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Neste trabalho estudou-se a formacao de filmes de Langmuir e Langmuir-Blodgett
da colesterol oxidase (COx), responsavel pela catilise enzimatica do colesterol e
matéria-prima de interesse para o desenvolvimento de biossensores. Foi possivel
preparar filmes mistos de COx / proteinas da camada S (proteinas com capacidade de
auto-organiza¢do na interface) e de DPPC / proteinas da camadaS. A COx e as
proteinas apresentaram propriedades anfifilicas, formando filmes de Langmuir na
interface ar-agua e ar-solido, com alta reprodutibilidade. A caracterizag¢do dos filmes de
Langmuir foi feita através de isotermas m— A e a dos filmes LB, por AFM, FT-IR e,
quando transferidos para superficies do eletrodo de trabalho de um sensor impresso, por
caracterizagdo eletroquimica, que se mostrou uma técnica adequada para avaliar os
biossensores obtidos, além de confirmar a transferéncia do filme de Langmuir.
Observou-se que a técnica de deposi¢ao do filme para obtengdo do biossensor afeta a
capacidade de detec¢do do mesmo. A presenca das proteinas de camada S juntamente
com a COx contribuiu para a obtencdo de biossensores com propriedades mais
adequadas ao uso, com maior pico de oxidagdo, com reacdo mais rapida e para uma

menor diferenca de potencial menor.
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This work studied the formation Langmuir and Langmuir-Blodgett films of
cholesterol oxidase (COx), responsible for enzymatic catalysis of cholesterol and raw
material of interest to the biosensor development. It was possible to prepare mixed films
of COx / S-layer proteins (proteins with the ability of self-organization at the interface)
and DPPC / S-layer proteins. The COx and proteins presented amphiphilic properties,
producing Langmuir films at the interface air-water and air-solid, with high
reproducibility. The characterization of Langmuir films was done by isotherms m - A
while the LB films where characterized by AFM, FT-IR. After LB films deposition on
the surface of work printed sensors, electrochemical characterization was employed, and
shown to be a suitable technique to assess the biosensors obtained. Through this
technique, the transfer of the Langmuir film to the electrode was confirmed. It was
observed that film deposition technique for obtaining biosensor affects its ability of
detection. The presence of S-layer proteins in mixed films with the COx contributed to
the achievement of biosensors with properties more appropriate to use, with higher

redox peaks, faster reaction rate and a lower potential difference.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. INTRODUCAO

Habitos pouco saudaveis, como ma alimentacdo e auséncia de atividades
esportivas, sdo fatores que, reconhecidamente, contribuem para o aumento dos indices
de doencas cardiovasculares, principalmente aquelas relacionadas ao alto nivel de
colesterol no sangue. Esse fato alerta para a necessidade de acompanhamento continuo
dos niveis de colesterol de individuos enquadrados em grupos de risco. A Tabela 1.1
apresenta a relacao dos niveis de colesterol sanguineos totais, em individuos em jejum,

e o risco de desenvolver doengas cardiacas.

Tabela 1.1. Relagdo entre os niveis de colesterol e o risco de desenvolver doenca

cardiaca (adaptada de SHEN e LIU, 2007).

Nivel (mg dL™) Risco de doenca cardiaca
<200 Nivel desejavel: menor risco de doenca cardiaca
200 - 239 Limiar de alto risco
> 240 Nivel ndo-desejavel: alto risco

Atualmente, o método tradicional enziméatico-colorimétrico para medir colesterol
total, pela analise do soro ou plasma sanguineo, requer tempo e técnicas de laboratorio
elaboradas (MARTINS, 2006). Como no plasma sanguineo cerca de 70% do colesterol
esta na forma esterificada (ALLAIN et al., 1974), este método, descrito pelas equagdes
abaixo, envolve trés reacdes catalisadas por enzimas diferentes. Primeiramente, ocorre
uma reacao de hidrolise dos ésteres de colesterol pela enzima colesterol esterase (CEs),
formando 4cidos graxos e colesterol livre (Equagdo 1.1). Este sofre oxidacao catalisada
pela enzima colesterol oxidase (COx), formando peréxido de hidrogénio (Equagdo 1.2),
que ¢ utilizado como oxidante em uma reagdo de acoplamento oxidativo do fenol e da

4-aminoantipirina, catalisada pela enzima peroxidase (POx), formando quinoneimina,
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um complexo de cor avermelhada (Equagdo 1.3) que absorve no comprimento de onda
de 500 nm proporcionalmente & concentragdo de colesterol na amostra (MALIK e

PUNDIR, 2002, MARTINS, 2006).

Ester de colesterol —==— Colesterol + Acidos graxos (1.1)
Colesterol + 0, —<% 4-Colesten-3-ona + H,0, (1.2)
2 H,0O; + Fenol + 4-Aminoantipirina —Pox Quinoneimina + 4 H,O (1.3)

Os biossensores (sensores que possuem sistema de deteccdo bioldgico)
representam uma alternativa interessante aos métodos tradicionais, por permitir a
dosagem de colesterol com grande rapidez, precisdo e sem a necessidade de mao de
obra especializada, porém s3o aparelhos sofisticados ¢ com valor de mercado
dependente da tecnologia aplicada, do material utilizado e da quantidade fabricada. Um
dos fatores determinantes para a viabilidade dos biossensores esta na forma em que as

biomoléculas ativas sdo imobilizadas na superficie detectora dos dispositivos.

As técnicas de imobilizagdo utilizadas para producdo de biossensores sao
divididas em dois grupos principais: sem ou com ligacdo covalente entre a enzima e o
suporte. Os métodos que ndo envolvem ligacdo covalente ao suporte sdo baseados em
adsorc¢do, encapsulamento fisico da enzima por forgas de van der Waals ou ligacdo
10nica. Ja os métodos baseados na ligacdo covalente da enzima ao suporte incluem
reacdes entre os grupos funcionais da proteina (grupos amino, grupos carboxilicos etc.)

e do suporte (ARYA et al., 2008).

Segundo FREIRE et al. (2003), esses procedimentos, apesar de serem os mais
empregados, produzem uma superficie altamente desorganizada, com as biomoléculas
orientadas randomicamente, provocando mudangas conformacionais que afetam a
atividade funcional do componente bioativo, diminuindo a eficiéncia do biossensor.
Outra desvantagem dessas técnicas para a producao de biossensores ¢ o seu custo

relativamente alto. Isto se deve, principalmente, & quantidade de enzimas de alto custo



imobilizadas no suporte do biossensor. A enzima colesterol oxidase, por exemplo, tem
um valor elevado devido a sua produ¢do em pequena quantidade por microorganismos
e pela necessidade de adig¢do de colesterol ao meio de cultivo, para induzir a produgdo

da enzima (MARTINS, 2006).

A técnica de imobilizagdo de Langmuir-Blodgett apresenta-se como uma
alternativa aos métodos comumente empregados. A técnica envolve a formacao de um
filme monomolecular da biomolécula sobre uma interface liquido-ar e, posterior
transferéncia do filme pela imersao/emersao vertical do suporte através do filme pré-
formado. Esta técnica vem sendo estudada mais recentemente na claboragdo de
biossensores pelas possibilidades de controlar o ordenamento dos filmes no nivel
molecular, de fabricar estruturas multicamadas, de reduzir o tempo de resposta induzido
por uma camada ultrafina, e de controlar a densidade do empacotamento das moléculas
biologicas (FIOL et al., 1992, HOU et al., 2002, MALHOTRA et al., 2005,
FERREIRA et al., 2005, YIN et al., 2006).

Desta forma, uma menor quantidade de biomoléculas ativas € necessaria para
fabricar um biossensor, levando a reducdo do custo final. Além disto, como essas
biomoléculas podem ser organizadas ao nivel molecular, o filme resultante ¢ bastante
fino (pode ter a espessura de uma molécula) e homogéneo, com conseqiiéncia direta na
melhoria da eficiéncia de transdugdo do sinal, resultando em biossensores mais precisos

€ com menor tempo de resposta.

Uma contribui¢do relativamente recente da nanotecnologia no campo de
biossensores esta relacionada ao uso de estruturas auto-organizadas. Dentre estas,
proteinas da camada S (conhecidas como S-Layer proteins) tém sido investigadas com
o objetivo de auxiliar na formagdo da camada de reconhecimento do biossensor (PUM
et al., 2000). Essas proteinas, originarias da camada mais externa de algumas bactérias,
tém a capacidade de formar filmes auto-organizados em interfaces (SLEYTR et al.,
1986). Dependendo da espécie de bactéria e condicdes ambientais, diferentes tipos e

caracteristicas dessas proteinas podem ser verificados (PUM et al., 2000).



1.2.  OBJETIVOS

O objetivo principal desta pesquisa foi estudar as caracteristicas do filme de
Langmuir e desenvolver, através da técnica de Langmuir-Blodgett, um filme suportado

estavel para aplicacdo em biossensor de colesterol.

Os objetivos especificos foram:

- Avaliar os componentes bioldgicos quanto as suas propriedades interfaciais,
através de isotermas de Langmuir, visando a sua aplicagdo na construcao de

biossensores para deteccao de colesterol;

- Investigar as propriedades da enzima colesterol oxidase, e sua interagdo com
proteinas da camada S, que apresentam propriedades de auto-organizacdo, € com

moléculas lipidicas (dipalmitoil fosfatidil colina — DPPC);

- Selecionar suportes adequados para transferéncia dos filmes de Langmuir;

- Caracterizar os filmes produzidos;

- Avaliar a estabilidade e a atividade catalitica do filme imobilizado, através da

técnica eletroquimica voltametria ciclica.

1.3. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo estd dividida em cinco capitulos. O presente capitulo apresentou
uma introdug@o ao assunto e citou os objetivos, geral e especificos, desta dissertacao de
Mestrado. O capitulo II apresenta uma revisao bibliografica sobre o assunto, mostrando
o estado da arte sobre biossensores, filmes monomoleculares e proteinas da camada S.
A metodologia empregada neste trabalho foi descrita no capitulo III e, os resultados e

discussodes no capitulo IV. Conclusdes e sugestoes sdo apresentadas no capitulo V.



CAPITULO I

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. INTRODUCAO

Este capitulo apresenta uma revisdo bibliografica sobre os biossensores, filmes

monomoleculares e proteinas da camada S.

Primeiramente, serdo expostos o conceito, as caracteristicas, as aplicacdes gerais e
um breve historico sobre a evolucdo dos biossensores. Também serdo abordadas as
caracteristicas da biomolécula ativa imobilizada na superficie, a enzima colesterol
oxidase, as reacdes ocorridas no biossensor de colesterol, e uma breve revisao
bibliografica sobre eletroquimica e voltametria ciclica, técnica utilizada na

caracterizagdo dos biossensores fabricados neste trabalho.

Seguindo a revisdo bibliografica, apresentam-se os filmes monomoleculares,
dando énfase a evolucao do estudo de filmes finos, suas principais caracteristicas,
estados fisicos, as técnicas de caracterizagdo estrutural e organizacional, a teoria
envolvida, como isotermas de compressao (isotermas 1 - A) e técnicas de transferéncia,

e aplicagoes tecnologicas.

As principais caracteristicas, propriedades e aplicagdes das proteinas da camada S
também sdo relatadas neste capitulo, juntamente com as formas de extracdo e

purificagdo dessas proteinas.

2.2.  BIOSSENSOR

Os sensores sdo dispositivos que respondem a estimulos fisicos ou quimicos,

produzindo uma resposta proporcional a quantidade da substincia detectada. Quando
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estes possuem um sistema de detec¢ao biologico, tais como, enzimas, anticorpos,
materiais de origem bioldgica, moléculas organicas etc., sdo conhecidos por
biossensores (MALHOTRA et al., 2005, ARYA et al., 2008). Assim, a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) define biossensor como um
dispositivo independente capaz de fornecer informacao analitica especifica quantitativa

ou semi-quantitativa (THEVENOT et al., 2001).

A estrutura dos biossensores ¢ composta por trés componentes essenciais, que sao
um detector, um transdutor e um sistema de saida (Figura 2.1). O detector de um
biossensor ¢ um dispositivo mecanico, elétrico ou quimico que identifica, registra ou
indica uma alteracdo em uma das varidveis na sua vizinhanga, como pressdo,
temperatura, carga elétrica. O transdutor de sinais transforma uma forma de energia ndo
elétrica (temperatura, som, luz) em sinal elétrico. Eles podem ser eletroquimicos
(amperométrico, potenciométrico, etc.), Oticos, magnéticos ou piezoelétricos
(MALHOTRA et al., 2005). Finalmente, o sistema de saida de dados modela os sinais
eletronicos do transdutor para apresenta-los em um medidor, um display ou tela de

computador, ou armazena-los.

Analito Alvo :> BIOCOMPONENTE

<l o

Transferénda Sistema de
de elétrons saida de dados

Figura 2.1. Desenho esquematico do funcionamento de um biossensor eletroquimico.

A fabricagdo de um biossensor envolve a sele¢do das biomoléculas, da matriz
(suporte) e técnica de imobilizagdo, e do sistema transdutor. Porém, o principal desafio
na elaboracdo de um biossensor estd na interface detector-transdutor, que pode
comprometer a eficiéncia do dispositivo. Esse problema esta diretamente relacionado
com a imobilizacdo das biomoléculas sobre suportes, em sua forma estavel e sem
comprometer suas propriedades bioldgicas de reconhecimento (FREIRE et al., 2003),
que, segundo MALHOTRA et al. (2005) depende de condigdes fisicas e quimicas
satisfatorias (pH, temperatura e auséncia de contaminantes), da espessura da camada

sensora e da estabilidade da matriz.



2.2.1. TECNICAS DE IMOBILIZACAO

Polimeros condutores, nano-materiais, sol-gel e hidro-gel, membranas, fibras,
vidro e grafite sdo alguns dos suportes utilizados como matrizes de imobilizacio.
ARYA et al. (2008) ressaltam a importancia da estabilidade das enzimas por longos
periodos quando imobilizadas no suporte. Neste sentido, a técnica de imobiliza¢do
usada para fixar o material bioldgico na superficie de um transdutor ¢ fundamental para

a eficiéncia de um biossensor.

Técnicas comumente utilizadas incluem adsor¢dao fisica ou quimica, ligacao
covalente usando agentes de reticulagdo, etc. Os biossensores produzidos por diversas
técnicas ainda tém custo elevado por demandarem de componentes biologicos, em
solugdes concentradas e com alto grau de pureza, e tém pequena vida util. A espessura
da camada biologicamente ativa também se apresenta como um problema, pois interfere

no tempo de resposta do dispositivo (FIOL et al., 1992, HOU et al., 2002).

Ultimamente estdo em desenvolvimento técnicas utilizando  filmes
nanoestruturados como: deposi¢do camada por camada (LbL, do inglés Layer-by-
Layer), evaporagdo a vacuo (PVD, do inglés Physical Vapor Deposition), filmes de
Langmuir-Blodgett e Langmuir-Schaefer. A imobilizagdo de filmes monomoleculares
utilizando as técnicas de Langmuir-Blodgett e Langmuir-Schaefer esta sendo estudada
por acreditar-se que essas técnicas possuem vantagens no desenvolvimento de
biossensores, como o controle do ordenamento dos filmes no nivel molecular ¢ da
densidade do empacotamento das moléculas bioldgicas (GIRARD-EGROT et al.,
2005).

2.2.2. HISTORICO DOS BIOSSENSORES E APLICACOES

A tecnologia de biossensores estd em expansdo, desde o primeiro biossensor
produzido por Clark e Lyon, em 1962 (DAVIS e HIGSON, 2005). Eles desenvolveram
um sensor de glicose, que era composto por um eletrodo de pH envolto por uma camada
de gel contendo a enzima glicose oxidase. Em 1969, Guibauld utilizou o método

potenciométrico para detectar uréia. Allain, ja em 1976, desenvolveu um kit de dosagem
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de colesterol, mas este ndo foi considerado um sensor, pois precisava de manipulagao

adicional além do dispositivo sensor.

Didaticamente, os biossensores sdo divididos em trés geragdes. A primeira
geracao ¢ caracterizada pelos sensores em forma de tiras reagentes € acompanhada pela
leitura visual. Na segunda gera¢do, os biossensores ainda eram as tiras reagentes, porém
a leitura era eletronica, com armazenagem de dados e calibracdo. Os dispositivos
biossensores de terceira geracdo t€ém como caracteristicas principais a miniaturizagdo, a
capacidade de efetuar multiplas andlises e uma elevada sensibilidade. Apesar da
variedade de aplicagdes dos biossensores em diversas areas (controle do meio ambiente,
indastria de alimentos, agricultura, diagnostico clinico, etc.) (MALHOTRA et al.,

2005), as principais aplicagdes estdo na area da saude.

Para pessoas que sofrem de doengas que necessitam de controle freqiiente de
certas substancias prejudiciais ao organismo, como o colesterol no sangue, uma consulta
precisa, confidvel e rapida ¢ fundamental para o melhor acompanhamento, facilitando
assim o diagndstico e a recuperacdo. No entanto, segundo ARYA et al. (2008) mesmo
com o aumento dos indices de doengas cardiovasculares na sociedade contemporanea, e
a procura crescente por biossensores, apenas poucos tém chegado ao mercado,
principalmente pela dificuldade de otimizacdo de parametros criticos, tais como,
estabilizagdo da enzima, controle de qualidade e design do instrumento. O mercado
global de biossensores no inicio deste século girava em torno de US$ 5 bilhdes, sendo
85% deste destinado ao sensoriamento de glicose (NEWMAN et al., 2004 apud DAVIS
e HIGSON, 2005).

2.2.3. BIOSSENSOR DE COLESTEROL

O método clinico tradicional (enzimatico-colorimétrico) para dosagem de
colesterol ¢ feito por procedimentos complicados e de elevado custo devido a grande

quantidade de enzima utilizada para a realizagdo de uma tnica andlise.

Uma alternativa ao método tradicional de determinagdo de colesterol seria o uso

de biossensores. A Figura 2.2 apresenta um esquema simplificado de um biossensor de
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colesterol, contendo apenas a enzima colesterol oxidase (COx) imobilizada na
superficie da matriz receptora. A reacdo do colesterol, analito alvo, com o oxigénio
molecular presente no ambiente ocorre no sitio ativo da COx, elemento sensor, gerando
4-colesten-3-ona e peroxido de hidrogénio. Este ultimo, em um transdutor
eletroquimico, dissocia em oxigénio molecular e hidrogénio, gerando elétrons livres,
que podem ser quantificados e dispostos como resposta para 0 usuario em um monitor

de computador.

[> 92 marriz
o

Sinal elétrico

o A0
Ao O
O o

o V)_
V<

COLESTEROL H202 - 02 + 2H+ +2e-

Figura 2.2. Esquema de um biossensor de colesterol.

A COx é uma enzima da classe oxirredutase, um dinucleotideo-adenina-flavina
contendo uma flavoenzima que catalisa a desidrogenagdao da ligagdo C(3)-OH da

molécula de colesterol (Figura 2.3) (ARYA et al., 2008).

— D I
\k ; \
HO .@ COxyy COx,, 5-colesten-3-ona
Colesterol A
— , Tsomerizagio
4
H,0, 0,

4-colesten-3-ona

Figura 2.3. Mecanismo de oxidagdo de colesterol pela enzima colesterol oxidase

(COx). Adaptada de ARYA et al., 2008.



Os varios tipos de colesterol oxidase, ou mais corretamente 3B-hidroxi esterol
oxidase, s3o um grupo de enzimas produzidas por varios tipos de microorganismos
(SLOTTE, 1992), podendo ser estocadas em membranas intracelulares ou liberadas no
seu meio de cultivo (MARTINS, 2006). Suas propriedades fisicas variam de acordo
com o microrganismo de origem, mas normalmente apresenta como condigdes Otimas,
temperatura em torno de 37°C e pH neutro. Possui alta massa molar, ~55 kDa, e seu
sitio ativo contém um cofator FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo) (MARTINS,
20006). E, segundo SAMPSON e VRIELINK (2003), a enzima colesterol oxidase tem
propriedade interfacial, pois além de ser solivel em 4gua, também se liga

transitoriamente a superficie de membranas celulares.

DAVIS e HIGSON (2005) relataram em artigo de revisdo bibliografica que Gobi e
Mizutani, no ano de 2001, utilizando técnica de multicamadas poliméricas auto-
organizadas, co-depositaram a enzima COx para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos de colesterol, obtendo resposta linear de 0,2 a 3 mM, tempo de resposta
inferior a 20 segundos e efeitos minimos de interferentes. J& Ram e colaboradores, no
mesmo ano, fabricaram filmes similares com camadas de colesterol esterase e colesterol
oxidase com polietilenoamina sobre eletrodos, mostrando sensibilidade semelhante aos

biossensores de Gobi e Mizutani.

2.2.4. ELETROQUIMICA

Eletroquimica estuda os processos quimicos quando envolvem a transferéncia de
elétrons. Quando o processo quimico € espontidneo e ocorre gerando corrente elétrica
(transferéncia de elétrons) ¢ chamado de pilha ou bateria, j& quando ¢ provocado pela
passagem de corrente elétrica (ndo-espontaneo) ¢ designado como eletrolise. Neste

trabalho interessa apenas os conhecimentos referentes a eletrolise.

A voltametria ciclica foi a técnica eletroanalitica utilizada neste trabalho para a
caracterizagdo eletroquimica dos biossensores fabricados. Pode ser aplicada para a
deteccdo de intermedidrios ou detec¢do da existéncia de reagdes acopladas a processos
eletroquimicos. O potencial do eletrodo de trabalho é variado linearmente, em uma

determinada velocidade de varredura (V s™), com o tempo e, depois, ¢ invertido, sendo
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variado no sentido oposto. Esta inversdo pode ser feita varias vezes, gerando multiplos
ciclos, como ilustrado na Figura 2.4. A corrente elétrica gerada entre o eletrodo de
trabalho e o contra eletrodo ¢ representada como uma fung¢do da voltagem aplicada entre
o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, obtendo-se, assim, o voltamograma do

sistema.

A varredura no sentido direto, diminuindo o potencial, provoca reducdo das
espécies, produzindo um pico quando se atinge o potencial de redu¢do dos ions ou
moléculas. Entdo a corrente cai, uma vez que a concentracio na superficie do eletrodo ¢
esgotada. Se a reacdo for reversivel, quando o potencial ¢ invertido na varredura no

sentido contrario, haverd um pico de oxidacdao do material.

- b
:’I"l
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b %
g \\ + TEMPO,s
w Il'arredula \\
E direta /‘ Ay
Varredura
* inversa
— cicle 1 ———— ciclo 2 —]

Figura 2.4. Esquema da variagao do potencial no tempo. Sendo (a) diminuigao linear,
(b) limite inferior, (c) aumento linear e (d) limite superior do potencial aplicado ao

sistema no primeiro ciclo (adaptada de TAVARES, 2004).

Em trabalho recente, SHEN e LIU (2007) testaram eletrodos de trabalho de ouro e
de platina, como matrizes de imobilizagdo, obtendo resultados mais satisfatorios para o
eletrodo de ouro, em termos de intensidade de corrente e sensibilidade. Assim,
desenvolveram um biossensor amperométrico de colesterol, em que a enzima COx foi
imobilizada covalentemente na superficie de um eletrodo de trabalho de ouro de um
sensor impresso contendo trés eletrodos (trabalho, contra e referéncia) pela técnica de
auto-montagem. Eles concluiram que esta metodologia mostrou-se simples e efetiva na
imobilizacdo da enzima sobre a superficie do sensor. Voltametria ciclica e

amperometria foram as técnicas utilizadas para a caracterizacao eletroquimica do
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biossensor. Estudos de interferentes e estabilidade do biossensor apds estocagem

também foram avaliados, sem resultados satisfatorios.

2.3. FILMES MONOMOLECULARES

Monocamadas de Langmuir sdo filmes finos nanoestruturados ou peliculas com
espessura monomolecular que se formam sobre uma superficie de uma subfase aquosa.
Elas sdo formadas pelo espalhamento de pequenas quantidades de moléculas com
caracteristicas anfifilicas na interface ar-dgua, seja por solugdes diluidas ou pelo
pequeno volume aplicado. A parte hidrofilica (polar) da molécula direciona-se para a

subfase aquosa ¢ a parte hidrofobica (apolar) para o ar (Figura 2.5).

parte hidrofobica

(cadeia hidrocarbonica, \\ F——m ar
“cauda”apolar) N I

l |

l |

: : Filme monomolecular
parte hidrofilica - __ || II
(grupo polar, “cabega”) ‘: I

== ed)

agua

Figura 2.5. Esquema de uma molécula anfifilica na superficie ar-agua.

Esses filmes sdo produzidos em um aparato, conhecido como cuba de Langmuir,
que possui um compartimento raso, feito de material hidrofobico, que contém a subfase
aquosa, um sensor de tensdo superficial, geralmente uma placa de Wilhelmy, e barreiras

moveis, utilizadas para comprimir a monocamada formada na superficie.

2.3.1. HISTORICO SOBRE OS FILMES MONOMOLECULARES

O aprofundamento no estudo de filmes finos, com elaboracao de teorias sobre sua

estrutura e estabilidade, bem como a compreensdo dos fendomenos envolvidos na sua
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formacgdo, dependia, intrinsecamente, do avanco no conhecimento a respeito das

moléculas, que comegou a ocorrer no século XIX.

Porém, ja no ano de 1774, Benjamim Franklin, ao adicionar 6leo em um tanque de
agua, notou que o 0leo se espalhava como um filme, com espessura menor que 2 nm.
Nos anos de 1870, Lorde Rayleigh conduziu uma série de experimentos quantitativos
com Oleo e agua. Ele foi capaz de medir a area ocupada por certo volume de dleo e
também calculou a espessura do filme de dleo formado. Em 1891, Agnes Pockels
desenvolve um equipamento capaz de medir a area exata de um filme de oleo. Este
equipamento foi o precursor da cuba de Langmuir, ¢ ainda ¢ usado nos tempos atuais

para estudo de fendmenos de superficie (ADAMSON e GAST, 1997).

No entanto, somente na década de 1930, os primeiros trabalhos completos e
aprofundados surgiram. Irving Langmuir foi o primeiro a observar a grande estabilidade
de filmes monoatomicos adsorvidos em filamentos de tungsténio e platina, e
desenvolveu, depois de experiéncias com filmes de 6leo sobre a agua, uma teoria geral
dos filmes adsorvidos, incluindo estudos de suas propriedades cataliticas. A
denominac¢ao monocamada de Langmuir foi dada em sua homenagem, pois este realizou
trabalhos pioneiros que fundamentaram esta area de pesquisa. J4 Katherine Blodgett foi,
por muito tempo, colaboradora de Langmuir. Juntos, eles desenvolveram a teoria de
filmes transportados para suportes solidos, entre muitas outras invengdes. Por sua
imensa contribui¢do para a ciéncia e tecnologia de filmes finos que essa area ¢

geralmente conhecida como tecnologia de Langmuir-Blodgett.

As aplicagdes tecnoldgicas e o interesse mais amplo pela comunidade cientifica
foram ascender apenas na décadas de 1970 e 1980. Hoje diversas areas especificas
estudam o tema: "fisico-quimica de superficies", "propriedades de monocamadas de

interface", "filmes monomoleculares", "filmes Langmuir-Blodgett", etc.
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2.3.2. PROPRIEDADES DOS FILMES FINOS

As propriedades da monocamada dependem do equilibrio entre grupos hidrofilicos
e hidrofobicos na molécula. Dentre as principais propriedades estdo: a tensdo

superficial, a pressao de superficie e o potencial de superficie.

2.3.2.1. TENSAO SUPERFICIAL (y)

A tensdo superficial de um material esta relacionada a diferenca entre as energias
das espécies na superficie e no interior deste. Em um liquido, as moléculas que estdo no
interior sofrem forcas de atragdo homogéneas, todas as for¢as sdo canceladas por forgas
na mesma direcdo porém em sentido contrario, pois estas moléculas estdo totalmente
cercadas por outras moléculas. J& as moléculas na superficie tém suas forcas de atragao
formando uma resultante no sentido do interior do liquido (Figura 2.6). A existéncia
desse desequilibrio de forgas na superficie faz com que as moléculas ai localizadas

apresentem um conteudo energético superior as moléculas no seio da fase.

vapor
m
- liquido

Figura 2.6. Ilustracdo das forcas de atracdo entre as moléculas na superficie € no

interior de um liquido (BORGES et al., 2005).

A fim de reduzir a energia livre total do sistema, a area superficial deve ser
minimizada. Assim, a resisténcia ao aumento da area de superficie traduz-se na tensao
superficial caracteristica de cada material. A tensdo superficial pode ser quantificada em
unidades de energia por area, ou ainda, em unidades de for¢a por comprimento (mN m™

ou dina cm™) (BORGES et al., 2005).
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A presenga de um segundo componente pode tanto aumentar quanto diminuir a
tensdo superficial de uma fase aquosa. Por exemplo, moléculas organicas com caratér
anfifilico t€ém tendéncia de se dispor na interface ja que a dissolu¢do das mesmas em
agua ¢ desfavoravel. Desta forma, espécies anfifilicas se acumulam na superficie, dando
origem a um filme superficial cuja espessura pode ser monomolecular, diminuindo a

tensdo superficial da agua.

2.3.2.2. PRESSAO DE SUPERFICIE (7)

A defini¢do de pressdo de superficie ¢ a diferenca entre a tensao superficial de um
liquido puro, geralmente 4gua (y igual a 72,8 mN m™ a 25°C) e a tensdo superficial
deste liquido quando contendo moléculas de carater anfifilico na superficie, calculada

conforme a Equacao 2.1.

= Yo — Y 2.1)

Onde:
Yo representa a tensao superficial do liquido puro

Ym € a medida da tensdo superficial apos a deposicao de moléculas na superficie

A pressao de superficie pode ser medida de diversas formas (SHAW, 1992),
porém, a mais usual ¢ pelo método de placa de Wilhelmy, que determina a for¢a devida
a tensdo de superficie sobre a placa suspensa parcialmente imersa na subfase. Apds o
posicionamento das moléculas na superficie e a formacao do filme, a tensdo superficial

tende a diminuir, logo, a pressao de superficie aumenta.

Utilizando-se uma cuba de Langmuir, ¢ possivel acompanhar a variagdo da
pressdo de superficie a medida que as barreiras vdo movimentando-se, no sentido da
reducdo da area compreendida entre elas. Quando a temperatura ¢ mantida constante ao
longo do processso, obtém-se uma isoterma de compressao (isoterma 7 - A), ilustrada
na Figura 2.7. Nesta ilustragdo, GIRARD-EGROT et al. (2005) apresentam uma
isoterma tipica de fosfolipideos, possuindo dupla cadeia carbonica hidrofébica,
caracterizada pelas fases gés, liquido-expandido, um patamar da transicdo de fase,
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liquido-condensado e sélida, apresentando o colapso do filme monomolecular ao final
da compressdo. Neste caso, a pressdo de superficie estd representada como uma fungao

da area média ocupada por uma molécula no filme.
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Figura 2.7. Isotermas m — A de um fosfolipidio (DPPC). Ilustragao modificada de
GIRARD-EGROT et al. (2005).

A andlise das isotermas m — A fornece informagdes sobre a reorientagdo das
moléculas no sistema bidimensional, sobre a existéncia de fases de transicdo (gasoso,
liquido-expandido, liquido-condensado, s6lido) e transformacdes conformacionais e
sobre a estabilidade da monocamada na interface ar-agua (GIRARD-EGROT et al.,
2005). Um filme ¢ considerado estavel quando mantém suas propriedades invariaveis ao
longo do tempo, sem apresentar colapso ou transi¢cdo de fase. A forma da isoterma
depende grandemente da temperatura e das caracteristicas da molécula formadora do

filme, como o tamanho ¢ a presenga de insaturagdes da cadeia carbdnica.

Area molecular média ¢ definida como a éarea limite da dispersdo molecular em
um filme de Langmuir. Assim, a intersec¢do da extrapola¢do de uma linha reta tracada
na regido da fase mais condensada da isoterma m — A e o eixo das abcissas representa a

area ocupada por uma molécula em uma monocamada de Langmuir (SHAW, 1992).
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Problemas experimentais (impurezas na monocamada, na cuba ou na subfase;
solubilidade do material espalhado ou seu excesso; temperatura e umidade variaveis;

turbuléncia) podem refletir na irreprodutibilidade das isotermas.

2.3.2.3. POTENCIAL DE SUPERFICIE (AV)

O potencial de superficie ¢ a diferenca de potencial elétrico entre uma superficie
aquosa contendo moléculas na sua interface, formando um filme de Langmuir, e uma
superficie sem monocamada. Essa diferenga de potencial surge devido a presenca de
dipolos elétricos permanentes do material que compde o filme ou a dupla regido
formada na interface filme/dgua, quando trata-se de uma molécula anfifilica. Esta
técnica ¢ mais sensivel que a pressdo de superficie, assim, modificagdes minimas no
arranjo molecular influenciam na orientagdo do momento dipolo e, consequentemente,
no valor do potencial, enquanto que ndo sao suficientes para afetar significativamente a

pressdo de superficie (SHAW, 1992).

2.3.3. FILMES DE LANGMUIR, LANGMUIR-BLODGETT E
LANGMUIR-SCHAEFER

Os filmes monomoleculares de Langmuir sdo formados pela caracteristica natural
das moléculas de carater anfifilico tenderem a se orientar na interface de uma subfase
aquosa com uma fase gasosa ou com outra fase liquida, minimizando, assim, a energia

livre do sistema.

Assim, os materiais usualmente empregados na formacao dos filmes de Langmuir
sdo anfifilicos, com partes polares (hidrofilicas) e apolares (hidrofobicas) bem definidas,
por exemplo o dipalmitoilfosfatidilcolina — DPPC, utilizado neste trabalho. A parte
hidrofobica, geralmente constituida de cadeias carbonicas alifaticas, diminui a
solubilidade das moléculas na subfase aquosa. A parte hidrofilica ¢ responsavel pelo
espalhamento do filme na superficie da 4gua devido a sua maior interagdo com a

subfase aquosa.
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Os filmes de Langmuir adquirem utilidade quando transportados para suportes
adequados. Existem duas técnicas para a deposicao desses filmes flutuantes: Langmuir-

Blodgett (LB) e Langmuir-Schaefer (LS), como mostrado na Figura 2.8.

Figura 2.8. Esquema das técnicas LB (a) e LS (b), mostrando a subfase aquosa, as
barreiras méveis da cuba de Langmuir comprimindo um filme monomolecular na

interface ar-agua e o suporte solido. Adaptada de RUBINGER et al., 2006.

A técnica LB permite a deposicao de filmes monocamada por monocamada, sendo
que cada moncamada pode ter a espessura de uma Unica molécula. Nesta técnica, hd a
transferéncia de um filme na interface ar-agua para um suporte solido através da
imersao e/ou retirada deste, verticalmente, da subfase. Assim, a repeti¢do dos processos
de imersdo e retirada permite a formagdo de multicamadas, que podem ser altamente
organizadas. Ja a técnica LB, o filme flutuante na interface ar-agua ¢ transferido através

do contato horizontal do suporte.

A vantagem da técnica LB na fabricagdo de biossensores ¢ a possibilidade de: um
maior ordenamento dos filmes no nivel molecular, fabricar estruturas multicamadas, ter
um pequeno tempo de resposta induzido por uma camada ultrafina e, controlar a

densidade do empacotamento das moléculas biologicas (HOU et al., 2002).

Com relagdo a metodologia de tranferéncia dos filmes LB, existem trés tipos de
deposicao do filme flutuante em um suporte sélido: deposicao X, Y e Z (Figura 2.9). Na
deposicdo do tipo X faz-se apenas imersdes deste através do filme. Ao contrario, na
deposicdo do tipo Z, a transferéncia ocorre na etapa de emersdo. Estes esquemas de
deposi¢ao ainda ndo foram estudados com grande énfase (GIRARD-EGROT et al.,

2005). A deposicao do tipo Y transfere o filme de Langmuir tanto na emersao quanto na
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imersdo e apresenta-se como a técnica mais comumente estudada, na medida que

produz estruturas mais representativa da membrana celular (mimetizac¢ao).

. - . 5
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Figura 2.9. Tipos de deposicdo do filme de Langmuir num suporte através da técnica
LB, sendo (a) deposicao tipo X, em substrato hidrofobico, (b) deposigao tipo Y, em

substrato hidrofilico e (c) deposi¢ao tipo Z, em substrato hidrofilico.

Para ser quantitativamente transferida, a monocamada deve estar submetida a uma
pressao de superficie constante durante o processo de deposi¢do. Um circuito de
controle €, entdo, necessdrio para monitorar a movimentacao das barreiras da cuba de
Langmuir e assim manter a pressao de superficie constante no momento da
transferéncia. Neste sentido, um parametro importante na deposicdo de filmes de
Langmuir € a razdo de transferéncia, que consiste na razdo entre a drea de monocamada

transferida da interface ar-dgua e a area do suporte solido (Equagdo 2.2).

— An(transf )
Asubstrato

RT (2.2)
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Segundo GIRARD-EGROT et al. (2005), este parametro caracteriza a deposi¢do
pela técnica de LB, sendo considerada uma transferéncia eficiente quando esta razao ¢
igual a unidade (4rea da monocamada transferida igual a 4rea do suporte). Geralmente, a
primeira camada tem razao de transferéncia maior que um, e isso ¢ explicado pela nao-

homogeneidade microscdpica do suporte.

2.3.4. FILMES DE LIPIDEOS, PROTEINAS E ENZIMAS

Monocamadas de Langmuir estdveis na interface ar-agua sao formadas a partir de
moléculas com caracteristicas anfifilicas. Um exemplo tipico dessas moléculas sdo os
lipideos, pois apresentam partes hidrofilicas e hidrofobicas bem definidas. Ja as
proteinas sdo moléculas intrinsicamente anfifilicas, porque sdo constituidas de

aminoacidos hidrofilicos e hidrofébicos (LEBLANC e HUO, 2006).

As monocamadas de proteinas e enzimas podem ser formadas pela adsor¢do na
superficie aquosa formando filmes simples, ou formando filmes mistos pela adsor¢ao na

interface de monocamadas lipidicas de Langmuir ou Langmuir-Blodgett (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Ilustragdo das trés formas de adsor¢do para formar monocamadas de
proteinas através das técnicas de Langmuir e Langmuir-Blodgett. (A) e (B) Filmes
simples através da adsor¢do na superficie aquosa, pela injecdo da solucdo de proteinas
na subfase ou pelo espalhamento na interface, respectivamente. (C) e (D) Filmes mistos
pela adsorcao na interface de uma monocamada lipidica de Langmuir e de Langmuir-

Blodgett, respectivamente. Adaptada de LEBLANC e HUO, 2006.

A adsorcdo de proteinas na superficie da adgua pode ser feita por diferentes
métodos: injecdo na subfase aquosa (Figura 2.10 A) ou espalhamento na interface ar-
agua (Figura 2.10 B). Este método foi utilizado na formagdo de filmes mistos deste
trabalho, fazendo o espalhamento das solucdes separadamente na superficie e
posteriormente comprimindo as barreiras. As proteinas também podem ser adsorvidas
em monocamadas lipidicas de Langmuir, estas podem ser inseridas dentro da
monocamada de lipideos ou apenas ligadas pelo grupo polar dos lipideos
(Figura 2.10 C). Na adsor¢do na interface de filmes lipidicos de Langmuir-Blodgett,
monocamadas de lipideos sdo previamente depositados em um suporte so6lido formando
filmes LB, e entdo, sdo imersos em uma solu¢ao contendo proteinas, que podem ser

adsorvidas na interface por varias interagdes intermoleculares com grupos funcionais

dos lipideos (Figura 2.10 D).
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Baseado nos estudos de HOU et al. (2002) sobre filmes da proteina urease, que
produziram monocamadas altamente estdveis na interface ar-dgua, nas condigdes
experimentais aplicadas, e estas foram transferidas com éxito para um suporte s6lido
hidrofobico, espera-se que os filmes de outras proteinas também possam apresentar
comportamento semelhante. Os autores afirmam que a boa estabilidade da monocamada

de urease deve-se a sua alta massa molar.

2.3.5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS FILMES FINOS

Existem varias técnicas para analisar os filmes finos de Langmuir e Langmuir-
Blodgett, tanto para caracterizar a estrutura, como a composicao e suas propriedades. As
principais técnicas sdo aquelas que informam sobre a estrutura e/ou orientacdo
molecular dos filmes (GIRARD-EGROT et al., 2005), como, analise de pressdo e
potencial de superficie (j& comentadas anteriormente), elipsometria, microscopias,

espectroscopias, eletroquimica, etc.

A técnica de elipsometria ¢ um método Optico que permite medir a espessura de
filmes finos transparentes, com precisdo de 2 A, sobre um suporte altamente absorvente.
O método consiste em avaliar as mudangas no estado de polarizagao da luz causada pela

reflexdo em uma superficie.

A microscopia de forca atomica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy)
possibilita a investigagdo da morfologia e topografia do dominio lipidico e protéico, a
visualizagdo de defeitos e do empacotamento submolecular (YIN et al., 2006,
RUBINGER et al., 2006, MORAES et al., 2009). Outra técnica de microscopia muito
utilizada na caracterizacdo de filmes ¢ a microscopia eletronica de varredura (MEV),
que possibilita a visualizagdo do filme suportado (regularidade, ligagdes, etc.). Ao MEV
pode ser acoplado o sistema de EDS (do inglés Energy Dispersive System), o qual
possibilita a determinagdo da composi¢ao qualitativa e semiquantitativa das amostras, a
partir da emissdo de raios X caracteristicos. J4 o microscopio de angulo de Brewster
(Brewster Angle Microscopia, BAM) adquire imagens em 2-D das estruturas em
monocamada de filmes flutuantes sobre a propria cuba de Langmuir (PASTORINO e

NICOLINI, 2002, FERNANDEZ et al., 2007).
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As espectroscopias usualmente adaptadas a analise da superficie e da composi¢ao
dos filmes finos estdo na regido do UV-visivel e do infravermelho, como a
espectroscopia fotoeletronica de raios-X (XPS, do inglés X-ray Photoelectron
Spectroscopy), que analisa a composi¢do quimica da superficie quantitativamente, ¢ a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, do inglés
Fourier Transform Infrared), que permite estudar a conformagdo da cadeia carbonica,
grau de ionizacdo dos grupos hidrofilicos (cabeca polar), mudangas quimicas e

estruturais.

Quando os filmes de Langmuir sdo depositados sobre superficies condutoras, tais
como ouro ou carbono, técnicas eletroquimicas podem ser utilizadas, como voltametria
ciclica, amperometria ¢ impedancia AC (YIN et al., 2006, SHEN e LIU, 2007,
MORAES et al., 2009). Estas técnicas sao de grande utilidade na aplicagdo de sensores
por terem baixo custo e relativa facilidade operacional (DAVIS e HIGSON, 2005).

2.3.6. APLICACAO DE FILMES DE LANGMUIR E LB EM
BIOSSENSORES

Biossensores de glicose sdo os mais extensivamente estudados na Literatura
(DAVIS e HIGSON, 2005). FIOL et al. (1992) desenvolveram um biossensor de glicose
baseado na técnica de Langmuir-Blodgett, com o uso de monocamadas mistas de um
acido graxo e glicose oxidase. A caracterizacdo da ordem molecular e o processo de
adsor¢do da enzima sobre o acido graxo foram feitas por isotermas w — A e
espectroscopia FT-IR. A dosagem da resposta enzimatica (amperometria) revelou a
importancia da espessura ultrafina do filme no pequeno tempo de resposta do

biossensor, pois os efeitos difusivos foram reduzidos.

A imobiliza¢do de enzimas na superficie de um suporte, visando desenvolver um
biossensor, depende de alguns fatores, como método de imobilizagao, condigdes fisicas
e quimicas, presenca de contaminantes, espessura e estabilidade da membrana usada
para acoplar a enzima. MALHOTRA et al. (2005) estudaram a formagao de filmes
mistos de enzimas oxidases (galactose, lactose ou glicose) e um polimero condutor

(poli-3-hexiltiofeno), transferidos pela técnica de LB para um eletrodo, e o efeito da
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concentracdo da enzima, pH e estabilidade da enzima imobilizada nestes filmes. Os
resultados demonstraram que os eletrodos fabricados podem ser usados para dosagem

de galactose, lactose e glicose no ensaio de cada uma das substancias, respectivamente.

YIN et al. (2006) desenvolveram um biossensor amperométrico de perdxido de
hidrogénio baseado na imobilizagdo de hemoglobina (Hb) incorporada com &acido
linoléico (LA) sobre a superficie de um eletrodo de ouro utilizando a técnica de
Langmuir-Blodgett. A comparacdo das isotermas « - A do filme puro de LA e do filme
misto Hb-LA, mostrou o aumento da area sobre uma dada pressdo de superficie,
indicando a existéncia das moléculas de Hb na monocamada de LA. Os resultados
experimentais indicaram que o eletrodo modificado com o filme LB misto de Hb-LA
apresentou alta atividade eletrocatalitica para redug¢do do H,O, sem a ajuda de qualquer
mediador eletronico, ou seja, sais condutores que auxiliam na transferéncia dos elétrons

para o eletrodo polarizado, facilitando a regeneracao de enzimas e cofatores.

2.4. PROTEINAS DA CAMADA S

O uso de proteinas da camada S tem sido investigado no campo de biossensores
com o objetivo de auxiliar na formagdo de um filme mais estavel. Essas proteinas sdo
origindrias da camada mais externa de algumas bactérias e archeobactérias, a qual ¢é
mais conhecida como camada de proteinas de superficie bacteriana (no inglés,
crystalline bacterial cell surface layer, s-layer proteins) e¢ apresenta estrutura isoporosa
monomolecular, exibindo propriedades de auto-organizagdo (SLEYTR et al., 1986,
PUM et al., 2000).

Dependendo do organismo e das condigdes ambientais (temperatura, pH do meio,
etc.), essas proteinas podem variar suas caracteristicas, como, a massa molar (40 —
200 kDa), a simetria (obliqua— pl e p2, quadrada— p4 ou hexagonal — p3 e pb)
(Figura 2.11), o espago entre as subunidades (3 — 30 nm), e o ponto isoelétrico (pH entre
3 — 6). As proteinas da camada S geralmente t€ém espessura de 5 a 10 nm e apresentam
poros de morfologia e tamanho idénticos, com didmetro variando entre 2 a 8 nm (PUM

e SLEYTR, 1994).
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obliqua (p1) quadrada (p4)

Figura 2.11. Ilustrac¢do da organizagdo estrutural (obliqua - p1 e quadrada — p4) dos
reticulados das proteinas da camada S. Adaptada de SLEYTR et al. (2003).

Segundo SARA e SLEYTR (1989) apud PUM et al. (2000), a camada formada
por essas proteinas ¢ uma estrutura altamente anisotrépica em sua topografia,
apresentando uma diferenga notavel entre a face interna e externa com relagdo a

rugosidade e a quimica da sua superficie.

As subunidades das proteinas de superficie bacteriana interagem uma com as
outras ¢ com a camada do envelope celular pela combinagdo de forgas nao-covalentes,
incluindo ligagdes de hidrogénio e ligagdes idnicas, e interagdes hidrofobicas ou
eletrostaticas (SLEYTR e MESSNER, 1983 apud PUM et al., 2000). O isolamento ¢
desintegracdo das redes dessas proteinas demonstram que as forcas intermoleculares
entre as subunidades sdo mais fortes que a ligagdo do arranjo cristalino com a camada
do envelope onde ela esta suportada (SLEYTR, 1975 apud PUM et al., 2000). Essas
caracteristicas permitem a manutencao de um cristal superficial fechado e uma continua
recristalizacdo das redes de proteinas da camada S sobre a superficie celular durante o

crescimento e divisdo celular (SLEYTR et al., 2003).

Uma das mais fascinantes propriedades das proteinas da camada S ¢ sua
capacidade de reorganiza¢do em suspensdo, na interface liquido-ar, na superficie de
s6lidos, em monocamadas lipidicas flutuantes e sobre lipossomos (PUM et al., 2000),
ilustrado na Figura 2.12. A orientagdo da rede recristalizada ¢ determinada pelas

propriedades fisico-quimicas das superficies.
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Figura 2.12. Ilustra¢do esquematica da recristalizacdo das subunidades das
proteinas da camada S em arranjos bidimensionais. O processo de auto-organizacao
pode ocorrer em suspensao (a), na interface ar-liquido (b), na interface s6lido-liquido (c)

e em filmes de fosfo- ou tetraeterlipidios (d). Figura adaptada de PUM et al. (2000).

2.4.1. OBTENCAO E AUTO-MONTAGEM NA INTERFACE

Em geral, a completa desintegracdo dessas proteinas da superficie das células
bacterianas pode ser alcancada usando alta concentracdo de agentes caotropicos (como
hidrocloreto de guanidina, uréia), aumentando ou diminuindo o pH do meio, pela
aplicacdo de agentes quelantes de metais (como EDTA, EGTA), ou substituicdo de

cations.

Apoés a remocao do agente perturbador, geralmente por didlise, as proteinas da
camada S podem se auto-organizar novamente em outra superficie. Estudos dos
processos de automontagem tém mostrado que a fase inicial ¢ determinada pela rapida
nucleagdo das subunidades em compostos precursores oligoméricos consistindo de
muitas unidades de proteinas. Posteriormente, estes agregados sdo montados em um

processo muito mais lento em grandes matrizes cristalinas (JAENICKE et al., 1985
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apud PUM et al., 2000). Duplas camadas podem ser formadas no curso do processo de
automontagem. Neste caso especifico, os dois constituintes das monocamadas estdo
face a face uns aos outros, quer com as suas faces interiores ou exteriores. Duplas
camadas s3o muitas vezes apenas estabilizadas por cations divalentes interagindo com

grupos polares (MESSNER et al., 1986 apud PUM et al., 2000).

2.42. APLICACAO DAS PROTEINAS DA CAMADA S EM
BIOSSENSORES

SLEYTR et al. (1997), baseado na riqueza de informagdes existentes sobre o
principio geral das proteinas da camada S, revelaram uma ampla aplicacdo potencial,
por exemplo, nas areas de biotecnologia, diagnoésticos, desenvolvimento de vacinas,
membranas biomiméticas, engenharia supramolecular e nanotecnologia. Proteinas da
camada S associadas e integradas a membranas sdo uma classe de macromoléculas
biologicas importantes da medicina e da biotecnologia, especialmente no

desenvolvimento de biossensores.

PUM et al. (2000) citam que o desenvolvimento de membranas lipidicas
funcionalizadas, com proteinas da camada S como suporte solido, tem um grande
potencial no desenvolvimento de uma nova geragdo de biossensores altamente
especificos e sensiveis, principalmente no quesito aumento do tempo de robustez (ou
seja, aumento da estabilidade do filme, mesmo quando submetido a varia¢des
ambientais, por exemplo), pois filmes lipidicos associados a proteinas da camada S sdo

estruturas mais estaveis.

Reticulados de proteinas da camada S foram utilizados como matrizes para
imobilizacdo de um amplo espectro de proteinas biologicamente ativas (por exemplo,
enzimas, anticorpos, ligantes). Com base nessas estruturas, uma vasta gama de
biossensores amperométricos ou 6ticos e em fase solida tém sido desenvolvidos (SARA

e SLEYTR, 1996).

WETZER et al. (1997) transferiram bicamadas lipidicas para um suporte sélido

através da técnica de Langmuir-Schaefer, injetando proteinas da camada S na subfase
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abaixo da camada lipidica, formando, assim, um filme estavel de proteinas que auxiliou
na transferéncia. Como conclusdes, obtiveram estruturas mais estaveis, com as proteinas

da camada S estabilizando e protegendo a bicamada lipidica adjacente.

As vantagens da utilizacao das proteinas da camada S, de acordo com WETZER et
al. (1997), no sistema de um biossensor sdo: evita o contato do elemento detector com o
ar, o que pode provocar a desnaturacdo, no caso de enzimas; forma um filme mais
rigido; aumenta o tempo de estocagem e; serve como uma estrutura estabilizante e
protetora da camada lipidica. O aumento no tempo de vida util dos filmes lipidicos
quando associados as proteinas da camada S, também foi reportado por SLEYTR et al.

(2003), o que ¢ explicado por um aumento na resisténcia contra estresse mecanico.

GUFLER et al. (2004) investigaram, através da técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica, membranas lipidicas suportadas com proteinas da camada S
formadas pela técnica LB modificada. Os resultados obtidos demonstraram que a
implementagdo de matrizes cristalinas de proteinas da camada S (matrizes hidrofilicas,
isoporosas e estabilizantes) ¢ uma tecnologia muito competitiva para o desenvolvimento

de biossensores de membranas a base de proteinas.
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CAPITULO 111

MATERIAIS E METODOS

3.1. INTRODUCAO

Este capitulo descreve toda a metodologia empregada neste trabalho, desde o
cultivo e a extragdo das proteinas da camada S de uma cepa de bactéria, passando pela
formagao e caracterizagdo de filmes monomoleculares da enzima colesterol oxidase nas

interfaces ar-agua e ar-solido, até testes preliminares de voltametria ciclica.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioprocessos e no
Laboratério de Fendmenos Interfaciais do PEQ/COPPE/UFRIJ. Experimentos
complementares foram realizados no Laboratorio de Filmes Finos, localizado no
Departamento de Fisica, Quimica e Biologia no Campus de Presidente Prudente,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, utilizando uma

cuba de Langmuir KSV 2000, com respectivo software.

3.2. A BACTERIA Bacillus sphaericus CCM 2177 E AS PROTEINAS DA
CAMADA S

3.2.1. MEIO DE CULTIVO
As proteinas da camada S foram extraidas da bactéria Bacillus sphaericus
CCM 2177 (ATCC 14577), cultivada em caldo nutriente (5 g L™ de Peptona de Carne -

Sigma e 3 g L' de Extrato de Carne - Sigma) esterilizado por calor umido (autoclave a

pressdo de 1,2 atm por 20 minutos).

29



3.2.2. CULTIVO INICIAL E ESTOCAGEM

Inicialmente, a bactéria liofilizada, contida na ampola cedida pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade de Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), foi cultivada em caldo nutriente por 24 horas em agitador rotacional, sob

agitagdo constante de 170 rpm, e a temperatura de 30°C.

Ap6s este periodo, 5% (v/v) deste meio de cultura foi re-inoculado em caldo

nutriente estéril com o proposito de propiciar amplo crescimento da cultura.

Em seguida para estocagem da cultura, foram preparados 30 microtubos tipo
Eppendorf da Millipore® com 1 mL de glicerol 40% (esterilizado com calor imido —
autoclave 1,2 atm por 20 minutos) ¢ 1 mL do meio caldo nutriente contendo as

bactérias crescidas por 24 horas. A estocagem foi feita a temperatura de -16°C (freezer).

3.23. CULTIVO

Cada cultivo da bactéria era iniciado a partir de um microtubo estocado no freezer.
Este era inoculado em 100 mL de caldo nutriente estéril, ou seja, um inéculo de
1% (v/v), crescendo em agitador rotatério a 170 rpm, temperatura de 30°C. Apds
16 horas, fazia-se uma re-inoculagdo de 5% (v/v) deste caldo em um volume de 250 mL
de um novo caldo nutriente estéril, por mais 16 horas. A determinacdo do tempo

necessario para o crescimento da bactéria foi baseada na curva de crescimento desta.

3.2.4. CURVA DE CRESCIMENTO

A curva de crescimento foi obtida a partir do acompanhamento do processo
coletando aliquotas de 1,5 mL em intervalos de 1,5 hora, pela leitura da D.O. (densidade
Otica) das amostras em espectrofotdometro modelo Spectronic 20D+ em um
comprimento de onda (A) igual a 600 nm. Quando necessario, fez-se diluigdes das
aliquotas de até oito vezes para obter absorbancia na faixa entre 0,1 e 0,2, faixa

considerada ideal para a leitura da absorbancia.
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3.2.5. CURVA DE MASSA SECA

A curva de massa seca caracteristica da bactéria B. sphaericus CCM 2177 foi
elaborada utilizando o método convencional, em triplicata. Centrifugou-se (3500 rpm,
10 minutos) a massa de células contida em 25 mL de meio de cultura com células em
crescimento na fase estaciondria. Lavou-se as células duas vezes. Pesaram-se os
cadinhos antes e depois da deposicao das células e, apos a secagem completa em estufa
do material que estava neles, ou seja, até a massa tornar-se constante. A diferenga das
massas dos cadinhos, antes da deposicdo das células e apds a secagem completa,
determinava a massa das células secas em 25 mL de meio. A concentragao média foi
determinada pela média aritmética da massa seca dos trés cadinhos. Foram feitas
diluicdes do mesmo meio com as células em crescimento na fase estaciondria para

tragar a curva de massa seca, relacionando-se com a concentragao de células no meio.

3.2.6. EXTRACAO E ISOLAMENTO

ApoOs o cultivo da bactéria como descrito acima, estas eram colhidas por
centrifugagdo a 3500 rpm por 10 minutos. O material da parede celular era extraido com
uma solucdo 5 M de hidrocloreto de guanidina em 50 mM de tampao Tris-HCI pH 7,2
por 16 horas a 60°C. O extrato era centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos, ¢ o
sobrenadante (amostra zero) sofria uma didlise contra dgua destilada a temperatura
ambiente por, no minimo, 2 horas. Apds nova centrifugacdo, obtinha-se um
sobrenadante claro (amostra 1). Esta metodologia foi adaptada de PUM e SLEYTR
(1994). A Figura 3.1 ilustra as etapas de extracdo das proteinas da camada S descritas

acima.
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Cultivo da ' = '
|]:> U Centrifugacdo 3500rpm, 10min, 25°C
D _l—r Sobrenadante

Extragdo de
proteinas

1

D' Centrifugacdo 3500rpm, 10min, 25°C

ﬂ _LI' Predipitado

=
Sobrenadante contra \__/ centifugacio 3500rpm, 10min, 25°C
(Amostra zero) H.O
@ _L’ Precipitado

Sobrenadante
(Amostra 1)

Guanidina 5M, 16h, 60°C

Figura 3.1. Ilustragdo esquematica do procedimento de extragdo das proteinas da

camada S (obten¢do da amostra zero e amostra 1).

Outra metodologia (SLEYTR et al., 1986) propde uma etapa adicional no
isolamento das proteinas da camada S, a dialise contra solugdo de cloreto de célcio
10 mM (V =500 mL). Colocava-se 5 mL do sobrenadante identificado como amostra
zero em uma membrana de didlise sob leve agitagdo a 25°C por, no minimo, 2 horas.
Apos centrifugacao (3500 rpm, 10 minutos) obtinha-se um sobrenadante (amostra 2), e
um precipitado, que sofria nova desintegragdo por hidrocloreto de guanidina 5 M

(amostra 3). A Figura 3.2 apresenta um esquema do procedimento descrito nesta etapa.

Sobrenadante Didlise
t ifugacs i
{Amostra zero) c&[‘a G’ Centrifugacio 3500rpm, 10min, 25°C
E _L" Sobrenadante (Amostra 2)

Dizlise
Extracao de " . - )
proteinas Cﬁﬂ{l;a U Centrifugacdo 3500rpm, 10min, 25°C
ﬂ _l—r Precipitado

Guanidina 5M, 16h, 60°C
Sobrenadante
(Amostra 3)

Figura 3.2. Ilustragdao esquematica da extragdo das proteinas da camada S com etapa de

dialise contra solucao de cloreto de calcio 10 mM, obtendo as amostras 2 ¢ 3.
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Metodologias para precipitacao de proteinas usualmente praticadas no Laboratério
de Bioprocessos (PEQ-COPPE) também foram testadas, partindo do sobrenadante
identificado como amostra zero. Sdo elas: precipitacdo com etanol 80% (v/v) a -16°C
por 24 horas e precipitagdo com sulfato de amoénio 75% da saturagdo a 0°C por
24 horas. Antes das analises, as amostras passavam por um processo de didlise contra
dgua para a retirada do excesso do sal, que interfere nas andlises, e uma centrifugacao

para obtencao de amostras sem interferéncia de particulados.

Na Figura 3.3 estdo ilustrados os procedimentos da precipitagdo com etanol. O
sobrenadante (amostra zero) era misturado com etanol puro em uma propor¢ao de
1:4 (v/v) e submetido a baixas temperaturas (-16°C) por 24 horas. Apds este tempo,
centrifugava-se a mistura e o precipitado era ressuspenso em tampao Tris-HCl 50 mM
pH 7,2 (V=2mL). Apos centrifugacdo, separava-se o sobrenadante (amostra4) do
precipitado, que sofria nova extracdo das proteinas por hidrocloreto de guanidina 5 M

(amostra 5).

Sobrenadante

A 4 ) U Centrifugacdo 3500rpm, 10min, 25°C
mostra zero,

=]
ﬂ _Lv Sobrenadante

Ressuspensdo } - .
Tris HCl pH 7,2 “:> U Centrifugacao 3500rpm, 10min, 255C
H —|—v Predipitado “::> Extragdo de

proteinas

Guaniding 5M, 16h, 60°C

Sobrenadante

(Amostra 4) Didlise
contra Hy0

U Centrifugacao 3500rpm, 10min, 25°C

D _Lr Precipitado

Sobrenadante
(Amostra 5)

Figura 3.3. Ilustracdo esquematica do procedimento de extragdo das proteinas da

camada S com precipitagdo com etanol a 80% (v/v), obtendo as amostras 4 e 5.

Finalmente, testou-se a precipitacdo com sulfato (Figura 3.4). Misturou-se sulfato
de amodnio ao sobrenadante (amostra zero) na proporcao de 75% da saturagdo sob leve
agitacdo e temperatura de 50°C. Essa mistura foi mantida a 0°C por 24 horas e depois

centrifugada (3500 rpm, 10 minutos). O sobrenadante sofria dialise contra agua
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(amostra 6). Ja o precipitado era ressuspenso em 2 mL de tampao Tris-HCl 50 mM
pH 7,2 e centrifugado, obtendo um sobrenadante (amostra 7) e um precipitado que

sofria nova extra¢do com guanidina 5 M (amostra 8).

Sobrenadante Precpitac3o ) . _
sulfato D’ Centrifugacdo 3500rpm, 10min, 25°C
(Amostra zero) 7504

= Didlise
09C, 24h ﬂ —|—p Sobrenadante contra U Centrifugacdo 3500rpm, 10min, 25°C

HO

L v
Ressuspensdo ﬂ redpitado
Tris HCIpH 7,2 Sobrenadante

(Amostra 6)

\___/ Centrifugacio 3500rpm, 10min, 25°C

ﬂ I—p Precipitado E:) Extracdo de

proteinas

Sobrenadante
{(Amostra 7)

Guanidina 5M,
16h, 60°C

Diglise
contra H.O

N/ centrifugacio 3500rpm, 10min, 25°C

E _LP Precipitado

Sobrenadante
{(Amostra 8)

Figura 3.4. Ilustragdo esquematica do procedimento de extragdo das proteinas da
camada S com precipitagdo com sulfato de amdnio a 75% da saturagdo, obtendo as

amostras 6, 7 e 8.

3.2.7. PURIFICACAO

Para a purificagdo da proteina, foram utilizadas as técnicas de cromatografia de
troca i6nica e interacdo hidrofobica. Na cromatografia de troca ionica foi utilizada uma
coluna comercial HiTrap QFF (HiTrap™™), com propriedade de forte troca anidnica e
volume de 1 mL, onde foi passado tampao fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 (tampao
de partida), fazendo o gradiente de eluigdo com adicao de cloreto de so6dio neste tampao.
Ja na cromatografia de interag@o hidrofobica, foi utilizada uma coluna comercial HiTrap
Butyl FF (HiTrap' "), com volume de 4 mL. A amostra, antes de ser injetada na coluna,

era misturada com sulfato de amoénio até obter uma solucdo 1 M. O tampao fosfato
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50 mM pH 7,0 com 1 M de sulfato de amonio foi utilizado como tampao de partida e
fazia-se uma eluicdo em gradiente decrescente de concentracdo deste sal. Todas as
fragcdes eram analisadas por determinacdo de proteinas totais (método de Bradford) e as
fragdes de maior concentragdo de proteinas eram concentradas, sofriam didlise contra
agua destilada e eram analisadas por eletroforese (SDS-PAGE). A concentragdo das
amostras de proteinas, citada acima, era realizada por um dispositivo de membranas

(Millipore, tamanho de poro igual a 10 kDa) em centrifuga a 3500 rpm.

3.3. ENZIMA COLESTEROL OXIDASE

Para a formacdo dos filmes monomoleculares, utilizou-se a enzima colesterol
oxidase obtida de Cellulomonas sp. e fornecidas em solugdo de 10 mM de tampao Tris-
HCI pH 8,0 (Sigma-Aldrich), com massa molar de 62 kDa (SDS-PAGE), pH 6timo
variando entre 7,0 e 7,5. Outras caracteristicas dessa enzima sdo: atividade enzimatica
especifica maior ou igual a 30 U mL™, estrutura com um cofator FAD, ponto isoelétrico
(pD) igual a 4,5 e temperatura 6tima em torno de 50°C. A atividade enzimatica da COx
foi aferida baseado na metodologia descrita por ALLAIN et al. (1974) ¢ MALIK ¢
PUDIR (2002).

Em ensaios preliminares de voltametria ciclica, teste de verificacdo do eletrodo de
trabalho a ser utilizado como suporte para a fabricagdo do biossensores de colesterol, foi
utilizada a enzima COx de Rhodococcus erythropolis em solugdo tampdo fosfato
0,05M pH7.0 (atividade enzimatica de 0,5U mL™"), fornecida pela empresa
EngeneTech. Antes dos experimentos serem realizados, as solugdes de COx sofriam
dialise contra dgua destilada para retirar o excesso de sulfato, sal utilizado na etapa de

precipitacdo da enzima COxX.
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3.4. CARACTERIZACAO DAS PROTEINAS E ENZIMAS

3.4.1. DOSAGEM DE PROTEINAS

Um procedimento simples para a determinagdo da concentragao de proteinas ¢ o
método colorimétrico de Bradford, no qual se emprega o corante azul brilhante de
Coomassie (BRADFORD, 1976). A intera¢do entre o corante e macromoléculas de
proteinas, que contém aminoacidos de cadeia laterais basicas ou aromaticas, no pH de
reacdo, provoca o deslocamento do equilibrio deste para a forma anidnica, que absorve

fortemente em 595 nm (ZAIA et al., 1998).

Preparo dos Reagentes:

Solu¢do de Azul Brilhante de Coomassie (CBB-G) 100 mg L' Para a
preparagdo de 1L do reagente, dissolveu-se 0,1 g do reagente Azul de Coomassie
(CBB-G, C47H4gN30O7Na, PM = 844 gmol'l, Sigma-Aldrich) em 50 mL de etanol a
95%, sob agitagdo constante, e em seguida, misturava-se 100 mL de 4cido ortofosforico
a 85%. Para a completa digestio do CBB-G, os reagentes ficavam sob agitagdo por
24 horas. Filtrava-se em papel de filtro qualitativo e completava-se o volume para 1 L,
com agua destilada. A solugdo era guardada a 4°C por um més, em frasco ambar para

protegé-lo da acao da luz, ja que o mesmo ¢ fotossensivel.

Solucio de Albumina do Soro Bovina (BSA, de bovine serum albumin, em
inglés) 250 mg L™: Dissolvia-se 25 mg de albumina bovina com 4gua destilada, e
completava-se o volume para 100 mL em baldo volumétrico. A solugdo era estocada a

4°C.

Determinacdo da Curva de Calibracao: A absorbancia era medida em um
espectrofotometro utilizando o comprimento de onda de 595 nm. A comparacao dos
resultados com uma curva padrdo, com valores de concentragdes conhecidos na faixa de
70 mg L™ a 250 mg L de solugdo de BSA, permite a determinagdo da concentragio da
proteina em estudo. As amostras a serem analisadas eram preparadas misturando 2 mL

da solu¢ao de Azul Brilhante de Coomassie a 100 uL. da solugdo a ser analisada, com
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tempo de reacdo de 10 minutos. A cada dia de andlise era necessario construir uma

curva de calibracao.

3.4.2. ELETROFORESE

As proteinas apresentam tanto grupamentos com cargas positivas quanto
negativas, provenientes dos aminoacidos que as constituem. A somatoria das cargas de

todas as regides carregadas de uma proteina confere uma carga total a proteina.

Eletroforese ¢ uma técnica de separacdo de moléculas que envolve a migracdo de
particulas carregadas quando submetidas a uma diferenca de potencial. Na eletroforese
em gel de poliacrilamida, as proteinas sdo separadas apenas por tamanho, uma vez que
estas sdo desnaturadas previamente pelo efeito do dodecil sulfato de sdédio (SDS) e da
temperatura elevada (95°C — vide ANEXO I). Assim, as proteinas de maior tamanho sdo
retardadas muito mais do que as de menor tamanho. Uma mistura complexa de
proteinas ¢ fracionada em diferentes bandas de proteinas arranjadas de acordo com sua

massa molecular.

Essa técnica foi utilizada, principalmente, para a deteccdo das proteinas da
camada S, de massa molar aproximada de 120 kDa, fazendo uma comparacdo das
bandas com uma amostra padrao (solu¢ao de proteinas de tamanho conhecido). Foram
utilizadas neste trabalho, uma solu¢do pura de proteinas de soro bovino (BSA, 67 kDa,
250 mg L") ou uma solugio padriio para eletroforese (Bio-Rad), contendo proteinas de
tamanhos conhecidos (10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 ¢ 250 kDa), em que as bandas
formadas com as proteinas de 25, 50 e 75 kDa sdo trés vezes mais intensas que as
demais, e servem como referéncia. Utilizou-se gel de corrida 10% e gel de nivelamento
4%, sob uma diferenca de potencial de 100 volts. O protocolo da técnica de eletroforese

encontra-se no ANEXO I.

Ao término da eletroforese, o gel era corado com uma solu¢do de azul de
coomassie R-250 (Sigma) por, aproximadamente, 2 horas e descorado por igual
periodo. De acordo com SLEYTR et al. (1986), seguindo o procedimento de extracdo

das proteinas da camada S e analisando os géis de poliacrilamida, as bandas de maior
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massa molar dos extratos celulares sdo referentes as proteinas da camada S, pois estas

sdo as proteinas de superficie celular de maior tamanho.

3.5. FORMACAO DE FILMES DE LANGMUIR

3.5.1. CUBA DE LANGMUIR E ESTRUTURA DO LABORATORIO

Os experimentos foram realizados em uma cuba de Langmuir de alta precisao,
modelo MicroTrough - S, Kibron Inc., medindo 59 mm de largura por 202 mm de
comprimento. A profundidade variava de acordo com o tipo de bandeja utilizada para
determinado experimento. Esta cuba tinha bordas da bandeja e barreiras moéveis de
teflon (poli(tetrafluoroetileno)) e era equipada com um sistema de medi¢dao de pressao
de superficie do tipo Wilhelmy. O software Filmware versdo 2.5, que acompanha o
equipamento, possibilitava o ajuste dos pardmetros iniciais e registrava os valores das
pressdes de superficie obtidas durante os experimentos. A limpeza da cuba era feita,
primeiramente, passando sobre ela agua quente em abundancia (~100°C), seguido de

etanol, e por fim, d4gua a temperatura ambiente, sendo depois seca com ar comprimido.

Em alguns dos experimentos, também foi utilizada uma cuba de Langmuir,
modelo KSV 2000, de dimensdes maiores (volume de subfase igual a 1500 mL),
bandeja e barreiras em teflon, placa de Wilhelmy, e software com maior possibilidade de

controle dos pardmetros.

A estrutura laboratorial necessdria para execuc¢dao dos experimentos exige um
ambiente limpo, com temperatura e umidade controladas. A cuba foi posicionada em
uma bancada isolada de outros equipamentos, para evitar turbuléncias na superficie do
sistema, ¢ era envolta por uma caixa de acrilico. Na Figura 3.5 podem ser vistas
fotografias das duas cubas utilizadas: a cuba KSV 2000 utilizada no Laboratorio de
Filmes Finos da UNESP (a esquerda), e a cuba Kibron utilizada no Laboratério de

Fendémenos Interfaciais do PEQ (a direita).
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(A) (B)
Figura 3.5. (A) Cuba de Langmuir KSV 2000 (V = 1500 mL) e (B) cuba de
Langmuir MicroTrough - S, Kibron (V = 50 mL).

3.5.2. MATERIAIS

A subfase era preparada com agua ultra pura (Milli-Q, Millipore). As solucdes de
DPPC (L-alfa-fosfatidilcolina dipalmitoil sintético, Sigma-Aldrich) em cloroférmio
(0,85 mg mL™" de DPPC/cloroférmio) eram preparadas no dia de cada experimento, a
estocagem era feita a -16°C. A enzima colesterol oxidase obtida de Cellulomonas em
10 mM de tampao Tris-HCI pH 8,0 (Sigma-Aldrich), com concentracao igual a
1 mg mL™ (item 3.3). A solugio de proteinas da camada S, como descrita anteriormente
(item 3.2.6 — amostra 1), foi extraida da bactéria B. sphaericus CCM 2177 com
hidrocloreto de guanidina 5 M por 16 horas a 60°C, sendo feita em seguida uma dialise

contra dgua destilada para retirada do excesso do sal.

Como a espessura do filme deve ser de apenas uma molécula, a quantidade de
material espalhado sobre a superficie era pequena em relagdo a area superficial total da
cuba. As solugdes utilizadas eram de baixa concentracdo para evitar que as gotas

depositadas na superficie migrassem para a subfase.
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3.5.3. ISOTERMAS-A

A caracterizagdo dos filmes de Langmuir ¢ um tdpico importante neste trabalho,
pois, segundo FERREIRA et al. (2005), um filme LB de boa qualidade requer
necessariamente a obtenc¢do de filmes de Langmuir estdveis sobre a subfase aquosa, o
que nem sempre ¢ trivial, principalmente para as macromoléculas como as
proteinas/enzimas, pois estas nao possuem partes hidrofilicas e hidrofébicas bem
definidas nas moléculas como os lipideos (Figura2.5), como j4 comentado no
item 2.3.4. A velocidade de compressao das barreiras também ndo pode ser alta, assim,

. . . -1
fixou-se para todos os experimentos a velocidade de 10 mm min".

A partir dos dados de entrada (volume, concentracdo e massa molar da molécula
analisada), o software calculava o numero de moléculas presentes na superficie

(Equacao 3.1).

No— 6,022.10% (k) C(£)V (uL).107° Gi)

mol

MM (5ap)

(3.1)

Sendo: N° = numero de moléculas
C = concentragdo (g L™)
V = volume (pL)

MM = massa molar (g mol'l)

Assim, a medida que as barreiras moveis da cuba de Langmuir aproximavam-se
uma da outra, diminuindo a area entre elas, a d&rea média ocupada por uma molécula era
reduzida, como mostrado pela Equagdo 3.2, e a pressdo de superficie era detectada pelo

sensor do tipo Wilhelmy.

A - AArea,,, (mm?”) 10 ( A B (32)

molécula N°(molécula) mm

AArea

molécula (

Sendo: AAreayoiecula = area média ocupada por uma molécula

AArean, = area superficial entres as barreiras na cuba de Langmuir
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Isotermas de DPPC foram usadas como controle, garantindo que o equipamento
estava funcionando corretamente e as condi¢cdes do ambiente estavam adequadas. O
fosfolipidio dissolvido em cloroférmio era propagado na superficie, ou seja, depositado
através de pequenas gotas que se espalhavam por toda a area disponivel entre as
barreiras, utilizando uma micro-seringa Hamilton. Antes de comprimir as barreiras,
esperava-se 20 minutos para que o solvente evaporasse completamente. As isotermas da
enzima COx eram geradas por duas metodologias, ou a solugdo de COx era injetada na
subfase e esperava-se o tempo de 1 hora ou era propagada na interface ar-dgua e, nesse
caso, esperava-se 20 minutos para, entdo, comprimir as barreiras. Ja as isotermas de
filmes formados com solugdes das proteinas da camada S eram também obtidas pela
injecdo na subfase ou propagados na superficie da subfase de 4gua ultra pura, esperando

tempo similar ao da COx antes de iniciar a compressao das barreiras.

Filmes mistos eram formados pela propagagao de duas solucdes de moléculas
diferentes na superficie, por exemplo, a enzima COx e as proteinas da camada S.
Aplicava-se primeiro a proteina e, apds 20 minutos, aplicava-se a enzima, ambas na
superficie. Trés isotermas 1 - A com diferentes propor¢des (volume/volume) entre as
duas moléculas foram formadas: (2:1), com aplicagdo de 10uL de solucdo de COx
(1mgmL™") e 5 uL de solucdo de proteinas de superficie (extrato bruto de proteinas,
0,762 mg mL™); (1:1), com volume aplicado de 10 uL para ambos; e (1:2), com 5 pL de
DPPC e 10 pL de COx. Também foram formados filmes mistos de DPPC e proteinas da
camada S, nas mesmas propor¢des volume/volume indicadas acima, para verificar a

influéncia das proteinas na modificagao na forma da isoterma de DPPC.

3.5.4. CICLOS DE COMPRESSAO-DESCOMPRESSAO

Ciclos de compressao-descompressdo da monocamada de proteina foram
realizados para estudar a reversibilidade dos filmes de Langmuir. A solugdo das
proteinas da camada S foi propagada na superficie e, apds o tempo de 20 minutos,
realizava-se a compressdo das barreiras, inicialmente, até uma pressdo menor que a
pressao de superficie da mudanga de fase de liquido-expandido para liquido-

. . . -1
condensado, observado numa isoterma previamente formada e igual a 15 mNm™, e,
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entdo, as barreiras eram relaxadas. Repetia-se este procedimento por mais duas vezes,
com intervalos de um minuto entre cada a¢do do ciclo, compressdo e relaxamento das
barreiras. Depois, repetia-se todo o procedimento inicial com a defini¢do dos mesmos
A , ~ . . -1
parametros, porém, fixava-se uma nova pressao de superficie, igual a 30 mN m™, agora
maior que a pressdo da transicdo de fase citada. A forma dos ciclos das isotermas
formadas era analisada com o intuito de verificar a presenca do fendmeno de histerese,
entre a isoterma de compressdo e a de descompressdo, o que revelava a capacidade de

reversibilidade do filme de Langmuir.

3.5.5. ESTUDO DA ESTABILIDADE DOS FILMES

A solucdo de proteinas da camada S foi propagada na superficie aquosa e, apos
15-20 minutos, as barreiras foram comprimidas até¢ o filme apresentar uma pressao de
filme de 15mNm'. Esta pressio de superficiec foi mantida constante pela
movimentacdo compensatéria das barreiras (controladas pelo computador), durante o
tempo determinado do experimento, 6000 segundos. A estabilidade do filme foi

avaliada pela variagcdo da adrea média ocupada pelas moléculas na superficie.

3.6. FORMACAO DE FILMES DE LANGMUIR-BLODGETT

Os filmes de Langmuir-Blodgett (filmes LB) foram formados a partir dos filmes
de Langmuir, pela imersdo/emersdo vertical do suporte solido com velocidade
controlada ¢ pressdo de superficie constante durante a deposi¢do do filme (software
Filmware versdo 2.5). A pressdo de superficie padrdo para a deposi¢do era definida
através da andlise prévia da isoterma 1 - A para cada monocamada de moléculas. Filmes
multicamadas eram fabricados pela repetida imersdo e retirada do suporte,

verticalmente, da subfase.
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Figura 3.6. Aparato utilizado na deposi¢ao LB — cuba de Langmuir (Kibron). Sendo:
(1) aparato de Langmuir-Blodgett para deposi¢do, (2) porta-suporte (3) suporte para

deposicao.

3.6.1. ESCOLHA DO SUPORTE SOLIDO

Cada deposicao LB era feita em um suporte solido, cujo material era selecionado a
depender das propriedades requeridas para a imobilizacdo orientada das moléculas
(como por exemplo, polaridade). Neste sentido, foram testados suportes de quartzo,
quartzo recoberto com ouro, aluminio recoberto com ouro e superficie de eletrodo de
trabalho (contido em um sensor impresso, Figura 3.7), principalmente de carbono, para

analise eletroquimica.

3.6.2. CARACTERIZACAO

Ap0s a transferéncia para um suporte solido, filmes de COx, DPPC e das proteinas
da camada S foram analisados em um espectrometro de infravermelho por transformada
de Fourier (FT-IR Spectrometer), marca Perkin Elmer, modelo Spectrum 100,
localizado no Laboratério PAM no PEQ, através de reflectancia total atenuada (ATR).
Esta andlise permite comparar as vibracdes das ligacdes quimicas existentes no suporte

antes e apo0s a transferéncia dos filmes.

A morfologia e topografia da superficie do eletrodo de trabalho, utilizados como
suportes solidos, foram analisados no microscopio de forga atdmica (AFM, do inglés

Atomic Force Microscopy), da marca JPK Instruments, modelo NanoWizard AFM,
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localizado no INMETRO. Para esta analise, no modo de operacao contato intermitente,
foi utilizada uma ponteira da marca Tip Veeco. Este modo de operagdo foi utilizado
para analisar a superficie do eletrodo de trabalho de carbono, pois o material depositado
neste suporte (moléculas biologicas, proteinas) ¢ mais maleavel e seria facilmente
deformado pela ponteira, e também por tratar-se de amostras muito rugosas. Assim, a
ponteira percorre a regido da amostra oscilando a certa freqiiéncia (kHz), com grande
amplitude, e responde a forgas de interacdo ou gradientes de for¢ca que se estabelecem
entre a ponta e amostra, atenuando a amplitude da oscilacdo. Antes da anadlise, as

amostras eram secas em um desumidificador com silica-gel por 2 horas.

3.7. BIOSSENSOR DE COLESTEROL

Biossensores de colesterol foram fabricados através da tecnologia de filmes LB,
utilizando sensores impressos como suportes solidos para os filmes de Langmuir
contendo a enzima COx. Os filmes foram transferidos apenas para a superficie do
eletrodo de trabalho, protegendo os outros dois eletrodos (referéncia e contra) no
momento da transferéncia com fita adesiva celofane. A Figura 3.7 ilustra um sensor
(Palm Instruments) semelhante ao utilizado para a caracterizacdo eletroquimica do
biossensor de colesterol, com eletrodos impressos (referéncia, trabalho e contra) ao
longo do sensor, sendo uma extremidade detectora e outra que se acopla ao instrumento
de interface sensora eletroquimica PalmSens, da marca Ivium Technologies; entre elas,

os caminhos s@o isolados por uma camada de material impermeabilizante.

Linhas condutoras Eletrodo de Referéncia

(extremidade a Camada Ag/Agc]
acoplar no PalmSens)  isolante /
=V

1.5 w—____ Fetrodo de Trabalho

‘L A Carbono/COx
[< 30 ' "‘\
Eletrodo Contra

Pt/Carbono

Unidade: mm

Figura 3.7. Ilustracdo com a configuragdo do sensor.
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Em um experimento tipico, propagava-se na superficie 10 uL de COx em solugdo
de 1mgmL" em 10 mM de tampdo Tris-HCI pH 8,0 (Sigma-Aldrich), esperava-se
20 minutos e, em seguida, fazia-se a compressio das barreiras (10 mm min™) até a
pressio de superficie de 15 mN m™', acompanhando a isoterma 7 — A. Como a molécula
da enzima COx possui dominios hidrofobicos e hidrofilicos, foram testadas duas
metodologias de deposicdo do filme para o suporte de carbono (apolar hidrofébico).
Nos biossensores com deposicdo tipo Z, as moléculas de COx eram imobilizadas apenas
na subida do suporte solido, ou seja, quando o sensor impresso era retirado da subfase
aquosa a uma velocidade pequena (1,5mm min"'). Para evitar a imobilizagdo na
descida, empregava-se uma velocidade elevada (6 mm min™), assim, a razio de
transferéncia (Equacdo 2.2) tenderia a zero. J4 os biossensores fabricados com a
deposicdo tipo Y, as moléculas eram imobilizadas tanto na imersdo quanto na subida do
sensor impresso da subfase aquosa a uma velocidade de 1,5 mm min”. Ao final, seis

deposicdes de filmes LB foram realizadas.

Outra metodologia testada foi a adsor¢do da COx na superficie do eletrodo de
trabalho de carbono, apenas aplicando uma gota de solu¢io de COx (1 mgmL™) na

superficie do eletrodo de trabalho (carbono).

Também foram fabricados biossensores utilizando filmes mistos de COx/proteinas
da camada S na propor¢ao de 1:1 (v/v). Propagava-se 5 uL de proteinas da camada S
(0,762 mg mL™), esperava-se 20 minutos, e propagava-se 5 uL de COx (1 mgmL™),
esperava-se 20 minutos. Aproximava-se as barreiras até a pressdo de superficie de

15 mN m™, e fazia-se as transferéncias.

Durante o tempo que nao estavam sendo utilizados, esses sensores com eletrodos
de carbono modificado com diferentes filmes (filmes contendo a enzima adsorvida a
partir da solug¢do gotejada, filmes LB da enzima pelas metodologias de deposicao tipo Z
e tipo Y, e filme LB enzima - proteinas da camada S) foram estocados em geladeira

dentro de placas de Petri envoltas por filme PVC, contendo no seu interior silica gel.
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3.8. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

A metodologia aplicada para a caracterizagdo eletroquimica dos biossensores de
colesterol fabricados pela técnica LB foi baseada nos experimentos realizados por
SHEN e LIU (2007). Voltamogramas ciclicos foram registrados para o estudo da eletro
catalise do colesterol.

O sistema sensor era composto por trés eletrodos impressos (Figura 3.7): um
eletrodo de trabalho constituido de carbono (7,06 mm?), com a enzima COx imobilizada
na superficie, um eletrodo de referéncia composto de prata/cloreto de prata e, um
eletrodo contra de platina com carbono. Foi testado também o eletrodo de trabalho de

ouro, porém sem resultados expressivos.

3.8.1. PREPARACAO DE SOLUCOES DE COLESTEROL

As solugdes de colesterol eram preparadas imediatamente antes do uso. Tanto para
a deteccdo de colesterol em solugdo (testes preliminares) quanto para os testes do
biossensor de colesterol fabricado através da técnica LB, diferentes quantidades de
colesterol (Vetec) foram diluidas em uma mistura de triton X-100 (Vetec) e isopropanol
(Vetec), sendo em seguida adicionado tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, ficando a solugdo
final em wuma razdo de tampdo fosfato:isopropanol:triton X-100 igual a

86:10:4 (%peso).

3.8.2. CICLOS VOLTAMETRICOS

Inicialmente, ensaios com a enzima COx em solugdo foram realizados com o
objetivo de determinar o melhor tipo de eletrodo, ouro ou carbono, para a detecg¢do de
colesterol. O sensor era imerso em uma solugio de colesterol 100 mg dL™', gerando um
voltamograma ciclico, representando o branco do experimento, na auséncia de enzima
COx. Imediatamente apds a adigdo de 400 uL de uma solugdo de COx
(EngeneTech, 0,5 UmL™"), gerava-se mais um voltamograma. E, finalmente,

decorrendo um tempo de 20 minutos, mais um voltamograma era gerado. Nesses
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ensaios foram utilizados velocidade de varredura igual a 25 mV s™', ¢ temperatura de

40°C £ 1°C.

A técnica de voltametria ciclica também foi utilizada para caracterizar os
biossensores fabricados pela modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho de
carbono com a enzima COx. Foram desenvolvidos biossensores com o eletrodo de
trabalho de carbono, utilizando as metodologias de deposicdo tipoZ e Y, contendo
filmes LB da COx, ou contendo filmes LB mistos da enzima COx /proteinas da
camada S, ou contendo uma gota da solugdo da enzima adsorvida. Nesses testes foi
utilizado um volume de 1 mL de solugdo de colesterol 150 mg dL™' em tampio fosfato
0,1M pH7,0, isopropanol e triton X-100, 86:10:4 (% peso), com temperatura

controlada a 40°C + 1°C, e velocidade de varredura igual a 25 mV s

Os ciclos voltamétricos foram iniciados a um potencial igual a 0,5V (versus
Ag/AgCl), sendo, entdo, diminuido este potencial para regides mais negativas (catodica)
ocorrendo possivelmente a reducdo dos compostos em solugdo e gerando um pico de
corrente proporcional a concentracao destes compostos. Quando o potencial atingir um
valor em que nenhuma reacdo de reducdo ocorra, o potencial inverte o sentido,
aumentando o potencial até o valor inicial. No caso da reacdo ser reversivel, os produtos
gerados no sentido direto, e se localizam ainda préoximos a superficie do eletrodo de

trabalho, serdo oxidados, gerando um pico anodico.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. INTRODUCAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os principais resultados obtidos neste
trabalho. Sdo relatados os resultados referentes a extracao e purificacdo das proteinas da
camada S, ao estudo de filmes monomoleculares e a caracterizagdo eletroquimica de

biossensores de colesterol.

4.2. PROTEINAS DA CAMADA S

4.2.1. CURVA DE CRESCIMENTO

Uma curva tipica de crescimento de B. sphaericus CCM 2177, nas condigdes ja
descritas (item 3.2.3), estd sendo apresentada na Figura 4.1. Observa-se que, em um
tempo anterior a 24 horas de crescimento, quando as células foram colhidas para
extracdao das proteinas da camada S, as mesmas ja se encontravam na fase estaciondria

do crescimento.
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Figura 4.1. Curva de crescimento de B. sphaericus — CCM 2177 em caldo nutriente,

sob agitacdo de 170 rpm, 30°C, ambiente estéril, por 28 horas.

4.2.2. CURVA DE MASSA SECA

A Figura4.2 mostra uma tipica curva de correlacdo de massa seca do B.
sphaericus CCM 2177. Observa-se que os pontos apresentam uma boa correlagdo, ou

seja, R? aproximadamente igual a 1.
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Figura 4.2. Curva de massa seca do B. sphaericus CCM 2177 cultivada em caldo

nutriente sob agitacao de 170 rpm, 30°C, ambiente estéril, por 24 horas.

49



4.2.3. EXTRACAO E ISOLAMENTO

Além da metodologia de extracdo de proteinas da camada S do B. sphaericus
CCM 2177 utilizando solugdao concentrada de hidrocloreto de guanidina, técnicas de
isolamento usualmente empregadas no laboratério foram avaliadas, como: precipitagao
com alcool etilico 80% (v/v) a -16°C por 24 horas e precipitagdo com sulfato de amonio

75% da saturagdo a 0°C por 24 horas.

A Figura 4.3 apresenta uma imagem do gel de poliacrilamida de 10% contendo as
bandas referentes as proteinas das amostras de extratos celulares obtidas pelas
metodologias ja citadas. Uma solucdo de proteina de tamanho conhecido, albumina de
soro bovino (BSA) de tamanho igual a 67 kDa, foi utilizada como solucdo padrao para

comparagdo das bandas.

A amostra 1 foi obtida apenas extraindo as proteinas com hidrocloreto de
guanidina 5 M a 60°C por 16 horas, com posterior didlise contra dgua destilada. Ja para
a amostra 2, a extragdo foi seguida por didlise contra solu¢ao de cloreto de calcio
10 mM. A amostra 3 sofreu duas extragdes com guanidina. Nas amostras 4 e 5, fez-se
precipitacdo com etanol a 80% (v/v), e nas amostras 6, 7 e 8 utilizou-se o sulfato de

amonio a 75% da saturacdo como agente precipitante de proteinas.
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Padrao 1 2 3 4 5 6 7 8

SAB 67 kDa

Figura 4.3. Gel de SDS-PAGE 10% de extratos celulares de B. sphaericus. O padrao
utilizado foi a proteina BSA (67 kDa) e as amostras numeradas sdo as amostras: (1) com
uma unica extracao com hidrocloreto de guanidina, (2) extragdo seguida de dialise
contra solu¢do de CaCl, 10 mM, (3) dupla extragdo intercalada por didlise contra CaCl,
10 mM, (4) extracdo seguida de precipitacdo com etanol 80% (v/v), (5) dupla extragdo
intercalada por precipitagdo com etanol, (6) extracdo seguida de precipitagdo com
sulfato de amonio 75% da saturagdo, (7) extragdo seguida de ressuspensdo em tampao
Tris-HCI do precipitado obtido com sulfato e, (8) dupla extragao intercalada por

precipitagdo com sulfato.

O gel de eletroforese apresentou bandas fortes ¢ bem definidas na parte superior
para as amostras 1, 2, 5 e 8, evidenciando a alta concentragdo de proteinas de alta massa
molar. No entanto, as amostras com dupla extragdo com guanidina e um método de
precipitagdo (amostras 5 e 8, precipitadas com etanol e sulfato, respectivamente)
conseguiram extrair proteinas de varios tamanhos, formando bandas intensas ao longo
de todo gel. Como as amostras 4 e 6, também precipitadas com etanol e sulfato, ndo
apresentaram bandas significativas correspondentes as esperadas para as proteinas da
camada S, conclui-se que o método de precipitacdo empregado nao foi eficiente para

promover a recuperagao e a purificacao das proteinas de interesse.

Na obtengdo da amostra 2, derivada do processo com unica extracdo com
guanidina e dialise contra solu¢do de cloreto de calcio 10 mM, observou-se que, assim
que o processo de dialise contra solugcdo de cloreto de calcio 10 mM iniciava-se, a

solucdo interna, que contém os extratos celulares da bactéria, tinha aparéncia limpida e
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de cor amarela. Com o tempo, esta solugdo perdia o sal (hidrocloreto de guanidina)
presente em grande concentragdo para o meio externo e turvava-se (Figura 4.4). Este
fenomeno ¢ explicado pela formacdo de agregados auto-organizados das subunidades
isoladas das proteinas da camada S quando em contato com ions de bivalentes, como
citado por SLEYTR et al. (1986). No entanto, esse procedimento também resultava na
extracdo de outras proteinas, como pode ser constatado pela presenca de bandas intensas
com proteinas de alta massa molar, provavelmente das proteinas da camada S, e de
varias outras bandas de intensidade moderada, atribuidas a outras proteinas
contaminantes. Segundo PUM e SLEYTR (1994), a massa molar das proteinas da
camada S ¢ igual a 120 kDa.

t=0 hora t = & horas t =16 horas

Figura 4.4. Fotos obtidas durante a didlise dos extratos celulares contendo as proteinas

da camada S contra solugao de CaCl, 10 mM.

Sendo assim, o processo com Unica extragdo com guanidina (amostra 1) mostrou-
se mais apropriado, pois conseguiu isolar proteinas de alta massa molar em uma unica

banda forte, com maior grau de pureza.

4.2.4. PURIFICACAO
Na tentativa de se purificar ainda mais as proteinas da camada S extraidas na

amostra 1, foram avaliadas as técnicas de cromatografia de troca idnica e interagdo

hidrofobica, visto que para a aplicagdo de filmes monomoleculares ¢ desejavel utilizar
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materiais com maior grau de pureza. As fracdes obtidas na cromatografia foram

analisadas pela dosagem de proteinas totais.

Na cromatografia de troca idnica foi utilizada uma coluna comercial HiTrap QFF
(HiTrap™) e uma solugdo tampio fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 como tampéo de
partida, fazendo o gradiente de elui¢do com adicdo de cloreto de s6dio neste tampdo. A
Figura 4.5 apresenta as concentragdes de proteinas totais das fracdes retiradas da coluna

a cada mililitro.
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Figura 4.5. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford das fracdes da
cromatografia de troca idnica do extrato de proteinas da camada S do B. sphaericus

CCM 2177, utilizando uma coluna comercial Hitrap QFF, a 25°C.

Percebe-se que uma grande concentragdo de proteinas foi eluida da coluna
(fragdes 21 e 22) quando a solugdo de concentragdo de 0,25 M de cloreto de sodio foi
injetada. Estas fracdes, posteriormente, foram misturadas e concentradas em dispositivo
de membrana de tamanho de poro igual a 10 kDa, e entdo, analisadas. A dosagem de
proteinas, ap6s a concentragdo, revelou uma concentragio de proteinas de 3450 mg L' e
o gel de eletroforese (Figura 4.6), um maior isolamento da proteina quando comparado

ao gel da amostra 1 da Figura 4.3, feito nas mesmas condigoes.
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Figura 4.6. Gel de SDS-PAGE 10% (1) do padrao Bio-Rad e (2) das fracdes 21 e
22, misturadas e concentradas, geradas a partir da cromatografia de troca i6nica, coluna

comercial HiTrap QFF.

Testes cromatograficos de interagdo hidrofobica foram feitos utilizando uma
coluna comercial HiTrap Butyl FF (HiTrap'™). Foram utilizados também tampio
fosfato 0,05M pH 7,0 com 1M de sulfato de amdnio como tampao de partida e
tampdes de eluicdo derivados do tampao de partida em gradiente decrescente de
concentragdo deste sal. A Figura 4.7 apresenta as concentragdes de proteinas totais pelo

método de Bradford das fragdes retiradas da coluna a cada mililitro.
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Figura 4.7. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford das fragdes da
cromatografia de Afinidade Hidrofobica do extrato de proteinas da camada S do B.

sphaericus CCM 2177, utilizando uma coluna comercial HiTrap Butyl FF, a 25°C.
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O pico inicial € caracteristico da saturacdo da coluna, apds a aplicagdo da amostra
a ser analisada, quando as proteinas ndo se agregam mais ao recheio da coluna. Ja os
picos apresentados no final da cromatografia representam as fracdes eluidas com
concentragdes baixas de sulfato de amoénio, ou seja, as proteinas eluidas nesta fase

possuem caracteristicas hidrofobicas.

Os resultados para esta cromatografia ndo se mostraram satisfatorios, uma vez que
ndo foi possivel separar com eficiéncia as proteinas de interesse. As fracdes 29 e 30
foram as que apresentaram maior concentragdo de proteinas totais, eluidas com a
solucao tampao gradiente com concentragao de 0,1 M de sulfato de amonio. Porém, ao
serem misturadas e concentradas em dispositivo de membrana, ndo apresentaram

bandas no gel de eletroforese.

Resumindo, o teste de purificacdo, utilizando a técnica de cromatografia liquida
i0nica, apresentou resultado satisfatério (aumentando o grau de pureza do extrato),
porém ainda havendo presenca de outras proteinas contaminantes. A etapa de
purificagdo ndo foi empregada para obtencdo de matéria-prima de proteinas da
camada S na formacdo de filmes de Langmuir. Este fato ¢ justificado pela boa
reprodutibilidade apresentada pelos filmes desta proteina quando utilizados seus
extratos brutos e, a adi¢do de mais uma etapa no processo aumentaria o custo final,

quando empregando estas proteinas na formagao de biossensores.

4.3. FILMES DE LANGMUIR

O estudo dos filmes finos na interface ar — dgua foi acompanhado pela formacao
de isotermas de pressio de superficie (unidade mN m™) em fungdo da area molecular
média (A%, ou seja, isotermas m- A. Inicialmente, houve problemas experimentais
durante a medida da pressdo de superficie devido a instabilidade do equipamento,
presenga de impurezas na superficie aquosa e/ou na cuba e excesso de material
espalhado, o que prejudicava a reprodutibilidade das isotermas. Posteriormente, foi

montado um sistema mais apropriado, com controle de temperatura e umidade relativa

do ar, em uma sala isolada, com bancada protegida de vibragdes, ¢ com rede elétrica
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exclusiva para o equipamento e seus acessorios. Estas medidas foram fundamentais para

a melhoria da qualidade dos dados obtidos.

4.3.1. FILME LIPiDICO DE DPPC

Este ensaio foi proposto como um teste de controle usando o DPPC, por este
lipideo se tratar de uma molécula com caracteristicas anfifilicas bem definidas, e assim,
produzir um filme de Langmuir bem estudado e facilmente encontrado na literatura

cientifica (KIM et al., 2001, MA e ALLEN, 2006).

A isoterma do filme de dipalmitoilfosfatidilcolina - DPPC (100 uL de uma
solugdo 0,85 mg mL"' de DPPC — Sigma — em cloroférmio propagado sobre a subfase
de agua ultra pura) foi gerada pela compressao das barreiras da balanga de Langmuir a
uma velocidade de 10 mm min'l, apos estabilizacdo do filme durante 20 minutos, a
20 + 1°C e umidade relativa do ar igual a 40% (Figura 4.8). Este experimento foi

realizado em uma cuba de Langmuir KSV 2000.
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Figura 4.8. Isoterma © - A do filme de DPPC em cloroférmio (volume aplicado de
100 pL, concentragdo igual a 0,85 mg mL™") propagado sobre a superficie da subfase de
agua ultra pura (cuba KSV 2000), a 20°C + 1°C. O valor obtido pela intersec¢ao da
linha tracejada com o eixo das abscissas representa a area média ocupada por uma

molécula no filme de Langmuir.

Nesta isoterma 7 - A para a monocamada de DPPC puro observa-se a presenga de
fases distintas: gasosa, liquido-expandido e liquido-condensado. O patamar na faixa de
70 a 55 A* molécula™ corresponde a transicio de fase liquido-expandido para liquido-
condensado. Esta isoterma apresenta colapso a uma pressdo de aproximadamente

50mNm™".

A érea ocupada por uma molécula anfifilica pode ser calculada tragando-se uma
tangente ao ponto de curvatura da isoterma, que corresponde ao ponto onde as
moléculas estdo na fase mais condensada, ¢ prolongando-a até tocar o eixo das
abscissas, esta interse¢do ¢ conhecida como a area limite de dispersao molecular. A area
média ocupada por uma molécula do fosfolipidio DPPC, encontrada a partir do gréfico,
foi de aproximadamente 50 A%, valor proximo ao relatado na Literatura, que ¢ de,

aproximadamente, 46 A% a 24°C (MA e ALLEN, 2006).
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4.3.2. FILMES PROTEICOS

4.3.2.1. Filmes das Proteinas da Camada S

- Isotermas 7« - A:

A isoterma 1 - A do filme das proteinas da camada S apresenta a forma de um
filme mais fluido, com fases bem definidas e ocorrendo o colapso do filme ao final da
compressdo. A pressdo de superficie maxima obtida nas condi¢des empregadas foi de
50 mN m™' e area média ocupada por uma molécula, obtida a partir da isoterma, foi de
180 nm”. Como estas proteinas formam células unitarias com tamanho variando de 3 a
30 nm (PUM et al., 2000), este resultado indica que estruturas organizadas contendo
uma ou mais cé€lulas unitarias podem ter sido obtidas. Neste experimento, as moléculas
foram propagadas na superficie da subfase de dgua ultra pura sem o auxilio de solvente.
O tempo para a estabilizagdo do filme foi de 20 minutos, a velocidade de compressdo
das barreiras igual a 10 mm min"' e condi¢des ambientais controladas (temperatura de

20°C £ 1°C e umidade de 40%).
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Figura 4.9. Isoterma « - A do filme das proteinas da camada S (volume aplicado de
10 pL, concentragio de 0,762 mg mL™" de proteinas em tampdo fosfato pH 7,0)
propagadas na superficie da subfase de agua (cuba Kibron — S), a 20°C £ 1°C.
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Observando a forma da isoterma da Figura 4.9, tem-se que proximo a pressao de
15 mN m" h4 mudanga na inclinagdo da curva, que pode ser interpretada como uma
transi¢do de fase de liquido expandido para liquido condensado. Vale ressaltar que ndo
foi encontrado na literatura isoterma das proteinas de superficie bacteriana para efeito
de comparacao. No entanto, as isotermas geradas experimentalmente mostraram-se

reprodutiveis e estaveis.
- Ciclos de Compressao — Descompressio:

Para verificar a reversibilidade da isoterma das proteinas S, foram realizados trés
ciclos de compressdo—descompressio do filme até a pressdo de superficie de 15 mN m™,
pressdo esta inferior 8 mudanga de inclinagdo na isoterma. Analisando a Figura 4.10,
percebe-se que as isotermas de compressdo sdo coincidentes com as isotermas de
descompressao para um mesmo ciclo, e também entre ciclos. Ou seja, ha reversibilidade
na formacdo da monocamada das proteinas da camada S até esta pressdo de superficie,
pois existe pouca intera¢do entre as moléculas, que se comportam de forma homogénea

e, ao final de cada ciclo, o filme retorna a pressao nula.
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Figura 4.10. Ciclos de compressao-descompressao do filme das proteinas da
camada S (volume aplicado de 50 uL, concentracio de 0,762 mg mL™"' de proteinas em
tampao fosfato pH 7,0) propagadas na superficie da subfase de agua (cuba KSV 2000),

senso o filme comprimido até uma pressdo de superficie de 15 mN m™', a 20°C + 1°C.
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No entanto, quando uma pressao de superficie maior ¢ definida como limite para o
ciclo, 30 mNm", as isotermas 7m-A apresentaram o fendmeno da histerese
(Figura4.11). Segundo LEBLANC e HUO (2006), podem ocorrer formacgdo de
agregados irreversiveis de proteinas ou estas terem sido dissolvidas na agua durante a
descompressdo da monocamada. Neste caso, as isotermas ndo sdo reversiveis. No
entanto, observou-se também que em cada ciclo, para a uma mesma pressao de
superficie, as moléculas ocupam uma &area menor na descompressio do que na
compressdo. Esta ¢ uma evidéncia de que ndo houve solubiliza¢do das moléculas na fase
aquosa, pois, neste caso, a area ocupada por molécula que restou na superficie seria
maior. Também se observou que, em ciclos sucessivos, ha uma tendéncia de
deslocamento no sentido de redug¢do da area ocupada por molécula. Como para a
pressdo de 15 mN m™ ndo foi observada histerese, estes resultados sugerem que, para
pressdes maiores, ocorrem formacgdo de agregados maiores, possivelmente de células

unitarias de estruturas organizadas das proteinas da camada S.
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Figura 4.11. Ciclos de compressao-descompressao do filme das proteinas da
camada S (volume aplicado de 50 pL, concentracio de 0,762 mg mL™"' de proteinas em
tampao fosfato pH 7,0) propagadas na superficie da subfase de agua (cuba KSV 2000),

senso o filme comprimido até uma pressdo de superficie de 30 mN m™', a 20°C + 1°C.
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- Estudo da Estabilidade do Filme:

De acordo com HOU et al. (2002), a estabilidade da monocamada na interface é
um parametro critico para a qualidade da deposi¢@o dos filmes LB. Assim, estudou-se a
estabilidade do filme das proteinas da camada S na pressdo de superficie del5 mN m™,
durante o tempo de 6000 segundos. Esta pressdo foi determinada baseada no
comportamento do filme apods os ciclos de compressdo—descompressdo, onde foi
verificado que a pressdo de superficie mais adequada para se trabalhar com o filme ¢

aquela em que nao ha interagdes molécula-molécula.
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Figura 4.12. Teste de estabilidade do filme das proteinas da camada S (50 uL

propagado na superficie, concentracdo de 0,762 mg mL™") em uma pressdo de superficie

fixada em 15 mN m™ por 6000 segundos, em uma cuba KSV 2000, a 20°C + 1°C.

A monocamada dessas proteinas mostrou-se bem estavel, com o transcorrer do
tempo, pois se mantiveram na interface ar-agua, preservando a drea molecular média em
um valor constante, sem a ocorréncia de dissolu¢do na subfase, durante as quase 2 horas
do experimento. Consequentemente, a pressdo superficial também manteve-se

constante, como pode ser observado na Figura 4.12.
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4.3.2.2. Filmes Monomoleculares da Enzima COx

A enzima colesterol oxidase, por ser uma proteina de membrana, tem
caracteristica hidrofobica e tende a ir para a superficie. Assim, quando a COx foi
aplicada no seio da subfase, apresentou forma semelhante a isoterma quando esta foi

propagada na superficie (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Isotermas 7 - A do filme da enzima COx injetada na subfase e propagada
na superficie (20 pL, 1 mg mL™"), em uma cuba Kibron — S, a 20°C + 1°C. O valor
obtido pela intersec¢@o da linha tracejada com o eixo das abscissas representa a area

média ocupada por uma molécula no filme de Langmuir.

Comparando-se as duas curvas nesta figura, tomando como referéncia uma mesma
pressdo de superficie na regido da fase liquido expandido, observa-se uma redu¢do da
area média ocupada pelas moléculas para o caso do procedimento por inje¢do na
subfase. Isto acontece porque, antes da obtengdo das isotermas, € necessario fornecer ao
programa que controla o equipamento o volume aplicado da amostra (isto ¢, a
quantidade de moléculas aplicadas). Ocorre que, quando a injecdo acontece na subfase,
nem todas as moléculas injetadas conseguem migrar para a superficie, mas o programa
considera que a migracao foi completa. Assim, o nimero de molécula na superficie ¢

superestimado e, conseqiientemente, a area ocupada por uma molécula ¢ subestimada.
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A pressdao de superficie maxima obtida nas condi¢cdes empregadas foi de,
aproximadamente, 35 mN m™ e area média ocupada por uma molécula, obtida a partir
das isotermas, foi de 15 nm’. Em ambos os casos, as isotermas mw-A da COx
apresentam mudanca de fase, de gasoso para liquido-expandido, na faixa entre 4000-
3000 A? e, de liquido-expandido para liquido-condensado, entre 1500-700 A% Cabe
ressaltar que estes resultados sdo inéditos ja& que ndo foi encontrada na literatura
isoterma da COx, para fins de comparacao com os resultados obtidos neste trabalho. Os
resultados mostram também a viabilidade de se produzir um filme monomolecular desta

proteina visando sua posterior transferéncia para um suporte adequado.

4.3.3. FILMES LB MISTOS

Segundo FERREIRA et al. (2005), é comum que as propriedades dos filmes LB
mistos difiram consideravelmente das propriedades dos materiais em separado. Existem,
entdo, duas possibilidades principais para filmes mistos com dois componentes: filmes
com separagdo de fases entre os componentes, quando a area por molécula varia
linearmente com a concentragdo relativa dos componentes, ou filmes com interacdo no
nivel molecular. Assim, na forma¢ao de filmes LB mistos de COx com proteinas da
camada S, as isotermas mostradas na Figura 4.14 faz-se inferir que, com a introdugdo da
proteina em filmes pré-formados de COx, a isoterma tornou-se mais expandida, o efeito

sendo proporcional ao aumento da concentrag@o das proteinas da camada S.
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Figura 4.14. Isotermas 7 - A dos filmes de COx e proteinas da camada S puras e dos
filmes mistos na propor¢do 2:1, 1:1 e 1:2 (v/v) de COx : proteinas da camada S, em uma

cuba Kibron — S, a 20°C + 1°C.

O mesmo efeito foi observado para os filmes mistos combinando dois tipos de
moléculas, um lipideo e uma proteina. Quando o volume aplicado de lipideos ¢ o dobro
do volume de proteinas, ou seja, proporcao 2:1 (v/v), a isoterma apresenta-se mais
densa, similar a isoterma do lipideo puro. Observa-se que com o aumento da quantidade
de proteinas da camada S no filme monomolecular, propor¢ao 1:2 (v/v), este se torna

mais fluido, aproximando-se da forma da isoterma da proteina pura (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Isotermas 7 - A do filme de DPPC puro e dos filmes mistos de DPPC e
proteinas da camada S, nas proporgoes 2:1, 1:1 e 1:2 (v/v) de DPPC : proteinas da

camada S, em uma cuba Kibron — S, a 20°C £+ 1°C.

Vale salientar que o software que acompanha a cuba de Langmuir ¢ iniciado
apenas com os dados de um dos componentes, ou seja, os calculos da area molecular
média s6 levaram em consideragdo a quantidade propagada da COx ou do DPPC,
respectivamente. Assim, ¢ possivel observar a mudanga na configuragdo das isotermas

7 - A quando submetida a influéncia de um segundo tipo de molécula.

4.4. FILMES DE LANGMUIR-BLODGETT

Os filmes LB foram produzidos a partir de filmes de Langmuir, formados na
interface ar-dgua, utilizando uma cuba de Langmuir equipada com um aparato para
transferéncia LB. Utilizando a cuba de Langmuir KSV 2000, o programa de computador
através de um sistema de retro-alimentacdo mantinha a pressdo de superficie
determinada para a transferéncia constante, além de informar sobre a raziao de
transferéncia alcangada durante o processo de imobilizagdo das moléculas no suporte

solido. Assim, para compensar a redugdo da pressao de superficie devido a transferéncia
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das moléculas do filme de Langmuir para o suporte solido, o sistema de controle,
através do sensor de Wilhelmy, mantém a pressdo de superficie constante durante a
transferéncia atuando nas barreiras moveis da cuba e, portanto, na area ocupada pelo

filme.

Na Figura 4.16 observa-se a pressdo de superficie do filme de Langmuir variando
em torno da pressdo de 15 mN m'l, fixada no software. A transferéncia acumulada, ou
razdo de transferéncia, que ¢ a razao entre a area da monocamada transferida e a area do
suporte (Equagdo 2.2), inicialmente ¢ bem elevada, porém reduzindo a velocidade de
elevacdo do suporte, fez com que a razdo de transferéncia se mantivesse proxima da
unidade, razdo dita ideal para a transferéncia LB (HOU et al., 2002), pois o filme

flutuante recobre homogeneamente a superficie do suporte.
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Figura 4.16. Deposicao pela técnica de Langmuir-Blodgett das proteinas da camada S

para um suporte de quartzo, em uma cuba KSV 2000, a 20°C + 1°C.

Apds os filmes de Langmuir de DPPC e das proteinas da camada S serem
transferidos para uma placa de ouro através da técnica LB, estas foram analisadas por
espectroscopia FT-IR. A Figura 4.17 apresenta espectros da placa de ouro sem nenhuma
deposicdo e da mesma placa de ouro apods a deposicao de filmes LB do DPPC, com uma

camada e com 17 camadas. J4 na Figura 4.18, s3o apresentados espectros da placa de

66



ouro sem deposicao e da placa apds a deposicdo LB de uma camada de filme das

proteinas da camada S.
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Figura 4.17. Espectro FT-IR de uma placa de ouro (a) e dos filmes LB do DPPC
depositados em uma placa de ouro, com 1 camada depositada (b) e com 17 camadas

depositadas (c).

Na Figura 4.17, espectros referentes a imobilizagdo LB do DPPC na superficie de
uma placa de ouro, observou-se a formagio de bandas no intervalo de 3500-3200 cm™ ¢
também entre 1700-1300 cm™. Embora os picos caracteristicos do DPPC (~2850 cm’
para C-H e ~1050 para C-N", BAKSHI et al., 2007) ndo tenham sido observados, a
presencga de outras bandas indicam que houve transferéncia do filme, j4 que as mesmas
ndo estavam presentes no suporte sem recobrimento. Cabe ressaltar que a presenga do
suporte e o nimero reduzido de camadas transferidas podem justificar a ocorréncia de

ruidos no sinal e a baixa intensidade ou auséncia dos picos esperados para o DPPC.

Na Figura 4.18, os espectros FT-IR para as proteinas da camada S mostram o
aparecimento de bandas na regido caracteristica da absor¢cdo das proteinas (amida II,
entre 1650 ¢ 1515 cm™ (SILVERSTEIN et al., 1991 apud FIGUEIREDO, 2008)) que
ndo estavam presentes no suporte sem deposicao. Este resultado pode ser um indicio de
que as proteinas da camada S mantiveram sua conformacdo nativa ao serem

imobilizadas no suporte s6lido de ouro (FIGUEIREDO, 2008).
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Figura 4.18. Espectro FT-IR de uma placa de ouro (a) e do filme LB das proteinas da

camada S depositado na placa de ouro (b), com 1 camada depositada.

Superficies do eletrodo de trabalho de carbono do sensor impresso, que foram os
suportes utilizados para a transferéncia dos filmes LB de COx e filmes mistos LB de
COx / proteinas da camada S para a fabricagcdo dos biossensores, foram analisadas pela
técnica de FT-IR. Nao foram observados picos de absor¢do na regido analisada, como
mostra a Figura 4.19, provavelmente devido a espessura muito reduzida da camada

depositada e ao fato de o feixe de luz penetrar a certa profundidade do suporte.
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Figura 4.19. Espectro FT-IR de um eletrodo de trabalho de carbono (a) e, dos filmes
LB da COx (b) e dos filmes mistos de COx / proteinas da camada S (c) depositados na

superficie de um eletrodo de trabalho de carbono, com 6 camadas depositadas cada um.

Os filmes LB de COx depositados na superficie também foram analisados através
da técnica de AFM em uma resolugdo de 1,5x 1,5 pm”. A Figura 4.20 (a) apresenta
uma imagem de AFM de um eletrodo de carbono sem deposi¢do, com rugosidade média
quadrada (RMS) igual a 50,84 nm e maxima distincia entre picos e vales (Rt) igual a
646,8 nm. Ja a Figura 4.20 (b) mostra uma imagem de AFM de um eletrodo de carbono
com a superficie modificada com 6 camadas de filmes LB de COx, apresentando RMS e
Rt respectivamente iguais a 35,29 nm e 300,0 nm. A Figura 4.20 (c) apresenta uma
imagem de um eletrodo de carbono com 6 camadas de filmes LB mistos de COx e

proteinas da camada S, com RMS e Rt respectivamente iguais a 46,0 nm e 325,2 nm.

Nesta resolucdo, foi possivel visualizar diferencas significativas entre as
superficies do eletrodo sem deposicdo e dos eletrodos depositados, principalmente
quando referente ao suporte recoberto com o filme misto COx /proteinas da camada S.
Apesar da superficie do eletrodo sem deposi¢do ja apresentar uma elevada rugosidade e
o numero de camadas depositadas ser pequeno, houve uma diminui¢ao da rugosidade
média e da distancia entre picos e vales desta superficie, sendo este ultimo parametro

reduzido em mais da metade do valor inicial.
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Figura 4.20. Imagens de amplitude AFM do eletrodo de trabalho de carbono sem
deposi¢ao (a) e com seis camadas de filmes LB de COx (b) e de COx / proteina de
camada S (¢). Analise realizada no INMETRO.
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As imagens de contraste de fase AFM sdo apresentadas na Figura 4.21, com
resolugdo de 1,5x1,5 um?. Para a superficie do eletrodo de carbono sem deposicio, a
imagem da Figura 4.21 (a) apresenta estruturas de forma arredondada e em forma de
plaquetas na mesma fase (coloragdo), ou seja, com variagdo pequena na faixa de
150 deg (angulo de fase). Para a superficie do eletrodo de carbono recoberto com seis
camadas de filmes LB de COx, a imagem apresentada na Figura 4.21 (b) permite inferir
que aumentou a quantidade de estruturas arredondadas na superficie, havendo a
formacdo de aglomerados, porém ndo recobrindo a superficie como um todo. Placas
escuras provavelmente sdo partes do material original (suporte de carbono). O contraste
manteve-se na faixa de 150 deg. J4 para a imagem da superficie do eletrodo de carbono
recoberto com seis camadas de filmes mistos LB de COx / proteinas da camada S
(Figura 4.21 (c¢)), o contraste aumentou para em torno de 200 deg, sugerindo que a
superficie foi recoberta com materiais com diferenca significativa de viscoelasticidade,

o que confirmaria a presenca do filme misto de COx e proteinas da camada S.
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Figura 4.21. Imagens de contraste de fase de AFM do eletrodo de trabalho de carbono
sem deposi¢do (a) e com seis camadas de filmes LB de COx (b) e de COx / proteina de

camada S (c¢). Analise realizada no INMETRO.
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4.5. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Os voltamogramas ciclicos referentes ao controle das analises aqui apresentadas
encontram-se no ANEXO 11, onde sdo apresentados estudos para avaliacdo dos ions e
moléculas presentes no meio reacional. Os ciclos voltamétricos para estes meios
reacionais ndo apresentaram a formacdo de picos caracteristicos de oxidag¢do e/ou
reducio. J4 nos testes realizados em solugdo de 150 mg dL™ de colesterol e 150 mg dL™
de colestenona (ambas em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, isopropanol e triton X-100 na
propor¢do de 86:10:4 (%peso)) verificou-se formagdo de picos de oxidagdo e de
redu¢do. No entanto, os picos obtidos em solucao de colesterol estavam deslocados para
a direita em relag@o aos picos obtidos em solucao de colestenona, como apresentado na
Tabela 4.1, sendo os valores de potencial obtidos versus eletrodo Ag/AgCl. A
colestenona, conforme pode ser conferido nas equagdes (1.1) a (1.3), € o produto da
oxidagdo do colesterol pela enzima colesterol oxidase. O fato de a mesma também
apresentar picos redox em valores de potencial diferentes do colesterol sugere que
seriam esperados dois conjuntos de picos redox nos ciclos voltamétricos do colesterol:
um devido a sua propria oxidagdo/reducdo e outro devido a oxidacdo/reducdo da
colestenona. No entanto, no intervalo de tempo em que ¢ feita a medida, ndo ocorre
producdo de colestenona suficiente para que sua presenga seja detectavel pelos eletrodos

e, conseqiientemente, para que a mesma seja oxidada e reduzida no ciclo.

Tabela 4.1. Valores dos picos redox obtidos em solugdes eletroliticas de colesterol e

colestenona (ambos com concentragao de 150 mg dL™).

Solugao eletrolitica Pico de oxidagao Pico de reducgao
Potencial (V) | Corrente (uA) | Potencial (V) | Corrente (LA)

colesterol 0,24 0,059 -0,07 -0,048

colestenona 0,14 0,057 -0,20 -0,052

Em todos os resultados apresentados neste item, adotou-se como procedimento
ndo reutilizar os eletrodos. Quando os eletrodos foram reutilizados, obteve-se a
formagao de picos redox em solucdo controle (na auséncia de colesterol). Este fato pode
ser explicado pela permanéncia de moléculas de colesterol adsorvidas na superficie do

eletrodo que ndo foram removidas mesmo apos a lavagem.
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Nos ensaios de voltametria ciclica, foram avaliados eletrodos impressos, de ouro
ou carbono, a serem utilizados na fabricagdo dos biossensores de colesterol. Os ensaios
de voltametria ciclica foram realizados com a enzima em solu¢do, imediatamente apos a

injecdo da enzima na solucao de colesterol e apds 20 minutos (Figura 4.22).

[= =]
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oo - 0 Xmin
17

Potencial (V)

Corrente (pA)

= carbono
= carbono - COx Omin
m— carbonn - C0x 20min)
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Figura 4.22. Voltamogramas ciclicos a 25 mV s™' em solucio de colesterol 100 mg dL™!
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, isopropanol e triton X-100, 86:10:4 (% peso), antes e
apos (0 e 20 minutos) a adi¢ao de 400 pL de solugdao de COx. Eletrodo de ouro (a) e
eletrodo de carbono (b), a 40°C =+ 1°C.
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Os voltamogramas ciclicos referentes ao sistema contendo o eletrodo de trabalho
de ouro, mostrados na Figura 4.22 (a), ndo apresentam indicios de ocorréncia de reagao
eletroquimica. No entanto, os referentes ao sistema contendo o eletrodo de carbono,
Figura 4.22 (b), revelam significativas diferencas, quando comparando os ciclos
voltamétricos na auséncia da enzima e imediatamente apds a adicdo desta na célula
eletrolitica ao ciclo voltamétrico na presenca da enzima com tempo de reacdo igual a
20 minutos. Neste ultimo, sdo verificadas caracteristicas de reacdes reversiveis na
superficie do eletrodo e uma maior intensidade dos picos catédico e anddico. O pico de
oxidacdo ocorre no potencial de 0,132 V (versus Ag/AgCl), gerando uma corrente de
10,09 nA, e o pico de reducdo ocorre no potencial de -0,214 V (versus Ag/AgCl),
gerando uma corrente de -13,17 pA. Baseado neste resultado, o eletrodo de trabalho de
carbono foi escolhido como matriz de imobilizagdo da COx no estudo de biossensores

de colesterol deste trabalho.

Os voltamogramas ciclicos, apresentados na Figura 4.23, sdo referentes a
caracterizagdo eletroquimica dos biossensores desenvolvidos através da modificacdo da
superficie do eletrodo de trabalho de carbono, em sensores impressos, pela transferéncia
de filmes LB da enzima de interesse, COx, testando duas metodologias de transferéncia,
a deposicdo tipo Z e a deposicdo tipo Y. Verifica-se que a magnitude das correntes

envolvidas sdo bem distintas e o comportamento das curvas também.

Na Figura 4.23 (a), referente a caracterizacdo do eletrodo modificado com filme
LB da COx pela deposicdo tipo Z, sdo apresentados os voltamogramas gerados na
auséncia da solugdo de colesterol (controle) e, na presen¢a do analito alvo, ou seja, em
solugdo de 150 mgdL™" de colesterol, apés 2 minutos de reagdo. O voltamograma
ciclico de controle nao apresenta a formagao de picos redox. J& o voltamograma obtido
na presenga do colesterol, apresentou picos redox, ou seja, um pico de oxida¢do em
potencial de 0,16 V (versus Ag/AgCl), com intensidade de corrente de 0,05 pA, e um
pico de redugdo em -0,134 V (versus Ag/AgCl), com intensidade de -0,05 pA. Assim,
este eletrodo modificado mostrou-se com atividade eletroquimica para a oxida¢ao do
colesterol sem a ajuda de nenhum outro mediador, confirmando seu potencial como
biossensor para detec¢do desta biomolécula. Entretanto, na Figura 4.23 (b), referente ao
eletrodo modificado com filme LB pela deposi¢ao tipo Y, os voltamogramas ciclicos de

controle, quando na auséncia de colesterol na solucdo eletrolitica, ¢ o gerado na
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presenca de colesterol (150 mg dL™) ndo apresentaram picos redox. A diferenca entre os
resultados observados para as duas metodologias de transferéncia investigadas reflete a
diferenca na estrutura do filme imobilizado obtido. Quando se emprega a metodologia
de deposicao do tipo Y, a auséncia de sinal pode ter sido causada pela obstrugdo do
eletrodo de trabalho pela molécula imobilizada ou por uma orientagdo molecular que

desfavoreceu a reagdo enzimatica.

o
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Potencial (V)
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Eletrodo modificado com filmes
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-------- 150me/d.
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Figura 4.23. Voltamogramas ciclicos a 25 mV s em solugio tampéo fosfato 0,1 M
pH 7,0, isopropanol e triton X-100, 86:10:4 (%peso) na auséncia de colesterol (linha
cheia) e na presenca de colesterol 150 mg dL™' (linha interrompida), utilizando
biossensor fabricado pela deposicao tipo Z (a) e Y (b) de filmes LB de COx em eletrodo

de trabalho impresso de carbono em 2 minutos de reagao, a 40°C + 1°C.
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Comparando a Figura 4.22 (b) e a Figura 4.23 (a), observa-se que a presenca da
enzima COx imobilizada na superficie do eletrodo retardou a transferéncia de elétrons
entre a superficie do eletrodo e o analito, reduzindo drasticamente o valor da corrente.
No entanto, a presenca da enzima imobilizada, que caracteriza a existéncia do

biossensor, assegura uma deteccao especifica do colesterol.

Com o intuito de avaliar o efeito da presenca das proteinas da camada S na
estrutura da matriz dos sensores, foram imobilizados filmes LB mistos de
COx / proteinas da camada S utilizando as metodologias de deposi¢do tipoZ ¢ Y

(Figura 4.24).

A Figura 4.24 (a) apresenta voltamogramas ciclicos para a deposi¢do tipo Z ao
longo do tempo (2, 15, 25 e 35 minutos). Ocorre uma diminui¢do da intensidade da
corrente no pico de oxidacdo com o tempo, porém o potencial anddico se mantém
constante em aproximadamente 0,11 V (versus Ag/AgCl). Este efeito pode ser atribuido
a irreversibilidade da reacdo na presenca das proteinas da camada S, pois hd uma
oxidacdo do colesterol nas proximidades da superficie do eletrodo, o qual ndo ¢
reduzido no ciclo inverso. Isso gera uma diminui¢do na concentracao local de colesterol

na forma reduzida para os proéximos ciclos.

Os voltamogramas ciclicos da Figura 4.24 (b) sdo referentes aos filmes LB mistos
de COx / proteinas da camada S pela deposicao tipo Y ao longo do tempo (2,15, 25 e
35 minutos). As formas dos voltamogramas ciclicos diminuem de intensidade e
apresentam uma tendéncia para a formagao de pico de oxidagdo no potencial de 0,25 V
(versus Ag/AgCl), aproximadamente. O pico de reducdo ndo foi perceptivel. Como a
intensidade da corrente diminui muito, a visualizacao do voltamograma ciclico referente
ao tempo de reacdo de 35 minutos na Figura 4.24 (b) ficou comprometida. Assim,
quando se apresenta este isolado (Figura 4.25), verifica-se a forma totalmente distinta
dos resultados anteriores, com formagao de pico de oxidagdo bem definido em potencial
de 0,19 V (versus Ag/AgCl), com intensidade de corrente de aproximadamente 0,1 pA,
e pico de reducdo nao perceptivel. O deslocamento do pico de oxidacdo para um valor
de potencial mais proximo ao observado anteriormente para a deposi¢do tipoZ, e a

mudanga no formato do voltamograma para o tempo de 35 minutos sugerem uma

77



limitagdo da reacdo de oxidacdo pela etapa de difusdo do colesterol até a superficie do

eletrodo.

A diferenga entre os resultados obtidos para as deposigoes Y e Z confirmam a
influéncia do tipo de imobilizagdo sobre o desempenho do biossensor, como discutido
anteriormente, e, novamente, melhores resultados foram obtidos com a deposi¢dao

tipo Z.
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Figura 4.24. Voltamogramas ciclicos a 25 mV s™' em solugdo de colesterol 150 mg dL™
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, isopropanol e triton X-100, 86:10:4 (% peso),
utilizando biossensor fabricado pela deposi¢do tipo Z e Y de filmes LB mistos de
COx / proteinas da camada S em eletrodo de trabalho impresso de carbono, ao longo do

tempo indicado, a 40°C = 1°C.
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Figura 4.25. Voltamograma ciclico a 25 mV s em solugio de colesterol 150 mg dL™
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, isopropanol e triton X-100, 86:10:4 (% peso),
utilizando biossensor fabricado pela deposi¢do tipo Y de filmes LB mistos de
COx / proteinas da camada S em eletrodo de trabalho impresso de carbono, nos tempos

de 35 minutos, a 40°C £ 1°C.

A Figura4.26 mostra uma comparagdo entre os resultados obtidos na
caracterizagdo eletroquimica do sensor com eletrodo de trabalho modificado apenas pela
transferéncia de filmes LB da enzima COx e com eletrodo de trabalho modificado pela
transferéncia de filmes LB mistos de COx e proteinas da camada S, ambos pela
deposicdo tipo Z. Foi verificada uma diferenca significativa entre os voltamogramas
ciclicos destes, pois o segundo biossensor apresentou voltamograma ciclico contendo
um pico de oxidagdo com maior intensidade, deslocado para a esquerda e mais estreito
em relagdo ao primeiro. Este resultado ¢ um indicio da presenca das proteinas de
camada S na superficie do biossensor. A presen¢a dessas proteinas interfere na forma de
imobilizacdo da enzima colesterol oxidase, resultando, provavelmente, em uma
organizacdo que facilitar a ocorréncia da reagdo, aumentando a sensibilidade do
biossensor. No entanto, a reprodutibilidade desses resultados deve ser avaliada em

novos testes, visando confirmar este efeito.
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Figura 4.26. Voltamogramas ciclicos a 25 mV s™' em solugdo de colesterol 150 mg dL™!
em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, isopropanol e triton X-100, 86:10:4 (% peso),
utilizando biossensor fabricado pela deposi¢do tipo Z, em eletrodo de trabalho impresso
de carbono, de filmes LB de COx pura (linha interrompida verde) e de filmes LB mistos
de COx / proteinas da camada S (linha cheia azul), ambos em 2 minutos de reagao, a

40°C £ 1°C.

Os voltamogramas ciclicos de biossensores preparados através da deposi¢ao de
solugdo concentrada de COx na superficie do eletrodo de trabalho ao longo do tempo,

sdo mostrados na Figura 4.27.
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Figura 4.27. Voltamogramas ciclicos a 25 mV s em solugio de colesterol
150 mg dL™' em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, isopropanol e triton X-100,
86:10:4 (% peso), utilizando biossensor fabricado pela adsor¢do de uma gota de solugdo
de COx em eletrodo de trabalho impresso de carbono, em 0, 5 € 15 minutos,

a 40°C + 1°C.

O voltamograma da COx adsorvida a partir da solugdo gotejada apresentou outros
picos anddicos, diferentemente daqueles obtidos com a deposi¢do LB. Este resultado
pode ser atribuido a ndo especificidade na adsor¢do das moléculas de COx quando
depositadas por gotejamento, expondo diferentes partes da proteina e podendo levar a
formagao de multiplas camadas. Além disto, pode ocorrer que impurezas presentes na
solucdo da proteina também fiquem imobilizadas na superficie do biossensor. Ja os
voltamogramas realizados com sensores utilizando deposicdes LB sdo mais
reprodutiveis, mantendo o potencial anoddico caracteristico da oxidagdo do colesterol
(em torno de 0,15 V (versus Ag/AgCl)). Neste caso, a deposicao do filme formado pela
técnica de Langmuir e depositado pela técnica de LB favorece a obtencdo de uma

superficie mais uniforme, sem presenca de impurezas.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E SUGESTOES

51. CONCLUSOES
As principais conclusdes obtidas nesta pesquisa foram:

- Os resultados dos procedimentos utilizados para a extragdo das proteinas da
camada S confirmaram que a metodologia convencional, utilizando um agente
caotrdpico em alta concentragdo e altas temperaturas (hidrocloreto de guanidina, 5 M,

60°C), ¢ a mais apropriada para adquirir extratos com elevada concentragdo e pureza.

- A enzima colesterol oxidase comercial e as proteinas da camada S extraidas do
B. sphaericus apresentam propriedades anfifilicas, formado filmes de Langmuir na
interface ar-agua e ar-solido. Os filmes com estas biomoléculas foram obtidos com alta

reprodutibilidade. Cabe ressaltar o ineditismo desses resultados.

- A respeito do filme de Langmuir das proteinas da camada S, observa-se que este
apresentou uma forma de um filme mais fluido, com fases bem definidas (gas, liquido-
expandido e liquido-condensado), ocorrendo colapso do filme ao final da compressao.
O filme mostrou-se estavel em 6000 segundos, mantendo a drea média ocupada por uma
molécula constante, quando fixada a pressdo de superficie em 15 mN m™. Ciclos de
compressdo-descompressdo revelaram a pouca interagdo molécula-molécula até a
pressio de 15mNm’, evidenciada pela auséncia de histerese nos ciclos. Com o
aumento do valor da pressio de superficie em cada ciclo para 30 mN m™, ocorre
histerese. Assim, a pressdo de superficie adequada para transportar o filme para um
suporte foi de 15mNm™, pois mesmo que haja um pequena variagio da pressio
durante a deposicdo, o filme ndo sofreria a formacdo de aglomerados irreversiveis,

provocados pelo fendmeno da histerese.
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- Foi possivel preparar filmes mistos de COx/proteinas da camada S e de
DPPC /proteinas da camadaS. Os filmes mistos apresentaram caracteristicas
intermediarias aquelas observadas para os filmes de cada biomolécula separadamente,
indicando a formagdo de filmes do tipo ideal, no qual os componentes formam um filme
homogéneo, mas sem interacdes significativas entre eles. Estes resultados também sao

inéditos na Literatura.

- A caracterizagdo dos filmes LB pelas técnicas de microscopia de forca atdmica
(AFM) indicou a presen¢a de camadas depositadas, como pdde ser observado pela
reducdo dos parametros de rugosidade média quadrada (RMS) e distancia entre picos e

vales (Rt).

- Quanto a técnica de espectroscopia de infravermelho (FT-IR), os resultados
sugerem que houve deposicdo de material na superficie do suporte de ouro. Ja nos

eletrodos impressos de carbono, ndo foi possivel confirmar a deposi¢ao por esta técnica.

- A caracterizagdo eletroquimica mostrou-se uma técnica adequada para avaliar os
sensores fabricados pela modificacdo do eletrodo de trabalho através da deposi¢do de
filmes pela técnica LB. Os biossensores preparados apresentaram picos de reducdo e
oxidagdo estaveis e de intensidade moderada (da ordem de alguns microampéres). Além
disso, comparando-se os eletrodos com ou sem deposi¢do, observaram-se diferencas
significativas na forma dos voltamogramas ciclicos, na intensidade da corrente € nos

potenciais catodicos e anodicos, confirmando a transferéncia do filme de Langmuir.

- A técnica de deposicao do filme para obtencdo do biossensor afeta a capacidade
de detec¢do do mesmo. Neste trabalho, melhores resultados foram obtidos quando
utilizou-se a deposigdo tipo Z, para imobilizacao tanto dos filmes de COx pura quanto

para os filmes mistos de COx e proteinas da camada S.

- Na comparacao dos voltamogramas ciclicos dos biossensores fabricados com a
transferéncia de filmes LB com deposicao tipo Z, ha indicios de que a presenca das
proteinas de camada S contribui para a obtencdo de biossensores com propriedades mais

adequadas ao uso, visto que o pico de oxidagdo observado foi de intensidade maior,
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com reagao mais rapida (pico estreito) e deslocado para a esquerda, ou seja, a reagao

ocorre em uma diferenca de potencial menor.

5.2. SUGESTOES

Para produzir superficies limpas, homogéneas, relativamente planas e
reprodutivas, imprescindiveis para melhorar a qualidade da transferéncia, sugere-se um
estudo sobre pré-tratamentos das superficies dos eletrodos (tratamentos térmicos e
quimicos, ou eletroquimicos) adequados ao eletrodo escolhido e as moléculas que irdo

ser imobilizadas.

Na etapa de obtencdo de filmes monomoleculares utilizando a balanga de
Langmuir, seria interessante estudar outras condi¢des experimentais, como o efeito da
temperatura, pH e composicdo da subfase. Um estudo mais profundo da interferéncia da
concentracio de fons Ca’" na subfase sobre a formacdo de filmes das proteinas da
camada S, isoladas ou em filmes mistos, também poderia resultar em melhorias no
biossensor ja que esses ions tém efeito reconhecido na capacidade de auto-organizagao

das proteinas de camada S.

Investigar mais detalhadamente as propriedades dos filmes mistos. Por exemplo,
através das isotermas m— A desses filmes, sugere-se obter a relagdo entre a fragdo
volumétrica de um componente e a area ocupada por molécula no filme, visando

caracterizar o tipo de filme formado.

Visando a uma caracterizacdo mais detalhada dos filmes monomoleculares,
propdem-se o estudo aprofundado destes utilizando técnicas como isotermas de
potencial de superficie (AV — A), elipsometria, microscopia de angulo de Brewster, e
estudos mais sistematicos por microscopia de for¢ca atdmica. Além disto, seria

necessaria a caracterizacao da atuacao enzimatica da COx.

Com a intenc¢do de caracterizar o biossensor fabricado, sugerem-se ensaios que

avaliem a repetibilidade, reprodutibilidade e a faixa limite de detec¢do do analito alvo.
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Sugere-se estudar a variacdo de parametros importantes, como a velocidade de
varredura, a temperatura de reacdo, o uso de mediadores, o nimero de camadas
imobilizadas, etc. Também, a constru¢do de uma curva de calibragdo, relacionando a

concentragdo de colesterol e a intensidade de corrente gerada (amperometria).

Outra sugestdo ¢ a condugdo de testes de estabilidade do biossensor, tanto nas
condicdes de uso quanto a estocagem. Estes poderiam ser realizados através de
caracterizagdes eletroquimicas por voltametria ciclica ou usando outras técnicas, como,
cronoamperometria. Além disso, a avaliagdo da especificidade do biossensor quando em
contato com outras espécies biologicas, que podem ser interferentes no sistema, ¢

fundamental para determinar a sua eficiéncia nas condig¢des reais de uso.
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ANEXO I

PROTOCOLO DE ELETROFORESE

Preparo das solugdes:

Solucio de mondémero 30%T /2,7%C: Trabalhando na capela com luvas,
mistura-se 14,6 g de acrilamida (Sigma) com 0,4 g de bis-acrilamida (Sigma),
completando o volume com agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore) até¢ o volume de

50 mL. Estocar a solugdo em frasco &mbar, a 4°C por trés semanas.

T = (% bis-acrilamida + % acrilamida) (L1)
C = % bis-acrilamida (1.2)
T

Tampao de corrida: Para preparar 1 L desta solucao, mistura-se 3 g de Tris-base
(USB) e 14,5 g de Glicina (Vetec). Adiciona-se 10 mL de solucdo de SDS 10% (m/v).
O estoque deve ser em temperatura ambiente e a solu¢do deve ser utilizada, no méximo,

em trés corridas de eletroforese.

Solugdo para aplicagio de amostra: Misturar 1,25 mL de tampao Tris-HCl
1,0 M pH 6,8 com 2 mL de solugdo de SDS 10% (m/v), 0,5 mL de mercaptoetanol,
4 mL de solugdo de azul de bromofenol 0,05% (m/v), 1 mL de glicerol e 1,25 mL de
agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore). Estocar esta solucdo a -20°C durante quatro

semanas, em aliquotas de 1 mL.

Solucio corante (azul de coomassie R-250 0,025% (m/v), metanol 40% (v/v),
acido acético 7% (v/v)): Mistura-se 12,5 mL da solu¢do de azul de coomassie
1% (m/v) com 25 mL de metanol e 1 mL de acido acético, completando com agua

destilada até o volume de 100 mL.
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Solug¢ao descorante: 30 mL de metanol e 7 mL de 4cido acético, completando o

volume para 100 mL com 4gua destilada.

Preparo do gel de poliacrilamida:

Gel de corrida e gel de nivelamento: Num béquer previamente limpo, os
reagentes seqlienciados na Tabela I.1 eram adicionados. Primeiramente preparava-se o
gel de corrida 10% e depositava-o entre os vidros para preparagdo do gel fino, Somente
apods sua polimerizagdo, preparava-se o gel de nivelamento, que era aplicado sobre o

primeiro com o aparato para formacgao dos pocos de aplicacao das amostras.

Tabela A-I.1. Reagentes e volumes correspondentes para o preparo dos géis

de poliacrilamida.

Reagentes Gel de corrida 10% Gel de nivelamento 4%
(mL) (mL)
Agua Milli-Q 2,0 2,1
Mondmero 30%T / 2,7%C 1,7 0,5
Tris.HCI 1,5 M pH 8,8 1,3 -
Tris-HCI 1,0M pH 6,8 - 0,38
SDS 10% 0,05 0,03
Persulfato 10% 0,05 0,03
TEMED 0,002 0,003

O TEMED (catalisador) e o persulfato de amonio (gerador de radicais livres)
devem ser adicionados por ultimo para dar inicio a polimerizacdo dos monomeros

(acrilamida e bis-acrilamida).

Para o preparo de cada amostra era misturada com 40% (v/v) de solucdo para

aplicagéo de amostra. Entdo, permaneciam em banho térmico a 95°C por 5 minutos.

Preparo da cuba de eletroforese:
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Com o gel devidamente imerso no tampdo de corrida dentro da cuba de
eletroforese, injetava-se 25 puL. das amostras em cada poco e aplicava-se uma diferenca

de potencial de 100 volts na cuba de eletroforese.
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ANEXO II

CONTROLE DA CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Com o proposito de obter mais confiabilidade e facilitar na interpretacdo dos
resultados obtidos na caracterizagdo eletroquimica dos biosenssores desenvolvidos neste
trabalho, serdo apresentados, neste anexo, voltamogramas ciclicos de controle do
sistema. Nestas analises, foi utilizado um sensor impresso com eletrodo de trabalho de
carbono, eletrodo de referéncia prata/cloreto de prata e eletrodo contra de
platina/carbono. As solu¢des foram preparadas imediatamente antes de cada

experimento.

Foram realizados ciclos em solugdes de tampao fosfato de sédio 0,1 M e 0,01 M
pH 7,0 para avaliar a interferéncia dos ions presentes na solu¢do. Em seqiiéncia, ciclos
em solu¢do tampao fosfato com isopropanol e triton X-100 foram avaliados, nas
mesmas condi¢gdes dos testes anteriores. Os voltamogramas ciclicos gerados nesses

testes estdo apresentados na Figura A-II.1.

Observa-se que os ciclos voltamétricos ndo apresentam a formagdo de picos

caracteristicos de reagdo de oxida¢ao nem redugao.
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Figura A-IL1. Voltamogramas ciclicos a 25 mV s™' em solugdes de controle,
tampao fosfato 0,1 M e 0,01 M, tampao fosfato 0,1 M com isopropanol e com triton X-
100 (separadamente), utilizando sensor impresso com eletrodo de trabalho de carbono, a

40°C.

Também foram adquiridos voltamogramas ciclicos em solucdo de tampao fosfato
0,1 M pH 7,0, isopropanol e triton X-100 na propor¢ao de 86:10:4 (%peso), em solugdo
de colesterol 150mgdL' em tampdo fosfato : isopropanol : triton X-100
(86:10:4 (%peso)) e, em solugdo de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 com peroxido de
hidrogénio. Foi avaliada a corrente gerada pelo sensor quando em contato com o
produto da reagdo, ou seja, em solugio de colestenona 150 mgdL' em
fosfato : isopropanol : triton X-100 (86:10:4 (%peso)). Os resultados sdo apresentados
na Figura A-IL.2.
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Figura A-IL.2. Voltamogramas ciclicos a 25 mV s em solugdes de controle (tampéo
fosfato 0,1 M pH 7,0 com triton X-100 e isopropanol; colesterol 150 mg dL™'; tampao
fosfato 0,1 M H,0, e; colestenona 150 mg dL™) utilizando sensor impresso com

eletrodo de trabalho de carbono, a 40°C.

Como a forma caracteristica do voltamograma ciclico em solucao de colesterol
150 mgdL" e do em solugio de colestenona 150 mg dL" ndo ficaram aparentes,

apresentam-se estes voltamogramas isolados dos demais na Figura A-I1.3.

Em ambos os voltamogramas foram caracterizados pela presenca de picos de
oxidacdo e reducdo das espécies em solucdo. Porém, os picos obtidos no teste com o
colesterol sdo deslocados para a direita em relacdo aos picos obtidos no teste com a
colestenona. O pico de oxidagdo obtido quando na solu¢do contém colesterol acontece
no potencial de 0,30 V, com intensidade de corrente de 0,054 pA, e o pico de oxidacao
obtido quando na solucao contém colestenona acontece no potencial de 0,13 V, com
intensidade de 0,057 pA. Ja o pico de reducdo em solugdo de colesterol acontece no
potencial de -0,07 V, com intensidade de -0,048 pA, e o pico de redugdo em solugdo de

colestenona aparece no potencial de -0,20 V, com intensidade de corrente de -0,052 pA.
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Figura A-IL.3. Voltamograma ciclico a 25 mV s em solugdo 150 mg dL™' de colesterol
e em solugio 150 mg dL™' de colestenona (ambas em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0,

isopropanol e triton X-100 na proporcao de 86:10:4 (%peso)), a 40°C.
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