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Abstract:

Combination of microscale or nanoscale materials with biomolecules presents a great

interest in medicine, environment, biotechnology and food industries.

This paper presents two

oxidoreductases (tyrosinase and laccase) and their applications as enzymatic biosensors for specific
biomolecules detection. Electrochemical biosensors with laccase and tyrosinase, are a promising
technology for in-situ monitoring of phenolic compounds, because of their advantages such as high
selectivity, low production costs, high-speed response, the potential of miniaturization and simple

instrumentation.
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Introducere

Enzimologia este o parte importantd a
biochimiei, deoarece studiaza structura chimica
a enzimelor, cinetica enzimatica, localizarea in
sistemele vii si utilizarea in practicd a acestora
[1, 8]. Enzimele pot fi folosite fie libere in
solutii, fie imobilizate pe diferite substraturi sub
forma de biosenzori [7]. Imobilizarea enzimelor
se poate face prin metode diferite: adsorbtia
fizicd sau chimicd pe un suport inert; incor-
porarea 1n ochiurile de retea ale unui gel sau
polimer; micro-incapsularea; reticularea sau le-
garea covalenta. In alegerea tehnicii de fixare a
enzimelor trebuie sa se tind cont de mai multi
factori: activitatea enzimaticd remanentd; posi-
bilitatile tehnice de realizare; necesitatile de
utilizare.

Scopul acestei lucrari este aducerea in
prim plan a unor informatii de actualitate in
legaturd cu doud enzime, tirosinaza si lacaza si
aplicatiile lor 1n laboratoarele de analiza.

Tirosinaza (EC 1.14.18.1) si lacaza (EC
1.10.3.2) sunt enzime care se intdlnesc in
bacterii, fungi, plante si animale. Acestea sunt
fenol-oxidaze si necesitd pentru oxidare, oxigen
molecular [28].

Aplicabilitatea acestor enzime, in vederea
obtinerii de biosenzori si bioreactoare enzima-
tice, este de mare importantd in domeniul cerce-
tarii medicale si in special in biotehnologii,

datoritd combindrii unor materiale la dimensiuni
micrometrice sau nanometrice cu unele
biomolecule.

Tirozinaza este o enzima care poseda doua
situsuri catalitice: unul pentru hidroxilarea
fenolilor (activitate cresolazicd) si cel de-al
doilea pentru oxidarea difenolilor pana la
chinone (activitate catecolazica), ambele situsuri
fiind active 1n prezenta oxigenului molecular
(Fig.1). Tirosinaza este o metaloenzimad, care
posedd la nivelul situsului activ enzimatic, doi
ioni de cupru, care sunt coordinati fiecare prin
intermediul unui numar de trei resturi histidinice
din lantul polipeptidic enzimatic. Actiunea
oxidoreductazica a tirosinei este asiguratd de

transferul reversibil al electronilor prin
intermediul ionilor de cupru (Cu*; Cu ).
In oxidarea tirosinei, 1n prezenta

tirosinazei, se obtin doi intermediari metabolici
(L-DOPA si L-DOPA-chinona).

In sistemele vii, L-DOPA-chinona se
transforma necatalitic in melanina, in urma unor
reactii de condensare intramoleculara, oxidare si
polimerizare (Fig. 2).
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Fig.1 Oxidarea L-tirozinei pana la L-DOPA-
chinona 1n prezenta tirosinazei.

L=

Procesul de transformare al tirosinei in
melanind este controlat prin intermediul
antioxidantilor prezenti in organismele vii
(acidul ascorbic, acidul wuric), care suferd
procese de oxidare in prezenta L-DOPA-
chinonei [10, 26]. In transformarea enzimatica a
tirosinei, in prezenta oxigenului molecular,
acesta este acceptorul de electroni si se reduce
pana la apa [26, 35].

[ B

e

Fig.2 Transformarea L-DOPA-chinonei in
melanina
Tirosinaza face parte din subclasa

polifenol oxidazelor si prezinta specificitate fata
de substraturi derivate din fenol: catecoli,
crezoli, dopamina, epinefrina. Datoritd acestor
caracteristici, tirosinaza poate fi utilizata pentru
evidentierea analiticd a fenolilor in alimente,
mediu, laboratorul clinic [35].

Studiile de specialitate au demonstrat
importanta  utilizarii  biosenzorilor  pentru
detectarea nivelului dopaminei din creier, Si
astfel diagnosticarea Si prevenirea evolutiei
bolii Parkinson [17, 21].

Lacaza este o oxidoreductaza, care
poseda, la nivelul situsului catalitic, patru atomi
de cupru (metaloenzimd). Enzima catalizeaza
oxidarea fenolilor, aminelor aromatice metoxi-
fenolilor, aminofenolilor [22, 27] cuplatd cu
reducerea oxigenului molecular pana la apa, in
absenta peroxidului de hidrogen. In Fig.3 este

prezentatd oxidarea catecolului in prezenta
lacazei.
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Fig.3 Oxidarea catecolului catalizata de lacaza

Deoarece existd mai multe surse de
provenienta a lacazelor, acestea prezintd cateva
deosebiri in ceea ce priveSte greutatea
moleculard (dimeri sau tetrameri), capacitatea
de oxidare, pH-ul specific de actiune Si
substratul specific asupra caruia actioneaza [4].
Aplicatiile lacazei sunt variate: sinteza organica,
albirea biologica, producerea vinului, industria
farmaceutica, depoluarea apelor, mineralizarea
unor coloranti sintetici [16, 34]. O alta aplicatie
a lacazei este de generarea de iod in situ, prin
oxidarea iodurilor si producerea de iod, care
este un dezinfectant folosit pe scarda larga.
Lacaza poate fi folositd pentru fabricarea
deodorantelor si vopselelor de pér, avand un
efect mai putin nociv fatd de produsele actuale,
care contin agenti chimici [31]. Imobilizarea
lacazei, poate oferi posibilitatea dezvoltarii unor
biosenzori, optimizarea metodelor de diagnos-
ticare folosite in medicind si identificarea
diversilor poluanti din mediu [11].

Biosenzorii enzimatici ca metode de
detectie

O alternativa pentru a usura analiza de
rutind a produselor industriale sau in labora-
toarele de analizd medicald este utilizarea sen-
zorilor si a biosenzorilor. Senzorii sunt instru-
mente analitice versatile, bazate pe un traductor
(electrochimic, optic, termic, piezoelectric), care
traduce informatiile fizico-chimice Iintr-un
semnal masurabil. Biosenzorii sunt instrumente
analitice, bazate pe combinatia unui compus
biologic de recunoastere si un traductor fizic
(senzor). Elementul de recunoastere biologica
(cum sunt enzimele, anticorpii, microorga-
nismele) este capabil sd interactionze selectiv cu
substratul sau.

Caracteristicile originale transforma teh-
nologia senzorilor intr-o posibilda metodologie
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care se poate aplica in studiul probelor reale.
Unele avantaje cum sunt selectivitatea si
specificitatea mare, costul relativ redus de
constructie si depozitare, potentialul de minia-
turizare, facilitatea de automatizare si por-
tabililtatea echipamentelor, permit reali- zarea
unei analize rapide si in afara laboratorului [32].
Dezvoltarea de bio- senzori este descrisd in mai
multe lucrdri, din diferite domenii de aplicatii:
medicind, mediu, agricultura si biotehnologie
[2,3,15,19].

Modificarile fizico-chimice ale compu-
sului biologic activ, care rezultd din interac-
tiunea cu substanta analizata, trebuie sa fie
transformate Intr-un semnal de iesire masurabil,
de un traductor adecvat. Pot fi utilizate
traductoare general aplicabile, dar nespecifice,
care indicd parametrii generali, cum ar fi
entalpia de reactie (termistor), modificarea de
masa (cristal piezoelectric), sau grosimea
stratului (reflectometrie). Pe de altd parte, o
indicatie specifica poate fi obtinutd cu electrozi
electrochimici pentru specii ca H', OH", CO2
sau H202, sau prin metode optice ca fotometria
si fluorimetria sau rezonanta plasmonilor de
suprafata.

Biosenzorii enzimatici electrochimici

Detectia electrochimicd prevaleaza asupra
tuturor metodelor de transductie [23]. Un
biosenzor electrochimic este un dispozitiv cu un
traductor electrochimic [30], cum sunt senzorii
enzimatici amperometrici §i potentiometrici.
Biosenzorii enzimatici reprezinta cel mai vechi
grup de biosenzori si sunt tot mai mult utilizati
pentru testarea clinicd a metabolitilor, cum ar fi
glucoza, lactatul, ureea, creatinina si bilirubina.
In prezent, biosenzorii amperometrici mai
utilizati pe scara largd sunt bazati pe oxidaze
care genereazd H202, calea de transductie fiind
oxidarea electrochimicad a peroxidului format in
reactia enzimaticd [9, 12, 14]. In acest caz,
raspunsul electrodului depinde de concentratia
oxigenului din mediul de reactie.

Tirozinaza si catalaza sunt enzime folosite
pentru  obtinerea senzorilor electrochimici
pentru detectia substraturilor lor specifice, pe
baza metodelor de imobilizare clasice, dar si
folosind nanotehnologiile. In zilele noastre,
biosenzorii electrochimici cu tirozinaza si lacaza
constituie o tehnologie promitatoare pentru
monitorizarea n situ a compusilor fenolici, din

cauza avantajelor lor, cum ar fi o selectivitate
ridicata, costuri de productie reduse, vitezd de
raspuns mare, potential de miniaturizare si
instrumentatie simpld. In genere, senzorii
electrochimici sunt obtinuti folosind electrozi
din materiale inerte din punct de vedere chimic,
cum sunt platina sau aurul, dar si a unor
materiale carbonice, mult mau ieftine.

Tirozinaza a fost mai mult folositd pentru
obtinerea  biosenzorilor  electrochimici  in
comparatie cu lacaza. Imobilizarea ei folosind
filme polimerice, fiind des utilizata. Astfel, au
fost utilizati polimeri neconductori [1] dar si
polimeri conductori. Straturi biocompuse din
poli  (3,4-etilendioxitiofen) (PEDOT)  si
tirozinaza au fost electrodepuse pe electrozi de
aur conventionali dar si pe microelectrozi [20].
Biosenzorii amperometrici au fost testati pentru
dopamina si catecol, in solutii apoase tamponate
si au afisat un raspuns liniar in intervalul de
concentratii cuprins intre 10 si 300 pM, cu o
limita de detectie de 4,18 uM.

A fost prezentatd de asemenea folosirea
polimerilor de coordonare metal-organici
(MOCPs), ca matrici noi si eficiente pentru
imobilizarea unor enzime in biosenzorii
amperometrici utilizati in evidentierea analitica
a glucozei sau a fenolilor [13]. Limita de
detectie pentru catecol a fost de ordinul 0.2 nM,
fiind mult mai mica decat cele obtinute prin alte
metode.

Nanostructurarea filmelor de polipirol a
fost realizatd prin combinatia dintre litografia
unor nanosfere de latex cu electropolimerizarea
monomerului pirol N-substituit si aplicata
pentru imobilizarea biomoleculelor de tirozina-
za [5]. Nanostructurarea polipirolului prin
litografie cu nanosfere permite o crestere a
concentratiei de suprafatd a enzimelor ancorate
pe electrodul cu film de polipirol functionalizat.
Intre biosenzorii bazati pe filme polimerizate
fara nanosfere si cu nanosfere de 100 nm,
valorile maxime ale densitatii de curent cresc de
la 4 1a 56 mA cm™.

Electrozii carbonici au fost de asemenea
folositi pentru dezvoltarea biosenzorilor cu
tirozinazd. Tirozinaza a fost imobilizatd pe
nanoparticule de Au incapsulate in dendrimeri si
legate de un film polimeric conductor pe un
electrod de carbune sticlos pentru detectia
catecolului [29].
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Principiul de masurare s-a bazat pe
reducerea speciilor de chinond produse 1in
reactia de biocataliza la 0.2V, fatd de Ag/ AgCl
(3 M KCl), cu o buna stabilitate si sensibilitate,
oferind o limitd de detectie redusa (aproximativ
0,002 uM). Metoda sol-gel de asemenea a fost
folosita pentru imobilizarea tirozinazei prin
reticularea ei intr-un redox-hidrogel pe retele de
electrozi de Au, a caror suprafatd a fost
modificatd cu grafit si Carbopack C [25].
Materiale compozite au fost preparate si folosite
ca electrozi, cum este compozitul obtinut din
nanotuburi 3-dimensionale de carbon (SWNTs)
si  polipirol (PPy) prin polimerizarea
polipirolului pe SWNTs folosind ca oxidant
LiClO4. Tirozinaza fost imobilizatd pe SWNTs
functionalizate si  compozitul tirozinaza-
SWNTs-PPy a fost preparat in acelasi mod si
utilizat pentru detectia amperometricd a
dopaminei in prezenta acidului ascorbic, la o
sensibilitate ridicatd (467 mA / M cm?) si limiti
de detectie inferioara (5 uM) in comparatie cu
rapoartele precedente [17]. Nano-grafenul a fost
folosit ca o platforma de imobilizare enzimatica
si material de electrod pentru a construi un
biosenzor electrochimic cu tirozinaza pentru
detectia bisfenolului A (BPA) [33]. A fost ardtat
cd pe baza nano-grafenului biosenzorul cu
tirozinaza a prezentat un raspuns rapid,
repetabilitate si sensibilitate mare, curent de
fond si limitd de detectie mici. Aceste
performante electrochimice ale biosenzorului cu
nanografen au fost atribuite suprafetei sale
specifice mari si imobilizarii enzimei prin auto-
asamblare strat cu strat.

Biosenzorii electrochimici cu lacazd au
fost de asemenea dezvoltati pentru detectia
compusilor fenolici, dar mult mai putin fata de
tirozinaza. Nanostructurarea biosenzorilor a fost
realizatd prin folosirea nanoparticulelor. Astfel,
un biosenzor amperometric a fost obtinut pentru
detectia  compusilor  fenolici  bazat pe
imobilizarea covalentd a lacazei pe materialele
compozite cu nanotuburi de carbon cu pereti
multipli carboxilate (¢(MWCNTSs) si polianilina
decorate cu nanoparticule de oxid de fier
electrodepuse pe un electrod de Au. Limita de
detectie a fost 0.03 uM in domenii lineare de
0,1-10 uM (interval de concentratie mai mica) si
10-500 uM (domeniu de concentratie mai mare
[24]. Un biosenzor amperometric extrem de
sensibil pentru detectia compusilor fenolici

totali in vin, a fost obtinut prin imobilizarea
covalentd a lacazei pe un nanocompozit format
din nanoparticule de argint/nanoparticule de
oxid de zinc electrochimic depuse pe electrod de
aur. Liniaritatea intre curentul de oxidare si
concentratia gaiacolului a fost obtinutd 1in
intervalul de concentratie 0,1-500 uM cu o
limitd de detectie de 0,05 pM si sensibilitate
0,71pApuM “'em 2 [6].

Polimerii au fost de asemenea folositi
pentru imobilizarea lacazei. Biosenzorul a fost
preparat in situ prin electrofilare dintr-un
amestec de alcool polivinilic (PVA), lacaza
(Lac), aditiv de stabilizare enzimatic (F108) si
nanoparticule de aur (Au PN). In conditiile
optime, limita inferioard de detectie a fost
0,04uM pentru 2,4-dicloro- fenol si cea mai
mare limitd de detectie a fost 12,10 uM pentru
4-clorofenol.

Sensibilitatea mare de detectie pentru
clorofenoli a fost atribuitd interfetei electro-
chimice adecvate PVA/F108/AuNP/Lac, rezul-
tatd din biocompatibilitate ridicatad, un raport
suprafata-volum mare si proprietatilor mecanice
superioare ale nanofibrelor electrofilate [18].

Concluzie

Tirosinaza si lacaza sunt metaloenzime
prezente 1n bacterii, fungi, plante si animale.
Acestea sunt fenol-oxidaze avand ca substrat
fenolii. Aplicabilitatea acestor enzime, in vede-
rea obtinerii de biosenzori si bioreactoare
enzimatice, este de mare importantd in domeniul
cercetarii medicale si In special in biotehnologii,
datorita combinarii unor materiale la dimensiuni
micrometrice sau nanometrice cu unele
biomolecule.

In concluzie biosenzorii electrochimici cu
tirozinaza si lacaza, constituie o tehnologie
promitatoare pentru monitorizarea in situ a
compusilor fenolici, din cauza avantajelor lor,
cum ar fi o selectivitate ridicatd, costuri de
productie reduse, viteza de raspuns mare, poten-
tial de miniaturizare $i instrumentatie simpla.
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