
determinacdo de compostos fenolicos. Ered e Eoxasdormas reduzida e oxidada,
respectivamente das enzimas; CF = composto fen@hodificado de ROSATTO et al.,
2001).

Lacases, benzenodiol oxigénio oxiredutases (EC.3.2)) catalisam a oxidacao
de ortodifendis (Eqg. 3) e paradifendis, aminofenpwifendis, poliaminas, ligninas e
aril diamina, bem como alguns ions inorganicos kacms a reducdo do oxigénio
molecular & &gua (MOROZOVt al, 2007).

o+ 1/20, Enzima + H,0 (3)

catecol quinona

Os efeitos de amplitudes de pulso e velocidadeatencial de varredura, sobre
a resposta de um biossensor de lacase do flegootus ostreatupara 2,8 x 10 mol.
L™ de hidroguinona em 0,1 motlde tampé&o fosfato (pH 7,0), foram estudados. Nesta
condi¢cdes experimentais, um alto sinal analitican cboas condicdes para o

voltamograma de pulso diferencial foi obtido (LEI&t al, 2003).
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Odaci e colaboradores (2007) desenvolveram biosssdaseados em lacase
do fungo Trametes versicolopara determinagdo de &cidos fendlicos. Encontraram
condicdes 6timas de trabalho a pH 4,5 e 5m0IL™ de tampé&o acetato na temperatura
de 3%C usando-se lacase com eletrodo modificado de oxigRealizaram parametros
de calibracdo analitica, estudos de reprodutildlBgdancluindo aplicacdo de amostras,
para dois eletrodos de lacase modificados.

Lacase do fung@ramestes verscildioi imobilizada sobre eletrodos de fibra de
carbono usando métodos classicos: adsorcédo figicsaraldeido, carboimida e
carboimida/glutaraldeio. A melhor resposta do lEnser foi obtida usando
carboimida/glutaraldeido para acoplar a lacasegamgsos carboxilas sobre fibras de
carbono. Neste método, diferentes percentagemputiraldeido tiveram importantes
efeitos sobre a sensitividade do biossensor, aanglarcentagem de glutaraldeido
sendo 10% (m/v). O comportamento do biossensoriniestigado em termos de
sensitividade, faixa operacional, pH e potencidicago. O biossensor desenvolvido
mostrou uma resposta 6tima em pH 5,0 a um poteapladado de -100mV (FREIRE,
et al, 2001).

Vianello et al. (2004) elaboraram um biossensor de lacaseRidedoporus
lignosuspara analise de substratos fendlicos de eflueniadiistria de éleo vegetal e,
devido a baixa especificidade da lacase aos stist@biossensor pdde ser usado para
detectar a concentracdo total de fendis em agsaduégias com uma velocidade de
processamento de 20 amostras/h. A incubacéo dastrasi@om boridreto de sodio,
como etapa de preparacao, evitou a necessidadesdidas de branco, melhorando a
rapidez de analise com biossensor.

Estudos eletroquimicos de lacases dos basidiopsic@trametes hirsuta
Trametes ochraceaCoriolopsis fulvocinereaCerrena maximae Cerrena unicoloy
foram feitos. Por eletroquimica direta (sem medieslp a imobilizacdo de lacases
sobre eletrodos de grafite foi investigada comarn#tria ciclica, voltametria de onda
quadrada bem como potenciometria. Para todas asicd8c aplicadas a estes
biossensores, foi registrado alto potencial desteaéncia direta de elétrons (TDE) com
eletrodo de grafite espectrografico e grafite fitiam. As caracteristicas de reacdes de
TDE das enzimas foram analisadas em condi¢fesieasdd anaerobicas (SHLEEY
al., 2005).

A voltametria ciclica foi empregada no estudo dmportamento eletroquimico

da lacase imobilizada em transdutores de discaude &ste estudo permite avaliar os
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pares de oxidagdo e reducdo redox da enzima egqimgErstemente as faixas de
potencial de trabalho onde h& melhor interferémcimaior estabilidade. As curvas
voltamétricas (CVs) obtidas em condi¢cdes anaerébpara lacase d&. ochracea
continha somente um Unico alto valor de poteragatransferéncia de elétron (TE) a
+857 mV versus NHE. O processo foi mais claramente pronunciadondpiaa
velocidade de varredura foi alta. Semelhantes Ovam obtidas para lacase @e
maxima entretanto as CVs de lacase Tehirsuta contendo dois bem-pronunciados
processos de TE a +486 e + 903 wmarfsusNHE. Notaram que a curva de CVs para
lacases adsorvidas sobre eletrodo de ouro purendepfortemente do tempo deixado
para adsorcao das enzimas, bem como as concestrdgdeenzimas. Quando uma
baixa concentracéo de lacaseldéirsutafoi usada, somente um pico de alto potencial
redox do processo a aproximadamente +900 mV faerghdo, entretanto no caso de
uma alta concentragdo da enzima (18 mg/mL) e 1hddercdo um baixo potencial
redox bem-pronunciado do processo foi também obderv Estes resultados mostram
que lacases de diferentes fontes apresentam diéerele comportamento eletroquimico.
Destaca-se ainda que, ambos, o tempo de adsorgdorte concentracdo da enzima
afetam tanto a orientacdo da lacase na superfi@detg a desnaturacdo parcial da
enzima sobre o eletrodo (PIT&k al, 2006).

Biossensores baseados em lacase sao simples,s@idopreparar, confiaveis,
e de baixo custo. Varios outros autores tambéneartdm lacase na confeccdo de
biossensores, sob condi¢des diversificadas de tatope, pH, métodos de imobilizacao,
fontes de lacase e elementos fisicos de tansdecsioal (Tabela 2.8 — ANEXO D).

O uso do extrato bruto de lacases na preparacBimskensores € mais simples e
mais rapido do que utilizar enzimas isoladas, alérapresentar propriedades analiticas
importantes e também ter boa estabilidade e eletadpo de vida, quando conservado
adequadamente (LEITE et al., 2003).

2.3.1 Producéo de Lacases

A producéo de lacase pode ser consideravelmeritorada por uma variedade
de substancias, incluindo compostos aromaticosendlitos tais como xilidina ou p-
anisidina, alcoois alifaticos, ou extratos aquatmgplantas (GALHAUP e HALTRICH,
2001).

O aumento na atividade da lacase em resposta anetdlicos, especialmente o

cobre, também tem sido observado (Tabela 2.9). idpoitante efeito do cobre sobre
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sintese de lacase eiframetes versicolore Pleurotus ostreatudfoi descrito por
(GALHAUP e HALTRICH, 2001).

Estudos mostraram que a regulacéo da sintesdéedentées isoformas de lacases
pelo cobre ocorre no nivel de transcricdo de génebre também é um micronutriente
para outros organismos vivos (GALHAUP e HALTRICH02), e a exigéncia de cobre
pelos microorganismos € usualmente satisfeita gocentracdes muito baixas do metal,

na ordem de 1-10 pmofL

Tabela 2.9. Formagéo de atividade extracelular Tpametes pubescerdB 89 na
presenca de varios indutores de lacase. Os induforam adicionados em meio
baseado em glicose no quarto dia de cultivo em ezdracées de 1.T0molL™. O
cultivo foi feito em frascos com agitacdo &°@5% 110 rpm por 13 dias. Valores
representam experimentos em duplicata +SD. A neé@émeédia contém 0,5% de
etanol adicionado ao meio de glicose para congjderaO etanol foi usado para
dissolver os varios compostos aromaticos.

Atividade da lacase

Suposto indutor Peso micelial

liquido (mg/mL) (U/mD (UImdP)
Referéncia 4.0+0.0 2.0+0.3 0.50
p-Anisidina 3.440.1 2.840.2 0.82
Catecol 3.7+0.0 3.440.2 0.92
Acido galico 4.4%0.0 4.4+0.5 1.00
Guaiacol 3.9+0.2 4.4+0.3 1.13
Acido tanico 3.740.1 2.5+0.7 0.68
2,5-Xilidina 4.7+0.6 8.0+0.6 1.70
Ag* 0.9+0.3 0.04+0.01 0.04
(ofs il 0.9+0.2 0.01+0.001 0.01
cu 4.2+0.4 47.5+4.8 11.3
Hg* 0.9+0.2 0.13+0.01 0.14
Mn%* 5.9+0.5 10.6x1.4 1.80
zZn?* 4.0+0.6 0.31+0.09 0.08

®Formacéo volumétrica de lacase, unidades formaatamp de fluido de cultura.
PFormacao especifica de lacase, unidades formadasifigrama de massa liquida de
micélio.
Fonte: GALHAUP e HALTRICH, 2001.

Se presente em altas concentracdes na sua fopnaaciivre € extremamente
toxico para células microbianas. A ligagdo do colme fungo € tipicamente

compreendida por duas fases: primeiro um metabolisgiependente de superficie,
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seguido por uma afluéncia de energia-dependenteetal (GALHAUP e HALTRICH,
2001).

Galhaup e Haltrich (2001) determinaram a atividate lacase do fungo
Trametes pubescemdB 89, quando este, desenvolveu-se em meio basgadygicose
suplementado com varios supostos indutores esdoando um tempo de 13 dias. Estes
indutores incluem compostos aromaticos (p-anisjdiaéecol, acido galico, guaiacol,
acido tanico e 2,5-xilidina) bem como diferentassimetélicos (A Cd**, Cu?*, Ho",
Mn?*, zn*"), alguns dos quais sdo conhecidos por impor uatiegle tensdo oxidativa
sobre o0 micélio. Garcia e colaboradores (2006)claun que o sal de mercurio HgCl
diminuiu a atividade das lacases Elgcnoporus sanguineus, a inibicdo enzimética
pelo ion H§" sugere a presenca de grupos sulfidril essenaaisatividade da enzima.

E muito interessante encontrar novas maneiragogugdo de lacase com alta
atividade e baixo custo devido ao enorme potergui@ esta enzima oferece para o
desenvolvimento de processos eficientes de biokegiao(biodescoloragéo, tratamento
de aguas residuarias, etc.). A disponibilidadeirobeusto dos substratos séo critérios
de grande importancia na producdo de lacases. €entiizado de residuos da
agricultura, da silvicultura e da indastria alinei@ nos processos de fermentacdo de
estado soélido. O uso de tais residuos como substedternativos ajuda a resolver
problemas ambientais, os quais sdo causados pgasdido deles no meio ambiente.
Por outro lado estes residuos possuem lignina eé#hulose e hemicelulose, os quais
agem como indutores das atividades lignoliticasitddudeles possuem acucares, 0s
guais tornam o0s processos mais econdmicos. Nestexto, cascas de banana foram
utilizadas, pois possuem alto teor (59,51g/100g)caoidratos que sao facilmente

metabolizados por microorganismos (OSMA et al.,6200

2.3.1.1 Fungo Pycnoporus sanguineus

Pycnoporus sanguine#sum fungo saprofitico de crescimento lento cormiene
conhecido como "orelha de pau” e faz parte da kamdlyporaceae, Aphyllophorales,
Basidiomycetes. Esta espécie sintetiza uma vareddd metabolitos: lacases,
pigmentos de coloracdo vermelho-alaranjado caiatiters do tipo 2-amino fenoxazina,
esterois, etc. Entre os diversos pigmentos jadsasla identificados, a cinabarina, o
acido cinnabarinico e a tramesanguina sdo o0s mhbimdantes. Atividades
antiparasitaria e/ou antiviral, dessas substantwaam testadas. A cinabarina reduziu

em 4 vezes o titulo do virus rabico (SILM& al, 2001). Este fungo é capaz de
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hidrolisar os polissacarideos da parede celulaamebém a lignina de materiais
celulésicos.Pycnoporus sanguineufi utilizado com sucesso na descoloragdo de
efluente Kraft e na descoloracéo de diferentesntesa OPycnoporus sanguineusum
fungo amplamente distribuido na natureza sendongracto em regides de clima ameno
(Figura 2.6) e em florestas tropicais como a fl@r@snazénica (GARCIA et al., 2006).
Alves e colaboradores (2006) testaram em labocatriesisténcia natural de
espécies de madeiras na regido amazénica a fupgdseaedores. Todas as espécies
testadas apresentaram-se muito resistentes ao®sfumgodrecedore®ycnoporus
sanguineuse Gloeophyllum trabeumde decomposicado branca, excépidosperma
desmanthungue mostrou ser resistente ao fungo de decompoggéta. Segundo
Alves e colaboradores (2006), a resisténcia aidesa€Bo pode ser atribuida em grande

parte a presenca de taninos e outras substanciaicées complexas, presentes na

madeira, as quais sao toxicas a determinados fuilgéesgos.

Figura 2.6. Fungd®ycnoporus sanguineugA) Localiza¢do: municipio de Rancho
Queimado — SC - Brasil; (B) Reserva Ecolégica Seéordabuleiro, Municipio de
Palhoca — SC — Brasil.
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

3.1EQUIPAMENTOS

- Espectrofotdmetro UV-visivel Micronal (modelo &5 com célula de plastico
de 1 cm foi utilizada para ensaios de atividadeinedizca de lacases do fungo
Pycnoporus sanguineus.

- Os experimentos eletroquimicos foram executadosum n
potenciostato/galvanostato Autolab (modelo PGSTAY, disponivel na Universidade
Estadual de Sdo Paulo (campus Sao Carlos) e nuengoastatouAutolab disponivel
na Faculdade de Farmacia da UFG.

- A filtracdo do extrato bruto de lacase foi efelmaom auxilio de bomba de
vacuo modelo HwWP111580, marca Millipore.

- Capela de fluxo laminar (adquirida de Marconiiipgmentos para laboratorio),
foi utilizada para repique dos fungos e aplicacée flingos nos meios de biossintese
lacases.

- Autoclave marca Bio-Eng, modelo A75, foi utilizaghara esterilizacdo dos
meios de cultura dos fungos e meios de biossidefmcases.

- Estufa de incubacéo com agitacao.

3.2REAGENTES

Os reagentes utilizados foram de grau analities solu¢cbes foram preparadas
com agua purificada pelo sistema Milli-Q (Modelo BAus Ultra low Organics Water).
Solugdes 0,1molt de varios compostos fendlicos (Sigma S/A) foraeppradas em
tampao fosfato 0,1 molt.(pH 7,0).

- A solucdo de seringaldazina (marca Sigma), foepgrada através da
dissolucdo em etanol 99,8%(v/v) na concentracdh@g 10° molL™.

- Os reagentes, todos de pureza analitica, &ogtérfco e acido sulfarico (Carlo
Erba); biftalato de potéssio, nitrato de potassigdfato de potassio e acido nitrico
(Fluka); cloreto de potassio (Gibco); acido claddr(Sigma); hidroxido de sodio
(Aldrich); &cido acético, cloreto de sodio e hiddix de potassio (Merck) foram

utilizados na preparacéo das solugdes eletroliticas
- Glicose (marca: Isofar) e agar-agar microbioldgyarca: Merck ) foram

utilizados para preparo do meio de cultura dosdang
- Sulfato de cobre Il (marca: Cromoline), foi wddo como indutor de lacase.
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- Cascas de banana nanica (nome popular no cesdgte-do Brasil) ou caturra
(nome popular no sul do Brasil), foram utilizadasno substrato na biossintese de

lacases.

3.3PRODUCAO DE L ACASES
Para producao de lacase a partir de cultura dgoftdycnoporus sanguineus,
utilizou-se a linhagem do fund®ycnoporus sanguineu§CT-4518 (Linnaeus ex Fries)

Murrill, adquirida da Fundacéao André Tosello em @aras/SP.

3.3.1 Meio de Cultura Utilizado para Cultivo do Furgo
Os componentes do meio de cultura utilizados paesconento do fungo

Pycnoporus sanguine@ncontram-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Meio de cultura utilizado para cultido fungo Pycnoporus

sanguineus.

Meio de cultura
Caldo de batata 40 mL Para 4 placas de cultivo do
Glicose 29 fungo. Dividiuse os 120 mL
Agar 1,59 equitativamente nas 4 placas.
Agua destilada g.s.p.120 mL

3.3.2 Semeadura e Cultivo do FungBycnoporus Sanguineus
Para semeadura, inéculos de aproximadamenté, lmmntendo micélios do
fungo Pycnoporus sanguineugoram adicionados ao centro das placas de cultivo

contendo meio solidificado com ajuda de uma paateisob condigdes assépticas.

3.3.3 Incubacgéo

O fungo permaneceu em crescimento durante setesoliacondicbes ambientes.

3.3.4 Biossintese das Lacases
Diversos meios de producao de lacase, a parfurdyg Pycnoporus sanguineus
foram utilizados com o objetivo de buscar alten@gimais econémicas para a producao

da enzima. Entretanto o extrato enzimatico utilizgdra confeccdo dos biossensores
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foi obtido através da biossintese de lacases em liggido, contendo como substrato:
extrato de malte e, como indutores: sulfato deetie 2,5-xilidina (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 Meios de biossintese de lacases a garfiungoPycnoporus sanguineus.
Numero de indculos contendo micélios, aplicadosada frasco: seis.

Temperatura de 28, 150rpm e Temperatura ambiente, estatico e auséncia de
auséncia de luz. luz.

2,5-xilidina (200 L-dopa Acafrao Casca de Casca de
mgL?) + sulfato de | (100mgLY) + | (0,259/50mL)  banana (20 banana (20
cobre Il (1 a 8.19 extrato de + glicose pedacos de pedacos de
molL?) + extrato de | malte (1g/50mL) + | 0,5cnf para 0,5cnf para
malte (1,25%(p/v)) | [1,25%(p/v)] | caldo de 200mL de &4gua) 200mL de

batata (g.s.p. | + sulfato de agua)

50mL) cobre Il (4,0

x.10°molL™)

3.3.5 Atividade das Lacases

Os ensaios de atividade enzimética foram realzamo relacdo ao tempo de
supressdo das medidas de absorbancia observatapaam solucdo 1,0 x EonolL™
seringaldazina (substrato ideal), quanto para &ekicl,0.18 molL™* de catecol e
resorcinol, na presenca de diferentes eletrdlits eliferentes condi¢cdes de pH.

Fez-se a leitura da absorbancia, utilizando esgfethmetro UV-visivel, das
reacOes de oxidacdo dos substratos (seringaldaategol e resorcinol) catalisadas por
extratos brutos de lacases. As reacOes de oxidig@eringaldazina foram efetuadas
em tampao acetato (pH 5,0), em 525nm. As reacdesgidacao do catecol foram feitas
na faixa de pH de 2,0 a 8,0 em 420nm utilizandelesdlitos na seguinte ordem: pH
2,0, KCI/HCI; pH 3,0 a 4,0, hidrogeno biftalato getassio/HCI; pH 4,1 a 5,9,
hidrogeno biftalato de potassio/NaOH; pH 6,0 a8a€H.PO,/NaOH; pH (3,0 a 8,0),
acetato de potassio. Extratos brutos de lacase§s difiracdo a vacuo, foram
guardados sob refrigeracdo a temperatura®@epdr um periodo de até seis meses, e

mantiveram atividade suficiente para elaboracaoiaesensores.
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3.4DESENVOLVIMENTO DOS BIOSSENSORES

Os biossensores foram preparados através da¢étude grafite e em seguida a
adicdo de aliquotas de extrato bruto de lacaseyjmatia sérica bovina (BSA) e
glutaraldeido nas proporcdes indicadas na TabgldwBante 15 minutos em almofariz.
Finalmente, acrescentou-se 6leo mineral e, homdgmnree por mais 15 minutos para
formar uma pasta. Foram utilizadas por¢oes adegqudalpasta para preencher cavidade
de 2,0 mm de diametro por 0,5 mm de profundidadestetrodos suportes (eletrodo de
trabalho). O sistema amperométrico para determinalgi compostos fendlicos em
amostras ambientais foi montado conforme Figura Q4. eletrodos de referéncia e

auxiliar utilizados foram respectivamente Ag/AgQirata.

Sistema amperomeétrico

Potenciostato —/7/ \

Eletrodos:

auxiliar
trabalho
referéncia

/ :

A

p :/~\ Condutor elétrico

(fio de cobre)

<— Tubo de teflon

| Pasta de

L/
vcarbono

Figura 3.1. Sistema amperométrico para determinde&@mmpostos fendlicos

3.4.1 Estudo de Estabilidade e Resposta Relativa

Os biossensores obtidos com diferentes composidéepasta de carbono,
inicialmente foram avaliados quanto & intensidadengpo de resposta em relacdo ao
catecol. Os melhores foram avaliados em relacderapo em que até 90% da atividade

inicial se manteve.
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3.4.2 Ensaios Eletroquimicos

Os parametros investigados na caracterizacdoosdsénsor incluiram: pH (3,0 -
8,0), aplicacdo de diferentes eletrolitos supodeavaliacdo da resposta em aguas
residuarias, bem como parametros eletroquimicoecédgms para técnicas de
voltametria ciclica e de pulso diferencial. Os @séoram efetuados em temperatura e

pressao ambiente.

Voltametria Ciclica

O comportamento do eletrodo na faixa de varredera@,5 a 1,0 V foi avaliado
através de sucessivos ciclos em tamp&o acetat®,®HD,1 mol* e tampé&o fosfato
(pH 7,0) & velocidade de 10, 25, 50 e 100 thV8endo 100mVS a velocidade de
melhor resposta, desta forma, foi utilizada pardedasrminagcdes de CV.

Voltametria de Pulso Diferencial (DPV)
Para ensaios de DPV, avaliou-se a resposta emdadias de varredura de 15 a
150 mVs' e variou-se a amplitude de pulso de 10 a 125 m\tedatéo ao catecol

[300pmolL™] em tampao fosfato [0,1moff e pH 6,0.

Tabela 3.3 Composicédo dos eletrodos de pasta t@nmmamodificados com extrato
bruto de Lacase (PCLS).

PCLs Grafite Extrato bruto de Solucdo de Gluta- Oleo Quito-
empé lacase (2.5 U.m) BSAO0,2% raldeido mineral sana
(mg) (pL) (pL) (pL) (mg) (mg)
PCL1 330 25.0 - - 80 -
PCL2 330 50.0 - - 80 -
PCL3 330 75.0 - - 80 -
PCLbsal 330 50.0 10.0 - 80 -
PCLbsa2 330 50.0 20.0 - 80 -
PCLbsagl 330 50.0 20.0 5.0 80 -
PCLbsag2 330 50.0 20.0 10.0 80 -
PCLbsag3 330 50.0 20.0 15.0 80 -
PCLq 330 50.0 - - 80 40

PCL: pasta de carbono lacase

PCLbsa: pasta de carbono lacase albumina sériégagbov

PCLbsag: pasta de carbono lacase albumina sénaabgiutaraldeido
PCLQ: pasta de carbono lacase quitosana
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Estudos da influéncia do pH e eletrélitos suporte

Catecol de concentracéo 5,0 Xx°I@olL™ foi analisado, por DPV, em diferentes
pHs (3,0 - 8,0) de tampé&o fosfato e acetato. Aslicdes foram: biossensor de pasta de
carbono contendo 1,5 Uritlde enzima.mgde pasta, numa velocidade de varredura de
30 mVs', faixa de potencial de 0,4 a 0,0 V e potencigbulso de 50mV.

A resposta da enzima foi avaliada também nosééites, [0,1 moll*] em pH
5,0, formados por sais de potassio (acetato ldtiftacloreto, nitrato e sulfato), sais de
sodio (cloreto e sulfato) e os sais (cloreto de étde potassio).

Para avaliar o efeito da concentracéo ionica fonihzadas solucdes de NacCl,
cujas concentracdes foram: 0,001; 0,005; 0,0E5; @ e 0,5 moll, todas em pH 5,0.

3.4.3 Estudo da Resposta e Aplicacdo do Biossensor

Solugdes 0,1 molt dos compostos fendlicos: catecol, hidroquinonsonanol,
piragolol, fenol, acetaminofeno, 4-aminofenol, @rolfenol, 4-cloro-2-metil-fenol e 4-
nitro-fenol foram analisadas por DPV utilizando dsensor em tampao fosfato 0,1
molL™ pH 7,0 com potencial de varredura de +0,4 aV0,#elocidade de varredura de
30 mVs' e amplitude de pulso de 50 mV. Os percentuai®sigostas foram dados em
func&o dos niveis de pico de corrente catddica,(fgxservados.

Curvas de calibracdo dos compostos fendlicos fotanstruidas a partir de
concentracdes 0,1 molLpara concentracées finais na faixa d& &0 10° molL™* em
tampao fosfato 0,1 molLpH 7,0. Os ensaios foram efetuados em céluleogigimica
por DPV numa velocidade de varredura de 30m\&snplitude de pulso de 50m¥
faixa de potencial de 0,4 a 0,0 V.

Utilizando o biossensor PCL2, foram efetuadas sealde aguas residuarias de
laboratorios de quimica da UFG, escolhidos de foateatoria e sem conhecimento
prévio de possiveis interferentes, com o objetigaddtectar a presenca de substancias
eletroativas interferentes a deteccdo do catecsl. afkostras foram coletadas e
analisadas imediatamente ap0s a coleta. As mesmnas fpreparadas e analisadas
como segue: em um baldo volumétrico de 50 mL, awidai-se 25 mL da amostra e
completou-se o volume com tampéo fosfato 0,2 m@H 7,0. A porcées desta solucéo
resultante, adicionou-se solucdo de catecol ndacélatroquimica nas proporcdes 1:4,
1:1 e 4:1 formando um volume final de 10mL. Ebetise a DPV numa velocidade de
varredura de 30mVs faixa de potencial de 0,4 a 0,0 V e potenciapdiso de 50mV.
As respostas foram dadas em func¢éo dos niveiscdalpicorrente catddica (Ipc).
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1PRODUGAO DE L ACASES EENSAIOS DE ATIVIDADE EM SOLUGAO
O cultivo e reproducdo dos fungdd/cnoporus sanguineusios meios e
condigOes utilizados, ocorreu livre de contaminag&mm boa taxa de crescimento. A

Figura 4.1 mostra uma placa com coldnias do furggmd&das no meio de cultura
indicado na secc¢ao 3.3.1.

Figura 4.1. Cultura do fung®ycnoporus sanguineus

O fungoPycnoporus sanguineupie, desenvolveu-se no meio de producéo de
lacase (extrato de malte + sulfato de cobre Il ¥41@°molL™?) , 150rpm e auséncia de
luz) (GARCIA et al., 2006) encontra-se representaaéigura 4.2.

Figura 4.2. FungoPycnoporus sanguineugormado na biossintese de
lacase nas condi¢bes: meio de cultura contendatextie malte (1,25%(p/v)),
sulfato de cobre 11 (4,0 x TomolL™); 150rpm, 28C e auséncia de luz.
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Os meios de producdo de lacase contendo como atbsaisca de banana
(Figura 4.3), acafrdo, L-dopa e concentracdo des fonbre # 10° molL™),
apresentaram baixos valores de atividafde2(5 UL') comparados com aqueles
contendo elevadas concentracdes de fons cobfenfbl.™?) que apresentaram elevada
atividade {J 3000 ULY). Portanto, extratos brutos com baixa atividade fdtam

viaveis para confecgéo de biossensores, sendosaptais para estudos de atividade em
solucéo.

Figura 4.3. Biossintese de lacases contendo, cabsirato, casca de banana.

Os extratos brutos, utilizados para ensaios dedatle em solugdo e para
elaboracdo dos biossensores, foram coletados mo dacatividade. Os valores de
atividades de lacases biossintetizadas em mei@mdotcasca de banana e sulfato de
cobre Il (com/sem) encontram-se na Figura 4.4 eutados conforme Leite e
colaboradores (2008).
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Figura 4.4. Evolucdo da atividade, na oxidacdo dangaldazina, durante a
biossintese de lacases do fulymoporus sanguineubieio: casca de banana.
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Valores de até 4100 ULforam obtidos para a biossintese de lacase com
concentracdes de fons cobre de 8,0 %MdIL™, presentes no meio de cultura. Portanto,
para confeccdo de biossensores, € importante uwidade para lacases em torno de
2500UL™". Com valores altos de atividade de lacases temosagdes de oxidacdo dos
compostos fendlicos com catdlise enzimatica rapidaslhorando as respostas
eletroquimicas nos biossensores.

Explica-se 0 uso de cobre, sulfato de cobredima indutor na producédo de
lacases, pois faz parte da composicdo das mesmasteggacdo do centro ativo.
Verificou-se que um aumento na concentracdo datsulf, no meio de biossintese de
lacases, aumentou a atividade do extrato brutoe{@ahl). Em meios alternativos de
producao de lacases, por exemplo: casca de baalamada baixa concentracéo de ions
cobre presentes no meio, pode ter ocorrido co-gédmude quinases, as quais

comprometem a estabilidade de enzimas, diminuindeia vida destas.

Tabela 4.1 Biossintese de lacases a partir do fllygooporus sanguinewsm meio
contendo: 2,5-xilidina (200 mgt), extrato de malte (1,25%p/v) e proporcdes vasada

de sulfato de cobre II.

Sulfato de cobre I Atividade (U.L™)
1,0x10*molL™ 2200
4,0x10*molL™ 3000
8,0x10*molL* 4100

As atividades dos extratos brutos de lacases dot&sn em relacdo aos
compostos fendlicos (catecol, resorcinol), foramageem diferentes eletrolitos e pHs
variando de 3,0 a 8,0. Os resultados mostraram iakependendo do eletrolito
utilizado, a maior atividade da enzima ocorreuaigaf de pH de 4,0 a 5,0 (Figura 4.5).

A Figura 4.6 mostra a atividade do extrato bruws lhcases no eletrdlito cloreto
de potéssio, na faixa de pH de 3,0 a 8,0 em relagamatecol. Conforme descrito por
Garcia e colaboradores (2006), o furlgycnoporus sanguinedsrma duas isoformas
de lacases: Lac 1 e Lac 2. Na presenca do eletgbteto de potassio, ha indicio de
que a isoforma de lacase que tem maior atividadéoemo de pH 4,0, € mais inibida

pelo haleto, do que a aquela que tem maior atiei@ad torno de pH 5,0.
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Figura 4.5. Reacdo de oxidacdo do catecol cataligela enzima lacase, em
eletrdlito acetato de potéassio nos pHs 3,0; 4,0; 6,0; 7,0 e 8,0 e atividades
percentuais respectivas.

Oxidacéo catalitica do catecol na presenca do elétito cloreto de potassio
120

/
S Z ***** Z ***** g *******************
o D 9 % owm

pH

Figura 4.6. Oxidacdo catalitica do catecol, emreifees pHs, na presenca do
eletrélito cloreto de potassio (0,1 mdiL

Pode-se verificar que os eletrélitos acetato d#iosé fosfato de sddio séo
melhores, por exemplo, do que o cloreto de sédgu(gs 4.7 e 4.8). Também estando
de acordo com a literatura, a qual indica que dstdsséo inibidores da atividade de
lacases.
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Oxidagéo catalitica do resorcinol & pH 5,0
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Figura 4.7. Reacdo de oxidacdo desorcinol catalisada pela enzima lacase, em
diferentes eletrélitos a pH 5,0. Tempo de rea¢c&®0Onmiin. Concentracdo dos
eletrélitos: 0,1 molL*.

Oxidagéo catalitica do catecol & pH 5,0
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Figura 4.8.Reacdo de oxidacdo dmateco| catalisada pela enzima lacase, em

diferentes eletrélitos & pH 5,0. Tempo de reac&mid. Concentracdo dos

eletrélitos: 0,1 molr?.
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Observou-se também que o catecol tem sua reacésidigado, catalisada pela
lacase, mais rapida que o resorcinol, sendo quengpd aproximado de reacao
necessario respectivamente de 40 e 180 minutosur@sig4.7 e 4.8). Este
comportamento esta de acordo com a literatura (MBBA® et al, 2007), que aponta
osorto-fendis (catecol) mais reativos do quentetafendis (resorcinol).

Os biossensores foram confeccionados com extratwssbde lacases de meios
de cultura coletados no pico de atividade das émcadeste ponto tem-se uma maior
concentracdo de lacase e, conseqientemente, aumezftaiéncia da resposta dos
biossensores elaborados. Elaborou-se biossensonmesextrato bruto de lacases de
baixa atividade (2,5 UL), porém, as respostas obtidas ndo estdo apreasmaste
trabalho. Optou-se pelo uso de lacase cuja biessribrneceu maior atividade (4100 U
L™Y) (substrato: extrato de malte; indutores: 2,5diik e sulfato de cobre II; agitac&o:

150rpm a 28&C; auséncia de luz).

4.2 DESENVOLVIMENTO DOS BIOSSENSORES

O uso de lacases na confeccdo de biossensoresidenbastante explorado,
especialmente lacases com altos potenciais dovefdus NHE. Entre as diversas
técnicas de imobilizagdo de enzimas, descritasitaeatura, optou-se pelo uso de
eletrodos de pasta de carbono devido a simplicidadelaboracdo. Os parametros de
desempenho para eletrodos modificados com pastzarileno encontram-se na Tabela
4.2.

Observa-se na tabela 4.2 que desempenho suparelcéncado na intensidade
de resposta com o biossensor de eletrodo PCLbgagBiossensor formado pelo
eletrodo PCL2 utilizou menor quantidade de materaidiferencas pouco significativas
quanto ao desempenho, entéo, este foi utilizadcesnglos de aplicacdo e otimizagao

dos demais parametros.



52

Tabela 4.2. Eficiéncia relativa de eletrodos medifios com pasta de carbono,
testados com catecol.

PCLs Atividade Estabilidade (90% atividade inicial)
relativa (%)

PCL1 70 -

PCL2 99 65 dias

PCL3 98 60 dias
PCLbsal 88 -
PCLbsa2 90 55 dias
PCLbsagl 100 65 dias
PCLbsag?2 98 -
PCLbsag3 85 -

PCLq 99 -

PCL: Pasta de carbono lacase

PCLbsa: Pasta de carbono lacase albumina sérid@abov

PCLbsag: Pasta de carbono lacase albumina sémraaalglutaraldeido
PCLq: Pasta de carbono lacase quitosana

A Tabela 4.3 mostra que os valores de maiordatde enzimatica nao
estdo na mesma faixa de pH do que aqueles encositigebndo a atividade foi testada
em solucdo, o desempenho da enzima imobilizadéuegdio do pH mostrou-se mais
eficiente na faixa de pH de 6,0 a 7,0. Apresentamaenores potenciais e maiores
corrente de pico (Ipc).

Tabela 4.3. Dados de Epc e Ipc para reducdo damgiiormada a partir da
oxidacdo enzimatica do catecol em diferentes pHs.

pH Tampao Fosfato Tamp&ao Acetato

Epc (mV) Ipc (1A) Epc (mV) Ipc (1A)
3,0 295;071| -0,087;-0,083 295 -0,205
4,0 235 -0,156 333*; 220 -0,404; -1,100
5,0 220 -0,300 295; 176 -0,092; -0,192
6,0 191 -0,591 235 -0,245
7,0 146 -0,597 161 -1,002
8,0 101 -0,513 146 -0,824

Epc: Potencial de pico catodico;

Ipc: Corrente de pico catddica;
* pico de baixa resolucao (ombro).
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A investigacdo do comportamento do biossensor R&h2liferentes eletrélitos
foi realizada com o propédsito de verificar se asi@oordenantes, como cloretos,
interferem na atividade da enzima imobilizada. Abigéo enzimatica, apresentada
devido a capacidade coordenante destes aniondtaresn menor nivel de corrente
catédica em eletrélitos formados a partir desteiondn(Tabela 4.4). Observou-se
também a forga do eletrélito em relacdo aos catiohsNa' e K quando os mesmos
apresentam como contra-ion o anion cloreto, camdatae a seguinte ordem crescente
de inibicdo: (1) LiCl (2) NaCl (3) KCI. Os resultas, mostrados na Tabela 4.4,
comprovam as propriedades dos metais alcalinagjas indicam que: quanto maior é
o tamanho do atomo, maior sera sua eletropositieidaeste caso, formando com o
cloro que é bastante eletronegativo, um eletroiitaito forte e favorecendo a
coordenacdo do mesmo com o ion cobre da lacas@a eRa, ndo deixando o cobre

tdo disponivel para agir como catalisador na rededmxidacao do catecol.

Tabela 4.4. Dados de Epc e Ipc para reducdo eldimicp da quinona, formada
através de catdlise enzimatica, em diferenteséitets (0,1 molL*, pH 5,0).

Eletrolito Epc (mV) Ipc (1A)
Biftalato de potassio 310; 146 -6,432; -6,541
Acetato de potassio 325; 176 -2,617; -1,728
Fosfato de potassio 310; 161 -2,573; -0,863
Sulfato de sédio 116 -2,589
Sulfato de potassio 101 -2,549
Cloreto de litio 116 -1,833
Nitrato de potassio 116 -1,247
Cloreto de sddio 116 -0,707
Cloreto de potassio 101 -0,546

Epc: Potencial de pico catodico;
Ipc: Corrente de pico catodi

Em condi¢cbes adequadas de pH e eletrélito (pomphe biftalato pH 5,0) a
lacase promove a oxidagdo do catecol a respectiv@gomp com maior eficiéncia.
Portanto, quando ocorre a reducao eletroquimicguaena ocorrem em DPV, maiores
niveis de corrente. Entretanto, voltamogramas dsopdiferencial apresentaram em

ensaios realizados com pH 5,0 e nos eletrélitaalatb, fosfato e acetato, dois picos
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catodicos (Figura 4.10). Este fato pode estar &mdwmca reducdo eletroquimica da
quinona formada, que ocorre em duas etapas, condsptes as duas hidroxilas
presentes no catecol. Propde-se entdo a Equacam4ugtificar o aparecimento dos

dois picos nos voltamogramas, bem evidenciadosdyuatilizamos DPV.
OH

o) (o)
E, pH E, pH
o OH OH 4
catalisador (enzima), pH, E ( )

catalisador (enzima), pH, E
benzeno-1,2-diol

(catecol)

ciclohexa-3,5-dieno-1,2-diona 6-hidroxiciclohexa-2,4-dien-1-ona

Dois picos (Ipa) foram observados tanto em tésninanos sensiveis como a
voltametria ciclica (Figura 4.9) como em voltarreette pulso diferencial (Figura 4.10),
quando temos condicdes ideais de concentracdo @&mzanpH, eletrdlito e ajustes
adequados nos parametros de CV (acetato pH 5,@)\e(bifatalato pH 5,0) para uma
boa atividade enzimatica. Outro ponto fundamentadeovado sdo os valores de
potencial de pico anddico (Epa) e Epc, que apareapthos em torno de 0,3V,
indicando boa reversibilidade no processo redoxatecol, nas condi¢cdes estudadas
(Figura 4.9).

1 Voltamograma ciclico do catecol
20 R

I(LA)

T T T T T T T T T 1
7 -06 -04 02 0,0 0,2 04 0,6 08 10 12

E(V) vs Ag/AgCI _,
-100 I T I T I T I T I T I T I T I - T I T I

06 04 -02 00 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
E(V) vs Ag/AgCI_,

Figura 4.9. CV do catecol [5.20molL™}] em tamp&o acetato [0,1méf. pH 5,0.
Velocidade de varredura: 100m/$aixa de varredura: -0,5 a 1,0V. Eletrodo de
trabalho:PCL2.
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Nas condi¢cdes onde ocorre maior inibicdo enzirmatidribuida neste caso ao
anion cloreto (cloreto de potassio), ocorre apamaspico de reducdo (Figura 4.10).
Nesta situacdo, possivelmente, ocorre oxidacaeréiiia parcial do catecol ou ainda a
oxidacdo completa ndo sendo visualizada “em pa@tsniadistinguiveis”, sendo que 0s

potenciais aplicados foram bastante negativos.

-105+

Catecol na presenca do eletrdlito biftalato (pH 5)0

-1104

-1154

Catecol em cloreto de potassio pH 5,0

I(LA)

-120

I(HA)

-1254

T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
E(V) vs Ag/AgCI

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

E(V) vs Ag/AgCI_,
Figura 4.10. DPV de reducéo, da quinona a cateas,eletrélitos (0,1molt, pH
5,0) ; biftalato e cloreto de potassio. Faixa deedura; 0,4 a 0,0V. Potencial de
varredura: 30mV:S Potencial de pulso: 50mV. Eletrodo de trabalf®LP.

No estudo com o eletrélito cloreto de sodio (Fegdrll) observa-se que mesmo
ocorrendo inibicdo da lacase pelo eletrdlito cotben anion cloreto, em concentragdes
elevadas [0,5 moll] , é possivel detectar compostos fendlicos em aa®sontendo
este anion na faixa de [0,005 a 0,05 mijllRecomenda-se a diluicdo da mesma para
analise de compostos fendlicos com biossensor & d@dacase, no caso de amostras
muito concentradas em eletrdlito contendo o anioretw. Por outro lado, em agua
potavel, onde a quantidade de eletrélito é muitgupaa, ocorre muita resisténcia da
solucéo, dificultando a deteccdo de compostos if®@®I| Neste caso, recomenda-se a
adicado de um eletrolito a amostra em questao pengmtar a condutividade, para entéo

efetuar a analise da mesma utilizando o biossensor.
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T — =NaCl 0,5moll* ~7 )
-2,0 eessee ggua potavel
-2,24
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0,00 0,02 0,04 006 0,08 010 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20 0,224 0,2

E(V) vs Ag/AgCI_

Figura 4.11. DPV do catecol [5,0 x I@olL™"] em diferentes concentracdes de
cloreto de sddio (pH 5,0) e em agua potavel. Fagavarredura: 0,4 a 0,0V.
Potencial de pulso: 50mV. Velocidade de varreda@émVs'. Eletrodo de trabalho:
PCL2.

A Figura 4.12 apresenta as atividades da lacastetrodo PCL2 em relacdo ao
catecol, em tampao acetato, utilizando DPV. A dtde da lacase mostra-se maior nos
pHs 7,0 (potencial de reducdo da quinona: 0,17\8,( (potencial de reducdo da
quinona: 0,18V). Diferentemente dos valores apteses com a enzima livre, cujas
maiores atividades para enzima em tampao acetatceat nos pHs 4,0 e 5,0. Nos pHs
4,0, 5,0 e 6,0 a enzima também mostra-se atives@p@@ndo menores valores para
potenciais de reducé&o da quinona (pH 4,0, E = Q,p8V5,0, E = 0,17V; pH 6,0, E =
0,13V). No entanto, os melhores picos de redd@aguinona a catecol aparecem nos
pHs 7,0 e 8,0.
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-0,6
Catecol em tampao acetato
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E(V) vs Ag/AQCI_

Figura 4.12. DPV do catecol [5,0 x I@oIL™] em eletrélito acetato de potassio
(0,2molLY). Eletrodo de trabalho: PCL2. Velocidade de varrad30mV&. Faixa
de varredura: 0,4 a 0,0V. Potencial de pulso: 50¥locidade de varredura:
30mV.s'.

A Figura 4.13 mostra a influéncia do pH na ativelath lacase, sendo que a
atividade da enzima, em tampao fosfato, € melhorpeh5,0. Portanto, a reducao
eletroquimica da quinona ocorre num potencial emotade 0,09V, ou seja, num
potencial bem proximo de zero, indicando fortementdluéncia do pH na oxidacao do

catecol e, consequentemente na reducao eletroguétaiquinona ao catecol.
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Catecol em tampao fosfato -
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E(V) vs Ag/AgCI_,
Figura 4.13. DPV do catecol [5,0 x dfiolL?] em diferentes pHs do eletrélito
fosfato (0,1molLl}) . Eletrodo de trabalho: PCL2. Faixa de varredurd: & 0,0V.
Potencial de pulso: 50mV. Velocidade de varredd@aVs™.

0,18 0,20 0,22 0,24

Os gréaficos de DPV mostram diferencas pouco saatifas entre as pastas
PCL2, PCLbsag, optando-se pelo uso da pasta deosigAp mais simples (Figura
4.14).

Voltamoarama de pulso diferencial do catecol
0
-2
<
=
=
-4 4
— PCT.2
PCLbsag
-6 — =
-8- ]
T T T T

. . , . , . .
0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
E(V) vsAg/AgCI_,

Figura 4.14.Voltamogramas de Pulso Diferencial do catecol. Tamfostato 0,1
molL™ pH 7,0; Faixa de varredura: 0,4 a 0,0V; Velodilde varredura: 30 mVs
Potencial de pulso: 50 mV.
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Quando as enzimas sao utilizadas nos biossensmnes como expectativas a
diminuicdo do potencial eletroquimico aplicado ®ségio, diminuicdo da variagdo de
potencial de pico AEp) e aumento dos niveis de corrente observados. Os
voltamogramas ciclicos obtidos na faixa de -0,50\ para eletrodos de pasta de
carbono (PC), PCL2 e PCLq sao apresentados naaHgLi.

Voltamograma ciclico do catecol
20 potencial de varredura: -0,4a 1,0V

-80 r——r+ r r+ T 1T T T 7 — T T T 1 T 1
-06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 1.2
E (V) vsAg/AgCI_
Figura 4.15. Voltamogramas ciclicos do catecad [6,10° molL™]. Condicdes:
tampéo fosfato 0,1 molt (pH 7.0); faixa de varredura: -0,4 a 1,0 V; veltacle de

varredura: 100 mvk

t

Entretanto, o ganho em reversibilidade do processlox evidenciado pela
reducdo dos valores ddEp, bem como a maior facilidade de transferéncialégons
evidenciada pelos potenciais menos positivos e tivega respectivamente para
oxidacdo e reducdo, necessarios ao rompimento airbade energia, estdo mais
associados a mudancas da superficie do eletrodoefada pela adicdo de biopolimeros
(proteinas e/ou quitosana) com boas propriedadegutaras, que efetivamente a co-
participacdo enzimética. Por outro lado, o aumelds niveis de corrente, quando
considerado a somatoéria da contribuicdo capacitieaentualmente de outras espécies

eletroativas presentes no extrato bruto ndo saexidi@ssivos.
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A estratégia ou principio analitico aqui empregaslovolve a oxidagéo
bioguimica na superficie da pasta, sendo estapmiopal a concentracdo de fendis,
seguida por sua deteccdo eletroquimica a partir \dderes de picos catddicos
observados no processo de retorno (reducdo dargumadada enzimaticamente). Nos
estudos de voltametria ciclica, o biossensor aptesenelhor desempenho na faixa de
0,2 a 0,4 V e boa estabilidade quando submetidoltarmetria ciclica ap6s 20 ciclos,
indicando assim, baixa corrente de fundo (Figud®t).Esta faixa € aplicavel para
analise da maioria dos compostos fendélicos dedssercomercial e ambiental, e mostra
que nesta faixa ndo h4 oxidagéo eletroquimica terak evidenciando que ensaios de

reducao por DPV estdo associados exclusivamentsarg formada enzimaticamente.

200

Voltamograma ciclico do catecol
1004 potencial de varredura: -0,4 a 0,4 V

-100

I (LA)

-200

-300

-400]

-500

T T T T T T T T
0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4
E(V) vs Ag/AgCI/KCI

t

Figura 4.16. Voltamograma ciclico do catecol,izdihdo o eletrodo suporte
PCL2 nas condicBes: tampao fosfato 0,1 rifqiaH 7.0); faixa de varredura:
-0,4 a 0,4 V; velocidade de varredura: 100 fVs



61

Utilizou-se o catecol como substrato para compravaficiéncia da enzima
imobilizada no eletrodo de pasta de carbono. Vatgamas de pulso diferencial,
realizados nas mesmas condicdes, foram efetuadonselmrodo de pasta de carbono
nao enzimatico. A Figura 4.17 mostra as difererggaressivas para 0s niveis de
corrente observados, correspondentes a reducadruang, formada enzimaticamente e

nao enzimaticamente.

20
Catecol em tampao fosfato (pH 7,0)
0 -
-204
:‘:; -40-
-604
—— PCL2 catecol eletrdlito
----- PCL2 eletrélito
-804 — — -PC catecol eletrélito

! T ! T ! T ! T ! T !
0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
E(V) vs Ag/AgCI/KCI

t

Figura 4.17. Voltamogramas de Pulso Diferencialcdtecol [3,0 x 10 molL™ ].
Tampao fostato 0,1 mofL. pH 7,0. Faixa de varredura: 0,4 a 0,0V. Velociddd
varredura: 30 mV& Potencial de pulso: 50 mV.

Testou-se o biossensor PCL2 com varios compostudlides (Figura 4.18),
apresentando melhor atividade para catecol e n@se@ a hidroquinona e, baixa
atividade para acetaminofeno e aminofenol e atiledaraticamente nula para 2-cloro-
fenol, 4-cloro-2-metil-fenol e nitro-fenol. As msstas apresentadas justificam o
comportamento de grupamentos ou elementos que eexerortes efeitos de
estabilizacdo por ressonancia no anel benzénioctamo, -OH e -Nk( exemplos:

catecol, hidroquinona, pirogalol, fenol, 4-aminaBnos quais, favorecem as reacdes
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catalisadas por lacases e, grupamentos que debkeatalo anel benzénico, tais como, -
NO,, -COOH e halogénios (exemplos: 2-cloro-fenol, @r@i2-metilfenol e 4-nitro-

fenol), inibem o efeito catalitico das lacases.

Atividade relativa do PCL2

em relagdo a composto< fenollcos OH
100+
i OH
80 catecol (orto) hldroqumona (para) resorcinol (meta) pirogalol
—_—
\o\i 4
©
; 60
% fenol 2-clorofenol
@ 4
) 4-aminofenol
8 404
i)
=
< | 0N,
20
4-cloro-2-metilfenol 4-nitrofenol
0 | NN DL DL L L V%'I// I% Z | Z
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b«’

Composto fenolico
Figura 4.18. DPV - Atividades relativas (Ipc) agmasidas com a utilizacao de lacase
do fungoPycnoporus sanguineusom o biosensor PCL2, para diferentes compostos
fendlicos. Velocidade de varredura: 30 rifyémplitude de pulso: 50mV. Potencial
de varredura: +0,4 a -0,4 V. Tampao fosfato 0,1L¢pH 7,0).
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A Figura 4.19 apresenta as curvas de calibracdo, dmno voltamogramas de
pulso diferencial obtidos, para diferentes conegtites de catecol em eletrélito fosfato
(0,1 molLY) pH 7,0. Nas condicdes deste estudo, observaursecorrelacéo linear

com r = 0,99897 na faixa de concentracédo de 20>a17,0 x 1¢ molL™.

g | Concentracao de catecol em tamp&o fosfato (p‘l)-| 7RLL2

©

I (LA)

T T
0,30 0,25
E (V) vs Ag/AgCIKC,

T
0,35

0 — 71 T 1 ' T T T T T T 1 T T T T T T
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Catecol [10’mol.L™]

50 55 60

Figura 4.19. Curva de calibragéo e voltamogramaguti diferencial obtidos para
diferentes concentracdes de catecol em solucdodmrimsfato 0,1 moltt pH 7,0.
Velocidade de varredura: 30mV/sPotencial de pulso: 50mV. Eletrodo de trabalho:
PCL2.

A Tabela 4.5 apresenta valores obtidos na detegémade percentual
recuperado de catecol adicionado em aguas resadudei laboratoérios de quimica da
UFG. As amostras foram diluidas em tamp&o fosfa?on@olL* na proporcdo 1:1 e
concentracdes finais conforme valores de volumesaliecdo de catecol PmolL™
adicionado. Para estas condi¢des, foram obtidaweslde recuperacdo entre 97,5 a
101,0% do valor adicionado, indicando a auséncimtgeferéncia positiva ou negativa
deste tipo de matriz. Os valores percentuais tagels correspondem ao Ipc

apresentados em DPV nas condi¢des citadas.
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Tabela 4.5.Estudo da adicdo e recuperacdo de catecol em agsmuarias de
laboratorios de quimica da UFG utilizando DPV tieldo de trabalho: PCL2.

amostra + eletrolito + catecol = 10m| Recuperacédo do catecol
Volume (mL) de| Volume da amostra)] Resposta [ Resposta
Laboratério|  catecol (10 (mL) diluida 1:1 em| proporcional| percentual
molL™) tampéo fosfato pH| & corrente
adicionado 7,0 (0,2 moll}) (Ipc)
2,00 8,00 2,01 100,50
A 5,00 5,00 5,03 100,60
8,00 2,00 8,02 100,25
2,00 8,00 1,99 99,50
B 5,00 5,00 4,98 99,60
8,00 2,00 8,06 100,75
2,00 8,00 1,95 97,50
C 5,00 5,00 5,05 101,00
8,00 2,00 8,05 100,60
2,00 8,00 1,98 99,00
D 5,00 5,00 4,98 99,60
8,00 2,00 8,08 101,00

Parametros instrumentais de DPV, método escoffod@ua maior sensibilidade,
foram também investigados, porém a capacidade dodméde suprimir corrente
capacitiva e evidenciar correntes faradaicas depdndajuste 6timo do valor de pulso
de potencial extra que é aplicado ao eletrodo dervialos de tempo bem definidos.

Deste modo, o pulso aplicado (“Modulation Ampliglld em medidas
convencionais pode variar de 5 a 100 mV, sendoggaato maior o pulso maior a
sensibilidade, entretanto, pulsos altos podem cometer a resolucéo do pico. Portanto,
opta-se por valores intermediarios 40 a 60 mV. Blosaios realizados, fixando-se a
concentracdo de catecol, eletrolito suporte ezatililo o biossensor PCL2, verificou-se
que acima de 50 mV, os picos de corrente ndo aamede forma tdo expressiva,
ocorrendo perda acentuada de resolugcdo em poterd#aipulso acima de 75 mV
(Figura 4.20).
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E (V) vs Ag;AQCI_,
Figura 4.20. Modulacdo de Amplitude (“Modulationg@itude”). Catecol [3,0 x 16
molL™] em tampé&o fosfato (0,1mof) pH 6,0. Eletrodo de trabalho: PCLgq.

Outro parametro importante e de dificil ajuste efdVDé a velocidade de
varredura (Figura 4.21), pois ao contrario da Q¥ ,cue ela é ajustada diretamente na
DPV, nesta situacéo, depende de dois parametrtenqgal de rampa (“Step Potential”)
e intervalo de tempo em que cada pulso é aplichai@ival time”). Deste modo, ja que
a velocidade de varredura € o quociente destespdménetros, varias combinacdes
podem ser feitas a fim de se obter uma mesma daldej que podem comprometer néao
s6 o tempo de ensaio, mas principalmente, a resokigensibilidade do método.

Para velocidade de varredura de 30 th¥snelhor desempenho foi obtido fixando-se o
“Step Potential” em 15 mV e o “Interval time” enbG.

Os estudos de velocidade de varredura, mostramnasiecondicoes de pH e
eletrélito estudadas, temos um pico melhor na iddoe de 150mV& No entanto,
para cada pH e eletrolito, pode-se obter outra icGndétima de velocidade de
varredura, como por exemplo o valor de 30fMsue foi utilizada em diversas outras
determinagdes e mostou-se com bons resultado®pafa
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Intervalo de tempo (Interval time
Catecol em diferentes velocidades de varredura s
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---- 0,65 -25mV.3
--=--0,7s-21,5mV}
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E(V) vs Ag/AgCI_,
Figura 4.21. Intervalo de tempo. DPV do catecad [8,10* molL™] em eletrdlito

fosfato de sédio (0,1molt, pH 6,0) aplicando-se diferentes velocidades de
varredura. Faixa de varredura: 0,4 a 0,0V. Eletbetrabalho: PCLQ.

A Tabela 4.6 apresenta valores 6timos em ensaid3Rié para o biossensor

elaborado com o eletrodo PCL2.

Tabela 4.6. Parametros de otimizacéo dos biossssom eletrodos suporte
PCL2 e PCLq, para solu¢bes de catecol.

Parametro Faixa estudada  Valor 6timo
Quantidade de enzima (U/mg de pasta) 0.25-2.00 50 1.
Velocidade de varredura (mVps 10 -40 25-30
Amplitude de pulso (mV) 10 -60 50
Faixa de varredura (V) 0.4a-04 0.4a0.0

pH 3.0-8.0 7,0
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES E SUGESTOES

Os biossensores formados, por extrato bruto deséacdo fungdPycnoporus
sanguineusapresentaram bom desempenho na determinacaongmsios fendlicos,
especialmente quando, utilizou-se o extrato enmmabm elevada atividade.

S&d0 necessarios ajustes nos parametros de DPV guénto as técnicas sao
utilizadas na determinacéo de compostos fendlmais, em condi¢cdes ideais no ajuste,
as curvas voltamétricas traduzem informacdes b@spaacisas sobre concentracdes de
substratos e valores de Epc e Ipc.

Os estudos de biossintese da enzima lacase imdicgue em meios de cultura
contendo sais de cobre, a mesma tem um desenvolinbem acentuado, quando
comparado com meios pobres em ions cobre. Eméaekao extrato bruto produzido
nos meios de cultura contendo cobre, temos a ladasalta atividade, condigcéo
necessaria para um bom funcionamento do biossensor.

Estudos de condicbes de pH, eletrélitos, enzimatieletroquimico, indicam
valores otimos de trabalho. No entanto, os estudasizados mostraram que 0s
compostos fendlicos podem ser detectados em véoiadicoes de pH e eletrdlitos.
Desta forma, tornando viavel, a deteccdo de corapdendlicos em condi¢des diversas
de pH e eletrdlitos. Mesmo nos eletrélitos contenldwetos, onde ha maior inibicdo
enzimatica, ainda é possivel detectar compostadi¢des. Desta maneira, a técnica de
biossensores pode ser utilizada para deteccaondgostos fendlicos em 4guas naturais
e residuarias de diversas ordens. Entretanto, qaata tipo de agua, recomenda-se a

otimizacao da técnica de biossensores a baseaelac

Propostas de estudos futuros:

Estudos cinéticos:

Relagédo de atividade enzimética no UV-visivelsusatividade de resposta
eletroquimica utilizando CV e DPV. Estudar qual elagdo existente entre a
concentracdo enzimatica e o Ipc do composto femélicEstudar uma possivel equacao
de velocidade de reagao da relacdo entre a coacéatda enzimeersusconcentracao
do composto fendlico. Propor uma ordem para reagio; primeira ordem ou segunda
ordem. Entretanto, a literatura aponta a enzimaageomo um catalisador.

Estudos da variacédo de temperatura:

Aplicacdo do biossensor de lacase Rienoporus sanguineusm diferentes
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temperaturas de amostras de compostos fendlicos.

Estudos de inibidores enzimaticos:

Outros eletrdlicos e/ou interferentes, além dosudeslos, para catalise
enzimatica de compostos fendlicos.

Estudos de mediadores:

Aplicacédo de mediadores nos biossensores de lde&genoporus sanguineus.

Estudos de biossintese de lacases:

Meios alternativos, economicamente favoraveis eiamalmente corretos na
producédo de lacase, levando-se em consideracdo cplere € essencial a formacao da
mesma.

Estudos de parametros eletroquimicos:

Otimizar a aplicacdo das diversas témieletroquimicas no estudo de
compostos fendlicos em amostras ambientais.

Estudos de compostos fendlicos:

Fontes de compostos fendlicos, origem natural wiwopogénica, no meio

ambiente em relac&o a sua disponibilidade em auatasais.



69

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDULLAH, J.; AHMAD, M; HENG, L. Y.; KARUPPIAH, N.e SIDEK, H.An
Optical Biosensor based on Immobilization of Laccas and MBTH in Stacked
Films for the Detection of Catechal Sensors2007, 7, 2238-2250.

ALLAN, I. J.; VRANA, B.; GREENWOOD, R.; MILLS, G.ROIG, B. e GONZALEZ,
C. A “toolbox” for biological and chemical monitoring requirements for the

European Union’s Water Framework Directive. Talanta, 2006, 69, 302—322.

ALVES, M. V. S.; COSTA, A. F.,; ESPIG, D. S. e VALR. T. Ciéncia Florestal
2006, v. 16, n. 1, p. 17-26.

BAKKER, E. e QIN, Y.Electrochemical SensorsAnal. Chem., 200678, 3965.

BANCI, L.; CIOFI-BAFFONI, S. e TIEN, MLignin and Mn Peroxidase-Catalyzed
Oxidation of Phenolic Lignin Oligomers. Biochemistry, 199938, 3205-3210.

BARDELETTI, G.; SECHAUD, F. e COULET, P. C.Amperometric enzyme
electrodes for substrate and enzyme activity determations. In: BLUM, LOIC J. e
COULET, PIERRE RBiosensor Principles and Applications Editora CRC, 1991.

BLUM, LOIC J. e COULET, PIERRE RBiosensor Principles and Applications
Editora CRC, 1991.

BUGG, T.An introduction to enzyme and coenzyme chemistryEditora: Blackwell
Science, 1997.

CAHN, M. T. Biosensors Editora Chapman & Hall, 1994.

CATTRALL, R. W. Chemical sensorsOxford Science Publications. 1997.

CHAILAPAKUL, O; NGAMUKOT, P.; YOOSAMRAN, A.; SIANGARROH, W,
WANGFUENGKANAGUL, N. Recent electrochemical and optical sensors in flow-
based analysisSens. Actuators B., 2008,6, p. 1383-1410.



70

CHRISTENSON, A; SHLEEV, S; MANO, N.; HELLER, A. e@RTON, L. Redox
potentials of the blue copper sites of bilirubin oiddases Biochimica et Biophysica
Acta, 2006, 1757, 1634-1641.

CORDI, L; MINUSSI, R.C.; FREIRE, R. S. e DURAN, Rungal laccase: copper
induction, semi-purification, immobilization, phendic effluent treatment and
electrochemical measurementAfrican Journal of Biotechnology, 2007, Vol. 6 (10)
pp. 1255-1259.

DAVIS, F. e HIGSON, S. P. Jtructured thin films as functional components
within biosensors Biosensors and Bioelectronics, 2005, 21, 1-20.

Directive 2000/60/EC of the European Parliamenand of the Council of 23 October
2000 establishing a framework for Community actiorthe field of water policy. The
European Parliament and Council, L327/1, 20002p. 7

DORF, Richard C. Theelectrical engineering handbook: sensors, nanoscies,
biomedical engineering and instrumentsEditora CRC, 2006.

DURAN, N.; ROSA, M. A.; D'ANNIBALE, A. e GIANFREDA,L. Applications of
laccases and tyrosinases (phenoloxidases) immoleliz on different supports a
review. Enzyme and Microbial Technology, 2002, 917-931.

FERNANDES, J. C. B. e KUBOTA, L. Eletrodos ion-seletivos: historico,
mecanismo de resposta, seletividade e revisdo deoeitos Quim. Nova, 2001y. 24,
n. 1, p. 120-130.

FREIRE, R.; DURAN, N. e KUBOTA, LEffects of fungal laccase immobilization
procedures for the development of a biosensor forhignol compounds T. Talanta,
2001, 54, 681.

GALHAUP, C. e HALTRICH, D.Enhanced formation of laccase activity by the
white-rot fungus Trametes pubescenes the presence of copperApplied Microbial
Biotechnology, 2001, 56: 225 — 232.

GARCIA, T. A.; ULHOA, C. J. e SANTIAGO, M. FPurificacdo e caracterizagcao
das lacases d®ycnoporus sanguineusTese. Instituto de Ciéncias Biologicas. UNB.,
2006.



71

GIANFREDA, L.; XU, F. e BOLLAG, J. M.Laccases: a useful group of
oxidoreductive enzymes.Bioremediation. J., 1999, 3, 1-26.

GOMES, S. A. S. S. e REBELO, M. J. F. Rew laccase biosensor for polyphenols
determination. Sensors, 2003, 3, 166-175.

GOMES, S. A. S. S.; NOGUEIRA, J. M. F. e REBELO, JM.F.An amperometric
biosensor for polyphenolic compounds in red wineBiosensors and Bioelectronics,
2004, 20, 1211-1216.

IUPAC. Compendium of chemical terminology.International Union of Pure and
Applied Chemistry 2nd Edition, 1997, (1992), Reskafriangle Park, NC, USA.

JIANG, D-S; LONG, S-Y; HUANG, J.; XIAO, H-Y e ZHOUJ-Y. Immobilization of
Pycnoporus sanguineusaccase on magnetic chitosan microsphereBiochemical
Engineering Journal, 2005, 25, 15-23.

KIISKINEN, L-L. VTT Biotechnology. Characterization and heterologous
production of a novel laccase from Melanocarpus alimyces Dissertation for the
degree of Doctor of Science in Technology to besgméed with due permission of the
Department of Chemical Technology. Helsinki Univigrsof Technology (Espoo,
Finland), 2005.

KISSINGER, P. TBiosensors—a perspectiveBiosensors and Bioelectronics, 2005,
20, 2512-2516.

KISSINGER, P. TlIntroduction to amperometric biosensor configurations. Purdue
University and Bioanalytical Systems, Inc., 1997.

KULYS, J. e VIDZIUNAITE, R. Amperometric biosensors based on recombinant
laccases for phenols determination.Institute of bichemistry. Mokslininku 12, 2600
Vilnius, Lithuania. Biosensors and Bioelectronig803, 18, 319-325.

LEITE, O. D.; FATIBELL-FILHO, O. e BARBOSA, A. M.Determination of
catecholamines in pharmaceutical formulations using biosensor modified with a
crude extract of fungi laccase Rleurotus ostreatus J. Braz. Chem. Soc., 2003, Vol.
14, No. 2, 297-303.



72

LEITE, O. D.; ZERAIK, E.; SOUZA, F. S. e FATIBELLGILHO, 0.
Desenvolvimento de um spot test para o monitoramenmt da atividade da
peroxidase em um procedimento de purificacddQuim. Nova, 2008/0l. 31, No. 4,
731-734.

Lima, A.W.O.Desenvolvimento de métodos analiticos em sistemas sblucdes em
fluxo empregando polifenol oxidase naturalmente imuoilizada sobre tecidos
vegetais. Tese de Doutorado, Instituto de Quimica, Univexédde Sao Paulo, Sdo
Paulo, 1998.

LIU, Y.; QU, X.; GUO, H.; CHEN, H.; LIU, B. e DONGS. Facile preparation of

amperometric laccase biosensor with multifunction Bsed on the matrix of carbon
nanotubes—chitosan compositeBiosensors and Bioelectronics, 2006, 21, 2000521
2201.

LOWINSOHN, D. e BERTOTTI, MSensores eletroquimicos: consideracdes sobre
mecanismos de funcionamento e aplicacbes no mondonento de espécies

quimicas em ambientes microscépicoQuim. Nova, 20006, Vol. 29, No. 6, 1318-
1325.

MARKO-VARGA, G.; EMNEUS, J.; GORTON, L e RUZGAS, Development of
enzyme-based amperometric sensors for the determitian of phenolic compounds
Trends Anal. Chem., 1995, 14, 319.

MOROZOVA, O. V.; SHUMAKOVICH, G. P.; SHLEEV, S. \&é YAROPOLOV, Y. I.
— Laccase-mediator systems and their applications:A Review. Applied
Biochemistry and Microbiology, 2067Vol. 43, No. 5, pp. 523-535.

;  SHUMAKOVICH, G.P.; GORBACHEVA, M.A.; SHLEEV S.V. e
YAROPOLOV, A. I.“Blue” laccases Biochemistry (Moscow), 2067Vol. 72, No. 10,
pp. 1136-1150.

ODACI, D.; TIMUR, S.; PAZARLIOGLU, N.; MONTEREALI, M. R
VASTARELLA, W.; PILLOTON, R. e TELEFONCU, ADetermination of phenolic
acids using Trametes versicolor laccas@alanta,2007, 71, 312-317.

ORTIZ, L. P. C.; PABELLO, V. M. L. e PIETRINI, R. V Estado del arte y
perspectivas del uso de biosensores ambientais er@hto. Revista Internacional de



73
Contaminacion Ambiental, 2007, 23, 001.

OSMA, J.F.; HERRERA, L.J.T. e COUTO, S.Banana skin: a novel waste for
laccase production byTrametes pubescensnder solid-state conditions Application
to synthetic dye decolouration. Dyes and Pigmeti6g6, xx, 1-6.

PITA, M.; SHLEEV, S.; RUZGAS, T.; FERNANDEZ, V. MYAROPOLOV, A. |. e
GORTON, L.Direct heterogeneous electron transfer reactions dtingal laccases at
bare and thiol-modified gold electrodes Electrochemistry Communications, 2006, 8,
747-753.

PORTACCIO, M.; DI MARTINO, S.; MAIURI, P.; DURANTED.; DE LUCA, P.
LEPORE, M.; BENCIVENGA, U.; ROSSI, S.; DE MAIO, Ae MITA, D. G.
Biosensors for phenolic compounds: The catechol @assubstrate model Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, 2006, 41, 97-102.

RASOOLY, A. ‘Biosensor technologi€s 2005, Methods 37: 1-3.

REEVE, R. N. Introduction to environmental analysis. Editora John Wiley & Sons,
Ltd, 2002, p.16.

REINHAMMAR, B.R. e VANNGARD, T.l., Eur. J. Biochem1971, vol. 18, no. 4, pp.
463-468.

REINHAMMAR, B.R.M. Oxidation—reduction potentials of the electron acgetors
in laccases and stellacyanirBiochim. Biophys. Acta, 1972, 275, 245-259.

RESOLUCAO CONAMA A 357, de 17 de marco de 2005.

RICCI, F. e PALLESCHI, GSensor and biosensor preparation, optimisation and
applications of prussian blue modified electrodesBiosensors and Bioelectronics,
2005, 21, 389-407.

RICE-EVANS, C. A.; MILLER, N. J. e PAGANGA, GStructure-antioxidant
activity relationships of flavonoids and phenolic aids. Free Radical Biology &

Medicine, 1996, Vol. 20, No. 7, pp. 933-95.

RODRIGUEZ-MOZAZ, S.; MARCO, M-P; DE ALDA, M. J. Le BARCELO, D.



74

Biosensors for environmental applications: Future évelopment trends Pure Appl.
Chem., 2004, Vol. 76, No. 4, pp. 723-752.

ROGALSKI, J.; DAWIDOWICZ, A. e JOZWIK, EImmobilization of laccase from
Cerrena unicoloron controlled porosity glass J. Mol. Catal. B: Enzym., 1999, 6, 29—
39.

ROGERS, K. R.Recent advances in biosensor techniques for envirowental
monitoring. Analytica Chimica Acta, 2006, 568, 222—-231.

ROGERS, K. R.; BECKER, J. Y.; CEMBRANO, J. e CHOUGSHIH. Viscosity and
binder composition effects on tyrosinase-based caoh paste electrode for detection
of phenol and catechalTalanta, 2001, 54, 1059-1065.

ROSATTO, S. S.; FREIRE, R. S.; DURAN, N. e KUBOTA, T. Biossensores
amperomeétricos para determinacdo de compostos femdds em amostras de
interesses ambientalQuim. Nova, 2001, Vol. 24, No. 1, 77-86.

ROY, J. J.; ABRAHAM, E. T.; ABHIJITH, K. S.; KUMARS. P. V. e THAKUR, M. S.
Biosensor for the determination of phenols based ocross-linked enzyme crystals
(CLEC) of laccase Biosen. Bioelectronic 2005, 1, 206-211.

SAKURAI, T. e KATAOKA, K. Structure and function of type | copper in
multicopper oxidases Cell. Mol. Life Sci. 64, 2007, 2642 — 2656.

SANCHEZ-AMAT, A. e SOLANO, F.A pluripotente polyphenol oxidase from the

melanogenic marine Alteromonas sp. Shares catalyticapabilities of tyrosinases

and laccasesBiochemical and Biophysical Research Communioatid997, 240, 787-
792.

SANCHEZ-FERRER, A.; RODRIGUEZ-LOPEZ, J. N.; GARCI2ANOVAS, F. e
GARCIA-CARMONA, F. Tyrosinase: a comprehensive review of its mechanism
Biochimica et Biophysica Acta, 1995, 1247, 1-11.

SAPARRAT, M. C. N.; GUILLEN, F. e ARAMBARRI, A. MIndutction, isolation,
and characterization of two laccases from white rotbasidiomycete Coriolopsis
rigida. Applied and Environmental Microbiology, 2002, @3: 1534 — 1540.



75

SCHNEIDER, P.; CASPERSEN, K.; MONDFORT, T.; HALKIER.K. e SKOV, P.R.
@stergaard, K.M. Brown, S.H. Brown, F. Xharacterization of a Coprinus
cinereuslaccase Enzyme Microb. Technol., 1999, 25, 502— 508.

SEMAR, S.; ANKE, H.; GRABNER, K.; ANDER, P.; MESSW& K.; POPPIUS-
LEVLIN, K.; NIKU-PAAVOLA, M-J. e VIIKARI, L. Screening for fungal oxidative
enzymes and evaluation of their usefulness in pulpleaching VAAITAB, 1998, 98,
Frankfurt.

SEYDA, K.; BULET, K.; ELIF, E. An amperometric biosensor based on
multiwalled carbon nanotube-poly(pyrrole)-horseradish peroxidase
nanobiocomposite film for determination of phenol @rivatives. Talanta 76 (2008)
1147-1152.

SHIN, K.-S. e LEE, Y.-JPurification and characterization of a new member 6the
laccase family from the white-rot basidiomyceteCoriolus hirsutus Arch. Biochem.
Biophys., 2000, 384, 109-115.

SHLEEV, S. V.; KHAN, |. G.; GAZARYAN, I. G.; MOROZW®A, O. V. e
YAROPOLOV, A. I.Novel laccase redox mediators: spectral, electrocimécal, and
kinetic properties. Applied Biochemistry and Biothechnology, 2003, (3)1167-183.

SHLEEV, S. V; MOROZOVA, 0O.V.; NIKITINA, O.V.; GORSHNA, E.S. ;
RUSINOVA, T. V. ; SEREZHENKOV, V.A. ; BURBAEV, [5. GAZARYAN, I.G.
e YAROPOLOV, A.l. Comparison of physico-chemical characteristics ofour
laccases from different basidiomycetedBiochimie, 2004, 86 693—703.

SHLEEV, S.; CHRISTENSON, A.; SEREZHENKOV, V.; BUREA, D.;
YAROPOLOV, A.; GORTON, L. e RUZGAS, T., Biochem.Blectrochemical redox
transformations of T1 and T2 copper sites in nativeTrametes hirsutalaccase at
gold electrode 2005, vol. 385, no. 3, pp. 745-754.

; TKAC, J.; CHISTENSON, A.; RUZGAS, T.; YAROROV, A. |,
WHITTAKER, J. W. e GORTON, L.Direct electron transfer between copper-
containing proteins and electrodesBiosensors and Bioelectronics, 28080, 2517
2554,

; JAROSZ-WILKOLAZKA, A.; KHALUNINAC, A.; MORQZOVA, O. ;



76

YAROPOLOV, A. ; RUZGAS, T. e GORTON LDirect electron transfer reactions
of laccases from different origins on carbon electdes Bioelectrochemistry, 2005
67,115 — 124.

SHUMAKOVICH, G. P.; SHLEEV, S. V.; MOROZOVA, O. VKHOHLOV, P. S;;
GAZARYAN, I. G. e YAROPOLOV, A. I. Electrochemistry and kinetics of fungal
laccase mediatorsBioelectrochemistry, 2006, 69, 16 — 24.

SKOOG, D.A.; HOLLER, J.F. e NIEMAN, T.APrincipios de Andlise Instrumental
Trad. Inez Caracelli..€f al.- 5.ed.- Porto Alegre: Bookman, 2002.

SILVA, C. J. M.; SAMANIA JUNIOR, A.; ZANETTI, C. R.e STEINDEL, M.
Atividade de antiparasitaria e antiviral de Pycnoporus sanguineusDissertacao.
UFSC, 2001.

SOLOMON, E.l.; SUNDARAM, U.M. e MACHONKIN, T.E Multicopper oxidases
and oxygenasesChem. Rev., 1996, 96 2563—-2605.

SOLOMON, E. I.; BALDWIN, M. J. e LOWERY, M. DElectronic structures of
active sites in copper proteins: contributions to eactivity. Chem. Rev., 1992, 92,
521-542.

SOUZA, C. G. M. e PERALTA, R. MRPurification and characterization of the main
laccase produced by the white -roPleuotus pulmonariuson wheat bran solid state
cultures. Journal of Basic Microbiology, 2003, v. 43, np4278-286.

STETTER, J. R.; PENROSE, W. R. e YAO, Ghemical sensors, electrochemical
sensors, and ECSJournal of The Electrochemical Society, 2003, 1250511-S16.

TEMBE, S.; INAMDAR, S.; HARAM, S.; KARVE, M. e D'SOZA, S. F.

Electrochemical biosensor for catechol using agaresguar gum entrapped
tyrosinase Journal of biotechnology, 2006. Short commuimicat

THURSTON, C, F. The structure and function of fungal laccases
Microbiology.,1994 140:19-26.

TOTHILL, I. E. Comput. Electron. Agric., 2001, 30, 205-218.



77

TROJANOWICZ, M.Analytical applications of carbon nanotubesa rewiew: Trends
Anal. Chem., 2005, 20, 1-10.

TUOR, U.; WINTERHALTER, K. e FIECHTER, A.Enzymes of white-rot fungi
involved in lignin degradation and ecological deteninants for wood decay J.
Biotech., 1995, 41: 1-17.

VAMVAKAKI, V. e CHANIOTAKIS, N. A. Pesticide detection with a liposome-
based nano-biosensoBiosensors and Bioelectronics, 2007, 22, 2848328

VIANELLO, F.; CAMBRAIA, A.; RAGUSA, S; CAMBRAIA, M. T.; ZENNARO, L.

e RIGO, A.A high sensitivity amperometric biosensor using a @nomolecular
layer of laccase as biorecognition elemenBiosensors and Bioelectronics, 2004, 20,,
315-321.

VIEIRA, I. C.; FATIBELLO-FILHO, A. C.; GRANATO, A.C e LUPETI, K. O.
Titulacdo amperométrica de compostos fendlicos usda polifenol oxidase de
vegetal como titulante. Eclética quimica. www.scielo.br/eq, 2004, Volum®, 2
namero 2.

XU, F. Oxidation of phenols, anilines, and benzenethiols ybfungal laccases:
correlation between activity and redox potentials a well as halide inhibition.
Biochemistry, 1996, 35, 7608— 7614.

XU, F.; SHIN, W.; BROWN, S.H.; WAHLEITHNER, J.A.; WDARAM, U.M. e
SOLOMON, E.I.A study of a series of recombinant fungal laccaseand bilirubin
oxidase that exhibit significant differences in redx potential, substrate specificity.
and stability, Biochim. Biophys. Acta, 1996, 1292, 303—-311.

YAROPOLOV, A.l.; SKOROGATKO, S. S; VARTANOQV, S.DLaccase: Properties,
catalytic mechanism, and applicability Appl. Biochem. Biotechnol., 1994, 49, 257-
280.

YAROPOLOV, A. |.; KHARYBIN, A. N. ; EMNEUS, J.; MAKO-VARGA, G. e
GORTON, L.Flow-injection analysis of phenols at a graphite ekctrode modified
with co-immobilised lactase and tyrosinaseAnalytica Chimica Acta, 1995, 308, 137-
144.



78

YAVER, D. S.; XU, F.; GOLIGHTLY, E. J.; BROWN, K. MBROWN, S. H.; REY,
M. W.; SCHNEIDER, P.; HALKIER, T.; MONDORF, K. e DABOGE, H.
Purification, characterization, molecular cloning, and expression of two laccase
genes from the white rot basidiomycete Trametes \Wisa. Appl. Environ. Microbiol.,
1996, 62, 834-841.

YONZON, C. R.; STUART, D. A.; ZHANG, X.; MCFARLANDA. D.; HAYNES, C.
L. e VAN DUYNE, R. P.Towards advanced chemical and biological nanosense+
An overview. Talanta, 2005, 67, 438—-448.

WAHLEITHNER, J. A.; XU, F.; BROWN, K. M.; BROWN, $H.; GOLIGHTLY, E. J,;
HALKIER, T.; KAUPPINEN, S.; PEDERSON, A. e SCHNEIBE P. The
identification and characterization of four laccase from the plant pathogenic
fungus Rhizoctonia solaniCurr. Genet., 1996, 29, 395-403.

ZEJLI, H.; HIDALGO-HIDALGO DE CISNEROS, J. L.; NARNJO-RODRIGUEZ, |.;
BAOHONG, L.; TEMSAMANIB, K. R. e MARYTYA, J.L.Phenol biosensor based
on Sonogel-Carbon transducer with tyrosinase alumia sol-gel immobilization.
Analytica chimica acta, 2008, 612, 198-203.

ZILLE, A. Laccase Reactions for Textile ApplicationsTese de doutoramento, 2005.



79

GLOSSARIO

Bioconcentragdo Compostos organicos que contém grupos polarescteno,
-OH (muitos destes, sdo compostos fendélicod)ild,, ou ibnicos, que possuem baixa
solubilidade em agua. Nos grupos de compostosadelat a solubilidade diminui com
aumento da massa molecular. Como a solubilidadégera diminui, a solubilidade em
solventes organicos aumenta. Este aumento na kddala € igualmente verdadeiro se
nos considerarmos a solubilidade em tecidos gandespeixes e mamiferos aquaticos
(REEVE, 2002).

Biomarcadores: Um biomarcador é definido como uma mudanca em uma
resposta biologica (obtido através de respostagaced fisiologica, devido a alteracdes
moleculares) o qual pode estar relacionado a eg@osiu a efeitos toxicos de produtos
quimicos presentes no meio ambiente. De acordoacOnganizacdo Mundial de Saude,
biomarcadores podem ser subdivididos em trés dassemarcadores de exposicao,
biomarcadores de efeito e biomarcadores de susicketite (ALLAN et al, 2006).

Biorremediacéo: é a capacidade de certos microorganismos parsfdararar
moléculas organicas complexas em constituintes gamcos mais simples
(RODRIGUEZ-MOZAZet al, 2004).
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ANEXO A — Biossensores comerciais para aplicacbemhbientais

Tabela 2.3.Biossensores para aplicagcbes ambientais.

Elemento Elemento de Analito Caracteristicas Matriz

deTransdugédo reconhecimento

bioldgico

1 2 3 4 5

Eletroquimico Anticorpos Atrazina LD: 1 pg/L *

(amperométrico)

Optical (onda-guia SPR)  Anticorpos Simazina LD: 0.2 pug/L Aguas natural,
subterrnea e de
superficie

Optico Anticorpos Pesticidas e estrona  Validacdo Agua de rio

Eletroquimico Anticorpos Surfactantes LD: pg/L faixa *

(alquilfenois e seus
etoxilatos)

Eletroquimico Anticorpos Estradiol LD: 1 ng/L *

(amperométrico)

Eletroquimico Anticorpos Escherichia coli 10 células/mL Agua potavel

(potentiométrico)

Optico (SPR) Anticorpos Salmonella 10° células/mL *

enteriditis, Lysteria
monocytogenes

Acustico Anticorpos Salmonella 100 células/mL *

typhymurium

Optico (fibra dptica) Enzima (AchE) Compsotos LD: 2 mg/L Agua

Organofosforados
Eletroquimico Enzima (AchE) Paraoxon eDiscriminagdo Esgoto
(amperométrico) carbofuran entre diferentes
(pesticidas) inibidores de AChE
por redes neurais
LD: 0.2 pg/L

Eletroquimico Enzimatica Fenois LD: 0.1 pg/L Solo, lodo e agua

(amperométrico) (tirosinase) “indice de fenol” (extracao

correlagédo posterior)

Eletroquimico Enzimatica Fendis Medidas em campo Esgoto

(celobiose LD: 0.8 pg/mL
dehidrogenase

e quinoproteina-

dependente

glicose

dehidrogenase)

Optico Enzimatica Clorofenois LD: 1.4-1975 pg/L  *

quiomioluminescéncia  (“horseradish”

(fibra optica) peroxidase)

Eletroquimico
(amperométrico)

Electrochemical
(amperometrico)
Electrochemical
(amperometrico)

Optico
(fluorescéncia)

Enzimatica
(configuracéo
trienzimatica)
Enzimatica
(tirosinase)
Fotosistema 1]
(PSII)

Scenesdesmus
subspicatus
(células de alga)

Fosfato inorganico

E. coli

Diuron

Atrazina

Simazina

Atrazina e endrina
(herbicidas)

LD: 0.57 mg/L

10°-10* células /mL

LD: 0.233 pg/L
LD: 0.431 pg/L
LD: 0.806 pg/L
1ou0.1pg/lL

Esgoto

*

*
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Continuacgdo da Tabela 2.3

1 2 3 4 5
Optico Chlorella vulgaris  Isoproturon, diuron, 0.025 pg/L *
(fluorescéncia) (células de alga) simazina 0.5 ug/L
Eletroquimico Pseudomonas e Surfactantes LD: 025 mg/lL *
(amperométrico) Achromobacter (SDS)
(suporte de
plasmideo de
degradacéo de
surfactante
aniénico)
Eletroquimico Trichosporon LAS Medidas no local ~ Agua de rio
(amperométrico) cutaneum LD: 0.2 mg/mL
(O, medida do consumo (LAS degradante de
de Q) bactéria)
Optico Receptor de EDCs *
(SPR) estrogénio
Optico Receptor de EDCs 0.1 pg/l (Estradiol)  Agua de lago
(SPR) estrogénio
Eletroquimico Receptor de EDCs 0.02 pgll *
(voltametria ciclica) estrogénio (Estradiol)
Eletroquimico E. coli Toxicidade Esgoto
(amperométrico)
Optico Geneticamente Toxicidade Portatil *
(bioluminescéncia) criado por bactéria
bioluminescente
Eletroquimico Cultura de BOD Minimo mensuravel Esgoto municipal
(amperométrico) multiespécies BOD = 0.088 mg/L e industrial
02;
(biossensor
BOD/BOD5)
razdo = 0.80
Optico Pseudomonas Baixa BOD Minimo mensuravel Agua de rio
(fibra optica) putida BOD = 0.5 mg/L
02;
comparagao com
BOD5:r2=0.971
Optico E. coli Zinco 2.6 mg/L Solo(extrato)
(bioluminescéncia) (com gene Dicromato 1.6 mg/L
luciferase de vaga- Cromato 2.6 mg/L
lume)
Optico E. coli Mercurio 0.2 pg/Kg Solo (extrato)
(bioluminiscéncia) (com geneamer-luy
Optico Pseudomonas Mercurio 0.003 pg/Kg Solo (extrato)
(bioluminiscéncia) fluorescens Arsenito 0.7 ug/Kg
(com sensores de
plamideos)
Eletroquimico DNA Daunomicina LD: 0.3 mg/L Agua de rio
(cronopotentiometria) PCBs, LD: 0.2 mg/L (pré-concentrada)
Aflatoxina LD: 10 mg/L
Eletroquimico DNA Chlamydia Aplicacéo prévia de Agua de rio
(cronopotentiometria) (hibridizacao) trachomatis PCR (pré-concentrada)
DNA) LD: 0.2 mg/l
Piezoelétrico DNA Aeromonas Extracdo prévia de Agua mineral e
(hibridizacao) hydrophila DNA e aplicacdo de potavel

etapas de PCR

*Amostra nao real.

Fonte: RODRIGUEZ-MOZAZt al,, 2004.



ANEXO B — Caracteristicas de lacases isoladas ddeatientes fontes

Tabela 2.5Algumas caracteristicas de lacases isoladas deuliés fontes.

82

Massa Temper
molecular, atura Tempo de
Lacase . o vi
Da Carbohidratos, % ipszgfcé)trico otima me'*o vida
(*C) (Tyy2.h)
1 2 3 4 5 6
Lacases de plantas
Rhus vernicifera 110 45
Rhus succedanea 130
Acer pseudoplatanus 97 40-45
Pinus taeda 90 22
Liriodendron tulipifera 61 9.3-9.5
Lacases de fungos
Agaricus bisporus 65 15
Agaricus blazei 66 4.0 20
Basidiomycet®M1 64 6.5 3.6 80
Botrytis cinered 74 49 4.0 60
Ceriporiopsis subvermisporalLl 71 15 3.4 T 60 _ 2
/27
L2 68 10 4.8 T,
/27
Cerrena maxima 67 13 35 TS50 o,
/27
Cerrena maxima 57 13 3.5 50 T 40 _ 12
/27
Cerrena unicolo 66 3.95 T 60 _ 25
12~ 4
Cerrena unicolo0784 56 23 3.75
Cerrena unicolorl37 Lacc | 64 3.6 60
Lacc Il 57 3.7 60
Chaetomium thermophilum 77 5.1 60 T50_ 45
/27
Coprinus cinereus 58 4.0 60
Coriolopsis fulvocinerea 54 32 3.5
Coriolopsis fulvocinerea 65 32 3.5 T50_ 64
/27
Coriolopsis gallica 84 21 4.3 70 T 100
/27
Coriolopsis rigida 66 9 3.9
Coriolus hirsutus 73 11 7.4 45
Coriolus hirsutus 55 12 4.0 T 50 _ 72
/27
Coriolus zonatus 60 10 4.6 55
Daedalea quercina 69 3.0 60 T _o5
/2= Y
Gaeumannomyces graminis 190 12 5.6
Magnaporthe grisea 70 6.0 30
Marasmius quercophilus 63 12 3.6 75
Mauginiellasp. 63 5-7 4.8-6.4 T o7
/2= Y
Melanocarpus albomyces 80 4.0 60-70 T _¢
127
Neurospora crassa 65 11

50
T,=72
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Continuacéo da Taleh

1 2 3 4 5 6
Panus rudis 58 8 3.5 60
Panus tigrinus 69.1 6.9 3.15 55 T.60 =04
/2~
Phellinus ribis 152 28 4.1
Pleurotus eryngii | 65 7 65 T.50 =05
/2~
I 61 1 4.2 55 -|- =05
/2~
Pleurotus ostreatuBOXAlb 62 3 6.9 20-50 T 60 -3
/2~
Pleurotus ostreatuBOXAlw 61 9 6.7 45-65 T _54
/2= %
Pleurotus ostreatuBOXA2 67 4.0 25-35 T60_ 0.2
/27
Pleurotus ostreatuBOXA3a 83-85 4.1 35 T4 _g
/27
Pleurotus ostreatuBOXA3b 83-85 4.3 35 T
127
Pleurotus ostreatuBOXC 59 5 3.3 50-60 T 60 =05
/2~
Polyporus versicolorA 64.4 14 3.0-3.2
B 64.7 10 4.6-6.7
Pycnoporus cinnabarinus 81 9 3.7 T,
/27
Pycnoporus cinnabarinus 63 11 3.0 T8O,
/27
Pycnoporus sanguineus 58 6.7 55 -|-75 3
/27
Rhizoctonia solani 130 10 7.5
Rigidoporus lignosus 54 3.2 40 T 05
/27
Sclerotium rolfsii 55 5.2 62 T6_,
/27
Trametes gallicd.ac | 60 3.6 3.1 70
Lac Il 60 4 3.0 70
Trametes hirsuta 70 12 4.2 T -65
/27
Trametes ochracea 64 10 4.7 T 50 —56
/27
Trametes pubescehsl 67 13 5.1
Lc2 67 13 5.3
Trametes pubescens 65 18 2.6
Trametes versicolot 67 10-12
Il 70
Trametes villosal 130 14 3.5
3 126 7 6.5
Trametesp. C30 65 3.2
Trametesp. AH28-2 62 11-12 4.2 T - 05
/27
Trichophyton rubrum 65 4.0 T6  _
12 =
0,25

* Meio tempo de inativacdo da enzima a temperahdi@ada.

Fonte: Morozoviet al, 2007.
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ANEXO C - Centro de cobre tipo |

Tabela 2.6. Centro de cobre azul, centro de cabod € variante com seu doador fixo e potencidbxe

Tipo de Cu Proteina Doador para Cu Potencial Redox (T1)
(mV versus NHE)

Centro de Cu azul Plastocianina 1Cys2His1Met 350-37
Azurina 1Cys2His1Met 266-305
Pseudoazurina 1Cys2His1Met 260-269
Amicianina 1Cys2His1Met 294
Rusticianina 1Cys2His2Met 680
Auracianina 1Cys2His2Met
Halocianina 1Cys2His1Met 183 (alta dependéncia de

pH)

Plantacianina(CBP) 1Cys2His1Met 317
Umecianina 1Cys2His1GIn 283
Mavicianina 1Cys2His1GIn 285
Stellacianina 1Cys2His1GIn 180-260

Centro de Cu vermelho  Nitrosocianina 1Cys2His1GIlulH20 85

Cuy Citocromo oxidase 2Cys2His1Met1Glu 260

Oxido nitroso reductase  2Cys2His1MetlTrp 260

Centro de Cu tipo | Lacase de planta 1Cys2His1Met 394
Ascorbato oxidase 1Cys2His1Met 344-370
CueO 1Cys2His1Met 364
PcoA 1Cys2His1Met
CumA, MofA, MnxG 1Cys2His1Met
EpoA 1Cys2His1Met
CotA 1Cys2His1Met 455

Dihidrogeodina oxidase = 1Cys2His1Met
(sulocrina oxidase)

Nitrito redutase 1Cys2His1Met 240-260
Hefaestina 1Cys2His1Met

Ceruloplasmina 1Cys2His1Met/1Leu 490, 580, >1000
Fenoxazinona sintase 1Cys2His1Met

Bilirubina oxidase 1Cys2His1Met 680

Fet3p 1Cys2HislLeu 433

Lacase de fungo 1Cys2His1Phe/Leu 550-785

Fonte: SAKURAI e KATAOKA, 2007



ANEXO D - Propriedades de diferentes biossensores

Tabela 2.8. Propriedades de diferentes biossensores

Transdutor Fungo Fonte | Eletrodos de:
de lacase
1 2 3
Amperométrico Polyporus Grafite e  grafite
pinsitus e | impresso
Myceliophthor
a thermophila
Amperométrico Trametes Oxigénio commercial €
(a solucao tampéo foi| versicolor ferroceno modificado
deaerada com)\ com grafite impresso
Amperométrico Rigidoporus Carbono
lignosus
Amperométrico Coriolus Calomelanoss. platina
(voltametria ciclica) versicolor
Amperométrico Coriolus Platina
versicolor Ag/AgCI
Calomelano saturado
Optico

Imobilizagao da lacase

1
Albumina  bovina e
glutaraldeido

Pasta de grafite

N-(3-
dimetillaminopropil)N-

etil carbodiimida,
hidroxisuccinimida e
acido 3-
mercaptopropionico sobre
ouro.

Derivados de
polietersulfona

3-methyl-2-
benzotiazolinona;
quitosana;
silicato

Mediador

Ferroceno

pH
Temperatura
de melhor
resposta
(c)

6

5.5
25

4.5
35

7.0

3,5

4.5

6.0

Substratos E (mV)
7 8

Fenois -100

Acidos cafeico, 0,28

ferrdlico,

siringico,

ascorbio e

arico e

paracetamol.

Fenois de 6leo dz

oliva, 1,4-

Hidroquinona

Acido  cafeico | +100

Catequina

Catecol -200

Catequina +100

Acido cafeico -50

Rutina -400
Catecol,

Guaicol, nr
o-cresol, nr
m-cresol. nr

Fonte
bibliografica

9

KULYS e
VIDZIUNAITE.
, 2003

ODACI et al,
2007.

VIANELLO et
al., 2004

GOMES et al,
2004

GOMES e
REBELO, 2003

ABDULLAH et
al., 2007
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1

Amperométrico

Eletroquimico
classico

Amperométrico

(voltametria ciclica e

cronoamperometria)

Amperométrico

(voltametria ciclica)

Amperométrico

(Voltametria ciclica,

voltametria de onde

guadrada
potenciometria.)

Amperométrico

nr: ndo respondeu

e

2

Trametes
versicolor

Trametes
versicolor

Coriolus
versicolor

Trametes
hirsuta,
Trametes
ochracea
Cerrena
maxima

Trametes
ochracea
Trametes
hirsuta
Cerrena
maxima
Cerrena
unicolor
Coriolopsis
fulvocinerea

Trametes
versicolor

3

Grafite
Platina e
Ag/AgCI

Microeletrodos de fibra

de carbono,
Calomelano e
Platina

Carbono vitreo
Platina
Ag/AgCI

Ouro
Ag|AgCIIKCI
Platina
Hg|H&CL|KCI

Grafite espectrogréafico
e grafite pirrolitico.
Referéncia:Ag|AgCl|3

M NacCl

SCE

4

Acido nitrico,

NN _-

dicicloexilcarbodiimida,
hexametilenediamina
e glutaraldeido,

carbodiimida.

Carboimida,
Glutaraldeido

Nanotubos de carbono € ABTS

quitosana

Tiois: viz. cistamine,

L-cisteina,
aminotiofenol

vitroceramica

grafite pirolitico

e

4-

porosa,| 1-hidroxi-
carboimida, glutaraldeido, benzotriazol

5.0
25

5.0

50-7.0

5.0

3.7-4.9
3.5-45
3.5-45
4.0-6.0

3.9-5.2

5,0
20

7

Catecol

Catecol

Catecol

ABTS

Catecol
K4Fe(CN)

Efleunte Kraft
E1,
catecol

Continuagédo da Tabela 2.8

-100

-100

+140 a
+1040
-60 a -
1360
+60 a
+1840
+790

-100

9

PORTACCIOet
al., 2006

FREIRE et al,
2001

LIUet al, 2006

PITA et al,
2006

SHLEEV et al,
2005b

CORDI et al,
2007
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