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Resumo: Neste trabalho foi produzido um biossensor
enzimatico contendo lacase imobilizada em eletrodo de
carbono vitreo para quantificagdo de L-dopamina. Para
isso, inicialmente foi realizado o processo de
imobilizagdo da lacase no eletrodo de carbono vitreo e,
na sequéncia, o recobrimento com solugdo de quitosana
2%. Testes potenciométricos foram realizados e
mostraram a eficacia do mesmo na quantificagdo de
solugdes desconhecidas de L-dopamina, o que comprova
a eficiéncia da metodologia aplicada.

1. Introducdio

A aplicagdo de enzimas em diversos processos
industriais tem crescido significativamente, bem como a
utilizagdo e desenvolvimento de sistemas eletroquimico
e, especificamente, de biossensores (dispositivo capaz de
converter reagdes quimicas em um sinal mensuravel para
quantifica¢do) visando a aplicagdo em quantificagdes
quimicas nos mais diversos setores. Neste contexto,
pesquisas tém sido realizadas para o desenvolvimento de
biossensores enzimaticos para aplicagdo em diversos
processos como, por exemplo, na quantificacdo de
fendlicos como a L-dopamina em fluidos corporais.

Dessa forma, justifica-se o desenvolvimento do
presente trabalho, que teve como objetivo a utilizagdo da
enzima lacase proveniente do fungo Trametes versicolor
na producdo de biossensores para a identificagdo e
quantificacdo de L-dopamina em um meio sintético
preparado em laboratdrio visando a utilizagdo futura em
quantifica¢des de L-dopamina em fluidos corporais para
acompanhamento de diversos problemas de satide, como
o desenvolvimento da doenga de Parkinson, da deméncia,
da esquizofrenia, da depressdo, do Alzheimer entre
outras, devido a modificagdes em sua concentragdo no
organismo humano [1,2].

Para isso, sdo realizados ensaios por voltametria
ciclica com o auxilio de um Potenciostato/Galvanostato
do tipo AUTOLAB PGSTATI12 (Figura 1).

Figura 1 — Exemplificagdo do sistema utilizado para a
realizagdo dos testes potenciométricos

2. Metodologia
Inicialmente foi realizada a imobiliza¢do por
adsor¢do da enzima lacase (Figura 2), com atividade
enzimatica de 41 U/mL, (solugdo 2,5 mg/mL de tampao
acetato com pH 4,6) no eletrodo de carbono vitreo de
acordo com o método Drop Casting e, na sequéncia, o
recobrimento com solugdo de quitosana 2% utilizando o
mesmo método. Apos essa etapa, testes potenciométricos
por voltametria ciclica foram realizados para avaliagdo

da eficiéncia do biossensor produzido.
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Figura 2 — Comparagao da reversibilidade de métodos
de imobilizagdo
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Para isso, foram feitas diversas solugdes com
concentragdes diferentes de L-dopamina, em meio de
tampdo PBS, para assim obter uma curva de calibrago
pela quantificagdo de solu¢des de L-dopamina com
diferentes concentrag¢des. Posteriormente foi realizada a
quantifica¢do de uma solugdo com concentragdo
desconhecida de L-dopamina, com o intuito de verificar
a eficiéncia do biossensor produzido na quantificagdo
desse composto (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema da metodologia empregada no
trabalho para produg@o e aplicagdo do biossensor

Ensaios por voltametria ciclica foram realizados
seguindo a metodologia modificada de ZHANG [3].

3. Resultados e Discussoes

Para a obten¢do da curva de calibragdo que sera
utilizada para futura comparagdo das quantificagdes
realizadas pelo método potenciométrico com o método
cromatografico, ainda a ser realizado, solu¢des de L-
dopamina com diferentes concentragdes foram
analisadas. Posteriormente, foram feitas analises via
HPLC de solugdes com diferentes concentragdes da
solu¢do de L-dopamina com o intuito de adquirir uma
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curva de calibragdo (Figura 4). Apds essa etapa, foi
possivel a constru¢do do grafico referente a curva de
calibragdo da L-dopamina via ensaios cromatograficos
para concentragdes de 0,5 mol/L a 2,0 mol/L (Figura 5).
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Figurai 4 — Cromatograma ilustrativo obtido para uma
solugdo de L-dopamina
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Figura 5 — Curva de calibragdo obtida via HPLC

Em seguida obteve-se uma curva de calibragdo
através da realizagdo de ensaios por voltametria ciclica
de L-dopamina, por meio da area do pico, utilizando
diferentes concentragdes da substancia em estudo (Figura
6), verificando-se um bom ajuste da curva de calibrago
(R*=0,99567).
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Figura 6 — Curva de calibrag@o obtida via ensaios por
voltametria ciclica

Apo6s a construgdo da curva, necessdria para a
realizag@o da comparag@o dos métodos e confirmagdo da
efetividade do processo adotado, foi realizada a
determina¢do da concentragdo de uma solugdo
desconhecida de L-dopamina (Figura 7), sendo
determinada a mesma, com o auxilio da curva de
calibragdo obtida via ensaios por voltametria ciclica,
como 0,77 mol/L.
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quantificag@o da solugdo problema de L-dopamina

Durante o processo, a enzima lacase catalisa reagdes
de transferéncia de elétrons promovendo a oxidagdo da
L-dopamina (Figura 8), sendo esse processo identificado
através da representagdo na figura 8.
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Figura 8 — Representagdo da oxidag@o da L-dopamina
por oxidorredutase

Os resultados iniciais obtidos mostram que a
metodologia aplicada para a produg@o do biossensor se
mostrou eficiente sendo possivel a obtengdo de um bom
ajuste da curva e, também, possibilitou a quantificagdo de
uma solug@o desconhecida. Testes com a siringaldazina
mostraram a eficiéncia da imobilizagdo da lacase no
eletrodo de carbono vitreo. Vale ressaltar que a
concentragdo normal de L-dopamina no sangue varia em
torno de 0,01 umol/L a 1 pmol/L, porém como o
equipamento utilizado n3o possui essa precisdo, 0s
ensaios foram realizados na faixa de 0,5 mol/L a 2,0
mol/L, para que fosse possivel a identificacdo do
funcionamento do biossensor [4]. Posteriormente, na
etapa final do presente trabalho, os dados obtidos serdo
comparados com os dados de quantificacdo via HPLC
para confirmagdo da eficiéncia da metodologia aplicada.
Trabalhos futuros serdo realizados visando o ajuste da
metodologia buscando a redugdo da concentragdo
minima determinada via voltametria.

4. Conclusoes

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foi
possivel realizar a quantificagdo de uma solugdo com
concentragdo  desconhecida de L-dopamina via
voltametria ciclica. Ensaios futuros serdo realizados para
validacdo dos resultados através da comparagdo dos
resultados via ensaios posteriores em HPLC bem como a
produgdo de um fluido corporal sintético para avaliagdo
da aplicagdo do biossensor na area médica.
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