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Crude extracts of various vegetables and fruits such as eggplant (Solanum melongena), potato (Sola-
num tuberosum), manioc (Manihot utilissima), yam (Alocasia macrorhiza), apple (Pirus malus), dwarf
banana (Musa acuminata), apple-flavored banana(Musa parasidiaca), most common variety of ba-
nana-’banana-prata” (Musa parasidiaca), pear (Pirus communis) and peach (Prunus persica) are stud-
ied as a biocatalytic material for the aerobic oxidation of phenolic substrates. Of those, yam (Alocasia
macrorhiza) crude extract is found to be the best source of polyphenol oxidase [E.C.1.10.3.1], due
their stability and/or activity (u/mg). Thus, an amperometric biosensor is constructed by the immo-
bilization of yam crude extract with glutaraldehyde and bovine serum albumin onto an oxygen elec-
trode. The proposed bioamperometric sensor provides a linear response for pyrogallol, catechol,
phenol and p-cresol in the concentration ranges of 2.5x10°— 8.0x10°M; 1.0x10°— 8.5x10°°M; 1.0x
10— 9.0x10°° M and 1.0x10-°—1.0x10"*M respectively; with response time of 1-4 min. and a useful
lifetime of at least two weeks. Application of this biosensor for the determination of phenols in local

industries waste waters is presented.

Keywords: enzyme electrode; phenolic substrates; catechol; pyrogallol; yam crude extract.

INTRODUCAO

Tem aumentado o interesse da aplicagio de extratos brutos
efou tecidos vegetais em lugar de enzimas purificadas na cons-
trugdo de biossensores!:2, Machol4n e Shinel*# empregaram a
polifenol oxidase de cogumelos e batatas imobilizada sobre
uma membrana externa de um eletrodo de oxigénio para de-
terminar substratos fendlicos em 4guas residuais de cozinhas
industriais. Neujam® determinou catecol em urina humana e
em figado de galinha usando um biossensor contendo a enzi-
ma Catecol 1,2-oxigenase imobilizada diretamente sobre a
membrana de teflon de um eletrodo de oxigénio. Uchiyama et
alé desenvolveram um biossensor seletivo a catecol utilizando
folhas de espinafre picadas suportadas por uma membrana de
dislise (Technicon”C”). Pedacos de beterraba foram afixados
em um eletrodo de oxigénio, por Schubert et al” para determi-
nar tirosina em um intervalo de concentragdo de 30 a
900 umol/L. Rechnitz et al® construiram um eletrodo de pasta
de carbono contendo pedagos de beringela para determinagdo
de catecol em concentragdes da ordem de micromolar. Botre
et al® desenvolveram um biossensor seletivo a catecol utili-
zando um eletrodo de oxigénio com uma fatia pequena de
tecido de batata (didmetro 10mm e espessura 100pm) afixada
em uma membrana de didlise.

Desenvolveu-se no presente trabalho, um biossensor para
substratos fenélicos utilizando como fonte enzimética extrato
bruto de polifenol oxidase oriundo de diversos vegetais e fru-
tas como inhame(Alocasia macrorhiza), mandioca(Manihot
utilissima), batata (Solanum tuberosum), beringela (Solanum
melongena), péssego (Prunus persica), maca, (Pirus malus),
banana nanica (Musa acuminata), banana prata (Musa
parasidiaca), pera (Pirus communis) e banana macgi, (Musa
parasidiaca), imobilizado com glutaraldeido, sobre uma mem-
brana de acetato de celulose de um eletrodo de oxigénio.
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Polifenol oxidase (PFO) catalisa a oxidagdo de monofendis
(eq.1) e difenéis (eq.2) pelo oxigénio molecularl®12 com pro-
dugdo de quinonas. As quinonas formadas nessas reagdes
polimerizam-se formando melaninas.

O decréscimo da concentragido de oxigénio nas reacdes
enzimiticas (equagdes 1 e 2) é inversamente proporcional as
concentragbes dos substratos fendélicos. Assim, os fendis
(pirogalol, catecol, fenol e p-cresol) podem ser dosados dire-
tamente em solugGes com esse biossensor.

Daqueles tecidos vegetais estudados, o inhame (Alocasia
macrorhiza) apresentou os melhores resultados, desta maneira

foi usado na construgdo do biossensor.
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Aparelhos

O eletrodo amperométrico utilizado foi um eletrodo de oxi-
génio da FAC, modelo 203 A, que consiste de um cétodo de
platina e um &nodo de Ag/AgCl com um potencial de polari-
zagdo de-600mv. Todas as medigSes amperométricas foram
feitas sob agitagdo constante, em célula de vidro de 30 ml
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termostatizada a 25,0 £ 0,2°C,por meio de um analisador de
oxigénio da FAC, modelo 204 A(Sdo Carlos/S.P.). O eletrodo
de oxigénio foi previamente calibrado em 0% de oxigénio com
uma soluglo saturada de bissulfito de sédio (Carlo Erba) e em
100% de oxigénio com uma solugdo saturada de O,.

O espectrofotémetro de absorgdo molecular utilizado foi o
Micronal, modelo B 342 II.

A centrifuga utilizada foi a Du Pont Instruments Sorvael,
modelo RC-5B, provida de rotor com didmetro igual a 23 cm,
modelo SS-34.

Reagentes

Reagentes de grau analitico foram usados, para preparar
tampdes e solugSes padrdo. Catecol, fenol, p-cresol e pirogalol
foram obtidos da Sigma Chemical Co (St.Louis,Mo,USA) e
suas solugdes foram preparadas em tampio fosfato 0,1M,pH
7,0. Todas as solugdes foram preparadas com 4gua bidestilada.

Procedimento

Obtencdo do extrato bruto

Cem gramas do vegetal e/ou fruta, descascados e picados
em pequenos pedagos, foram homogeneizados em
liquidificador com 200ml de tampiao fosfato 0,1M,pH 7,0,
contendo 10 g de policlar A.T. (Polivinil Pirrolidona, PVP)
durante 15 minutos. Utilizou-se policlar A.T. para diminuir a
oxidagdio da enzima polifenol oxidase durante o processo. A
seguir, o material foi filtrado em gase e centrifugado 3 16000
r.p.m. durante 30 min., a 5°C. As solugdes sobrenadantes fo-
ram armazenadas em refrigerador a 4°C eutilizadas como fon-
te enzimitica na construgdo dos biossensores.

Determinacdo da atividade da polifenol oxidase e
proteina total

A atividade da polifenol oxidase soltivel presente nos ve-
getais e/ou frutas foi determinada pela medida de absorbéncia
em A = 410 nm, da melanina resultante da polimerizagido da
quinona, formada apds a reacdo entre 0,2 ml da solugio so-
brenadante e 2,8 ml de solugdo 0,05M de catecol em tampédo
fosfato 0,1M (pH 7,0), a 25°C. A reagéo foi monitorada du-
rante 2 minutos, tempo necessério para inativagdo da enzima
polifenol oxidase em presenga de catecolll.

Uma unidade de atividade (U) é definida como a quantida-
de de enzima que causa o aumento de 0,001 unidades de
absorbéncia por minuto nas condi¢gdes mencionadas acimal3.

A proteina total das solugSes sobrenadantes foi determina-
da pelo método do biureto!*.

Preparaciao do eletrodo

Uma membrana de acetato de celulose foi utilizada como
suporte para a imobilizagdo de polifenol oxidase presente na
solugdo sobrenadante. A drea circular desta membrana foi
coberta com uma mistura de 24U de solugio de polifenol
oxidase, 2511 de soro albumina bovina 1% e 25ul de
glutaraldeido 25% m/V . A membrana foi seca em dessecador
a 4°C e estocada em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,0, na mesma
temperatura. Para efetuar as medigdes, a membrana foi colo-
cada sobre o topo do eletrodo de oxigénio e fixada com um
anel de borracha “o-ring”.

Determinacio da concentragio de substratos fenélicos

O eletrodo de oxigénio com a membrana enzimitica
(biossensor) foi colocado em uma célula de vidro contendo
20ml de solugdo tampdo fosfato 0,1M, pH 7,0, & 25°C. Apés
a estabilizagdo da leitura inicial de corrente, adicionaram-se
volumes crescentes de solug@o de substrato 10mM (50-550u1)
em intervalos de 1 min. entre cada adigéo, com agitagdo cons-
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tante. A adigdo do substrato causa uma diminui¢io na concen-
tragio de O, com consequente diminuigdo da corrente de re-
dugdo desta espécie.

A concentragio de amostra desconhecida foi determinada
pelo mesmo procedimento, usando a curva analitica assim
obtida e também por espectrofotometria de absor¢do molecular
(determinag@o de fenéis totais!%).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade da polifenol oxidase e protefna total

Extratos bruto de alguns vegetais e frutas tais como
beringela, batata, mandioca, inhame, magd, banana prata, ba-
nana nanica, banana mag#, pera e péssego foram estudados
como material biocatalitico para a oxidagdo aerébica de subs-
tratos fendlicos .

A Tabela 1 mostra a atividade (u/ml), atividade especifica
(U de polifenol oxidase/mg de proteina total) e proteina
total(mg/ml) encontrada nos extratos destes vegetais e frutas.
Extratos bruto da beringela e batata ficaram marrom escuros,
os de pera, magd, banana nanica, banana mag¢d marrom, en-
quanto aqueles do inhame, mandioca e banana prata desenvol-
veram pouca cor. Isso indica que os extratos de inhame, man-
dioca e banana prata podem ser mais estiveis que os demais
extratos estudados e por isso sdo preferencialmente utilizados,
apesar de possuirem menor atividade enzimética. Estudos da
estabilidade (tempo de vida) desses biossensores mostraram
que o eletrodo de inhame possui o melhor tempo de vida, ao
redor de 14-15 dias (150 determina¢des por membrana de
polifenol oxidase imobilizada); assim esse extrato foi escolhi-
do para a construgdo do biossensor para determinagdo de
fendis.

Tabela 1. Atividade, proteina total e atividade especifica da
polifenol oxidase encontrada em extratos bruto de vegetais e
frutas.

Material Atividade  Proteina Atividade
Total Especifica
(u/mD)x10®  (mg/ml) (u/mg de proteina)x10?
Magid 0,066 3,35 0,020
Mandioca 0,130 2,50 0,052
Pera 0,300 3,70 0,081
Banana-nanica 0,401 2,85 0,141
Banana-prata 0,776 5,00 0,155
Inhame 1,20 6,37 0,188
Péssego 0,138 0,35 0,393
Banana-maga 2,44 3,35 0,729
Batata 2,81 3,70 0,760
Beringela 14,1 7,50 1,88

Efeito da concentrac¢io de enzima

O efeito da concentragio da enzima (unidades) imobilizada
sobre a resposta do biossensor efou estabilidade foi estudado.
A resposta do biossensor aumenta com o aumento da concen-
tragdo de enzima imobilizada sobre a membrana externa do
eletrodo de oxigénio até 24 unidades, decrescendo para as
concentragdes superiores estudadas. A Figura 1 mostra este
efeito. O decréscimo de resposta em concentragdes superiores
a 24 unidades pode estar relacionado com o aumento da es-
pessura da camada enzimdtica, dificultando assim o transporte
do substrato e, especialmente do oxigénio molecular, aceptor
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Figura 1. Efeito da concentragdo da enzima polifenol oxidase
(unidades) sobre a resposta (1/1) do bi , em tampdo fosfato
0,IM (pH 7.0), a 25°C, para os substratos 5x10°M (...:catecol;
+++:pirogalol e ooo:fenol).

eletrénico na oxidagdio enzimaticamente catalisada do fenol 2
respectiva quinona, com isto o consumo de O, é menor e a
corrente relativa (I; /If) diminui, onde I; e I; representam
respectivamente a corrente na auséncia e na presenga de
substrato. O aumento da concentragdo da enzima de 6 2 48
unidades causou um aumento do tempo de resposta do
biossensor & catecol de 200 a 400 s, sendo de 300 s o tempo
de resposta do eletrodo contendo 24 unidades de enzima imo-
bilizada.

Efeito do pH

O efeito do pH (4,0 — 8,0) sobre a resposta amperométrica
do biossensor de extrato bruto de inhame para os substratos
catecol 5,0x10-M e pirogalol 5,0x10-5M ¢é mostrado na Figu-
ra 2. Como pode ser observado dessa figura, o melhor pH foi
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Figura 2. Efeito do pH sobre a resposta (1{1) do biossensor com 24
unidades de polifenol oxidase, a 25°C para os substratos 5x10°M
(...:catecol; +++:pirogalol), utilizando tampdo acetato 0,IM (pH
4,0 — 5.5) e tampdo fosfato 0,IM (pH 6,0 — 8,0).
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7,0; consequentemente todos os estudos posteriores foram re-
alizados neste tampdo. O pH determinado nesse estudo foi o
mesmo encontrado em estudos anterioresl:16, utilizando-se a
enzima polifenol oxidase purificada.

Caracteristicas analfticas do eletrodo

Curvas analiticas tipicas para alguns fenéis usando o ele-
trodo de extrato bruto de inhame estéio apresentados na Figura
3. A resposta do eletrodo foi linear nos intervalos de concen-
tragdes de 2,5x10-— 8,0x10-5M; 1,0x10-5— 8,5x10-M;
1,0x10-5— 9,0x10"°M; 1,0x10-5— 1,0x104M, para pirogalol,
catecol, fenol e p- cresol, respectivamente. O tempo de res-
posta variou de 1-4 min., dependendo da concentragdo e/ou
tipo de substrato utilizado (Figuras 4 e 5). O eletrodo de en-
zima foi estdvel por 14-15 dias aproximadamente (Figura 6).
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Figura 3. Curvas analiticas tipicas do eletrodo para fenéis, a 25°C,24
unidades de polifenol oxidase, tampdo fosfato 0,IM (pH 7,0) para os
substratos (AAA:pirogalol;ppp: OO0 catecol;...:fenol; ooo:p-
cresol;xxx:m-cresol, o-cresol e eletrodo sem membrana enzimatica).
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Figura 4. Estudo do tempo de resposta do biossensor com 24
unidades de polifenol oxidase, a 25°C, tampdo fosfato 0,IM, (pH
7.0) para o substrato pirogalol nas concentragdes:...:2,5x10°M;
+++:5,0x10M;000:5,0x10°M. :
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Figura 5. Estudo do tempo de resposta do biossensor com 24
unidades de polifenol oxidase, a 25°C, tampdo fosfato 0,IM (pH 7,0)
para o substrato catecol nas concentragbes:.... 2,5x10°M;
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Figura 6. Estudo do tempo de vida do biossensor com 24 unidades
de polifenol oxidase, a 25°C, tampdo fosfato 0,IM (pH 7,0} para o
substrato catecol (...:primeiro dia;+++ :quarto dia; : ooo oitavo dia;
000: décimo-primeiro dia;xxx:décimo-quarto dia).

A Tabela 2, mostra a resposta relativa do eletrodo de enzi-
ma para estes substratos (pirogalol, catecol, fenol, p-cresol, o-
cresol ¢ m-cresol). O eletrodo mostrou-se mais sensfvel para
pirogalol seguido do catecol, fenol e p-cresol, ndo apresentan-
do resposta para o orto e meta-cresol.

Tabela 2. Resposta relativa do eletrodo de extrato bruto de

inhame para alguns substratos 2,5x103M em tampdo fosfato
0,1M, pH 7,0.

Substrato Resposta Relativa (%)
Pirogalol 100,0
Catecol 96,1
Fenol 52
p-Cresol 39
m-Cresol 0
o-Cresol 0

Efeito do metal ativador

Virios cétions metélicos foram estudados como ativadores
da polifenol oxidase tais como cobre (II), manganés (II),
cobalto (II) e ferro (III) (Tabela 3). Os cédtions Co(II) e Fe(III)
nio tiveram nenhum efeito sobre a resposta desse biossensor;
Mn(II) apresentou pequeno efeito ativador, sendo que a me-
lhor resposta foi encontrada usando cobre (II) 4,0x10-2M.
Assim, todos os estudos posteriores foram realizados com este
ativador naquela concentragdo supramencionada.

Tabela 3. Efeito da concentrag@o de alguns cétions metélicos
sobre a resposta do biossensor para catecol 5,0x10-°M, 25°C.

Concentragio do_cétion

Resposta do biossensor (% O)
metitico (x102M)

Al*coqny Almaan  Alcoqn  Alreqm

0,7 040 0,20 0,30 0,20
2,0 4,6 1,6 0,30 0,20
4,0 15 1,0 0,30 0,20
5.0 1,2 1,1 0,30 0,20
7,0 1,0 1,0 0,30 0,20

* Al = [; - Iy, onde I; = corrente antes da adigdo do substrato
It = corrente apés a adigdio do substrato.

Tabela 4. Anilise de fenis em dgua residual de inddstrias locais por espectrofotometrial® e pelo método amperométrico proposto.

Amostras* Concentragdes de Fendis(mg/L) Erro
Espectrofotometria Amperometria Relativo

(%)
Agua em tratamento(1) 51,8 + 3,3 52,5+ 0,5 1,4
Agua tratada (1) 438 + 25 430+ 19 - 1,8
Agua em tratamento (2) 32,5122 31,7+ 1,2 - 25
Agua tratada (2n) 253 +£27 248 £ 0,8 - 20
Agua em tratamento (3) 1,5+ 06 1,1+0,1 - 26,7

Agua tratada (3) ND ND

* 1. Indistria de Tintas; 2. Inddstria de Celulose; 3. Indiistria de Bebidas.

ND: Nio Detectado.
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Andlise de amostras de dguas residuais industriais

As substdncias fenélicas normalmente encontradas em
dguas residuais de inddstrias sio o fenol, catecol, efou p-
cresol. Sendo assim, analisou-se fendis totais pelo método
proposto e por espectrofotometria de absor¢do molecular (de-
terminagdo de fendis totais!®). Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 4.

Como pode ser verificado os valores encontrados sido bas-
tantes concordantes, dentro do erro experimental destes méto-
dos analiticos, onde o coeficiente de correlagdo entre o méto-
do proposto e o usado como padrdo foi igual a 0,9996. O
valor elevado do erro relativo entre o método amperométrico
e o espectrofotométrico para a fgua em tratamento (3) deve
ser devido as baixas concentragdes de fenol, o-,m- e p-cresol
presentes nessa amostra,uma vez que o biossensor desenvolvi-
do responde preferencialmente & pirogalol e catecol efou cor-
rentes relativas (I; /If) extremamente pequenas. O método
amperométrico desenvolvido pode ser utilizado como um
método alternativo prético e rdpido para a anéilise efou
monitoramento de fenéis em dguas residuais industriais. Estu-
da-se atualmente a adaptagio deste método em andlise em flu-
xo continuo (FIA),a fim de aumentar a frequéncia analitica
destas determinagdes. »

CONCLUSOES

O biossensor de extrato bruto de inhame desenvolvido nes-
se trabalho, apresentou um melhor desempenho analitico que
aqueles construidos com outros extratos bruto de vegetal efou
fruta. A aplicabilidade desse biossensor foi comprovada nas
andlises de compostos fenélicos de 4guas residuais industri-
ais. O que limita a sensibilidade do biossensor as mais baixas
concentragdes sdo as diferengas de corrente extremamente pe-
quenas que devem ser monitoradas, o que evidentemente eleva
o erro da medida. Por outro lado, 3s mais altas concentragdes
do substrato, ocorre perda da linearidade das curvas analiticas,
devido a solubilidade do oxigénio em solugdio aquosa.
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