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RESUMO

O fungo isolado Botryosphaeria (MAMB 05) caracterizado como B. rhodina foi
utilizado no presente trabalho como fonte de lacase e exopolissacarideo. O
exopolissacarideo botriosferana foi depositado juntamente com a enzima
lacase através da técnica de automontagem (“layer by layer”’) em camadas
adsorvida alternadamente com policitions (PDDA - poli(dialildimetilaménio
cloreto). A formacéo das multicamadas alternadas entre polieletrélito e enzima
foi demontrada pela técnica de microbalanca de quartzo. Os biocompoésitos
formados apresentam atividade catalitica enzimatica, que € proporcional ao
ndamero de camadas de enzima depositada. Voltamogramas ciclicos indicam a
presenca de eletroatividade com um par redox a 0,625 e 0,432 V, reversiveis
e controlados por difusdo. Os filmes foram empregados na deteccdo de
dopamina, com limite de quantificagéo de 10° mol L™, usando ABTS (diaménio
de 2-2’-azina-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico 4cido) como mediador.

Palavras-chave: Botryosphaeria rhodina, Botriosferana, Lacase, Biocompasito,
Automontagem, Dopamina, ABTS
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ABSTRACT

An isolate of Botryosphaeria (MAMB 05) characterised as B. rhodina has been
used regarding its production of laccases and exopolysaccharides The
polysaccharide Botryospharean microfibers were coated with enzymes laccase
through layer-by-layer assembly by alternate adsorption with oppositely charged
polycations (PDDA (poly(diallydimethylammonium chloride)). The formation of
organized polyelectrolyte and enzyme multilayer films was demonstrated by
quartz crystal microbalance. These biocomposites retained enzymatic catalytic
activity, which was proportional to the number of coated enzyme layers. Cyclic
voltammograms presented well-defined electroactivity with a redox pair at 0.625
and 0.432 V, reversibility, a diffusion controlled process. The films were
employed successfully in dopamine detection, with quantification limit of
10° mol L™, respectively, using ABTS (diammonium de 2-2’-azine-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) as mediator.

Keywords: Botryosphaeria rhodina, Botryospharean, Laccase, Biocomposite,
layer by layer assembly, Dopamine, ABTS.
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1. INTRODUCAO

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico
composto de um elemento biolégico de reconhecimento intimamente em
contato com um transdutor, ou seja, € um dispositivo que combina a
especificidade de um elemento biolégico ativo para o analito de interesse com
a sensibilidade de um transdutor para converter o sinal proporcional a

concentracdo do analito (ROSATTO, et al. 2001).

O emprego de biossensores eletroquimicos representa uma
tendéncia crescente na quimica eletroanalitica moderna. Os biossensores
representam uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas
existentes para a determinacdo de compostos de interesse como 0s métodos
cromatograficos e espectrofotométricos (WILKOLAZKA, RUZGAS, GORTON,
2004), devido as suas caracteristicas Unicas, tais como: especificidade,
sensibilidade, seletividade, resposta rapida, baixo custo de producdo,
estocagem, potencial para miniaturizacdo, facilidade de automocdo e
construcdo de equipamentos simples e portateis para um monitoramento “on

site” rapido (AMINE et al., 2004).

Nos ultimos anos, os biossensores modificados com tirosinase,
lacase, peroxidase ou celobiose desidrogenase, tem sido desenvolvidos para a
deteccdo de compostos fendlicos desde que este composto fendlico aja como
doador de elétrons para estas enzimas (WILKOLAZKA, RUZGAS, GORTON,
2004). A enzima lacase é amplamente encontrada na natureza em fungos,

plantas superiores e em algumas bactérias, utilizada nos processos de



despolimerizacdo da lignina e na polimerizacdo de compostos fenodlicos

(WILKOLAZKA, et al., 2005).

Exopolissacarideos (EPS) sdo gomas solliveis em &agua,
definidos como polimeros extracelulares, produzidos por alguns fungos ou
bactérias, encontrados ligados a superficie das células ou excretados para o
meio extracelular, na forma de limo (SUTHERLAND, 1998). Particularmente, o
fungo Botryosphaeria rhodina quando cultivado em meio com glucose como
Unica fonte de carbono, produz EPS do tipo B-glucana, denominado de
botriosferana, que é secretado no meio de cultivo, como uma maneira de
estabilizar a enzima produzida pelo mesmo fungo (DEKKER; BARBOSA,

2001).

A dopamina é um neurotransmissor com funcbes essenciais
para o sistema nervoso do ser humano, sendo sua detecgdo e monitoramento
no sistema nervoso humano de uma importancia para o entendimento de
diversas doencas (WILSON e GIFFORD, 2005). Com o biossensor de lacase
para dopamina, pode-se tanto inserir o dispositivo miniaturizado no corpo para
uma medida “on line”e “on site”, como também realizar o teste no sangue apds
amostragem. A maior utilidade do dispositivo, no entanto, € de contribuir para
desvendar como funciona a transmissdo de impulsos nervosos. Pode ser
usado também para monitorar tratamento de doencas neurologicas e na
analise de componentes de produtos farmacéuticos que contenham a
dopamina. Outro aspecto interessante € que esses tipos de exames, e outros
que estdo sendo desenvolvidos, podem ser agrupados em série, fornecendo
em apenas uma bateria, e com o mesmo material, varios tipos de resultados

simultaneos. E indicado para empresas farmacéuticas, laboratérios de anélises



clinicas, fabricantes de equipamentos para analise com a vantagem de

oferecer alta estabilidade, baixo custo e grande robustez.

Foram estudadas as propriedades eletroquimicas de
compositos envolvendo a lacase imobilizada no exopolissacarideo
botriosferana, frente a determinacdo de dopamina. Na primeira etapa, foi
desenvolvido um eletrodo com a enzima imobilizada pela técnica de “layer by
layer’(LBL) somente como polication. Um segundo método para a producéo de
um eletrodo modificado foi investigado, baseado em camadas automontadas
constituidas pela alternancia de camadas enzima lacase e exopolissarideo, € 0
polication em questdo, também pela técnica de “layer by layer” (LBL). A
investigacdo gira em torno de se estabilizar a enzima com o exopolissacarideo,

conseguindo uma melhor resposta dos eletrodos.



2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

» Desenvolver um biossensor com lacase imobilizada para

deteccdo do neurotransmissor dopamina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Producao de lacase pelo fungo Botryosphaeria rhodina.
* Producao de exopolissacarideo pelo fungo

Botryosphaeria rhodina.

* Imobilizagdo da enzima lacase pela técnica de LBL em
suporte rigido 1amina de FTO (Oxido de Estanho dopado

com Fluor).

* Imobilizacdo da enzima lacase e do exopolissacarideo
botriosferana pela técnica de LBL em suporte rigido

lamina de FTO (Oxido de Estanho dopado com Flor).

* Analisar a resposta dos eletrodos quanto a determinagao

guantitativa de dopamina em solucéo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FUNGO BOTRYOSPHAERI RHODINA

Muitos microrganismos sao encontrados na natureza como
degradadores de matéria organica e possuem um importante papel na
reciclagem de nutrientes para 0 meio ambiente. Estes microrganismos
possuem enzimas especificas que os capacitam a degradar os componentes

basicos da parede celular vegetal.

Os fungos sao divididos em dois grupos: os que utilizam as
substancias de reserva presentes no lumen celular, conhecidos como fungos
que causam bolor, ou que causam mancha, e os que possuem capacidade de
degradar a parede celular utilizando enzimas especificas conhecidos como

fungo da podriddo branca, macia ou parda (SALDANHA 2006).

Os fungos filamentosos como os do género Botryosphaeria,
sdo microrganismos fitopatogénicos capazes de degradar a lignina, séo
conhecidos por causar doencas em plantas de interesse comercial como

arvores frutiferas, ornamentais e madeiras.

A decomposicdo da lignina é mais complexa por se tratar de
um heteropolimero amorfo de elevado peso molecular, formado pela
polimerizacdo de unidades fendlicas e 4&lcoois, que atua como material
incrustante, conferindo rigidez as paredes celulares vegetais e resisténcia a

degradacéao (SILVA; GOMES, 2004).



O Botryosphaeria rhodina tém sido estudado como produtor de
lacases. Além destas enzimas estudos revelam seu potencial para a producéo
de pectinases e [-glucanases que também possuem aplicacbes

biotecnoldgicas.



3.2 EXOPOLISSACARIDEO

Os exopolissacarideos (EPS) sdo gomas solaveis em agua,
definidos como polimeros extracelulares, produzidos por alguns fungos ou
bactérias, encontrados ligados a superficie das células ou excretados para o
meio extracelular, na forma de limo (SUTHERLAND, 1998). Algumas bactérias
tem sido exploradas comercialmente para a producdo de polissacarideos
aplicados nas industrias alimenticias, cosméticos e produtos farmacéuticos,
como a goma xantana, dextrana, curdilana, gelana, pululana, entre outras

(BARBOSA, et al. 2003).

O interesse pela producdo de EPS por microrganismos como
substituinte de gomas derivadas de planta tem aumentado, a producéo
microbiana de EPS é independente de variacdes sazonais e, além disso, a
recuperacdo e purificacdo nao apresentam nenhum problema particular

(SELBMANN; CROGNALE; PETRUCCIOLI, 2002).

O fungo Botryosphaeria rhodina quando cultivado em meio
com glucose como unica fonte de carbono, produz EPS do tipo B-glucana que

é secretado no meio de cutivo (DECKER; BARBOSA, 2001).

A estrutura desta glucana foi caracterizada como (1- 3;1 - 6)-
B-D-glucana com aproximadamente 22% de ramificacdo no C-6, constituido de
ligacbes glicosidicas na cadeia principal, do tipo B(1-3). As ligacdes
responsaveis pelas ramificacbes do polimero sédo do tipo (1-6) que unem

residuos de glucose ou residuos do dissacarideo gentiobiose a cadeia



principal. Este polissacarideo foi nomeado de botriosferana conforme mostra a

Figura 1 (BARBOSA, et al. 2003).
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Figura 1: Estrutura molecular da botriosferana (GIESE, BARBOSA, SILVA, 2003).

Técnicas de fermentacdo e biotecnologia tém sido
desenvolvidas com o objetivo de sintetizar e modificar carboidratos, sendo
baseadas essencialmente no uso de polissacarideos. No entanto, ha
dificuldades em tornar alguns processos economicamente viaveis e também
de se obter enzimas especificas para a conversao de determinados substratos

(GIESE, BARBOSA, SILVA, 2003).



3.3 ENZIMA LACASE

As enzimas sdo macromoléculas predominantemente
protéicas, imprescindiveis a qualquer ser vivo, pois aceleram as

reacdes quimicas que mantém e regulam 0s processos vitais.

A grande maioria das enzimas aplicadas
industrialmente, cerca de 75%, sao hidrolases as quais
despolimerizam substancias naturais. Dentre as hidrolases as
proteases dominam o mercado, sendo utilizadas em varias
indUstrias como as de detergentes, alimentos, couro e farmacéutica.
O segundo grande grupo de hidrolases que encontra aplicacdo
industrial € composto pelas carboidrases utilizadas principalmente
na panificacdo, cervejarias, industria de amido, téxteis e de papel.
Além destes setores de aplicacédo tem sido crescente a utilizacao de
enzimas na fabricacdo de racao animal, em biotransformacéo de
produtos quimicos, em analises diagndsticas, no tratamento de

residuos, etc (SAID, PIETRO, 2004).

O uso de enzimas pode melhorar 0s processos agro-
industriais,  reduzir custos  energéticos associados ao
processamento, melhorar a qualidade nutricional e a seguranca dos

alimentos, lancamento de novos produtos no mercado além de ser
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uma alternativa para a utilizacdo de diversas matérias primas

(MINUSSI, PASTORE, DURAN 2002).

A lacase é amplamente encontrada na natureza em
fungos, plantas superiores e em algumas bactérias, utilizada nos
processos de despolimerizacdo da lignina e na polimerizacdo de
compostos fendlicos (WILKOLAZKA, et al., 2005; ARAUJO, et al.
2005). E encontrada em baixas concentracbes em plantas e
produzida por fungos filamentosos, principalmente, os da classe dos
Basidiomicetos. Nos fungos, essa enzima € responsavel pela
pigmentacdo dos seus esporos, na deoxificagdo dos compostos
fendlicos, sendo um catalisador chave na formacédo do corpo de

frutificacdo e na classificacdo taxonémica dos Basidiomicetos.

As lacases (EC: 1.10.3.2 p-difenol:oxigénio
oxiredutase) sao polifenol oxidases que catalisam reacdes de oxido-
reducdo de varios compostos aromaticos (fendis e acidos
aromaticos), compostos nao aromaticos, ligninas modificadas e
ligninas in natura (LEONOWICZ et al., 2001; DEKKER; BARBOSA,;
SARGENT, 2002; CLAUS, 2004) com concomitante reducé&o do
oxigénio molecular & agua (YAROPOLOV et al., 1994; THURSTON,
1994; GIANFREDA; XU; BOLAG, 1999; LEONOWICZ et al., 2001;

DURAN et al., 2002).
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Esta cuproproteina também denominada de oxidases
azuis € uma glicoproteina monomerica, dimérica ou tetramérica na
sua forma ativa de holoenzima (KARAM; NICELL, 1997; CLAUS,
2004). Estes atomos de cobre conferem uma coloracdo azul tipica a
estas enzimas devido a intensa absorcao eletronica (PIONTEK, et

al. 2002).

Em geral a lacase apresenta quatro atomos de cobre
por monémero ligado a trés sitios redox que desempenham um
importante papel no mecanismo de catélise. Os atomos de cobre
sao distribuidos em diferentes sitios de ligacdo e sdo classificados
em trés tipos distintos dependendo do local de ligacdo do cobre
com as seguintes metodologias: espectroscopia especifica,
ressonancia paramagnetica eletrbnica (EPR) e caracteristicas
funcionais (YAROPOLOQV, et al. 1994; XU, 1996; MINUSSI et al.,
1999; DURAN et al., 2002). Podem ser Tipo 1 (T1) ou cobre azul,
responsavel pela intensa cor azul da enzima, com absorvancia a
610nm, Tipo 2 (T2) ou cobre n&o azul pois exibe baixa absorvancia
na regido do visivel, e Tipo 3 (T3) ou sitio binucleado que apresenta
dois atomos de cobre e é responsavel por uma banda préxima a

330nm no espectro de absorvancia da lacase nativa. Todos os ions
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cobre estdo aparentemente envolvidos no mecanismo catalitico

(DURAN et al., 2002; CLAUS, 2004).

As reacOes catalisadas pela lacase acontecem pela
oxidacdo monoeletrénica das moléculas do substrato que pode ser
fendis, aminas arométicas ou alifaticas a seus radicais reativos
correspondentes. O processo redox ocorre com a assisténcia de
guatro atomos de cobre que forma o nucleo catalitico da enzima,

conforme mostra a Figura 2 (RIVA, 2006).

His 452 His 111
/Q“
His 400 |
H,O | |
‘ i His 395\
C i OH cu
. His 64 ; s 45/ Phe 463
His 396 His 454, |
“Cu
7
His 66 His 109
T2 T3 T1

Figura 2: Modelo do sitio catalitico da lacase de Tramates versicolor composto por quatro
atomos de cobre. Tipo 1 (T1) o cobre confere uma tipica coloragdo azul a proteina, onde
ocorre a oxidagdo do substrato. Tipo 2 (T2) e 3 (T3) os atomos de cobre formam um
conjunto onde ocorre a reducéo do oxigénio molecular a agua (RIVA, 2006).

Lacases produzidas por fungos isolados na natureza

tém sido estudadas para utilizacdo em diferentes processos
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biotecnoldgicos de biorremediacdo de xenobidticos (WESENBERG,
et al. 2003) na deteccdo e tratamento de poluentes fendlicos na
forma de biossensores (ROSSATO et al.,, 2001; FREIRE, et al.

2002; GOMES E REBELO, 2003; QUAN et al., 2004).

Segundo Duran et al. (2002) a estrutura da lacase do
fungo Trametes versicolor foi determinada conforme mostra a
Figura 3, sendo uma proteina globular com aproximadamente 500

aminoacidos.

Figura 3 : Estrutura da lacase de Trametes versicolor. Fonte: Duran et al.; 2002.

A Figura 4 ilustra o ciclo catalitico da lacase e os
mecanismos propostos para reducdo e reoxidacdo do sitio cobre.
Nesta figura (centro) comeca do intermediario nativo (1), o substrato
reduz o sitio Tipo 1 que transfere o elétron ao grupo trinuclear. Dois
possiveis mecanismos para a reducédo do sitio trinuclear: (A) O Tipo

1 e Tipo 2 juntos reduzem o par Tipo 3; (B) cada atomos de cobre
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do sitio trinuclear é reduzido sequencialmente pela transferéncia de
elétrons do tipo 1 sendo que o tipo 3 ndo age como aceptor de dois
elétrons. A esquerda da figura mostra a decomposicdo do
intermediario nativo que leva o suporte a forma inteiramente
oxidada. Neste caso o sitio Tipo 1 pode ainda ser reduzido pelo
substrato, mas a transferéncia de elétron do sitio trinuclear é
demasiadamente lenta para ser cataliticamente relevante (DURAN

et al., 2002).
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Figura 4 : Esquema do ciclo catalitico da lacase (DURAN et al., 2002).
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Segundo Minussi; Pastore ; Duran (2002) uma reacao
tipica de lacase é onde um fenol sofre a oxidacdo para formar
radical livre. Com a atividade do oxigénio este radical pode ser
transformado em quinona num segundo passo da oxidacdo. A
quinona que é um produto do radical livre pode sofre polimerizacao

como demonstrado na Figura 5.

HGCOH HOH [e]
K 2 R
CH.O OCH, CHL O OCH, CHLO OCH,
OH . el

Radical fenox p- Quinona

r i

C.Formacio de
carbonila

Polimerizacio e formacio
de guinona

CH.0 OCH,

Figura 5: Esquema de oxidac&o fendlica por lacase (MINUSSI; PASTORE; DURAN, 2002).

Varios biossensores contendo lacases imobilizadas
tém sido desenvolvidos para a determinacdo de glucose, aminas
aromaticas, compostos fendlicos, catecolaminas, entre outros
(ROSSATO et al., 2001; MINUSSI, PASTORE, DURAN, 2002;

LEITE et al.; 2003a, 2003b).

O fundamento desta aplicacdo € pertinente, pois

muitos residuos industriais possuem estruturas fendlicas e seus
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derivados estdo amplamente distribuidos na natureza, oriundos
principalmente das atividades de producdo de plasticos, tintas,
corantes, drogas, antioxidantes, polimeros sintéticos, resinas,
detergentes, desinfetantes, refinaria de Oleo, papel e celulose.
Alguns sdo altamente téxicos sendo resultado da degradacdo de
pesticidas organofosforados e fenoxiacidos clorados. Seus efeitos
toxicos causam danos ao meio ambiente e conseqgientemente ao
ser humano, pois atuam como agentes carcinogénicos,
mutagénicos, hepatotdxicos, além de afetarem as velocidades das
reacdes biocataliticas dos processos de respiracdo (ROSATTO et
al., 2001; GIANFREDA; RAOQO, 2004). Portanto tem sido proposto o
desenvolvimento de tecnologias de remediacdo para acelerar a
degradacdo destes compostos poluentes, utilizando principalmente
microrganismos produtores de lacases, que modificam as
propriedades toxicologicas destes contaminantes proporcionando
biodegradacdo mais rapida e eficiente, além de sua utilizacdo na
tecnologia de alimentos que proporciona uma quantificacdo e
identificacdo de compostos fendlicos que caracterizam a qualidade
em sucos, bebidas e vinhos e conferem um melhor aproveitamento

de polpas e cereais durante a extragao de sucos e 0leos.
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3.4. MEDIADORES REDOX ENVOLVENDO LACASES

Em primeiro lugar, mediadores séo considerados por converter
substratos de baixo peso molecular, cuja oxidacdo enzimatica da lugar a
intermediarios estaveis com alto potencial. Os substratos assim participam de
uma reacdo quimica (ndo enzimatica) com outros compostos, pouco ou nao
oxidaveis pela lacase, seguindo uma cinética controlada por difusdo. O
mediador oxidado é reduzido a forma inicial pelo composto a ser oxidado
(BOURBONNAIS, et.al. 1998; FABBRINI, et.al. 2002), fechando o ciclo, como
mostra a Figura 6.

Desde de 1990, quando o sal de diamoénio de 2-2-azine-
bis(acido 3-etilbnxotiazolina-6-sulfénico), ABTS (do inglés: “diammonium de 2-
2’-azine-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid”), foi encontrado como um
mediador para substrado ou ativador da catalise enziméatica (BOURBONNAIS e
PAICE, 1990) o nimero de compostos que podem ser convertidos pela lacase
aumentaram drasticamente. Um mediador redox ideal deve ser um bom
substrato para a lacase; as formas reduzida e oxidada devem ser estaveis e
ndo devem inibir a reacdo enzimética, a conversdo redox deve ser ciclica

(JOHANNES e MAJCHERCZYK, 2000).
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Mediadorgy Substrato

/ Lacase
\\ Lacasepx Mediador Substratopy

Eletrodo

Figura 6: Esquema indicando o efeito do mediador na catalise enzimatica de uma lacase.

Idealmente, sem participar de reacdes paralelas, um mediador
redox pode realizar muitos ciclos sem haver qualquer degradacao. O mediador
oxidado, produzido no curso da reacdo enzimatica pode oxidar, né&o
enzimaticamente, compostos incluindo qualquer classe destes com potenciais
de ionizacdo excedendo o potencial da lacase. Entretanto, 0 mecanismo destes
processos € insuficientemente entendido em muitos casos. A diferenca entre o
potencial redox do substrato a ser oxidado e o cobre na posicdo T1 é a forca
motriz da reacdo. Porém, em relacdo a termodinamica do processo, o fator
cinético deve ser levado em consideracdo, nos casos que compostos com
potenciais redox préximos dos da lacase ndo funcionam especificamente como
substratos para esta enzima.

Verdadeiros mediadores redox incluem um numero limitado de
compostos, que, antes de tudo, encontram o requerimento de realizar multiplos
ciclos reacionais no processo redox de interesse. Encaixam-se nessa condi¢céo
diversos complexos de metais de transicdo (octocianomolibidato ou
octocianotungstanato de potassio), complexos de ferro (o-fenantrolina e 4,4'-
dimetilbipiridina de Ferro 1), bem como alguns compostos organicos como

ABTS e 2,2,6,6-tetrameitl-1-piperidiniloxil (TMPO). Estes componentes tém
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potenciais redox relativamente elevados e realizam diversos ciclos cataliticos
sem sofrer quaisquer tipos de alteracdes/degradacées. Em contrapartida,
muitas vezes sao inviabilizados de uso em larga escala devido ao alto preco e
problemas com seguranca ambiental.

O composto organico que melhor se encaixa neste termo como

“mediador redox” € o ABTS, cuja formula estrutural estd representada na

Figura 7.
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Figura 7: Formula estrutural do sal de diamdnio de 2-2’-azine-bis(acido 3-etilbnxotiazolina-6-
sulfénico), ABTS.

Formalmente, foi pensado que somente o cation ABTS
radicalar, formado durante a oxidacdo enzimatica, poderia oxidar compostos
nao fendlicos, tais como, determinadas estruturas lignoliticas. Entretanto,
estudos mais recentes, preferencialmente eletroquimicos e
espectrofotométricos, mostraram que 0 processo pode envolver outros
mecanismos, demonstrando que a oxidacdo mediada pelo ABTS pela lacase
ocorria em dois estagios (BOURBONNAIS, et.al. 1998; FABBRINI, et.al. 2002).
O primeiro estagio, bastante rapido, ha a formacgéo do cation radicalar ABTS™,
seguido por uma oxidac&o lenta do cation radicalar ao dicationo ABTS*", como

representado pela Figura 8.
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Figura 8:. Diagrama representativo da oxidacdo do ABTS na presenca de lacase (adaptado de
MOROZOVA, et. al. 2007b).

E conhecido que a oxidacdo eletroquimica do ABTS produz
sequencialmente o cation radicalar ABTS" e o dication ABTS?*, como no caso
da catdlise enzimatica. Estudos envolvendo voltametria ciclica mostraram que
os estados redox para ABTS séo estaveis e reversiveis, tendo potenciais redox

padrées de 0,472 V para o par ABTS/ABTS™ e 0,885 V para o par redox
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ABTS™/ABTS?** em relacdo ao eletrodo de referéncia Ag/AgCl

(BOURBONNAIS, et. al. 1998).
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3.5 BIOSSENSORES

Nos ultimos anos o desenvolvimento de biossensores
tem atraido grande interesse devido a sua aplicacdo em grande
namero de procedimentos analiticos e como sensores especificos
gue permitem a monitoracdo e o controle de processos bioquimicos

(VALDMAN et al., 1993).

Um biossensor consiste de materiais biologicos, tais
como: enzimas, organelas, tecido animal e vegetal, microrganismo,
antigeno ou anticorpo, acidos nucléicos, entre outros, imobilizado
em suporte, conectado a um sensor base (transdutor) que converte
o sinal bioldgico em elétrico. De acordo com o transdutor utilizado, o
biossensor pode ser classificado como  eletroquimico
(potenciométrico, amperomeétrico e condutimétrico), optico (medida
da luminescéncia, fluorescéncia etc.), detector de massa (relaciona
a oscilacédo da frequéncia dos cristais piezelétricos com variacdo da
massa). Conforme o tipo de interacdo que ocorre entre a substancia
a ser determinada e o material biologico, o biossensor é classificado

como catalitico ou de afinidade.

Entre oS biossensores eletroquimicos, oS

amperometricos e potenciomeétricos sdo os mais utilizados. Os
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amperometricos baseiam-se nas medidas da intensidade de
corrente em uma célula eletroquimica a um potencial fixo, sendo a
corrente gerada por reacdo de oxidacdo ou reducado eletroquimica
de espécies eletroativas na superficie sensitiva, proporcional a
concentracdo de analito (STRADIOTTO, YAMANAKA, ZANONI,
2003; VARGA, LO GORTON, RUZGAS, 1995). Nessa técnica,
usualmente o potencial do eletrodo de trabalho (biossensor) é
mantido constante em relacdo ao eletrodo de referéncia (ex.
Ag/AgCl, Hg/Hg,Cl,). A corrente resultante medida € correlacionada

com a oxi-reducao do produto da reacdo enzimatica.

Nas medidas potenciométricas, a magnitude do
potencial medido é decorrente da diferenca de potencial entre um
eletrodo indicador (biossensor) e um eletrodo de referéncia. A
diferenca de potencia e entre o eletrodo indicador e o de referéncia
€ proporcional ao logaritmo da atividade do ion ou da concentracéo

deste analito (ROVER, OLIVEIRA NETO, KUBOTA, 1997).

Uma das etapas mais importantes para a construcéo
de um biossensor € a escolha da enzima, pois reage seletivamente

com o0 analito.
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3.6 IMOBILIZACAO DA ENZIMA

Uma das maiores dificuldades na construcdo de
biossensores enzimaticos esta relacionada com a estabilidade da
molécula bioldgica. Fora do seu ambiente bioquimico, a proteina, da
gual a enzima faz parte, tende, naturalmente a se desnaturar,
perdendo seu poder catalitico. Assim a atividade enzimatica diminui

com o tempo, diminuindo o desempenho do biossensor.

Esta dificuldade pode ser diminuida pela imobilizacéo
adequada da molécula de proteina, o que diminui a velocidade de
desnaturacdo da enzima. A imobilizacdo da enzima é um passo
muito importante na construcdo do biossensor, pois a utilizacdo de
materiais imobilizados além de diminuir o custo por analise aumenta

a exatiddo e rapidez do processo (DURAN et al, 2002).

Dentre os métodos de imobilizacdo os mais utilizados
na construcido de biossensores tem sido (DURAN et al, 2002;

FREIRE, DURAN, KUBOTA, 2001):

Ligacdo covalente: este tipo de imobilizacao € realizada por ligacfes de
grupos funcionais nao ativos da enzima (ndo essencial para sua

atividade catalitica) a grupos reativos (hidroxila, carboxila, amina,
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fendlico, imidazoico, tiol) ligados na superficie solida do suporte

insoluvel.

Ligacdo covalente cruzada: esta imobilizacdo baseia-se também na
formacdo de ligacdes quimicas, porém na auséncia de suporte.
Reagentes bi ou multifuncionais (glutaraldeido, 2-isocianato-4-
isotiocianato tolueno, 2,4, biscloreto sulfonil fenol, etc.) s&o
empregados tanto para imobilizagcao quanto para a estabilizacédo da
enzima. O método baseia-se na formacdo de particulas
microscopicas (ou rede polimérica) em decorréncia de ligacbes
covalentes cruzadas, entre moléculas de enzimas e/ou moléculas

do suporte com reagentes funcionais.

Oclusdo em gel ou filme polimérico: este método consiste no
confinamento da enzima nos espacos intersticiais de polimeros
(Agar, poliacrilamida, alcool polivinilico). Uma solucéo de enzima a
ser ocluida € misturada com uma solucdo de monémeros e um
catalisador para polimerizacdo. As enzimas podem ser ocluidas em
poliacrilamida, agarose, alginato de calcio, entre outros. Uma
desvantagem desta técnica € o tamanho irregular dos poros, falta
de rigidez e limitacdes disfuncionais para substrato e produto. Outra
técnica de imobilizacdo de enzimas € pelo uso de filmes poliméricos

preparados eletronicamente. Estes filmes sao obtidos por
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polimerizacdo eletroquimica de compostos organicos aromaticos
tais como pirrol, tiofeno, fenilenodiimida, fenol, etc., e a imobilizac&o
por deposicao do filme polimérico sobre a superficie de um eletrodo
sobre a qual a enzima tenha sido previamente imobilizada (por

adsorcao, ligacao cruzada, etc.).

Adsorcao fisica: € um dos processos de imobilizacdo mais simples,
envolve a adsorcdo de enzimas em suportes insolUveis que resulta
geralmente em interacbes do tipo ibnica, polar, pontes de
hidrogénio ou hidrofobicas. Esses suportes geralmente possuem
superficie ativa e funcionam como excelentes adsorventes e
incluem a alumina, resinas de troca idnica, bentonita, grafite, vidro,
etc.. Como desvantagem o material biolégico adsorvido é
extremamente dependente dos fatores como pH, solvente,

temperatura, etc.
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3.7 FILMES AUTOMONTADOS: TECNICA “L AYER BY LAYER” (LBL)

Métodos de fabricacdo de filmes finos de diferentes
materiais, que permitem controle de espessura e de propriedades
em nivel molecular, tém recebido enorme atencdo e importancia

entre as tecnologias modernas (DECHER 1997).

Entre as diferentes técnicas desenvolvidas
recentemente para fabricacdo de filmes finos estd a técnica de
automontagem (do inglés Self-Assembly), também conhecida como
camada por camada — LBL (do inglés Layer-by-Layer) esta técnica
tem se mostrado extremamente promissora, capaz de produzir
filmes ultrafinos organizados em nivel nanométrico de diferentes
tipos de materiais de interesse, de maneira simples e barata

(MATTOSO; MEDEIROS e PATERNO, 2006).

A técnica de automontagem LBL foi proposta pela
primeira vez no inicio da década de 1980, no trabalho pioneiro de
Sagiv (1980) e anos mais tarde, reformulada por Decher e Hong
(1991). Esta técnica recebe este nome pois consiste da adsorcao
espontanea, quimica ou fisica de camadas ultrafinas (10 — 100 A)

de materiais sobre a superficie de um suporte sélido, a partir de
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suas solucdes. O tipo de adsorcao depende da afinidade entre o
suporte e 0 material, o que esta diretamente relacionado com a
estrutura quimica dos materiais empregados (MATTOSO,

MEDEIROS e PATERNO, 2006).

1. POLICATION 3. POLIANION b

- - e ® X \
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Figura 9: llustracdo esquematica do método de automontagem via adsorcao eletrostatica, indicando
as etapas de: 1) deposicédo do polication, 2) lavagem e secagem do suporte contendo uma camada
de polication, 3) deposicédo do polianion e 4) contendo camadas alternadas de polication e polianion
(MATTOSO, PATERNO e OLIVEIRA JR, 2001).

O meétodo de automontagem proposto por Decher e
Hong (1991), baseia-se na interacdo eletrostatica entre moléculas
contendo grupos ibnicos. Este meétodo ilustrado pela Figura 9
consiste basicamente na imersdo de um substrato solido,
previamente tratado, por um breve periodo de tempo numa solugéo
aquosa contendo, por exemplo, um sal da substancia a ser
depositada. A carga desta substancia deve ser contraria a do

substrato para que ocorra adsorcdo por atracdo eletrostatica.
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Posteriormente, o conjunto é lavado, a fim de eliminar o excesso de
material, seco e entao imerso numa solucao contendo outro sal,
agora de carga contraria a do sal inicialmente depositado, de
maneira a resultar numa espécie de “sanduiche” formado por
camadas moleculares catibnicas e anidnicas, alternadamente
adsorvidas. A repeticdo deste processo leva a formacao de filmes
ultrafinos com multicamadas. Uma das vantagens oferecidas por
este método refere-se ao solvente, comumente utilizado, agua,
embora esta caracteristica também limite a gama de polimeros

empregados (MATTOSO, PATERNO e OLIVEIRA JR, 2001).

Decher e Hong (1991) verificaram que este método
permite controle da espessura do filme através de medidas de
espectroscopia de UV-Visivel. Constataram um aumento linear da
absorvancia do filme formado, a medida que cada camada era
depositada, uma vez que, sendo a absorvancia proporcional a
guantidade de material absorvente, cada camada depositada
contribuiu com aproximadamente uma mesma quantidade de

material.

Contudo, o processo de automontagem nao depende
sO da presenca de cargas nas moléculas adsorventes. Alguns

trabalhos (STOCKON e RUBNER, 1997; LVOV et al.,, 1996)
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revelam que outros tipos de interacdo, diferentes da atracéo
eletrostatica, podem predominar no processo de automontagem, a
proximidade das moléculas envolvidas contribui com outros tipos de
forcas de interacdo, como forcas de Van der Waals, ligacbes de
hidrogénio, forcas dispersivas ou de London, cujas intensidades
tornam as monocamadas compactadas e fortemente adsorvidas
(ULMAN, 1991). Polimeros condutores como a polianilina e seus
derivados encontram-se no estado carregado (dopados) quando em
solucdes de baixo pH (MaCDIARMID et al., 1987). Verificou-se
entretanto que estes polimeros podem ser automontados a partir de
solucbes em pHs elevados, ou seja, como se fossem polimeros
neutros (STOCKON e RUBNER, 1997; PONTES et al., 1999).
Neste caso, 0 processo de automontagem € governado por
interacdes nédo idnicas, como ligacdes de hidrogénio. Foi verificado
gue a quantidade de polianilina adsorvida num filme automontado é
maior quando camadas desta sao alternadas com camadas de
polimeros que tém facilidade de fazer ligagbes de hidrogénio
(STOCKON e RUBNER, 1997). Isto se deve ao fato de as cadeias
de polianilina ndo dopadas assumirem uma conformacdo mais
enovelada, até mesmo formando agregados na solucdo (ZHENG et
al.,, 1997), ocupando menos espaco no substrato e facilitando a

aproximacdo e acomodacdo de mais polimero. Portanto o método
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de automontagem LBL proposto por Decher, pode ser utilizado por
uma grande variedade de materiais devido ao baixo custo de
producdo e um grande potencial tecnolégico (MATTOSO,

PATERNO e OLIVEIRA JR, 2001).
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3.8 DOPAMINA E SUA DETERMINACAO

Dopamina € um neurotransmissor central, precursor
metabdlico da noradrenalina e da adrenalina, que atua em
receptores especificos, presentes no sistema nervoso central, nos
vasos mesentéricos, renais e nas coronarias cuja estrutura é
mostrada na figura 10. E utilziada para o tratamento de diversos
tipos de choque e da hipotensdo grave apos infarto agudo do
miocardio, dilatando os vasos sanguineos renais e aumentando

dessa forma o fluxo de sangue (WILSON e GIFFORD, 2005).

HO MH"

HO

Figura 10: Estrutura protonada da dopamina

Diversas metodologias podem ser encontradas na
literatura para determinacédo desse analito (WILSON e GIFFORD,

2005), dentre estas destacam-se os procedimentos em fluxo com
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deteccdo espectrofotométrica (ORTEGA, DOMINGUEZ, 1996;
NEVADO, et al. 1995; NEVADO et al. 1996), amperométrica
(MONTENEGRO e SALES, 2000) e por quimiluminescéncia
(NOZAKI, et al. 1999). Ortega e Dominguez (1996) empregaram
tirosinaseimobilizada em reatores para determinacdo de dopamina
por analise em fluxo com deteccdo espectrofotométrica e
eletroquimica, apresentando limites de deteccdo de 3,5x10° mol L™
e 8,4x10° mol L™, respectivamente. Nevado e colaboradores
empregaram solucdo de metaperiodato em fluxo para deteccéo
espectrofotométrica dessa catecolamina. O sistema apresentou um
limite de deteccdode 2,5x10° mol L' e uma freqiiéncia de
amostragem de 130 determinacdes por hora. Montenegro e Sales
(2000) empregaram um eletrodo seletivo de 10, para a
determinacdo potenciométrica de dopamina, obtendo-se linearidade
no intervalo de concentracdo desse analito de 8,0x10° a 2,7x10™ g
LY (4,2x10° a 1,4x10° mol LY. Lima e colaboradores (1998)
desenvolveram eletrodos de carbono vitreo e pasta de carbono
modificados com tecido vegetal de palmeira (Latania sp), como
fonte enzimatica para a determinacdo eletroquimica dessa
catecolamina. O sistema em fluxo apresentou linearidade entre
5,0x10° a 7,0x10° mol L™ de dopamina. Wang e Walcarius (1996)

construiram eletrodos de pasta de carbono modificados com
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zellitas para a determinacdo amperométrica desse farmaco. O
sistema apresentou linearidade entre 2,0x10° a 1,0x10° mol L™
com um tempo de residéncia de 45 s para pré-concentracdo em
fluxo. Nozaki e colaboradores (1999) determinaram dopamina por
meio da geracdo de peroxido de hidrogénio durante 30 min e
deteccao quimiluminescente do mesmo, na reacdo com peroxidase
e luminol. O limite de detecc&o obtido foi de 1,0x10” mol L™*, com

um desvio padrao relativo de 4,7% (n=5).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 REAGENTES

Todos o0s reagentes utilizados foram de pureza
analitica (PA) e foram usados sem purificacao prévia. A agua para o
preparo das solucbes e a agua de lavagem dos eletrodos foi
deionizada e ultrapura por um sistema Mili-Q®.
4.1.2 MICRORGANISMO: BOTRYOSPHAERIA RHODINA
O fungo produtor de exopolissacarideo e enzima
lacase em estudo foi o ascomiceto Botryosphaeria rhodina isolado

de cancro de eucalipto por Barbosa, Dekker e St Hardy (1996).



4.2 METODOS

4.2.1 MEIOS DE CULTIVO

4.2.1.1 MEIO MINIMO DE VOGEL (1956)

37

O meio minimo de Vogel (VOGEL, 1956) foi preparado pela

diluicdo dos seguintes reagentes:

v

v

Na; citrato 5H,0O 150 g;
KH,PO, anidro 250 g;
NH;NO; anidro 100 g;
MgSO, 7H,0 10 g;
CaCl, 2H,0 50;
Solucao Elementos Tragos 5mL;
Solucéao Biotina 2,5 mL.

O volume final foi acertado para 1 litro. Para ser

usado, este meio foi diluido 50 vezes em agua destilada. O pH foi

corrigido para 5,8 com acido fosférico ou sulfato de amonia.

4.2.1.2 SOLUCAO DE ELEMENTOS TRACOS

AN N NN

A solucéo foi preparada pela diluicdo dos seguintes reagentes:

Acido citrico 1H,0
ZnS0, 7H,O

Fe (NH,)(SO,), 6H,0
CuS0O, 5H,0

MnSO, 1H,0O

50;
50;
1g9;
0,25 g;
0,25 g;
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v Hs;BO3 anidro 0,05 g;
4 Na,MoO, 2H,0 0,05 g.

O volume final da solucdo de elementos tracos foi
completado para 100 mL. A solucdo de biotina foi preparada
dissolvendo-se 5 mg de biotina (Merck) em 50 mL de &agua

destilada.

4.2.2 MANUTENCAO DO MICRORGANISMO

O fungo Botryosphaeria rhodina foi mantido em meio
BDA (batata-dextrose-agar) inclinado, a 4°C, com repiques

trimestrais.

4.2.3 PRODUGAO DE EXOPOLISSACARIDEO (EPS)

O exopolissacarideo Botriosferana foi produzido
através do cultivo do fungo Botryosphaeria rhodina em meio liquido,

de acordo com 0s seguintes passos:

Ativacdo das células: para o preparo do pré inéculo, o
fungo foi transferido para o meio solido contendo meio minimo de
Vogel (1/50) (VOGEL, 1956), agar 2% (m/v) e glucose a 1% (m/v)
como fonte de carbono. As placas de Petri foram incubadas durante

5 dias a 28 + 2°C em estufa bacterioldgica.
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Pré indculo: pequenas porcbes de hifas foram
transferidas com uma algca de metal para frascos de Erlenmeyer
(125 mL) contendo 25 mL de meio minimo de Vogel (2% v/v), com
0,5% (m/v) de glucose. Os cultivos foram mantidos sob agitacao a

180 rpm a 28°C por 48 horas.

In6culo: apdés o crescimento, 0s micélios foram
transferidos assepticamente para um homogeneizador previamente
esterilizado e homogeneizado a velocidade méaxima por 30
segundos. O homogeneizado foi centrifugado por 10 minutos a
7000 x g, os sobrenadantes foram descartados e o0s precipitados
foram ressuspensos em uma solucdo de salina fisiol6gica estéril.
Em seguida a referida solugéo foi diluida até se obter um valor de
absorvancia entre 0,4 e 0,5 em 400 nm. Encontrado a exata
diluicdo, os precipitados diluidos foram inoculados em frascos de
Erlenmeyer (2000 mL) contendo 400 mL de meio minimo de Vogel
(1956) (1/50), glucose 5% (m/v). Cada frasco foi inoculado com 16
mL de solucdo do homogeinato de células e incubados sob agitacéo

constante de 180 rpm a 28°C por 72 horas.

Interrupcdo dos cultivos: os cultivos foram
interrompidos por centrifugagéo a 7000 x g por 20 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi dialisado com agua deionizada em papel celofane
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por 48 horas, trocando a agua pelo menos 2 vezes ao dia sob

refrigeracao.

Precipitacdo do EPS: foi medido o volume final dos
saquinhos de dialise e precipitado o EPS com um volume trés vezes
maior de acool anidro 100% sob refrigeracdo durante uma noite. Os
precipitados foram dialisados exaustivamente com agua deionizada

em papel celofane sob refrigeracao.

Ressolubilizacdo e liofilizacado do EPS: o EPS
dialisado foi ressolubilizado com &gua deionizada e baixo
agquecimento (35°C) para nédo causar modificacbes estruturais na

molécula. Em seguida o EPS foi congelado e liofilizado.

Os EPS foram produzidos no Laboratério de Pesquisa
de Bioquimica de Microrganismo do Departamento de Bioquimica e
Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina, sob co-

orientacao da Professora Dra. Aneli de Melo Barbosa.

4.2.4 PRODUCAO DA ENZIMA LACASE
A enzima lacase foi produzida através do cultivo do

fungo Botryosphaeria rhodina em meio liquido, de acordo com os

seguintes passos:
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Ativacao das células: para o preparo do pré indculo, o
fungo foi transferido para o meio solido contendo meio minimo de
Vogel (1/50) (VOGEL, 1956), agar 2% (m/v) e glucose a 1% (m/v)
como fonte de carbono. As placas de Petri foram incubadas durante

5 dias a 28 + 2°C em estufa bacterioldgica.

Cultivo em meio liquido: os cultivos foram
desenvolvidos incubando 64 esferas de 0,7 mm das placas de Petri
crescidas com Botryosphaeria rhodina em frascos de Erlenmeyer
(2000 mL) contendo 400 mL de meio minimo de Vogel (1956)
(1/50), glucose 1% (p/v) e A&lcool veratrilico (alcool 3,4
dimethoxibenzilico) na concentracdo de 30,4 mM, incubados a 28°C

+ 2°C numa rotacao de 180 rpm por 4,5 dias.

Interrupcdo dos cultivos: os cultivos foram
interrompidos através de centrifugacdo a 14000 x g a 4°C por 20
minutos. Os sobrenadantes foram filtrados em la de vidro e
coletados em banho de gelo e utlizados na determinacdo da

atividade da lacase.

Determinacéo da atividade da lacase: a atividade da
lacase foi determinada conforme descrito por Barbosa et al., (1996),
utiizando como substrato o ABTS (2,2- azino- bis (3-

ethylbenthiazoline-6-sulfonic acid). O volume final do ensaio
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enzimatico foi de 1 mL e o sistema de incubacao continha 50 pL de
ABTS (50 mM em agua deionizada), 150 pL de tampao Mcllvaine
(pH 3,0 — 120 mM), solucdo enzimatica (0,1 a 0,8 mL) e agua
deionizada para completar o volume (se necessario), com a leitura
de absorvancia até no maximo 0,6. Este ensaio foi entdo incubado
por 5 minutos em banho-maria termostatizado a 50°C. As leituras
foram desenvolvidas & 420 nm (¢ = 36000 M™* cm™). A unidade de
atividade da lacase foi definida como o nimero de pmoles de ABTS
oxidados por minuto por mL de extrato enzimatico nas condi¢des de

ensaio descritas.

A enzima lacase foi produzida no Laboratério de
Pesquisa de Bioguimica de Microrganismo do Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina,

sob co-orientacao da Professora Dra. Aneli de Melo Barbosa.

4.2.5 CONSTRUGAO DO BIOSSENSOR

Foram construidos dois eletrodos com configuracées
diferentes, sendo que ambos foram montados pela técnica “Layer-
by-Layer”. O filme pode ser montado em camadas respeitando as
atracdes eletrostaticas entre os compostos. O material solido de

suporte utilizado foi uma lamina de FTO (Oxido de Estanho dopado
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com Fllor, Flexitec, resisténcia < 5 Q/cm?), devidamente limpa em
solucao H,O/NH,OH/H,0, na proporcao 3:1:1. A partir de dados na
literatura, a enzima utilizada apresenta ponto isoelétrico em
aproximadamente 4,5, assim esta apresentara carga negativa em
pH 5,5. Acredita-se que neste valor de pH o EPS apresente carga
negativa. Em contra partida, o polieletrélito  PDDA
(poly(diallydimethylammonium chloride)) neste pH de trabalho se

comporta como um polication.

O primeiro eletrodo a ser discutido neste trabalho sera
aquele composto por cinco bicamadas de PDDA/LACASE
(PDDA/LACASE)s. Neste caso a lamina de FTO foi inicialmente
submersa em uma solucdo de PDDA 2,0 mg mL™, com o pH
ajustado para 5,5, ficando nesta solugcao por dez minutos, entao foi
lavada em agua deionizada ultrapura, em seguida foi submersa em
uma solucéo de lacase 2,0 mg mL™* com pH também ajustado para
5,5, ficando nesta solucdo por quinze minutos, entao foi lavada, e a
lamina com a primeira bicamada foi seca. A metodologia foi repetida
por mais quatro vezes, obtendo assim um filme de 5 bicamadas,

Figura 11.
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Figura 11 : Representacao esquematica do processo de fabricacdo de filmes nanoestruturados
por automontagem utilizando dois polieletrélitos, Lacase e PDDA. O substrato sélido foi imerso
em solucdo (a) da enzima lacase. Logo apés, 0 mesmo substrato foi imerso em agua (b) para
remover o excesso e moléculas fracamente adsorvidas, completando a formacdo de uma
camada (I). Em seguida, o substrato foi imerso em solucao de PDDA (c), o polication o excesso
de moléculas é removido em agua (d). Apds cada ciclo, completa-se a formacdo de uma
bicamada (II).

O segundo eletrodo montado foi de
(PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s. A metodologia utilizada (Figura 12) foi
praticamente a mesma, mas foram crescidas cinco tetracamadas, sendo que
uma delas foi de EPS, feita em solucdo de 2,0 mg mL™?, com o pH ajustado

para 5,5,.
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Figura 12: Representacdo esquematica do processo de fabricagcdo de filmes nanoestruturados
por automontagem utilizando dois polieletdlitos, Lacase, polissacarideo e PDDA. O substrato
sélido foi imerso em solucéo (a) PDDA. Em seguida foi imerso em agua (b) para remover o
excesso e moléculas fracamente adsorvidas, completando a formagédo de uma camada (l). Em
seguida, o substrato foi imerso em solucdo de EPS (c), e na sequéncia, 0 excesso de
moléculas foi novamente removido em agua (d). Uma nova camada de PDDA é depositada
pela imersdo do eletrodo na solugdo de PDDA (e) e lavado em agua (f), formando a terceira
camada (lll). Por fim, a lacase foi depositada por atragao eletrostatica, imergindo o eletrodo na
solucdo contendo lacase (g) e lavado em agua na seqiiéncia para eliminar o excesso de
material ndo adsorvido. Apés cada ciclo, completa-se a formacdo de uma tetracamada (1V).

4.2.6 MICROBALANCA CRISTAL DE QUARTZO

Esta técnica permite caracterizar a uniformidade na deposicéo
de um filme pela medida da mudanca de freqiéncia de um cristal piezoelétrico
de quartzo (que pode ser interconvertida em massa) em cada camada
sucessivamente depositada. O aumento de massa resultante da adsorcdo na
superficie do cristal pode ser estimada pela equagdo de Suerbrey
(SAUERBREY, 1959) usando a seguinte relagdo entre a massa adsorvida Am
(ng) e a mudanca de frequéncia Af (Hz) levando em conta as caracteristicas do
cristal:

Am=-6,7 A Af 3)
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Onde A corresponde a area aparente do eletrodo da
microbalanca de cristal de quartzo. Nessas condi¢cdes, o decréscimo na
freqiiéncia de 1 Hz resulta num aumento de massa de 6,7 ng cm™.

A adsorgdo de cada camada foi feita similarmente ao método
descrito no item 2.3 , porém utilizando um eletrodo de quartzo com uma

camada de ouro depositada.

4.2.7 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos foi realizada em
um potenciostato MPQ-01 (Microquimica). Foi utilizado uma cela eletroquimica,
com o contra-eletrodo de tela de Pt, eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, e como
eletrodo de trabalho os eletrodos feitos com lacase e EPS pela técnica LBL. O
eletrélito utilizado foi de KCI 0,1 mol L?, variando a concentracdo de ABTS,

dopamina e pH, para os diversos testes realizados.

4.2.7.1 VOLTAMETRIA CICLICA

As técnicas voltamétricas sdo muito empregadas nha
eletroanalitica, pois podem ser obtidas em eletrodos de pequenas dimensdes,
onde a intensidade de corrente € registrada em funcédo do potencial elétrico
nele aplicado; a propria raiz da palavra voltametria, “voltam-“, indica que se
trata de um palavra relacionada, simultaneamente, com potencial (“volt-") e
corrente (“am-‘) . O potencial aplicado ira induzir a ocorréncia de uma
determinada reacdo de oxidacdo/reducdo de uma espécie na interface

eletrodo/solucdo. A voltametria possibilita, assim, o estabelecimento de
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relagbes diretas entre a corrente medida e a concentragdo da espécie em
causa. Podem ser determinadas varias espécies que reajem em diferentes
potenciais aplicados, numa mesma experiéncia, sem a necessidade de
qualquer passo de separacdo prévio. Além disso, os métodos voltamétricos
apresentam outras caracteristicas vantajosas (BRETT e BRETT, 1993):
* sdo0 sensiveis e caracterizados por baixos limites de deteccao (por
exemplo: 10° M);
* podem dar informacdo acerca do estado redox, da ocorréncia de
complexacdo da espécie em estudo, entre outras;
* podem ser usados em amostras turvas, coloridas ou que contenham
particulas sélidas dispersas;
e 0tempo necessario para a realizacdo das analises é curto; e,
e a instrumentagdo e os materiais utilizados apresentam baixo custo (se
comparados com as técnicas cromatograficas e espectroscopicas).

A voltametria ciclica consiste na aplicacdo de uma onda
triangular de potencial entre dois valores limites pré-estabelecidos, a uma
determinada taxa de variacdo. A partir de um potencial de inicial E;, o potencial
do eletrodo € modificado linearmente de acordo com velocidade de varredura,
v, até alcancar de um valor de potencial final Ef, revertendo ao valor do
potencial inicial E;, a varredura de potencial prossegue, assim, variando
sucessivamente entre E; e Er (Figura 13). Como resposta a esta aplicacao,
obtém-se uma corrente eletrénica gerada nos processos eletroquimicos que
ocorrem na cela, ou avaliacdo de potenciais de oxidac&o e reducédo, chamado

de voltametria ciclica.
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tempo

Figura 13: Esquema representativo da rampa de potencial (E) em funcao do tempo para
geracao de um voltamograma ciclico.

A voltametria ciclica é muito utilizada como técnica exploratéria
do comportamento dinamico de um determinado composto eletroativo. Permite
avaliar a presenca de etapas quimicas associadas as transferéncias
eletronicas, verificar a ocorréncia de adsor¢éo do reagente ou dos produtos no
eletrodo de trabalho e fazer diagndsticos sobre a reversibilidade de um
determinado par redox. Quando ambas as espécies do par redox trocam,
rapidamente, elétrons com o eletrodo de trabalho, esta-se na presenca de um
par eletroquimicamente reversivel. Em voltametria ciclica de reacdes
reversiveis o produto da oxidacdo ou reducgdo inicial € reduzido ou oxidado,

respectivamente, quando ocorre a inversdo da direcdo da varredura. A analise
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tedrica da forma de onda conduz a seguinte equacao, para o pico de corrente

(exemplificado para uma oxidagao):

ip = (2.69x 10°) n*? AC D2 v!/2 (4)

onde ip € a corrente transferida para o eletrodo; n € o niumero de elétrons
envolvidos na reacado; A é a area do eletrodo; C € a concentracdo da espécie
eletroativa, D o coeficiente de difusao; e, v a velocidade de varredura.

Com resumo das informacodes obtidas pela resolu¢céo da equacéo 1 séo,
geralmente, apresentados na forma de critérios diagnostico para reacdes
reversiveis:

« Ip é proporcional a v¥?;
* Ep € independente de v; e,

* |Ep.ox — Ep,ro|= 59/n (MV).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MECANISMO DE DETERMINACAO DE DOPAMINA VIA CATALISE COM LACASE NA

PRESENCA DO MEDIADOR ABTS.

Estudos feitos com compostos fendlicos modelo (POTTHAST
et al., 1997; MAJECHERCZYK et al., 1999), mostraram que o ABTS é
frequentemente usado na reacdo na forma de sal, solivel em agua. Por reacao
com a lacase desenvolve rapidamente radicais (corados), estaveis e que
podem reagir com fendis, de acordo com 0s seus potenciais redox, formando
novos radicais, fenoxilos, que desencadeiam novas reacdes. Nessa interacao
os radicais formados regeneram ABTS (Figura 14). Assim o ABTS oxida o
substrato, que por sua vez pode ser reduzido pela lacase, fechando um ciclo
como representado na Figura 15.

A oxidacdo do ABTS déa-se em duas etapas independentes do
pH do meio reacional no intervalo de 2 a 11. Os potenciais redox da forma
radicalar (ABTS") e forma i6nica (ABTS %*) do ABTS s&o respectivamente
0,680 e 1,09 V em relacaito a um Eletrodo Normal de Hidrogénio
(MAJECHERCZYK et al., 1999). Nao ha, no entanto, evidéncia demonstrada da

acao do dication neste processo LMS (Lacase Mediator System).
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Figura 14 : Esquema do mecanismo de reacédo do radical ABTS com fendis ou radicais fenoxilo
e produtos secundarios formados do ABTS (POTTHAST et al., 1997)

/ Lacase ABTSox Dopamina
\ Lacaseoy

ABTS Dopaminapy

Figura 15: Esquema indicando o efeito do mediador ABTS na catalise enzimatica de uma
lacase e conseqiiente determinacao de dopamina.
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5.2 ELETRODO (PDDA/LACASE) 5

Utilizando-se do eletrodo (PDDA/LACASE)s foi registrado os
perfis voltamétrico do referido eletrodo em solucdo de dopamina 3,0 x 10 mol
L™, o mediador ABTS 2,0 x 10°® mol L™ utlizando como eletrélito suporte KCI na
concentracéo de 0,1 mol L* com o pH ajustado para 5,5, Figura 16. Pelos
voltamogramas é possivel observar um pico de oxidacdo em 0,625 V e um pico
de reducdo em 0,432 V. Uma vez que 0s Varios ciclos se sobrepuseram pode
se afirmar que n&o ha problemas relacionados com a passivacéo do eletrodo,
pela adsorcdo irreversivel de moléculas de reagente e/ou de produto na
superficie do eletrodo, bloqueando o0s sitios ativos, nas condi¢cdes do

experimento realizado.
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Figura 16: Perfil voltamétrico do eletrodo (PDDA/LACASE)s em: (O ) solugéo de mediador
ABTS 2,0 x 10 mol L™ utilizando como eletrdlito suporte KCI 0,1 mol L™; e, (++++) solucdo de
dopamina 5,0 x 10”° mol L, mediador ABTS 2,0 x 10°® mol L™ utilizando como eletrdlito suporte
KCI 0,1 mol L™}, em ambos os casos o pH ajustado para 5,5. v =20 mV s™.
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O experimento de variagdo da velocidade de varredura foi
realizado no intervalo de 2 a 500 mV s, com o objetivo de avaliar o grau de
reversibilidade e a natureza do transporte do material eletroativo para a
superficie do eletrodo. Na Figura 17, sao apresentados o0s voltamogramas
ciclicos de uma solucéo de dopamina 3,0 x 10 mol L™, o mediador ABTS 2,0 x
10® mol L utilizando como eletrélito suporte KCI na concentracdo de 0,1 mol

L™ com o pH ajustado para 5,5.
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Figura 17: Perfis voltamétricos do eletrodo (PDDA/LACASE)5 em solucdo de dopamina 3,0 x
10-5 mol L-1, mediador ABTS 2,0 x 10-6 mol L-1 utilizando como eletrélito suporte KCI na
concentracdo de 0,1 mol L-1 com o pH ajustado para 5,5. Velocidade de varredura entre 2 e
500 mV s-1. Representacéo da densidade de corrente de pico de oxidacao (jP,0X) e respectivo
potencial de pico de oxidacdo (EP,OX) e a densidade de corrente de pico de reducéo (jP,RD) e
o respectivo potencial de pico de reducéo (EP,RD)
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Tabela | Valores de densidade de corrente de pico (jpox, OXidacdo e jpgrp, redugéo) e dos
potenciais de pico (Ep ox, Oxidacdo e Ep rp, redugéo) para os perfis voltametricos em diferentes
velocidades de varredura do eletrodo (PDDA/LACASE)s em solucdo de dopamina 3,0 x 107
mol L*, mediador ABTS 2,0 x 10°® mol L™ utilizando como eletrdlito suporte KCI na
concentracdo de 0,1 mol L* com o pH ajustado para 5,5.

Oxidagao Reducéo i
v/ mVs? e
Epox!V | jeox/MAcm? | Epro/ V | joro / A cm™ JpRD
2 0,59 39,70 0,46 -34,99 1,135
5 0,59 59,03 0,45 -42,31 1,395
10 0,62 72,09 0,44 -53,45 1,349
25 0,63 105,2 0,43 -82,88 1,269
50 0,64 128,4 0,41 -99,61 1,289
75 0,65 138,8 0,41 -114,9 1,208
100 0,66 154,2 0,40 -126,4 1,220
250 0,70 178,6 0,36 -147,7 1,209
500 0,76 236,7 0,33 -175,0 1,353

A natureza do transporte de massa que governa 0S processos
redoxes estudados pode ser conhecida pela relagcdo existente entre a
densidade de corrente de pico je versus v*2, a qual estad mostrada na Figura 18.
Observa-se que a densidade de corrente de pico aumenta linearmente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura, o que demonstra que as espécies
de ABTS estdo limitadas por difusdo, como esperado para espécies
eletroativas em solucdo (BRETT e BRETT, 1993). A mesma constatacdo é
corroborada pelos resultados obtidos para os valores dos coeficientes
angulares (8) dos graficos de log (jp) versus log (v), mostrados na Figura 19,

gue segundo a literatura é igual a 0,50 para processos difusionais e aproxima-
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se de 1 para processos controlados por adsor¢do na superficie do eletrodo
(BRETT e BRETT, 1993). Assim pode se concluir que o processo ocorrido é de
difusdo de massa e, portanto, ndo é a cinética enzimatica que controla o

processo.
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Figura 18: Raiz quadrada da velocidade de varredura (v) e a densidade de corrente dos picos
(jp) de (m) oxidacéo e (O) reducdo para o eletrodo (PDDA/LACASE)s em solu¢cédo de dopamina
3,0 x 10° mol L™", mediador ABTS 2,0 x 10° mol L™ utilizando como eletrélito suporte KCI na
concentracao de 0,1 mol L™* com o pH ajustado para 5,5.
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Figura 19: Valores de log (v) versus log (jp) para: (M) pico de oxidacdo (6 = 0,342 e R = 0,992)
e (O) pico de reducéo (6 = 0,345 e R = 0,989).

A realizagdo da voltametria ciclica em diferentes concentragfes
de dopamina (entre 2,0 e 50 x 10°® mol L) permite a anélise da relagéo entre o
pico da densidade de corrente anodico gerado em uma determinada
concentracéo. Este estudo foi feito em velocidade de varredura de 20 mV s, e
todas as solucdes continham o mediador ABTS na concentragdo de 2,0 x 10°®
mol L™*, Figura 20. O perfil voltametrico indica que ha4 um aumento da
densidade de corrente de pico de oxidacdo (jpox) com o0 aumento da
concentracdo de dopamina, e o potencial de pico de oxidagédo (Ep ox). Assim,
fixando o potencial em 0,610 V é possivel saber a densidade de corrente
gerada e construir uma curva analitica de concentracdo de dopamina versus a

corrente, Figura 21.
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Figura 20: Voltametrias ciclicas do filme (PDDA/LACASE)s em diferentes concentragdes de
dopamina (0,0; 2,0; 5,0; 10; 20; 30; 50 x 10°® M) com mediador ABTS 2,0 x 10° mol L™

utilizando como eletrélito suporte KCI na concentracgéo de 0,1 mol L™ com o pH ajustado para
55.v=20mVs™.
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Figura 21: Curva analitica para o filme de (PDDA/LACASE)s; em com mediador ABTS 2,0 x 10°

mol L™ utilizando como eletrélito suporte KCI na concentracdo de 0,1 mol L™ com o pH ajustado
para 5,5; para voltamogramas obtidos em v =20 mV s™.

Para averiguar o comportamento do eletrodo em diferentes

valores de pHs das solugbes, bem como em diferentes concetracbes de ABTS

57
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para a deteccdo de dopamina foram realizado 9 experimentos cujo preparo de
solucdes foi de acordo com a tabela Il. Em todos os experimentos a

concentracéo de dopamina foi mantida constante e igual a 30 x 10°® mol L™,

Tabela Il: Experimentos realizados em trés solucdes diferentes condi¢bes: pH e concentracdo
do mediador ABTS.

Experimento pH  [ABTS}/10 *mol L™*
1 1

Ol 0O N o O )l W DN
W W W o o O] N NN
W N P W NP WN

Os experimentos foram realizados todos no mesmo dia, para
melhor andlise os resultados estdo dispostos todos do mesmo pH variando a

concentracdo de ABTS e encontram-se na Figura 22.



j/uAcm?

100

-50 -

-100

50

59

100

50

-50

-100

T
0,0 0,6

E/V vs. Ag/AgCl

1,0

150

100

-50

T T T
04 0,6 08

E/V vs. Ag/AgCl

1,0

T
0,6
E /V vs. Ag/AgCl

T
04 0,8 10

Figura 22: Voltametrias ciclicas do filme (PDDA/LACASE);s utilizando como eletrélito suporte
KCI na concentracédo de 0,1 mol L™ contendo dopamina na concentragéo de 3,0 x 10° mol L™

com mediador ABTS em diferentes concentra¢ges (0 ) 1,0; (- - -) 2,0; e, (* * *)3,0 X 10°® mol L’
l) em valores de pH: (A) 7,0; (B) 5,0; e, (C) 3,0.

Analisando os picos de densidade de corrente anddicos em

funcdo das diferentes condicbes empregadas nos experimentos, Figura 23,
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verifica-se que os valores mais altos foram obtidos para em meio de ABTS 3,0

mmol L™ e pH 3, e demonstrou menor eficiéncia em ABTS 1,0 mmol L™ e pH
7..
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Figura 23: Picos de densidade de corrente (oxidag&do) em duas variaveis: [ABTS] e pH
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5.3 ELETRODO (PDDA/EPS/PDDA/LACASE) 5

Utilizando-se do eletrodo (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s foi
registrado os perfis voltamétrico do referido eletrodo em solugdo de dopamina
3,0 x 10®° mol L™, o mediador ABTS 2,0 x 10° mol L™ utlizando como eletrélito
suporte KCI na concentracéo de 0,1 mol L™ com o pH ajustado para 5,5, Figura
24. Pelos voltamogramas € possivel, similarmente ao caso do eletrodo
(PDDA/LACASE)s, observar um pico de oxidagcdo em 0,63 V e um pico de
reducdo em 0,43 V. Uma vez que os Varios ciclos se sobrepuseram pode se
afirmar que ndo ha problemas relacionados com a passivagao do eletrodo, pela
adsorcao irreversivel de moléculas de reagente e/ou de produto na superficie
do eletrodo, bloqueando os sitios ativos, nas condicbes do experimento

realizado.
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Figura 24: Perfil voltamétrico do eletrodo (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s em: ([1 ) solugao de
mediador ABTS 2,0 x 10°° mol L™ utilizando como eletrélito suporte KCl 0,1 mol L™; e, (s++*)
solucdo de dopamina 5,0 x 10" mol L™, mediador ABTS 2,0 x 10°® mol L™ utilizando como

eletrdlito suporte KCI 0,1 mol L™, em ambos 0s casos o pH ajustado para 5,5. v=20 mV s™,

Como realizado anteriormete, um experimento foi realizando
variando-se a velocidade de varredura no intervalo de 2 a 500 mV s™, com o
escopo de avaliar o grau de reversibilidade e a natureza do transporte do
material eletroativo para a superficie do eletrodo. Na Figura 25, séo
apresentados os voltamogramas ciclicos de uma solu¢cdo de dopamina 3,0 X
10®° mol L™, o mediador ABTS 2,0 x 10° mol L™ utilizando como eletrélito

suporte KCI na concentracéo de 0,1 mol L™ com o pH ajustado para 5,5.
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Figura 25: Perfis voltamétricos do eletrodo (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s em solucao de
dopamina 3,0 x 10° mol L™, mediador ABTS 2,0 x 10°® mol L™ utilizando como eletrélito suporte

KCI na concentragéo de 0,1 mol L* como pH ajustado para 5,5. Velocidade de varredura entre
2e500mVs™.
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Tabela Ill: Valores de densidade de corrente de pico (jp,ox, OXidagéo e jprp, reducdo) e dos
potenciais de pico (Ep ox, Oxidacdo e Ep rp, redugéo) para os perfis voltamétricos em diferentes
velocidades de varredura do eletrodo ((PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s em solucdo de dopamina
3,0 x 10®° mol L™, mediador ABTS 2,0 x 10° mol L™ utilizando como eletrdlito suporte KCI na
concentracdo de 0,1 mol L* com o pH ajustado para 5,5.

Oxidagéao Reducéo ipox

V/ mvs? —
Epox !V Jp.ox | HA cm’? Epro/V Jero /| HA cm’? Jr.rD
2 0,58 41,68 0,45 -24,13 1,727
5 0,60 59,96 0,45 -39,49 1,518
10 0,60 79,71 0,45 -53,38 1,493
25 0,63 117,0 0,43 -85,55 1,368
50 0,65 149,5 0,43 -111,41 1,342
75 0,66 176,3 0,42 -122,71 1,436
100 0,66 190,4 0,41 -143,84 1,323
250 0,70 248,0 0,38 -164,36 1,509
500 0,74 328,7 0,33 -261,03 1,259

A natureza do transporte de massa que governa 0S processos
redoxes estudados pode ser conhecida pela relacdo existente entre j, versus
v, a qual estd mostrada na Figura 26. Observa-se que a densidade de
corrente de pico aumenta linearmente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura, o que demonstra que as espécies de ABTS estdo limitadas por
difusdo, como esperado para espécies eletroativas em solucdo (BRETT e
BRETT, 1993). A mesma constatacdo é corroborada pelos resultados obtidos
para os valores dos coeficientes angulares (8) dos graficos de log (jp) versus
log (v), mostrados na Figura 27, que segundo a literatura é igual a 0,50 para

processos difusionais e aproxima-se de 1 para processos controlados por

adsorcao na superficie do eletrodo (BRETT e BRETT, 1993). Assim pode se
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concluir que o processo ocorrido € de difusdo de massa e, portanto, ndo € a

cinética enzimatica que controla o processo.
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Figura 26: Raiz quadrada da velocidade de varredura (v) e a densidade de corrente dos picos
(jr) de oxidacéo e reducéo para o eletrodo (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s em solucéo de
dopamina 3,0 x 10° mol L™, mediador ABTS 2,0 x 10°® mol L™ utilizando como eletrélito suporte
KCI na concentragéo de 0,1 mol L* como pH ajustado para 5,5.
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Figura 27: Valores de log (v) versus log (jp) para: (W) pico de oxidag&o (6 = 0,393 e R = 0,999)
e (O) pico de reducéo (6 = 0,450 e R = 0,993).

A realizagdo da voltametria ciclica em diferentes concentragfes

de dopamina permite a analise da relacdo entre o pico da densidade de
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corrente anddico gerado em uma determinada concentracdo. Este estudo foi
feito em velocidade de varredura de 20 mV s, e todas as solugcdes continham
ABTS na concentracéo de 2,0 x 10° mol L™. Assim, fixando o potencial em
0,610 V é possivel saber a densidade de corrente gerada e construir uma curva

analitica de concentracdo de dopamina versus a corrente, Figura 28.
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Figura 28: Voltametrias ciclicas do filme (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s em diferentes
concentracdes de dopamina (0,0; 2,0; 5,0; 10; 20; 30; 50 x 10°® M) com mediador ABTS 2,0 x
10® mol L™ utilizando como eletrélito suporte KCI na concentracdo de 0,1 mol L* com o pH
ajustado para 5,5. v=20 mV s™,
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Figura 29: Curva analitica para o filme de (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s em com mediador
ABTS 2,0 x 10° mol L™ utilizando como eletrélito suporte KCI na concentracdo de 0,1 mol L*
com o pH ajustado para 5,5; para voltamogramas obtidos em v = 20 mV s™.

A principio é importante destacar que a resposta do eletrodo
(PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s é linear e o eletrodo (PDDA/LACASE)s é
exponencial. Analogamente ao filme descrito no item anterior, também foi feito
o teste da resposta do eletrodo em diferentes meios, Figura 30, foi seguido o
mesmo esquema demonstrado na tabela Ill. Os resultados também estdo

dispostos de formar para facilitar as analises, na figura 31.
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Figura 30: Voltametrias ciclicas do filme (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s utilizando como
eletrdlito suporte KCI na concentragdo de 0,1 mol L™ contendo dopamina na concentracéo de
3,0 x 10° mol L™* com mediador ABTS em diferentes concentracdes ((0 ) 1,0; (- - -) 2,0; e, (
*)3,0 X 10°® mol L'l) em valores de pH: (A) 7,0; (B) 5,0; e, (C) 3,0.
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Figura 31: picos de corrente anédico em duas variaveis: [ABTS] e pH

O filme (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s apresentou os resultados
esperados, jA que o meio que melhor resultado apresentou foi aquele para
ABTS 3,0 mmol L™ e pH 3,0, e 0 meio que apresentou a menor eficiéncia foi
em ABTS 1,0 mmol L™ e pH 7,0. Para este teste também é possivel observar

que a resposta aumenta com o aumento da concentracdo do ABTS e com a

diminuicao do pH.
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5.4. EVIDENCIA DA FORMACAO DOS FIiLMES DE (PDDA/EPS/PDDA/LACASE) s:

RESULTADOS DA MICROBALANCA DE QUARTZO

O objetivo de estudar o crescimento dos filmes automontados
por Microbalanca de Quartzo (MBQ) foi observara a ades&o do polissarideo e
da lacase na superficie dos eletrodos. Nesse estudo, foram construidas 5
tetracamadas de PDDA/EPS/PDDA/LACASE sobre o cristal de quartzo com um
deposito de ouro. Pelos resultados obtidos foi possivel observar que o EPS se
deposita aproximadamente 60,63 ng cm? em cada camada, equanto que a

lacase deposita-se na taxa de 93,13 ng cm™.
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6. CONCLUSOES

» Foi possivel a produgcédo do polissacarideo botriosferana e do lacase a

partir do fungo Botryosphaeria rhodina;

e Os filmes de (PDDA/LACASE)s e (PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s
puderam ser crescidos pela técnica de automontagem “layer by layer”,
sendo evidenciado pelo aumento de massa verificado pelos

experimentos de microbalanca de quartzo;

* Os dois eletrodos apresentaram visivel diferenca de resposta frente a
deteccdo de dopamina. Ja que a curva analitica para o filme
(PDDA/LACASE)s se apresenta de forma exponencial e para o filme

(PDDA/EPS/PDDA/LACASE)s se apresenta de forma linear;

« Apesar dessa diferenca os dois eletrodos apresentaram uma
semelhanca, que é a difusdo de massa controlando o processo redox, ja
que relacdo entre a raiz quadrada de varredura e o pico de corrente

anodica gerando € linear para ambos; e
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Outra semelhanca entre os dois eletrodos € a resposta para a detecc¢ao
de dopamina com duas variaveis, a concentracdo de ABTS e o pH.
Ambos apresentaram maior eficiéncia em concentracbes maiores de
ABTS e em pHs mais acidos. Fato importante de ressaltar € a
anormalidade de resposta do eletrodo (PDDA/LACASE)s em ABTS 3,0
mmol L™ e pH 3,0, que ndo apresentou o melhor resultado, algo que era

esperado
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

