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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar a interface platina/lectina utilizando
métodos impedimétricos. Lectinas pertencem a um grupo de proteinas com
especificidade a carboidratos, caracteristica que ampliou o foco da tese também para a
interagdo da proteina e o carboidrato.

Neste trabalho foi verificado que as lectinas, concanavalina A e lentil,
adsorvem espontaneamente sobre a platina e esse processo ¢ fortemente afetado pela
presenca de 6xido. Essa forte adsor¢do, ocasionada pela modificacao da superficie com
um filme de 6xido, foi constatada na voltametria ciclica pelo bloqueio da superficie
que praticamente suprimiu os picos de 6xido-redugao do ferri-ferrocianeto de potassio.
Na espectroscopia de impedancia houve um aumento de pelo menos 10 vezes na
componente resistiva do sistema.

A adsorcdo da proteina foi explicada por um modelo que prevé uma camada
continua, porém, permeavel. Nesse modelo o pardmetro definido como resisténcia da
proteina informa a quantidade de proteina adsorvida. Os resultados mostraram que em
uma superficie sem 6xido a adsorgdo esta associada a formagdo de uma monocamada e
sobre uma superficie modificada com 6xido a adsor¢cdo foi associada a formacdo de
multicamadas de proteina. O valor encontrado para uma monocamada de concanavalina
A foi de 28 A e para a lentil de 20 A, niio se observando uma diferencga significativa
entre as forma ativada e desativada das mesmas. Na formacdo de multicamadas, o valor
da espessura para a forma ativada da concanavalina A ¢ de 108 A e para desativada de
277 A, para a lentil foram respectivamente de 84 A e 239 A. Neste caso, a diferenca
obtida entre a forma ativada e desativada foi atribuida a presenga dos sais de ativagao,
calcio e manganés, que proporcionam uma estrutura mais compacta a proteina ativada.
O parametro associado a capacitdncia da proteina pdde ser relacionado a conformacgéo
da mesma, os resultados mostraram que sobre uma superficie com 6xido a proteina
adsorve em uma conformag¢do mais compacta.

A sensibilidade da concanavalina A, adsorvida sobre uma superficie com 6xido,
foi verificada frente a glicose, glicogénio e galactose e observou-se que esta ¢ mais
sensivel a glicose, aglcar para o qual é especifica e menos sensivel a galactose, agticar
para o qual ndo ¢ especifica. Esse resultado mostra que a proteina retém sua
especificidade e seletividade mesmo quando adsorvida. Para a lentil, apenas foi
verificada a sensibilidade frente ao glicogénio e que relativamente a con A apresentou

uma sensibilidade menor.
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Abstract

The aim of this work was to study the platinum/lectin interface by
impedimetric methods. Lectins belong to a group of proteins specific to
carbohydrates. This characteristic also amplified the focus of this thesis to the
protein-carbohydrate interaction.

In this work was verified a spontaneous adsorption of the lectins,
concanavalin A and lentil, and this process is strongly affected by the presence of
an oxide film. Cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy
yielded measurable response to this strong adsorption, improved by the presence of
the oxide film. The first technique shows a decrease of the peaks of
ferricyanide/ferrocyanide and the second a 10 fold increase in the resistive
component.

The model to explain the protein adsorption was that of a continuous, but
permeable layer. The protein resistance, extracted from this model, indicates the
amount of protein adsorbed. The results show that the protein adsorption forms a
monolayer when no oxide is present and a multilayer when oxide is present. A
monolayer of concanavalin A was estimated to be about 28 A and and for the lentil
to be about 20 A no distinction was made between the activated or deactivated form
of the lectin. For multilayers the thickness of the concanavalin A and lentil were of
108 A and 84 A for the activated form and 277 A and 239 A for the deactivated
form. The reason for the difference between the activated and deactivated form is
explained due to the presence of calcium and manganese salts, which confer to the
protein a higher compactness. The capacitance of the protein is related to
conformational changes, in this way, protein adsorption over surfaces modified by
oxide films displays a more compact conformation.

The interactions of concanavalin A with glucose, glycogen and galactose
have been investigated. The protein, in this case, was adsorbed over a surface
covered with an oxide film. The results show that the protein is more sensible to
glucose, carbohydrate for which it is specific, and less sensible to galactose,
carbohydrate for which it is not specific. In this manner, the protein retains its
specificity and selectivity even when adsorbed. For the lentil, only was verified the
interaction with glycogen and comparatively to concanavalin A, lentil was less

sensible.
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Introducéo

CAPITULO 1

1) INTRODUCAO

Existe um grande interesse em se conhecer mais amplamente interagdes
de proteinas com so6lidos metdlicos para o desenvolvimento de materiais

f

biocompa‘[iveis[‘I EI Exemplos dessas interagdes sdo vistas em proteses Osseas™,
dentériasﬂ, transplantes, equipamentos na industria alimenticiaﬂe sensoresﬂﬂ|
No entanto, observa-se nessas interfaces, um desgaste dos materiais por

& 4

corrosdao, incrustacdo— ou ainda no caso das proteses e transplantes, a
rejeic;ﬁoml‘l_T| Esses efeitos despertaram a ateng¢do para a necessidade de se
compreender melhor a interface proteina/metal para assim se poder evitar ou
pelo menos minimizar esses problemas.

Os objetivos da tese foram entdo estabelecidos em duas frentes: uma
entender melhor a interacdo de uma proteina com um eletrodo sélido e a outra
verificar a aplicabilidade da espectroscopia de impedancia como método de

detec¢ao em sensores. Visando-se esses objetivos escolheu-se uma proteina

pertencente a familia das lectinas que possui especificidade a carboidratos. A
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especificidade da lectina permite que a pesquisa também seja direcionada ao
desenvolvimento de sensores. Nesse caso a interacdo lectina/carboidrato ndo
envolve transferéncia de elétrons, que seria um requisito indispensavel na
detec¢dao eletroquimica usual (potenciométrica ou amperométrica), por isso,
utilizou-se a espectroscopia de impedancia, que ¢ uma técnica sensivel a
fendmenos interfaciais. Além disso, esse tipo de interacdo ¢ semelhante as do
tipo antigeno/anticorpo, interacao que ¢ atualmente empregada em
imunoensaios realizados por dispositivos que utilizam esses principios no
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assays), técnica eficiente, no entanto
cara ¢ demorada. Esfor¢os vém sendo feitos na procura de um imunosensor
que efetue a detecgdao de forma direta e continua.

No inicio da investigacdo cogitou-se a necessidade de se imobilizar a
proteina ao eletrodo por meio de um agente quimico, no entanto, esse
procedimento foi dispensado depois de se verificar que a lectina adsorvia
espontaneamente ao eletrodo, a seguir veio a tarefa de obter-se superficies
reprodutiveis uma vez que a medida da impeddncia se mostrou sensivel aos
procedimentos do preparo da superficie. A adsor¢do da lectina foi verificada
em ouro, carbono vitreo e platina, dentre esses metais a platina foi escolhida
como superficie trabalho. Com a finalizagdo dessas etapas e visando verificar
qual o efeito na adsorgdo da proteina, propds-se a modificacdo da superficie
da platina com um filme de o6xido. Verificou-se a sensibilidade e a
seletividade da proteina adsorvida sobre platina e platina modificada com um
filme de 6xido frente ao glicogénio, glicose e galactose.

Paralelamente foi necessdrio desenvolver um método para interpretar os
eventos que ocorriam na interface eletrodo/solu¢dao e a forma como seriam
apresentados, isto ¢, transformar a medida da impedancia, numa grandeza de
facil compreensdo como, por exemplo, a medida da corrente e potencial.

No primeiro capitulo da tese serdo apresentados conceitos e
informag¢des sobre a adsor¢cdao de proteinas, lectinas, filme de 6xido de platina
e espectroscopia de impedancia. No segundo capitulo serd feita a
apresentacdo dos métodos experimentais, no terceiro capitulo a apresentacdo

dos resultados e discussdes e finalmente no quarto capitulo, as conclusdes.



Adsorcéo de Protei nas

1.1) Adsorcéo de Protei nas

A adsorcao de proteinas a interfaces tem resultado em numerosas
aplicagcdes, como por exemplo, no desenvolvimento de biosensores, na
separagdo de proteinas por cromatografia, como emulsificante, na industria
farmacéutica e cosmética, no processamento de alimentos. Existem também
consequéncias negativas desse processo, como a incrustagao e/ou corrosao
nos equipamentos industriais de processamento de alimentos; entupimento das
membranas de didlise renais devido a afinidade superficial das proteinas, a
formagdo de placa dentaria, rejeig¢do em proteses 0sseas e em transplantes de
orgaos.

Proteinas sdo moléculas muito grandes resultantes da combinagdo de
aminoacidos. Os aminodcidos tém varios tipos de cadeias laterais com
naturezas fisico-quimicas diferentes. Algumas destas cadeias laterais contém
hidrocarbonetos tais como a valina, leucina, iso-leucina, outras contém
grupos acidos como o acido glutamico, dcido aspartico, e ainda outras com
grupos basicos como a lisina, arginina e histidina. E, portanto uma tendéncia
natural das proteinas se associarem com quase todas as superficies, dada a
variedade de grupos (polares e apolares) presentes em sua estrutura.

Dois aspectos importantes sdao investigados na adsor¢ao de proteinas, as
mudanc¢as conformacionais originadas pela adsor¢do e a quantidade de
proteina adsorvidaiz.|

A orienta¢dao e conformac¢ao das moléculas adsorvidas determinam a sua
atividade biologica por isso ¢ de grande interesse determinar a configuragao
da proteina adsorvida e como essas sdo influenciadas pela superficie. Elas
podem desdobrar-se ou desnaturar-se devido a quebra de ligacdes internas que
seguram as cadeias dos aminodcidos em uma dada conformag¢do. A facilidade
da proteina desnaturar sobre uma superficie depende das propriedades da
superficie e pode ser tomada como medida das intera¢gdes entre uma dada
proteina e uma dada superficie. A desnaturagdo de proteinas ¢ uma das causas
para a maioria dos materiais ndo poder ser incorporado em tecidos bioldgicos

sem causar reacdes indesejaveis.
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A quantidade de proteina adsorvida ¢ influenciada por varios fatores
dados pelas propriedadesLTLI da mesma e da superficie do substrato. As
proteinas com alta estabilidade interna, chamadas proteinas “duras”,
adsorvem pouco sobre superficies hidrofilicas, a ndo ser por forcas de atragao
eletrostaticas, enquanto sobre superficies hidrofébicas, a adsor¢do ocasiona
mudancas estruturais. Por outro lado, proteinas com menor estabilidade
interna, denominadas proteinas “moles”, tendem a adsorver em todas as
superficies, independente de forgas eletrostaticas, ajustando a sua
conformacgdo a superficie.

Geralmente a espessura de uma camada adsorvida ¢ de uma monocamada‘z,I
no entanto a estrutura detalhada da camada ¢ complicada, depende do tipo de
proteina e do tipo de superficie. As proteinas podem aderir umas sobre as
outras formando multicamadas' de espessura ilimitada, a ndo ser que a adigdo
de uma nova monocamada represente um rearranjo eletrostatico muito alto.
Contudo a adsor¢dao pode induzir a mudancas conformacionais que alterem a
distribuicao de carga e ligagdes de hidrogénio. Portanto, também afetando a
capacidade da proteina ligar-se a outra proteina, permitindo assim a formacao
de multicamadas. Isso foi verificado com proteinas bem flexiveis, mas de
modo geral a forma¢do de uma monocamada ¢ a regra.

A maioria das proteinas globulares tém a forma de uma elipse'’, o que
permite dois tipos de configuracdes para a adsor¢do, uma lateral ou paralela
(com o eixo mais longo da proteina voltada para a superficie) e a outra frontal
ou perpendicular (com o eixo menor voltado para a superficie). Algumas

5]

vezes o tipo de configuracdo ¢ estimado simplesmente a partir da quantidade
de proteina adsorvida.
A quantidade maxima de proteina adsorvida é geralmente em torno do ponto
isoelétricolz,I devido a uma repulsdo menor tanto internamente como
lateralmente entre as moléculas adsorvidas.

Existe também uma correlagéoIEI entre a adsor¢do maxima e a
concentracdo da proteina, quanto maior a concentracdo em solucdo da
proteina, maior ¢ a adsor¢cdo mesmo que a adsorcdo seja irreversivel. Trés

diferentes interpretacdes foram propostas para esse fato:
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1) A proteina adsorve em mais de uma orientagdo: A molécula tende a
maximizar o contato com a superficie para fixar mais firmemente saindo da
forma perpendicular para a paralela, mas isso s6 acontece se nas proximidades
ndao houver outra molécula. Assim em uma alta concentracdo a orientacao

favorecida ¢ aquela perpendicular a superficie, veja a figura 1.1.

Proteina

Superficie
= Aumento na

concentracéo

Adsorcéo lateral Adsorgéo frontal

Figura 1.1: Correlagdo entre o aumento da concentragdo e a configuragdo da

proteina adsorvida.

2) A proteina forma uma estrutura bidimensional ordenada: A proteina na
superficie pode cristalizar num arranjo mais proximo e ordenado do que se
depositar ao acaso. Uma concentracao mais alta favorece a nucleagdo dos
cristais enquanto em baixas concentragcdes de proteina estas encontram amplo

espago para se acomodar em uma configuragdo mais achatada.

3) A proteina pode desnaturar devido a interacdo com a interface, o que ¢
essencialmente similar ao processo de reorientagdo da proteina. A proteina
pode desnaturar tendo mais espaco pra relaxar sobre a superficie € ao mesmo
tempo esse processo pode ser bloqueado pela chegada de outras moléculas a

vizinhanga.



Adsorcéo de Protei nas

1.1.2) Efeitos que Influenciam a Interacdo Entre a Protei na e

a Superfi cie Sdélida

1.1.2.1) Efeito de Carga

Quando a superficie adsorvente é dotada de carga'® a massa adsorvida
cresce com o aumento do contraste de carga entre a superficie e a proteina. A
presenca de eletrolitos em solugdo favorece a separacdo dessas cargas, tanto
que geralmente o aumento da forga iOnica ocasiona um aumento na quantidade
de proteina adsorvida. A influéncia da concentragcdo do eletrdlito ndao ¢
facilmente explicada, mas quando esse efeito ¢ presente diz-se que a adsorgao
¢ determinada por intera¢des internas ou entre moléculas da proteina.

Direcionando a discussdo apenas para a presenca de carga na proteina.
Observa-se que a adsor¢dao ¢ maximizada na regido isoelétricaﬁlda proteina,
que pode ser explicada pela minimizag¢dao da repulsdo intra e intermolecular
proximo a interface. A estabilidade das proteinas globulares decresce com o
aumento da carga liquida na molécula e assim mudangas estruturais podem
ocorrer quando a adsor¢ao ocorre longe do ponto isoelétrico. O
distanciamento do ponto isoelétrico ocasiona a redu¢do na adsor¢do, o que ¢
explicada devido a um rearranjo estrutural da proteina e também a repulsdo
lateral entre as proteinas adsorvidas. Apesar dessa caracteristica ser freqiiente
entre as proteinas ndo ¢ uma regra, como por exemplo, a ribonuclease adsorve
em toda a superficie hidrofébica independente da carga; sobre superficies
hidrofilicas somente se houver atragdo eletrostatica.

Do ponto vista macroscopico, proteinas “moles” adsorvem em uma
superficie mudando a sua estrutura para se adaptar a superficie. E proteinas
“duras” adsorvem em superficies com carga oposta com pouca mudanga

estrutural a ndo ser por uma forte interacdo hidrofébica.
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1.1.2.2) Efeito Hidrofébico

O termo “interacdao hidrofobica” se refere a desidratagdo espontanea e a
subseqliente agregacdao de componentes apolares em um meio aquoso. Essas
interagdes sdo caracterizadas por um grande aumento na entropia e um efeito
relativo pequeno na entalpia.

A tendéncia de grupos apolares, hidrofébicos'? de uma proteina
globular, em resistir ao contato com o ambiente aquoso faz com que a
proteina adquira uma conformacao que proteja esses grupos desse contato. A
adsorcdo da proteina ¢ facilitada em superficies isentas de agua, no entanto
pode ocorrer a desidratacdo espontdnea de partes da proteina promovidas pelo
ganho da entropia, e, portanto, a adsor¢do ocorre espontaneamente.

Foi observado que a hidrofobicidade da superficie causa mudancas
estruturais mais pronunciadas na proteina. Em superficies hidrofobicas existe,
portanto uma forg¢a atuando na proteina tentando girar (virar a dire¢do) desses
terminais para a superficie.

O carater hidrofobico ou hidrofilico de uma superficie pode ocasionar

uma diferente orientagéo‘z‘na proteina no momento de sua adsorgao.

1.1.2.3) Efeito da Temperatura

bol

A estrutura da proteina ¢ drasticamente afetada pela temperatura— Por
1sso a temperatura tem uma grande influéncia na isoterma de adsorcao. Nao
existe uma regra para o efeito da temperatura atuar na quantidade de proteina

adsorvida, depende das mudancas estruturais sofridas pela mesma.
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1.2) Lectinas
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A pesquisa das lectinas tem o seu inicio desde o final do século
XIX, quando em 1888-1889 Hermann StillmarkE,| estava estudando a
toxicidade das sementes de Ricinus communis (mamona), motivado pelos
problemas causados por essa planta aos animais. Ele observou que o extrato
dessas sementes quando misturado ao sangue, aglutinava as células
vermelhas, ou seja, a hemaglutinacdo. Ele demonstrou ainda, que o material
que promovia essa aglutinacdo era uma proteina, que foi denominada de
ricina.

O termo lectina se origina do latim lectus que significa selecionado,
escolhido, mas antes de ser utilizado para definir um grupo de substancias,
outros termos foram empregados, como por exemplo: aglutininas. A
definigﬁomhoje para essas substancias ¢ que sao proteinas ou glicoproteinas
de origem nao imunoldgica que apresentam um ou mais sitios de ligacdo para
carboidratos.

As lectinas foram isoladas de plantas, animais e microorganismos e que
apesar delas possuirem muitas propriedades em comum, representam um
grupo bastante diversificado de proteinas com respeito ao tamanho,
composicao e estrutura. Neste estudo a atencdao ¢ direcionada as lectinas

provenientes das leguminosas.

1.2.1) Lectinas Leguminosas

k5]

A familia das lectinas leguminosas™-¢ a maior e mais amplamente das
familias estudada, onde 100 membros foram caracterizados, quase todos
isolados de sementes.

Tipicamente as lectinas derivadas das leguminosas sdo constituidas por
2 ou 4 subunidades idénticas ou pelo menos quase. Cada subunidade com 25 a

30 KDa, com um sitio especifico a carboidrato, dois sitios para os cations
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divalentes cadlcio e manganés, esses metais sdo fundamentais para a ligagdo do
carboidrato. Além disso, muitas lectinas possuem sitios hidrof(')bicosEI que
ligam compostos nao polares tais como a adenina e o 4cido indolacético.

As subunidades das lectinas leguminosas sdo normalmente compostas
por cadeias simples de polipeptideos com cerca de 250 aminoécidos.

A concanavalina A e a lentil, sdo lectinas pertencentes a familia das

leguminosas, ambas sdo especificas a manose/glicose e serdo apresentadas em

maiores detalhes respectivamente nas se¢des 1.2.1.1 e 1.2.1.2.

1.2.1.1) Concanavalina A

A primeira lectina obtida de forma pura, foi isolada de extratos da
Canavalia ensiformis?? (feijao de porco), denominada de concanavalina A (ou
con A). A concanavalina A, foi isolada em 1919 por James Summer, mas
somente em 1936, Summer e HowellE,I verificaram que ela precipitava
glicogénio em solucdo e que sua atividade hemaglutinante era inibida pela
cana de acucar. Esse teste verifica a capacidade da lectina aglutinar
eritrocitos e como essa propriedade pode ser inibida por carboidratos, no caso
da con A, demonstrou-se a sua especificidade por manose/glicose.

A con A existe como um dimero, no pH 5,0 de peso molecular 55000 e
composto por duas subunidades idénticasE. No pH 7, passa de uma forma
dimérica para uma tetramérica com um peso molecular de 110000. As
subunidades tém a forma de uma elipse com as seguintes dimensdes 42 x 40 x
39 A.

A estrutura mole:cularg'| consiste de duas folhas [ antiparalelas
pregueadas, uma com 6 fitas, com a forma quase plana e a outra com 7 fitas,
com a forma cdncava. Nao estdo presentes O-hélices. Cerca de 50% dos
residuos se encontram nas regides dos loops e nas voltas B que conectam as
fitas. Os sitios especificos ao carboidrato e aos ions metalicos localizam-se
no topo de cada subunidade. A forma concava da folha, aquela composta por 7

fitas, fornece um sitio raso e de facil acesso ao carboidrato. O calcio e o
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manganés estio afastados entre si em 4,25 A, estes metais sdo ligados a
quatro aminoacidos e 2 moléculas de agua, conforme representado na figura
1.2. Os aminoacidos que coordenam o calcio a proteina sdo o acido aspartico
(Asp 208) e a asparagina (Asn 14) que também formam liga¢cdes de hidrogénio
com o monossacarideo. Dai a importancia desses metais, que auxiliam a
posicionar os aminodcidos para receber o monossacarideo (sem, no entanto se

ligarem diretamente ao mesmo) e auxiliam a manter a integridade da

subunidade.
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Figura 1.2: Representagdo da localizagdo dos ions Ca’™ ¢ Mn’" na

concanavalina A e a sua interagdo com um carboidrato (metil-manose).

1.2.1.2) Lentil

A lentil ¢ obtida da leguminosa Lens culinaris, ou popularmente

lentilha, a sua atividade hemaglutinante foi identificada em 1908 por

10
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Lansteiner e RaubitschekﬁfI A lentil e a con A fazem parte do grupo especifico
a glicose/manose, embora entre elas existam algumas diferengas quanto a
sensibilidade frente a esses agucares. A con A comparada a lentil apresenta

Bulfo]

maior sensibilidade a glicose e manose, no entanto a inversdo dessa

caracteristica foi observada com a frutose.

ks

A lentil na forma dimérica— ¢ constituida por uma cadeia a (leve) e

outra B (pesada) ¢ similarmente a con A também necessita dos ions metalicos
calcio e manganés para reter a atividade biologica. O peso molecularmgira em
torno de 42000, apresenta uma estrutura compacta em pH neutro formada

principalmente por folhas [3.

1.2.3) Interacdo da Lectina e o Carboidrato

ks

A interacdo™entre a lectina e o carboidrato segue um modelo do tipo
chave-fechadura como ocorre para a enzima e o seu substrato. A formacao do
complexo envolve o deslocamento de moléculas de 4gua associada a grupos
polares da proteina com a regido de alta polaridade do aglcar, com o
estabelecimento de novas ligagcdes de hidrogénio, estas ultimas e os contatos
de van der Waals sao forgas dominantes na estabilidade das ligagdes. As
ligacdes de hidrogénio sdo formadas entre os grupos hidroxila do aglcar e os
grupos NH e atomos de oxigénio da proteina.

kel

Na con A assim como nas demais lectinas de leguminosas existem trés
aminoacidos sempre presentes e invariantes para a ligacao do carboidrato: um
aspartato (Asp 208), uma asparagina (Asn 14) e uma Arginina (Arg 228), em
outras lectinas a arginina ¢ substituida por uma glicina, independente da
especificidade. Os acidos aspartico e a asparagina também participam na
coordenacao do ion calcio, presente em todos os membros dessa familia, o
que explica a necessidade desse ion para a ligacdao do carboidrato.

Os trés aminoacidos envolvidos na ligacdo do carboidrato estdo

presentes em todas as lectinas leguminosas e tém uma disposi¢cao espacial

idéntica, a discriminagdo entre os monossacarideos ocorre porque o0s
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monossacarideos (manose/glicose) sdo orientados de forma diferente da
galactose. Por exemplo, na con A, a ligagdo da manose/glicose ¢ orientada de
tal forma que o acido aspartico faca duas pontes de hidrogénio com o OH-6 ¢
OH-4 do agtcar e a asparagina uma ligagdo entre o NH e o OH-4 do acgtcar
enquanto para uma lectina especifica a galactose, o acido aspartico faz duas
pontes de hidrogénio com OH-3 e OH-4 do agucar e a asparagina uma ligagdo
entre o NH e o OH-3 do agtcar. Como esperado as lectinas especificas a
manose/glicose ndao formam ligagdes em OH-2 justamente a hidroxila que
diferencia esses dois agucares. E claro, portanto, que os aminoacidos de
contato ndo sdo necessariamente os maiores determinantes na especificidade,
mas a composi¢do e a precisa disposicdo dos aminodcidos que envolvem o
sitio combinatdorio. Pequenas mudangas na estrutura do sitio podem, portanto

resultar em uma grande mudanga na especificidade da proteina.

1.2.4) Aplicacdes das Lectinas

Lectinas podem ser utilizadas para explorar superficies celulares pela
sua afinidade pela porg¢do carboidrato das glicoproteinas e glicolipideos
projetados na célula. Glicoproteinas e glicolipideos sdo moléculas complexas
que estdo presentes na superficie celular e que estdo intimamente envolvidas
em fendmenos importantes como nas interagdes entre bactérias, virus e
células cancerosasE.I No campo da glicobiologia, estas interagcdes carboidrato-
proteina tém sido foco de intenso interesse na ultima década, especialmente
no desenvolvimento de métodos para a caracterizacdo de estruturas complexas

fs]

de carboidratos™em superficies celulares. A interacdo entre uma lectina e um
carboidrato ¢ uma maneira controlada de se investigar uma superficie celular,
0 que pode ser uma ferramenta para se obter informagdes nessa area da
biologia.

As lectinas sdo uteis como matrizes em colunas de cromatografia para a

separac¢ao e caracterizacao de glicoproteinas, glicolipideos e
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oligossacarideosE’Im'l:.I Estudo histoquimico de células e tecidos, rastreamento
de caminhos neurais, tipagem sanguinea"ﬂlz.|

Além disso, as lectinas sdo excelentes modelos para examinar reagdes
especificas que ocorrem entre proteinas e outros tipos de moléculas, como por
exemplo, as ligacdes antigeno-anticorpo, substrato-enzima, droga-

6,39, hall5]

proteina

1.2) Filme de Oxido de Platina

A formag¢do de um filme de o6xido sobre a platina teve um grande
impacto na adsor¢cdo das lectinas estudadas. A diferenca observada na
afinidade dessas proteinas pela superficie motivou o estudo da interface
platina/6xido de platina/proteina. Na literatura encontram-se trabalhos que

k]

relatam vantagens da adsor¢cdo de proteinas sobre 0xido de titdnio™; 6xido de

izl

zinco—e 6xido de aluminioE E comentado que as interagdes em tais filmes
sdo principalmente de origem eletrostaticas, e observou-se que nessas
superficies a adsor¢dao ¢ rapida, com alta estabilidade, impedindo a
desnaturag¢do da proteina.

A formag¢do de 6xidos sobre eletrodos de platina e outros metais nobres
¢ um assunto bastante estudado devido a importadncia dessas superficies para
as reagdes cataliticas como, por exemplo, na evolugdo de O, e Cl,, para a
eletroorganica no estudo de reagdes anodicas, pois esses filmes podem afetar
a cinética dos processos de transferéncia de elétrons.

O mecanismo de formac¢do da camada de 6xido tem algumas propostas e
estas variam conforme a espessura do filme e condi¢cdes de formacdo desse
mesmo filme. Para filmes finos de 6xido, apresenta-se no esquema 1, um

L]

mecanismo proposto por Kozlowska, Conway e Sharp™:
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Esquema 1:
Pt + HoO —e PLOH + H + e e PO + H' + e
. [as: |
H + e \ "
OH.Pt » OPt + H'+ ¢

¥

k 2H' + ¢ ‘ )
WIT '

Na etapa quase reversivel (I) da eletrodeposicdo do OH sobre a Pt pode
ocorrer a formag¢do do PtO mostrado em (II). As etapas (III) e (IV) sao
possibilidades da espécie O e/ou OH sofrer um rearranjo com a estrutura da
Pt, esse rearranjo tanto pode ser uma reconstru¢do da superficie ou uma troca
de posicdo entre as espécies O e OH com a Pt. As etapas (VI) e (VII) se
referem a reducdo da camada de 6xido. De uma forma geral filmes de 6xidos
formados eletroquimicamente envolvem a Pt no estado de oxidagdo 2
correspondendo a formagdo do PtO.

fo

Para filmes formados a potenciais™ mais altos (acima de 2-3 V/NHE)
existe um consenso de que espécies Pt(IV) sdo predominantemente formadas,
na forma de PtO,, Pt(OH)s ou ainda estas formas hidratadas. A potenciais
mais baixos, a interpretacdo ¢ mais dificil e formas como PtO,4s., Pt(OH),,
PtO e PtO.H,0 podem ser formadas, mas a maioria concorda que espécies Pt*"
estdo presentes.

A formacdo e reducdo de camadas de oOxido produzidas
eletroquimicamente geram uma histerese entre a corrente de formacao em
fun¢do do potencial e a corrente de reducdo, onde quanto mais positivo o
potencial (e/ou o tempo) para a formacao de um filme 6xido, menos positivo ¢
o potencial de reducao. Este comportamento reflete o aumento da estabilidade
do filme formado a potenciais oxidativos mais altos e ndo se aplica somente a
monocamada de 6xido, 2-D de “OH” ou “0O”, reconstruida, mas também ao
filme mais extenso quase 3-D que pode ser formado a potenciais
substancialmente mais elevados.

No modelo de Mott-Cabreramé proposto que o metal ¢ recoberto por um
filme de espécies adsorvidas contendo oxigénio e que ions e elétrons se

movem independentemente no filme; os elétrons passam do metal para as
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espécies adsorvidas através de um processo de tunelamento. Em conseqiiéncia
desse processo, um forte campo elétrico ¢ estabelecido através da interface
oxido/metal e este ¢ responsavel por “injetar” cadtions metalicos da superficie
metalica através do filme. O modelo consta de duas etapas: a primeira a
formacdo de ions metdlicos na interface metal/6xido; e a segunda etapa, a
migracao desses ions através do filme.

O primeiro mecanismo proposto (Kozlowska, Conway e Sharp) sugere
que o crescimento do filme ocorre num processo de troca entre o metal e
oxigénio e assim sucessivamente enquanto o segundo, de Mott-Cabrera,
sugere o deslocamento do ion metalico, motivado por um campo elétrico.

Leis para explicar o crescimento desses filmes também foram propostas,
mas surgiram algumas controvérsias, pois filmes com diferentes
caracteristicas eram obtidos inclusive com diferentes espessuras. Atualmente
se tem conhecimento de que esses filmes podem ser constituidos por dois
tipos de estruturasm. a primeira que atinge um limite de crescimento, um
filme tipo 2-D que se estende por uma a duas monocamadas; e a segunda
estrutura, um filme tipo 3-D que ndo tem limite para o crescimento.

i1

Damjanovic™- pesquisou detalhadamente a reacdo de evolucdo de
oxigénio sobre a platina e propoOs a seguinte equacao 1.1 para a velocidade de
reacao:

AV
d

i:ioexp%{ E {1.1}

Onde, i, é corrente de troca, 0 é o coeficiente de transferéncia, d é a
espessura do filme e AV=(V-V,) é o campo interno ao filme de 6xido, V, é o

potencial onde d=0.

A equacdo 1.1 se baseia no mecanismo de Mott-Cabrera, nesse
caso, o potencial para a formacdo do o6xido ¢ mais alto e o grau de
recobrimento da superficie ¢ maior do que discutido no modelo de
Kozlowska, Conway e Sharp. Deste modo, as espécies geradas ndao sdao tdo

facilmente reduzidas, pois provavelmente o grau de “reconstrucdo” ¢ muito
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maior e existe a possibilidade de uma completa irreversibilidade nas etapas de

formacao/reducao do 6xido.

1.4) Espectroscopia de Impedéancia

A espectroscopia de impeddncia ¢ uma técnica conhecida por ser
bastante sensivel as modifica¢cdes que ocorrem na interface eletrodo/solucdo e
a adsor¢do de proteinas ocorre nessa interface, por isso, essa técnica foi
escolhida para o monitoramento desse processo.

A impedancia, de forma generalizada, ¢ a medida de uma resisténcia.
Observa-se desse modo que os fendmenos que ocorrem na interface
eletrodo/solucao serdao interpretados utilizando-se elementos elétricos, tais
como: resistores e capacitores. Entdo para se fazer uma boa conexdo entre os
conceitos fisico-quimicos e elétricos se farda uma breve revisdo de alguns

conceitos basicos.
1.4.1) Conceitos Basicos

Antes de se falar propriamente da espectroscopia de impedancia se fara

uma breve revisdo do comportamento de uma tensdo senoidal em circuitos

4]

elétricos contendo um resistor e/ou um capacitor.
Considere uma tensao do tipo:

e = Esen(wt) {1.2}
onde,
E ¢ a amplitude da onda (Volt).

w ¢ a frequéncia angular (rad.s™")

t € tempo (s).
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Em um circuito elétrico contendo somente um elemento resistivo, figura 1.3,

© =2

Ezeniwt)

(a1}
Il

a) b) c)

Figura 1.3: a) Circuito elétrico puramente resistivo.b) Relacdo entre a
voltagem e a corrente em um circuito resistivo. ¢) Mostra a mesma relagéo

de b, porém na forma de vetores.

a queda do potencial, e, através do circuito apresentado sera dado por:

er = R.i (1.3}

Isolando a corrente e substituindo a tensdo obtém-se,

1 = E/Rsen(wt) {1.4}

Observa-se que num circuito puramente resistivo, a tensdo e a corrente estdo
em fase, figura 1.3b-c, diferindo apenas na amplitude por um fator de 1/R,

visto na equagdo 1.4.

Em um circuito elétrico contendo somente um elemento capacitivo, figura
1.4,

17
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U

i
@
e = Esenfwt)
a) b) c)

Figura 1.4: a) Circuito elétrico puramente capacitivo. b) Relagdo entre a
voltagem e a corrente em um circuito puramente capacitivo.c) Mostra a

mesma relagdo de b, porém na notacdo de vetores.
a queda de potencial no circuito da figura apresentado sera dado por:
er = q/C {1.5}
Para se obter a corrente, deriva-se a equacdo 1.5 e substitui-se a tensao:

i = WCEcoswt {1.6}

ou

1 = wCEsen(wt + 1/2) {1.7}
Definindo-se X, = 1/wC , como reatancia capacitiva.
1=E/X, sen(wt + 1U2) {1.8}

Observa-se que em um circuito puramente capacitivo a tensdo e a corrente
diferem na amplitude por um fator de 1/X.. A reatdncia capacitiva ¢ um tipo
de resisténcia, pois tem unidade de ohm, mas que difere das resisténcias
comuns por variar com a frequéncia. Na equacdo 1.8 verifica-se que a
corrente precede a voltagem por um fator de 1/2, fato ilustrado na figura 4b.
Para a representagdo vetorial, mostrada na figura 1.4c, a componente na
ordenada, ¢ multiplicada por j:\/—_l, também denominada de imaginaria. A

componente na abcissa denomina-se de real.
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Em um circuito elétrico em que se combina um resistor e um capacitor em

série tem-se que a queda de potencial ¢ dada por:

er = er T €c {1-9}

expressando apenas a amplitude da equagdo acima, obtém-se:

E=i(R - jXe) (1.10}

ou

E=i.zZ (1.11}

s]

Onde Z, representa a impedancia™e ¢ resultado da razdo entre a tensdo e a

corrente, a representagdo grafica de Z=R - jX. ¢ mostrada na figura 1.5.

-

- A

Figura 1.5: Representacgdo vetorial da impedancia
Analisando-se a figura acima se identificam as seguintes
igualdades trigonométricas:

8 = tan "' (X/R) {1.12}

Onde 0 ¢ o angulo de fase que mostra a defasagem entre a tensdo e a

corrente.

[Z G [(R)* + (Xo)*1%7 {1.13}

Onde |Z| ¢ a impedancia total.

19



Espectroscopia de Impedéncia

Ee]

No modelo de Helmholtz, a interface™ eletrodo/solugcao, tem sido
comparada a um capacitor de placas paralelas, figura 1.6, onde uma das

placas estd no eletrodo e a outra na solucgao.

™\
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Equivalente Elétrico
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w
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3}
o

Figura 1.6: Analogia entre a interface eletrodo/solugdo e um capacitor

elétrico.

Um capacitor ¢ um elemento de circuito composto por duas placas
condutoras separadas por um dielétrico, o seu comportamento ¢ dado pela

expressdo 1.14.

C=q/E {1.14}

Onde,C ¢ a capacitancia (Faraday),q ¢ a carga (Coulombs) acumulada em uma

das placas, E ¢ a diferenga de potencial (Volts) entre as placas.

Para um capacitor de placas paralelas contendo um dielétricoE! a capacitancia
¢ dada por:
EE,A
C= (;) {1.15}

Onde C ¢ a capacitancia em Faraday (F), &, ¢ a constante de permissividade
do vacuo (8,85 x 107"?F. m™"), € é constante dielétrica do material que esta
entre as placas, neste caso entre o eletrodo/solug¢do, A ¢ a area de cada placa,

d ¢ a distancia entre as placas.
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1.4.2) Circuito Equivalente de uma Cela Eletroqui mica

A impedancia causada por uma reag¢do simples de 6xido-reducdo pode
ser descrita por um circuito elétrico equivalente, composto por resistores e
capacitores como mostrado na figura 1.7. Essa ¢ uma representacao tipica de
um circuito equivalente para uma interface eletrodo/solug¢do, o qual se

bz

denomina de circuito de Randles™

I
a) ﬁ'
| |
ol
——N N S
Rs2
e+t -
7,
b If
= W =W
7f Rs Cs Rt 7w

Figura 1.7: (a) circuito equivalente de uma interface eletrodo/solugdo.

(b) desdobramento de Zrem Ry e C; ou Rt e Zy.

A resisténcia 6hmica Rg, ¢ a resisténcia oferecida pela solu¢cdo no transporte
dos ions entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia. No circuito acima, a
resisténcia 6hmica Rg esta em série, uma vez que a corrente total (capacitiva
e faradaica) do circuito passa pela solug¢do. A introducdao dos elementos em
paralelo ¢ devido a separagcdo da corrente para o processo capacitivo (i¢) e
processo faradaico (if). A dupla camada tem um comportamento muito
semelhante a um capacitor, Cq4;, por isso ¢ assim representada. O processo

faradaico ¢ representado como uma impedancia geral Z¢, que por sua vez pode
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ser subdividida por uma resisténcia Ry com uma pseudocapacitancia C; em

série, figura 1.7b:

A R e Cg sdo definidas como:

R = R¢ + o/ {1.16}

Onde 0 ¢ o coeficiente de Warburg

Cs=1/0w"? {1.17}

A impedancia faradaica pode entdo ser escrita como:

Zi= Ry + 1/jwCs (1.18}

Substituindo R e Cg,

Zi=Re + 0/00™° + o/jw’? {1.19}

A equacao 1.19 ¢ soma de um termo resistivo, R¢;, que indica a facilidade na
transferéncia do elétron, e os outros dois também resistivos, porém um tipo
especial que dependente da frequéncia. Definem-se os dois ultimos termos
como a impedancia de Warburg, Zw, que indica a resisténcia na transferéncia

de massa, e ¢ definida na equagado 1.20.
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Zw = o/w"’ + o/jw’® {1.20}

Os elementos Rg e Cy4; sdo os que mais se aproximam dos elementos de
um circuito puro. As componentes da impedancia faradaica (R; e C;5) ndo sao

ideais e variam com a frequéncia ( w) da excitacao.

1.4.3) Representacéo dos Espectros de Impedancia

fol

Os espectros de 1impedancia™, obtidos quando se varia a
freqiiéncia, sdo geralmente apresentados em graficos Nyquist, estes
relacionam a impedancia imaginaria (Zim) e a real (Zre).Um outro tipo de
grafico, chamado Bode, relaciona-se a impedancia ou o angulo de fase com a
freqiiéncia, a vantagem desse grafico ¢ que a dependéncia com a frequéncia ¢
mostrada claramente, além do espacamento logaritmico permitir uma
visualizacdo melhor dos processos. No caso de um grafico de Bode angulo
de fase, um resistor puro apresenta um angulo de 0° e um capacitor puro de
90° e a impedancia de Warburg, 45°, lembrando que esse angulo ¢ a
defasagem entre a tensdo e a corrente.

Na figura 1.8a-b, apresenta-se exemplo de um circuito RC em série
e na figura 1.8c-d um circuito RC em paralelo, mostrando o aspecto dos

respectivos graficos Nyquist e de Bode angulo de fase.
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Gréafico Nyquist

Grafico de Bode
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Figura 1.8: a)Grafico Nyquist de um circuito RC em série, b) e o seu

respectivo grafico de Bode angulo de fase, c¢) Grafico Nyquist de um

circuito RC em paralelo, d) e o seu respectivo grafico de Bode angulo de

fase.

A figura 1.8 acima mostra o comportamento de elementos de

circuito puros, nas figuras 1.9 apresenta-se os graficos para o circuito de

Randles, que ¢ uma representagdo tipica de uma interface eletrodo/solucdo,

onde além da

impedancia de Warburg.

resisténcia e da capacitincia

também se apresenta a
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2.5+
2.04
1.5- aumenta w
(S -—
c
2 1.04 controle cinético
Impedancia
S =
N 0 1/RcthI de Warburg
0.5 controle de transporte
de massa
0.0 R, +R
Q Q ct
T T T T 1

00 05 10 15 20 25
Zre (kohm)

Figura 1.9: Grafico Nyquist para o circuito de Randles, com os seguintes

valores: Ro=100 Q, R,=1000 Q, Cq= 1uF e 0=2000 Q.s"".

A andlise do grafico Nyquist mostrado na figura 1.9 evidencia duas
regides distintas, uma de controle cinético, na alta frequéncia e outra de
controle de transporte de massa, na baixa frequéncia. A primeira regido ¢
formada por um semi-circulo, cujo didmetro ¢ dado pelos valores de Rg e
R¢i. A descricao do semi-circulo comeca com um deslocamento no eixo X,
devido a Rg, e passa por um maximo que ¢ igual a w=1/R..Cq4;. Na parte
linear do gréfico ou na regido de controle de transporte de massa se observa
a impedancia de Warburg. A inclinacdo da reta ¢ igual a 1, se somente tiver
a influéncia de Zw.

Na figura 1.10, apresenta-se o grafico Bode angulo de fase,

também para o circuito de Randles.
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Figura 1.10: Grafico de Bode para o circuito de Randles: relacionando o
angulo de fase vs. log frequéncia. Com os seguintes valores: Ro=100 Q,

R.=1000 Q, Cy= 1uF ¢ 06=2000 Q.s"°.

Na figura 1.10, o angulo de fase para os componentes resistivos se
aproxima de 0°, os capacitivos de 90° e para a impedancia de Warburg de 45°.
Nesse caso, por exemplo, a Cq4; ndo atinge o valor de 90°, porque outros
componentes também estdo atuando nesse mesmo intervalo de freqiiéncia
abaixando o valor do angulo, o mesmo acontece para a R, que apenas se

aproxima de 0°.

1.4.4) Utilizacdo do Programa de Circuitos Equivalentes

A espectroscopia de impedancia ¢ bastante usada no estudo de sistemas
eletroquimicos, as curvas obtidas sdo geralmente analisadas com um modelo
de circuito elétrico, um circuito equivalente, onde os varios elementos de

circuito sao relacionados a respectivos processos como a resisténcia na
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transferéncia de elétrons, capacitdncia da dupla camada ou a resisténcia de
Warburg.

Os elementos de um circuito equivalente representam os varios
processos envolvidos no transporte de massa e carga. Os graficos sdao bastante
simples para elementos como a resisténcia e a capacitancia. Os diagramas
mostram caracteristicas distintas que podem ser facilmente relacionadas a
processos fisicos especificos e a analise do circuito se torna bastante simples.
Contudo, essa andalise torna-se mais dificil a medida que os processos
quimicos envolvidos também se tornam mais complicados solicitando modelos
elétricos mais complexos.

A modelagem dos dados experimentais aos circuitos equivalentes, nao
seria uma tarefa simples se tivesse que ser feito manualmente para cada um
dos elementos, mas programas escritos para essa finalidade facilitaram
enormemente essa analise. O programa@E,| EQUIVCRT.PAS, escrito por
Bernard A. Boukamp foi utilizado para modelar os dados experimentais, este
ajusta simultaneamente todos os parametros do circuito equivalente. A técnica
emprega o ajuste ndo linear de minimos quadrados (NLLSF), o parametro S,

d4 a nog¢do da qualidade do ajuste, 1.21.

5=3W, [(Zrei - Zre(w ))2J— [(Zimi - Zim(w, ))ZJ (1.21}

Onde Zre; e Zim;, sdo os parametros experimentais, Zre(w;) ¢ Zim(w;) sdo os
pardmetros calculados pelo programa segundo o modelo escolhido, Wi=1/|Z;|?

¢ o peso das medidas.
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1.4.4.1) Principios para a Utilizacdo do EQUIVCRT

Para a utilizacao do EQUIVCRTE! ¢ necessario que se conhec¢a algumas
regras para que o programa possa entender corretamente a descricdo de um

circuito elétrico. Tais como:

1) Elemento simples: ¢ um elemento com dois terminais e estd relacionado
com um processo simples, como por exemplo, a resisténcia da solucdo Rg, a
capacitancia da dupla camada C,. Esses elementos ndo podem ser
transformados em elementos elétricos mais simples. Os simbolos para os
elementos simples sdo: R, resisténcia, C, capacitancia, L, indutancia e W,

impedancia de Warburg.

2) Elemento complexo: ¢ definido como uma caixa com dois terminais
contendo elementos em série e/ou paralelo, esses elementos podem ser

simples ou complexos.

A ordem de um circuito complexo ¢ dada pelo numero de caixas que
contém o elemento complexo.

Os elementos que estdo em um nivel par sdo elementos em série,
quando estdo em um nivel impar sdo elementos em paralelo. No nivel zero
sempre os elementos (simples ou complexos) estdao em série, no nivel seguinte
em paralelo, e desta maneira alternando até que apenas restem elementos
simples, exemplos do co6digo para a descricdo de circuitos sdo mostrados na

tabela 1.1:

28



Espectroscopia de Impedéncia

Tabela 1.1: Cédigo para descri¢dao de circuitos do programa EQUIVCRT.

Circuito Cdédigo para Descricdo do
Circuito
R C L .. )
Um circuito em série de elementos
—AW—F—w—o |
simples:
RCL
s
/W\[ Um circuito em paralelo de
° HC ° elementos simples:
L (RCL)
— X0~
Nivel 0 Um circuito com elementos
complexos:
Nivel 1
R1(C(R2W))
C
1
"1 Nivel2

W

Portanto, seguindo essas, conveng¢des dadas pelo programa, ¢ facil

escrever um circuito equivalente e obter os seus valores.
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1.4.5) Impedancia em Sistemas Biold gicos

A medida de impedancia ¢ uma técnica sensivel a variagdes que
ocorrem na capacitancia da dupla camada, Cq4;, esse parametro ¢ fortemente
influenciado por espécies que adsorvem na interface eletrodo/solug¢do. Por
isso a medida da capacitdncia também pode ser utilizada para monitorar a
adsor¢cdo de proteinas e estas ndo precisam ser eletroativas, o que ¢ uma
vantagem no estudo de complexos imunologicos. Além da sensibilidade da
técnica, esta permite uma andlise continua e sem utilizar reagentes marcados.
Outra vantagem, ¢ que o sistema sob investigacdo ndo sofre o impacto da
aplicagdo de um potencial externo o que poderia modificar as condig¢des do
sistema. O sinal aplicado ¢é de pequena amplitude a-c e pode ser realizado no
potencial de repouso entre a molécula bioldgica e o metal, preservando ao
maximo as condi¢des naturais do processo.

A capacitancia, vide equagdo 1.15, ¢ diretamente relacionada a camada
dielétrica, modificagcdes na espessura (d) ou na sua constante dielétrica (€)
irdo refletir em modificagdes na capacitancia.

Em alguns trabalhos onde se monitora a interagcdo antigeno-

b3J64]

anticorpo com medidas de capacitancia, esse processo ¢ representado por
um modelo elétrico bastante simples: considerou-se que a capacitancia medida
(Cy) era a soma das capacitancias do antigeno (C,) e do anticorpo (Cy), dada

por 1.22:

\
\

YYYYY

\ 11,1 amx
. . C, C, C,

da dp

Figura 1.11: Esquema proposto para a interacdo antigeno-anticorpo na

interface eletrodo/solugéao.
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A representacdo qualitativa da interagdo antigeno/anticorpo ¢
facilmente visualizada com o modelo da figura 1.11, onde se observa um
aumento da espessura “d” devido a interacdo antigeno-anticorpo, no entanto
quantitativamente esse modelo se mostra deficiente. Entre as explicagdes
apresentadas estd a simplicidade do modelo, onde ndo foram consideradas,
por exemplo, o fato das proteinas ndo recobrirem uniformemente a superficie
do eletrodo ou ainda fatores como a rugosidade, impurezas e filmes de 6xidos
influenciarem a resposta impedimeétrica.

A adsorc¢do pode ocasionar a corrosdo de equipamentos metalicos o que
representa prejuizo para industria e perigo de contaminacdo dos produtos. Em

bs]

um estudo realizado com a albumina de soro bovino™ sobre a¢o inox se
monitorou o valor da R, que nesse caso representa a medida direta da
velocidade de corrosdo. Esse pardmetro diminuia @ medida que aumentava a
quantidade de proteina adsorvida na superficie, o que representa a medida
direta da dissolucdo do metal. Essas informac¢des podem ser utilizadas para se
otimizar as melhores condigdes para se evitar a corrosdo dos metais em
contato com proteinas.

ksl

Os defeitos no recobrimento de superficie com uma membrana lipidica

kolks]

ou polimérica™ ", que podem ser utilizadas em sensores, criam regides de
contato direto do metal com a soluc¢ao, nesses locais a condutividade ¢ alta.
Isso resulta em uma capacitancia e resisténcia devido a presencas desses
defeitos e que desse modo pode-se avaliar a eficiéncia no recobrimento. A
analise impedimétrica pode ser aplicada para observar a deposi¢dao de
membranas e se obter informagdes estruturais com a avaliagdo da capacitancia
e a resisténcia.

A obtenc¢ido da constante da velocidade de transferéncia de elétrons, k°,
que esta relacionada a R, também pode ser obtida por medidas de
impedancia. Foi observado que a k° da rea¢ido de 6xido-reducdo para o ferri-
ferrocianeto de potassio diminui com a adsor¢dao de um peptideoE,I portanto
essa molécula dificulta a transferéncia de elétrons. A adsor¢do ¢ verificada
com um aumento da resisténcia no grafico Nyquist.

A medida da capacitancia da dupla camada também pode ser usada para

determinar a cinética@da adsorcdao da proteina na superficie do eletrodo. Um

dos modos mais simples utilizados para descrever esse processo ¢ uma reac¢ao
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em duas etapas: a primeira relativa a adsorcdo irreversivel da proteina e a
outra associada a modificacdo na estrutura das moléculas adsorvidas.O
decréscimo do valor da Cy4 ¢ associado a adsorcdo da proteina. Essa variagao
na Cg4 também foi associada ao rearranjo da proteina sobre o eletrodo. Esse
fato, por exemplo, ndo pode ser acompanhado com uma balang¢a de quartzo,
pois essa mudanca conformacional ndo implica em mudanga na massa,
portanto essa mudanc¢a nao pdde ser verificada com essa técnica. Em outro
trabalho se verificou que de acordo com a concentra(;.ﬁoEI da proteina se
observava mudangas na orientagdo da proteina adsorvida.

Em alguns trabalhos a capacitancia também foi utilizada para se obter
informag¢do a respeito da conformagdo e/ou orientacdo’' das proteinas. Esse ¢
um aspecto relevante no processo de adsor¢do, por exemplo, para os sensores
a imobilizagéoda proteina deve ocorrer com uma orientacdo que preserve os
sitios especificos livres.

A medida impedimétrica, como visto acima, ¢ uma ferramenta utilizada
para se estudar adsor¢do de proteinas, oferecendo informacg¢des de orientacado,

conformac¢do e cinética das mesmas.
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CAPITULO 2

2) TECNICAS EXPERIMENTAIS

Para a obtencdo das medidas de impedancia foram fundamentais as
etapas de compreensao dos principios teoricos da técnica e¢ manuseio dos
equipamentos, para entao se iniciar o trabalho experimental. Neste percurso
tornou-se evidente a importancia do tratamento da superficie do eletrodo para
que os resultados fossem reprodutiveis. Além disso, também se verificou que
a forma da cela eletroquimica, cabos e conexdes metalicas tém influéncia

marcante na qualidade dos dados.
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2.1) Sistema Eletroqui mico

O sistema eletroquimico ¢ composto pelo solvente, eletrolito
suporte, eletrodos e a cela eletroquimica. Para facilitar a discussdo dos
resultados apresenta-se de uma forma geral a especificagcdo e o tratamento

recebido conforme o experimento realizado.

2.1.1) Eletrodos

Os experimentos eletroquimicos utilizam um sistema composto por
trés eletrodos, figura 2.1, o eletrodo de trabalho, auxiliar e o de referéncia.
No primeiro ocorre a reacao de interesse o segundo mantém o fluxo elétrico

e o terceiro estabelece o potencial de referéncia.

Fonte

®
Eletr. Eletr.
Auxiliar Q Trabalho

Eletr.
Referéncia

Figura 2.1: Circuito de uma cela eletroquimica composta por trés eletrodos
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2.1.1.1) Eletrodo de Trabalho

O eletrodo de trabalho utilizado nos experimentos tem as seguintes

especificagoes:

Eletrodo de platina — disco de 2,2 mm diametro

Modelo MF 2013 - BAS (Bioanalytical Systems)

2.1.1.2) Eletrodo Auxiliar

O eletrodo auxiliar utilizado nos experimentos de espectroscopia
de impedéancia e voltametria ciclica era constituido de uma placa de platina
com as dimensdes de 1,0cm x 3,0cm x 0,01cm.

Para os experimentos destinados a produc¢do eletroquimica da
camada de 6xido em acido sulfurico, o eletrodo auxiliar utilizado foi um fio
de platina.

O tratamento de limpeza desses eletrodos consiste de uma imersao

em acido nitrico concentrado por 5 minutos e enxagiie em agua.

2.1.1.3) Eletrodo de Referéncia
A limpeza do eletrodo de referéncia, Ag/AgCl/KCIl saturada, ¢

efetuada somente com enxagiie em agua, ¢ o eletrodo ¢ armazenado em uma

solugdo saturada de KCI.

2.1.2) Preparo da superfi cie do eletrodo de trabalho

O tratamento da superficie do eletrodo ¢ fundamental na
reprodutibilidade dos resultados uma vez que a técnica prevé a medida da

capacitancia da dupla camada. Portanto deve-se ter um cuidado rigoroso no
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polimento do eletrodo e na retirada do material de polimento (alumina),
lembrando que todos os procedimentos devem ser repetidos igualmente para
todos os experimentos a fim de que a superficie seja sempre a mesma.

O tratamento de limpeza recebido por esse eletrodo consistiu de
polimento com alumina 0.05 U por 5 minutos, enxagilie em dgua, imersdo em
ultra-som com &agua, por 7 minutos. Apds a esse tratamento o eletrodo foi
colocado ainda molhado no meio eletrolitico.

Destaca-se que a reprodutibilidade dos experimentos nao ¢ uma
tarefa facil tanto no que diz respeito a preparacao da superficie de platina
como nas etapas seguintes de produ¢do da camada de o0xido e adsorcdo da
proteina, e que apesar dos experimentos terem sido cuidadosamente
repetidos se observava dificuldade na sua reproducaio.

Na figura 2.2 apresenta-se um esquema mostrando as etapas de
polimento do eletrodo e a verificagdo da limpeza e reprodutibilidade da
superficie com a realizacdo da voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de

impedancia eletroquimica (EIE).

1) Polimento do eletrodo e imerséo em ultra-som

v

2)Verificagdo da limpeza e reprodutibilidade da
superficie do eletrodo

¥ X

a) Voltametria

Ciclica b) Impedancia

i(A) Zim(ohm)

E(V) Zre(ohm)

Figura 2.2: Esquema para a verificacdo da limpeza e reprodutibilidade da

superficie do eletrodo
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2.1.3) Solvente

A dadgua foi utilizada como solvente em todos os experimentos
descritos. Esta agua ¢ obtida pelo sistema de purificacdo MilliQ-plus com
uma resistividade de 18 MQ.cm. Esta mesma dgua foi utilizada para lavagem

dos eletrodos e materiais.

2.1.4) Eletrolito suporte

O cloreto de sd6dio foi utilizado como eletrélito suporte numa
concentragdo de 0,15 M. Esta concentragcdo ¢ a mesma de uma solugdo

fisioldgica adequada para testes com a molécula bioativa a ser empregada.

2.1.5) Sistema Redox

O par redox utilizado foi o ferri-ferrocianeto de potassio —
K;[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)g] (Vetec) na concentracdo de 1 mM. A presenca
do sistema redox tem a func¢do de indicar um possivel bloqueio da superficie
do eletrodo de trabalho, uma vez que estas espécies apresentam picos de

corrente anddico/catddico bem definidos.

2.1.6) Lectinas adsorvidas na superfi cie da platina

A concanavalina A (Sigma — tipo IV) e a lentil (Sigma) foram

preparadas numa concentracao de 0,01 mg/mL em cloreto de sodio. As
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lectinas podem estar na forma ativada ou desativada conforme a adi¢do ou
ndo dos cations Ca’" e Mn?" de ativacdao. O termo desativada, neste caso, se
refere a proteina em contato com uma solu¢do em que nao houve a adig¢do de
sais de célcio e manganés, o que, no entanto ndo significa que a proteina nao

possua os referidos sais na sua estrutura.

a) Lectina na forma ativada: em NaCl 0,15 M, CaCl,.H,O (Merck) e
MnCl,.4H,0 (Carlo Erba) ambos a 3 mM

b) Lectina na forma desativada: em NaCl 0,15 M sem presenc¢a dos sais de

ativacao

O tempo de imersdo do eletrodo de platina nessas solugdes variou

de 1, 5,15 e 30 min.

2.1.6) Carboidratos utilizados para testar a sensibilidade e

seletividade das lectinas adsorvidas

Os carboidratos utilizados foram glicose (Ridel-de Haén),
galactose (Merck) e glicogénio (Sigma — tipo II) nas concentragdes de 0,01
mg/mL em cloreto de s6dio 0,15 M. Estas substidncias foram utilizadas para

testar a especificidade e seletividade da con A.

2.1.7) Cela eletroqui mica

A cela eletroquimica tem capacidade para 20 ml de solucao,
podendo apresentar compartimento para o eletrodo de referéncia e capilar de
Luggin-Harber, figura 2.3a. A cela se adapta uma tampa de material inerte

na qual se encaixam os eletrodos e o sistema de nitrogenacdao. A
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desoxigenacdo da solucdo ¢ efetuada por borbulhamento com nitrogénio
durante 30 minutos e atmosfera inerte ¢ mantida durante os experimentos. O
nitrogénio passa por tratamento de desoxigenac¢do (coluna preenchida com
cobre metalico e aquecimento) e purificacdo (duas colunas com peneiras
moleculares).Os experimentos efetuados com o eletrodo de platina na
solucdo contendo ferri-ferrocianeto de potdssio utilizou uma cela que ndo

possui o capilar de Luggin-Harber, figura 2.3b.

Tampa-vista superior

® ®

1) Eletrodo auxiliar

2) Eletrodo de trabalho
3) Borbulhador de
nitrogénio

4) Eletrodo de referéncia

Figura 2.3: Celas eletroquimicas: a) com capilar de Luggin-Harber; b) sem

capilar de Luggin-Harber

2.2) Equipamentos Utilizados para a Realizacdo dos Experimentos

Eletroqui micos

Na figura 2.4, se apresenta um organograma dos equipamentos
utilizados para a realizacdo dos experimentos de voltametria ciclica e

espectroscopia de impedancia.
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Software
398 EG&G
(¢)
Impressora
Interface
Poten. iostato Lock-in

Cela Eletroquimica

Figura 2.4: Organograma dos equipamentos utilizados para as medidas de

impedancia

O potenciostato e o lock-in sdo interfaceados pelo computador e através
do software sdo dirigidas informag¢des aos mesmos. O potenciostato
possibilita a aplicagdo de um potencial dc entre o eletrodo de trabalho e o de
referéncia, além de gerar a onda senoidal. O potenciostato gera ondas com
freqiiéncias no intervalo de 100KHz a 10Hz, abaixo dessa freqiiéncia a onda ¢
gerada pelo loock-in. O lock-in ¢ um equipamento que compara dois sinais
senoidais e gera uma resposta que ¢ usada para se obter a diferenca de fase

entre os sinais ¢ a razao entre as amplitudes dos picos.

2.3) Voltametria Ci clica

Na voltametria ciclica o potencial ¢ ciclado linearmente a uma

velocidade constante entre dois limites de potencial, registrando-se a
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corrente obtida. A voltametria ciclica é realizada antes dos experimentos de
impedancia como recurso para se verificar se o sistema se encontra limpo e
se a desoxigenagdo foi eficiente. Para tanto se efetuam em média 5 ciclos
com uma velocidade de 50 mV/s, em uma solucdo de ferri-ferrocianeto de

potadssio e cloreto de s6dio, no intervalo de 0 a 450 mV.

2.4) Espectroscopia de Impedancia

Os experimentos foram realizados numa solucdo de ferri-ferrocianeto de
potassio e cloreto de so6dio, uma atmosfera de nitrogénio ¢ mantida sobre a
solucao.

O intervalo de frequéncia de 100 KHz a 8,85 mHz, a amplitude da onda
de 10 mV r.m.s, com um tempo de condicionamento do eletrodo de 30
segundos e foram coletados 5 pontos por década de frequéncia.

Os experimentos foram realizados no potencial de repouso de

aproximadamente 0,23 V.

2.4.1) Verificacdo da adsorcéo das lectinas

Verificou-se a adsor¢do da con A e da lentil sobre superficies de platina
onde esta era recoberta ou ndo por uma camada de 6xido, estas superficies sdo

identificadas pela seguinte notacgao:

a) Pt/lectina: cletrodo de platina sem nenhuma modificagdo, apenas o

polimento, imerso em solu¢do de lectina
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b) Pt/PtOg/lectina: eletrodo de platina modificado com 6xido produzido

quimicamente e entdo imerso em solug¢do de lectina.

c) Pt/PtO¢q/lectina: eletrodo de platina modificado com 6xido produzido

eletroquimicamente e entdo imerso em solugdo de lectina.

O tempo de imersdo do eletrodo na solugdo contendo proteina variou de
1,5, 15 e 30 minutos, na seqiiéncia o eletrodo ¢ enxaguado com 4gua.

A modificacdo da superficie, devido a adsor¢do da lectina, foi
verificada realizando-se voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia.

Para verificar se as modificagcdes observadas tanto na voltametria
ciclica e na impedancia eram devido a adsor¢cdo da proteina e ndo devido a
outras substancias como o eletrdlito suporte (NaCl 0,15 M), os sais de
ativacao (CaCl, e MgCl,) e o glicogénio também foram efetuados
experimentos onde se colocava o eletrodo de platina nestas solugdes. Deste
modo, o eletrodo de platina com e sem o6xido também foi imerso nas
substancias acima citadas onde ndo se verificaram mudan¢cas como as
observadas na presenc¢a de proteina.

Na figura 2.5 apresenta-se um esquema resumido mostrando as etapas
acima comentadas: de preparagdo e modificacdo do eletrodo, imersdo em

proteina e verificacdo da adsorcgao.
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1) Limpeza do eletrodo conforme 2.1.2

v

2) Modificagao da superficie do eletrodo com 6xido
conforme 2.5.1 ou 2.5.2

'

3) Imerséo do
eletrodo em Lectina

v

4) Verificagdo da adsorgdo da lectina

¥ R

a) Voltametria

Ciclica b) Impedancia

i(A) Zim(ohm)

E(V) Zre(ohm)

Figura 2.5: Esquema mostrando as etapas 1 e 2 anteriores a adsor¢do da
lectina ¢ a adsorgdo propriamente dita, etapa 3, e a sua posterior verificagdo

na etapa 4.

2.4.2) \Verificacdo da seletividade das lectinas frente aos

carboidratos

A superficie modificada com a lectina conforme ja descrita em 2.4.1 era

testada frente a alguns agticares, como a glicose, galactose e glicogénio. Esse
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procedimento ¢ uma continuag¢do das etapas 1, 2, 3, 4 e 5 mostradas na figura
2.6, na sequéncia da-se a imersdo por 1, 5, 15 ou 30 min dessa superficie
modificada com lectina em uma solu¢dao contendo um dos agucares acima
mencionados, ¢ uma nova voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia

sdo efetuadas. Um esquema resumido dessas etapas ¢ mostrado na figura 2.6.

1) Eletrodo modificado pela adsorgao da lectina
( esquema mostrado na figura 2.5)

v

2) Imerséo do eletrodo em uma solugdo de carboidrato

3) Verificagdo da interagéo entre a lectina e o carboidrato

¥ N

a) Voltametria

Ciclica b) Impedancia

i(A) Zim(ohm)

E(V) Zre(ohm)
Figura 2.6: Esquema mostrando a adsor¢do de carboidratos, sobre uma

superficie com lectina (mostradas na figura 2.5) e a verificacdo da adsorgdo

do carboidrato com voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia.
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2.5) Formacdo da Camada de Oxido

Observou-se que, a modificacdo da superficie do eletrodo de platina
com uma camada de 6xido, altera bastante a adsor¢do das proteinas estudadas.
Inicialmente a superficie do eletrodo foi modificada quimicamente e
posteriormente para se obter um maior controle desse processo produziu-se
essa camada de o6xido por via eletroquimica. Os procedimentos utilizados

nessas praticas serdo descritos a seguir:

2.5.1) Camada de 6xido formada quimicamente

Apos o tratamento recebido pela superficie de platina conforme descrito
em 2.1.2 efetuava-se uma voltametria ciclica em ferri-ferrocianeto de potassio
e uma espectroscopia de impedancia. Esse procedimento era para se investigar
tanto a limpeza como a reprodutibilidade do processo de preparagdo do
eletrodo. Apods essa etapa o eletrodo de platina era retirado da célula,
enxaguado e imerso por 5 min em 4acido nitrico concentrado (Merck) e
enxaguado novamente com agua. Numa etapa seguinte, ou a superficie foi
investigada para verificar-se a modificacdo ocorrida devido o contato com o
acido nitrico ou colocada em contato com a lectina e verificando-se assim a
modificacdo ocasionada pela proteina. No primeiro caso efetuava-se
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia no segundo caso imergia-
se o eletrodo em uma solug¢do de lectina, conforme as especificagdes dadas em
2.1.6, lavava-se o eletrodo com 4gua e efetuava-se voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia, um esquema apresentando essas etapas ¢

mostrado na figura 2.7.
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1) Preparo da superficie do eletrodo conforme 2.1.2

v

2) Imerséo em HNOj3 conc.

/ \ @ Enxague em H;O

Verificar com voltametria ciclica e Imerséo em lectina
impedancia a modificagao
causada pelo HNOs.

Figura 2.7: Esquema resumindo os procedimentos para a produgdo de uma

camada de 6xido quimicamente.

2.5.2) Camada de 6xido formada eletroquimicamente

2.5.2.1) Pardmetros experimentais para a formacéo da camada de 6xido

O objetivo de se produzir uma camada de 6xido eletroquimicamente era
se obter um maior controle e reprodutibilidade dessa camada. A tentativa de
se reproduzir os resultados j& obtidos com a camada formada quimicamente
levou a pesquisa de acidos menos oxidantes que o acido nitrico, no qual a
simples imersdo ja produzia a camada de 6xido.

Os testes realizados com o 4cido sulfurico e o acido cloridrico ambos
concentrados também produziram modificagdes na superficie do eletrodo com

a simples imersdo, embora menos intensas.
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Uma outra alternativa foi o dcido p-tolueno sulfénico 3,5 M, que em um
primeiro teste de simples imersdo ndo causava modificacdes na superficie.
Passou-se entdo aos testes eletroquimicos, nos quais, de acordo com a
voltametria ciclica obtida aplicou-se um potencial de 1,2 V por um periodo de
1 hora. O resultado foi satisfatorio, no entanto considerou-se que por se tratar
de um d4cido organico poderia haver complicagdes devido a presenca de
material orgdnico no filme de 6xido.

Os testes com o 4cido sulfurico 1M iniciaram com a imersdo do
eletrodo de platina nessa solucdo para verificar se havia a produ¢do de uma
camada de oxido. Visto que nessas condi¢cdes ndo houve a oxidagdo do
eletrodo passou-se para a proxima etapa, na qual foram definidos os
parametros para a produc¢ao eletroquimica da camada.

Inicialmente se pesquisou qual seria o potencial para a formagdo da
camada de 6xido. Os potenciais de oxidag¢do estudados variaram de 1,0 V até
1,9 V, onde se observou que acima de 1,6 V ha formag¢do de bolhas sobre a
superficie do eletrodo. Para diminuir o efeito da formag¢do de bolhas e com
isso dificultar a reprodutibilidade da camada de o6xido, introduziu-se uma
intensa agitacdo no sistema, ndo permitindo dessa maneira a fixacdo dessas
bolhas. O potencial de 1,6V foi o escolhido para produzir todos os filmes de
6xido comentados neste trabalho.

A proxima etapa foi definir a quantidade de carga que seria utilizada
para a formag¢do da camada. Foram efetuados testes com as seguintes cargas:
30mC, 20 mC, 10 mC, 5,0 mC, 4,0 mC, 2,0 mC, 1,0 mC, 500 pC, 250 pC e
60 pC.

Apds a formagdo da camada de 6xido, seja em qualquer das condigdes
de potencial e carga acima citados, finalizou-se com um procedimento para
uniformizar ou estabilizar a camada. Para tal, varreu-se linearmente, a partir
do potencial aplicado, no sentido catdédico até um dos seguintes potenciais:
0,6 V; 0,7V, 0,8 V; 0,9 V; 1,25 V e 1,30 V. O tempo de permanéncia nesses
potenciais foi de 60 s, 100 s, 300 s e 600 s. Estabeleceu-se que o potencial
seria varrido linearmente até 0,7V e permanecendo no mesmo por 60s.

A escolha dos melhores parametros, para a producao eletroquimica da
camada se baseou em dois critérios: o primeiro, formar uma camada pouco

espessa, ou melhor, com um comportamento impedimétrico semelhante ao
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obtido com as camadas formadas quimicamente; o segundo, obter-se uma boa
reprodutibilidade das mesmas.

Na figura 2.8, apresenta-se o programa de potenciais usados na
formag¢do da camada de 6xido. Na figura 2.8a, inicia-se o processo de limpeza
do sistema eletroquimico com uma ciclagem rapida no intervalo de —0,12 a
1,3 V com durag¢do de dois minutos a uma velocidade de 1V/s e por 6 minutos
a 50 mV/s. Esses procedimentos auxiliam na obten¢do de uma voltametria
ciclica adequada para a formag¢do da camada de 6xido. Os experimentos foram
realizados na cela eletroquimica mostrada na figura 2.3a com intenso
borbulhamento de nitrogénio na solug¢do. Apds a verificagdo, através do
voltamograma ciclico, de que o sistema se encontra limpo, inicia-se
imediatamente o procedimento para a forma¢do da camada de oOxido. Esta
etapa pode ser acompanhada na figura 2.8b, onde o ultimo ciclo ¢ terminado
aproximadamente em 0,7 V, quando se aplica o potencial de 1,6 V, até passar
60 HC de carga (em média 4-5 segundos, esse tempo varia com a quantidade
de carga oxidada), entdo varre-se linearmente o potencial até 0,7 V,

permanecendo-se por 60 segundos nesse potencial.

A) B)
1,6V
t=x
1,3V
0,7v 0,7V

60s
-0,T2V. 0,12V -0,12V
H_J

Ciclos a1 V/s -2 min.
Ciclos a 50 mV/s - 6 min.

Figura 2.8: Programa dos potenciais estabelecidos no eletrodo de trabalho
para se produzir a camada de o6xido eletroquimicamente. A) Limpeza do
sistema eletroquimico, onda triangular de potencial utilizado na voltametria

ciclica da platina em H,SO4 1M. B) Formagdo da camada de 6xido
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Terminado o processo de formag¢do da camada o eletrodo ¢ lavado com
dgua, iniciando-se agora a etapa da verificacdo da mesma que ¢ composta pela
realizacdo de 3 ciclos de voltametria ciclica em ferri-ferrocianeto de potéssio
seguida pela espectroscopia de impedancia nessa mesma solu¢do. Um resumo
das etapas de formacdo e verificagdo da camada de o6xido formada

eletroquimicamente ¢ apresentado na figura 2.9.

ETAPA 1: LIMPEZA DO ELETRODO DE Pt

Intervalo de potencial

Voltametria ciclica usado na voltametria
Cela de dois em H,SO, ciclica
compartimentos
com H,SO, 1M 1,3V
-0,12V -0,12
H_/
Ciclosa 1 V/s - 2 min.

Ciclos a 50 mV/s - 6 min.

ETAPA 2: FORMACAO DA CAMADA DE OXIDO ELETROQUIMICAMENTE EM H,SO,

1,6V

t=x Esquema mostrando o
programa de potenciais usados /
na formagao da camada de
6xido em H,SO,4 1M, apds

0,7V 0.7V obtencé&o da voltametria ciclica
60s
-0,12V

ETAPA 3: VERIFICACAO DA CAMADA DE OXIDO

=
l
L.

a) Voltametria

Ciclica b) Impedancia

i(A Zim(ohm

E(V) Zre(ohm

Figura 2.9: Esquema explicativo das etapas de limpeza, formagdo e

verificagcdo da camada de 6xido produzida eletroquimicamente.
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2.8) Teste de Atividade Biol6gica da Concanavalina A

A turbidez causada pela reagdo entre a con A e o glicogénio ¢ uma
indicacdo da atividade ligante da con A aos sacarideosmh_"uz.| A reacdo foi
iniciada pela adi¢cao de 200 pg/mL de con A em 0,05 M de tampao tris-HCI
(pH 7,4, 3 mM de CaCl,, 3 mM de MnCl,, 0,15 M NaCl ) a 60 pg/mL de
glicogénio em 0,05 M de tampdo tris-HCI (pH 7,4). Esse teste também foi
efetuado com a glicose. A turbidez foi monitorada espectrofotometricamente

no comprimento de 460 nm. A reacao também foi acompanhada na situacgao

em que a con A ndo estad na presenc¢a dos sais de ativacao.
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CAPITULO 3

3) RESULTADOS E DISCUSSOES

As técnicas utilizadas para o estudo da interface
eletrodo/proteina foram a voltametria ciclica e a espectroscopia de
impedancia. A associacdo dessas duas técnicas possibilitou o monitoramento
da superficie do eletrodo e a sua modificacdo. Para o acompanhamento dessas
modificacdes enfatiza-se os cuidados com a preparagdo das superficies, o que
inclui o polimento do eletrodo, a formacdo de uma camada de oOxido e a
adsorcao da proteina.

Na discussdo dos resultados sdo propostos circuitos elétricos
equivalentes que possam traduzir as condi¢cdes das interfaces platina/solucdo,
platina/6xido, platina/6xido/con A e platina/con A. Esses circuitos sdo obtidos
com a modelagem dos resultados experimentais e deles foram
extraidos a resisténcia, a capacitancia e pardmetros cinéticos que esclarecem

a natureza de cada uma das interfaces citadas.
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3.1) Voltametria Ci clica do Eletrodo de Platina

Os procedimentos experimentais, descritos em 2.1.1.1, para a
preparacdo da superficie da platina, tém o objetivo de garantir a
reprodutibilidade nas caracteristicas dessa superficie. Essas caracteristicas
foram observadas em uma solucao de acido sulftrico e em ferri-ferrocianeto
de potdssio. Nesses meios o voltamograma ciclico apresenta processo redox
bem definido, onde a alteragdo no comportamento voltamétrico indica alguma
modificacdao na interface eletrodo/solu¢do. Essas modificagdes sinalizam a
presenca de contaminantes que podem alterar os resultados e, por conseguinte
levar a conclusdes enganosas.

A andlise dos voltamogramas ciclicos da platina em 4acido sulfurico e
em ferri-ferrocianeto de potdssio serdo discutidas em maiores detalhes na

sequéncia deste capitulo.

3.1.1) Voltametria Ci clica em Acido Sulfirico

As caracteristicas desses voltamogramas sdo bastante conhecidas e

amplamente discutidas na literatura™: De forma breve, o voltamograma da

figura 1 pode ser dividido em trés regides:

I) Regido do hidrogénio, localizada no intervalo de —120 a 200 mV, onde se

observam os picos de adsor¢do e desor¢cdo do hidrogénio.
II) Regido da dupla camada, localizada no intervalo de 200 a 600 mV

(varredura anddica), onde ndo se observa nenhum processo faradaico, a

corrente medida ¢ consequéncia do carregamento da dupla camada.
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IIT) Regido do sistema Pt/O,, localizado entre 600 a 1300 mV (varredura
anodica), inicialmente ocorre a oxidag¢do da superficie da platina relacionados
com a adsor¢do de OH, a potenciais superiores ocorre a formacao de
monocamadas de 6xido. Na varredura catodica ocorre a reducao dos oxidos

formados na varredura anddica.

A presenca de qualquer impureza no sistema eletroquimico compromete essas

reacdes e consequentemente ndo se obtém o resultado mostrado na figura 3.1.

Corrente (HA)
Y

-200 0O 200 400 600 800 1000 1200 1400
Potencial / mV (E/Ag/AgCI_,)

Figura 3.1: Voltamograma ciclico do eletrodo de platina em acido sulftrico

1 M.

3.1.2) Voltametria Ci clica em Ferri-ferrocianeto de Potassio

O voltamograma ciclico da platina em ferri-ferrocianeto de potassio
mostrado na figura 3.2, apresenta os picos anddico/catédico em 260/200 mV e
o potencial de repouso que se estabelece nessa interface ¢ de 230 mV. Para
sistemas como esse se deve observar uma diferenca nos potenciais de pico de
aproximadamente 60 mV e a razdo entre as correntes anddica e catddica de

aproximadamente 1.
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A adicdo do par redox ao sistema tem as func¢des de estabelecer um
potencial na dupla camada com espécies conhecidas e atuar como um
indicador de um possivel bloqueio na superficie do eletrodo. Esta tultima
funcdao se deve as caracteristicas bem definidas desse par redox, tanto na
posi¢do dos picos anddico/catdodico, como na relagdo proporcional desses
picos. A modificagdo dessas caracteristicas indica que o sistema apresenta
alguma contaminag¢do, o que pode, portanto, afetar o resultado dos

experimentos.

Corrente (HA)
d A N o N

1
(o]

0 100 200 300 400 500
Potencial / mV(E/Ag/AgCI

sat)

Figura 3.2: Voltamograma ciclico do eletrodo de platina em ferri-

ferrocianeto de potassio ImM.
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3.2) A camada de Oxido Formada Eletroquimicamente

O filme de 6xido teve um papel importante na adsor¢do da proteina,
pois a partir de uma aparente pequena modificacdo da superficie obteve-se
uma resposta muito intensa na adsor¢do. Devido a essa modificacdo na
intensidade de adsorcao da proteina fez-se necessario um controle mais rigido
das condi¢des de formacao desse filme de 6xido e desta forma reproduzir as

mesmas caracteristicas do filme.

3.2.1) Caracterizacdo da Camada de Oxido pela Voltametria Ci clica

A camada de 6xido foi produzida sobre a platina em meio dcido a um
potencial constante de 1,6 V, os detalhes experimentais foram apresentados
em 2.5.2.

Para a caracterizacdo da formacdo do filme de 6xido foram realizados
experimentos de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia.

Na figura 3.3, apresenta-se o voltamograma ciclico do eletrodo de
platina em ferri-ferrocianeto de potdssio antes e apo6s a modificagdo com o
filme de 6xido. Comparando-se esses voltamogramas observa-se que houve a
diminuicdo dos picos anodico/catédico e um deslocamento nos potenciais de
pico (Ep). O decréscimo nas correntes anddica/catdodica indica que houve um
certo bloqueio da superficie da platina, e o aumento na diferenca do potencial

de pico (AE,) sugere uma cinética mais lenta para o processo redox.
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Corrente (uA)

-8 T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Potencial / mV(E/Ag/AgCI_,)

Figura 3.3: Voltamograma ciclico do eletrodo de platina em ferri-
ferrocianeto de potassio: (+) eletrodo de platina; ([]) eletrodo de platina

modificado com filme de 6xido, 61 UC para a formacao do filme.

Para verificar como a camada de o6xido ¢ afetada pela carga anddica
usada na producao desse filme, foram realizados experimentos utilizando-se
cargas no intervalo de 50 a 1000 pC.

A variagdo da corrente de pico anddica (ip,) em fun¢do da carga pode
ser visto na figura 3.4. Nessa figura pode ser visto o decréscimo de
aproximadamente 20% da corrente na regido de carga de 0 a 50 PHC e um
decréscimo mais sutil de apenas 8,5% na regido acima de 50 pC, semelhante a

um decaimento exponencial da corrente com a carga.
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o
8
o

0 200 400 600 800 1000
Carga (uC)

Figura 3.4: Corrente de pico anddica (i,.) versus carga para o eletrodo de

platina em uma solucdo de ferri-ferrocianeto de potassio.

Na figura 3.5, apresenta-se a variacdo da AE, com a carga. A presencga
do 6xido deslocou a AE, de 60-70 mV do eletrodo sem ¢6xido (carga 0) para
aproximadamente 90 mV ( 50 a 500 pC) e para cargas de 1000 uC os valores
da AE, sdo maiores que 90 mV. Como ja foi mencionado para sistemas
reversiveis o AE, ¢ 60 mV, a presen¢a do 6xido desloca o sistema para um
regime quase-reversivel. Esse fato implica que a cinética da reagdo de oxido-
reducdo do ferri-ferrocianeto de potdssio sobre o eletrodo recoberto por 6xido

¢ mais lenta.

120 .
110 .
1004 o 0
’>\ 4
g/ 90 - @ o) o
= 7]
Y 804 o
704 o
604 o
0 200 400 600 800 1000

Carga (pC)

Figura 3.5: Diferengca no potencial de pico (AE,) versus carga para o

eletrodo de platina em uma solucdo de ferri-ferrocianeto de potassio.
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3.2.2) Caracterizacdo da Camada de Oxido pela Espectroscopia de

Impedancia

A modificagdo da superficie de platina também foi detectada pela
espectroscopia de impedancia. Na figura 3.6, apresenta-se o grafico de
Nyquist para a platina e para a platina modificada pelo 6xido. A curva para a
platina apresenta um pequeno semicirculo que ¢ aumentado algo em torno de
70% quando ¢ modificada pelo 6xido. Esse aumento indica que tanto Zim
(componentes capacitivos) como Zre (componentes resistivos) do sistema

foram significativamente mudados.

6.0
N +
4.5+ *
— ++ 5
E 16 Hz Lt
S 3.0+ +F O .
x + o
+ O
E ++ a .
N 151 Hz |+ P
1.5 Rl-o
+ o
o2
"
0.0_ T T T T T T T 1
0.0 1.5 3.0 4.5 6.0
Zre (kohm)

Figura 3.6: Grafico Nyquist do eletrodo de platina em ferri-ferrocianeto de
potassio: (+) eletrodo de platina; (/) eletrodo de platina modificada com

filme de 6xido, 61 PC para a formacao do filme.

O mesmo resultado também pode ser visto num grafico de Bode, figura
3.7, onde relaciona-se o angulo de fase ([J) e o modulo da impedancia a

frequéncia. Uma forma de associar as informagdes desses dois graficos ¢
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através da constante de tempo T (T = RC). No grafico da figura 3.6 o valor
maximo de Zim na regido semicircular ¢ dada por w=1/R.Cy, portanto o
inverso de 1. O eletrodo de platina modificado com o filme 6xido além de
aumentar o valor do médulo da impedancia apresenta uma curvatura mais bem
resolvida do que a platina, observe a figura 3.7, os valores de @ maiores do
que 29° e em frequéncias menores do que 1000 Hz. O deslocamento para uma
frequéncia mais baixa indica que o processo estd ocorrendo com uma
constante de tempo menor, portanto mais lenta e o aumento no angulo de fase

indica um sistema com uma maior contribui¢ao capacitiva.

50
a
1 %, g O
—~ 9 47[]
0 40+ TR, o 4
g 0 g T, o 10
—
S 5 "ey0 ) o
5
2 30+ e = +++ ++ 4 <
S e, 5 + + [e)
T _ "a, To + -
9 . o + 3 N
S 20+ AP P F10° =
o +, 0 + £
3 - + 0O :
g
(o)) LI 0oy
& 10- T
ﬁmwagéru
0¥ 5
e rre——T ' ——=t 10

10 10" 10° 10" 10* 10° 10
frequéncia (Hz)

Figura 3.7: Grafico de Bode angulo de fase do eletrodo de platina em ferri-
ferrocianeto de potassio: (+) eletrodo de platina; ([]) eletrodo de platina

modificada com filme de 6xido, 61 HUC para a formagdo do filme.

3.2.2.1) Comparacdo dos Resultados Obtidos com a Voltametria Ciclica e

a Impedancia

Uma inspec¢do nas figuras 3.3 e 3.7 mostra que o efeito da presenc¢a do
6xido sobre a platina ¢ aparentemente menos evidenciado na voltametria

ciclica do que na impedancia. Essa diferenca na resposta entre as duas
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técnicas surge porque a constante heterogénea de velocidade, k°, que é um
parametro cinético que indica a facilidade de uma reagdo ocorrer, se
manifesta de uma maneira mais sutil na voltametria ciclica do que na
impedancia.

NicholsonE,| desenvolveu um método para se estimar a k° a partir da
voltametria ciclica relacionando um pardmetro y com a separag¢do entre os
picos (AE,). Os valores de |, parametro cinético adimensional da voltametria

’ . ~ 4 ~ r ~
ciclica, sdo tabelados’* e a sua relacdo com a k° é dada conforme equagio 3.1.

(o = ¥[Dm(nF /RT)]

3.1
(Dy/ D) o

Nessa relagdo por exemplo, uma variacdo de k° dada pela modificagdo da AE,
de 61 mV para 92 mV, implica em um decréscimo no parametro Y de 20 para
0,75, portanto uma grande modificagdo na k°, mais de 20 vezes, enquanto para
a AE, uma modifica¢do de apenas 1,5.

Uma outra forma de expressar k° é através da corrente de troca, i,. A

relagdo direta entre esses dois parametros cinéticos pode ser vista na equacao

3.2.
i, =nFAK°C * {3.2}

Substituindo-se a equacdo 3.2 na equacdo 3.1, verifica-se que i, também esta

relacionado a Y como mostra a equacao 3.3.

1/2
_ nead D (nF /RT] .

[
(D, /Dg)™"”

(3.3}

0
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Existe uma dependéncia linear entre o sobrepotencial, N = E-E.q, ¢ a
corrente quando préximo ao potencial de equilibrio, essa relacdo pode ser

vista na equacao 3.4.

nFn

— 3.4
RT B4

=i

De modo similar a lei de Ohm, o termo (n/i), tem a dimensdo de resisténcia e
usualmente denomina-se esse termo como a resisténcia de transferéncia do

elétron, R¢, veja a equagdo 3.5.

— (3.5}

Na equacdo 3.5, tem-se a relacdo inversa de i, com R, deste modo toda
variagdo que houver na i, tem um efeito inverso na R, enquanto na
voltametria essa relagdo ndo ocorre diretamente, mas pelo intermédio do
parametro tabelado Y que entdo possibilita estimar-se i,.

O parametro R também pode ser mensurado pela impedancia, nessa
técnica, em um grafico Nyquist um aumento na R, ¢ dado pelo aumento no
semicirculo, como, por exemplo, foi visto na figura 3.6.

Portanto a diminui¢do na cinética do processo redox devido a presenca
da camada do o6xido ¢ mais facilmente observada na impedancia do que na
voltamentria ciclica. Além disso a medida da AE, ¢ mais dificil devido ao
aspecto arredondado da curva onde pequenas variagdes implicam em erro na
avaliacdo da i,. J4 na impedancia, uma técnica mais sensivel, a medida da R
da imediatamente a relacdo com a cinética da reacdo, por exemplo, uma
reacdo com uma cinética rapida tém uma R, pequena e vice-versa.

O confronto dos resultados obtidos com a voltametria ciclica e a

impedancia pode ser feito através do calculo da R., veja a equacgdo 3.5. Com
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essa equacgdo pode-se prever o valor da R, utilizando-se a estimativa de k°
feita pela voltametria ciclica. Para o calculo da R, utiliza-se os valores de
AE, obtidos na voltametria ciclica relacionados aos respectivos
] tabelados77, D0=DRE= 1,211)(10'5 cm?.s”! para K4Fe(CN)s e a= 0,5 Os
pontos obtidos com esses calculos podem ser vistos na figura 3.8. A partir
desses pontos se traca a curva de trabalho, dada pela linha s6lida. Essa curva

sera util na analise dos circuitos equivalentes em 3.2.3.

60 80 100 120 140 160 180 200 220
AE, (mV)

Figura 3.8: R, versus AE,, R, foi obtido da equacdo 3.5, onde:
A=0,038 cm’, =valores tabelados’’, Do=Dr=1,211x10" cm?/s para
K4Fe(CN)g, v=50 mV/s, C*=1mM, 0a=0,5, n, F, R ¢ T com seus valores

usuais.

3.2.2.2) Caracterizacdo da Camada de Oxido pela Espectroscopia de

Impedéancia na Frequéncia de 25 Hz

Para verificar qual a tendéncia que os dados dos espectros de
impedancia apresentam com a carga, coletou-se os dados de Zre ¢ Zim na
frequéncia de 25 Hz.

Na figura 3.9a observa-se que ha um aumento na Zre (componente

resistiva do sistema) com o aumento da carga. Esse ¢ um comportamento
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esperado se o aumento da carga implicar em um aumento na quantidade de
o6xido sobre a superficie do eletrodo o que por sua vez ocasionaria um
aumento na resisténcia nessa interface.

Na figura 3.9b, tem-se o resultado da variacdo da Zim (componente
capacitiva do sistema) com o aumento da carga. Nesse caso Zim relaciona-se
inversamente com a capacitancia (Zim = 1/wC), portanto o aumento da Zim,
indica que houve um decréscimo na capacitdncia. Seguindo o mesmo
raciocinio de que um aumento na carga resulta em um aumento na espessura
da camada de 6xido e que esse Oxido esteja relacionado ao dielétrico de um
capacitor, ocorre que um aumento na espessura do dielétrico resulta em uma

diminuicdo no valor da capacitancia.

a) b)
8.5+
2.0- a
R 8.0 e
7.5
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' 164 A T 6.5 a
g ) 2 -
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Figura 3.9: a) Zre versus carga, esses dados foram obtidos na frequéncia de
25 Hz dos espectros de impedancia.
b) Capacitancia versus carga, onde a capacitdncia ¢ dada por 1/Zim.w, esses

dados foram obtidos na frequéncia de 25 Hz dos espectros de impedancia.

Portanto Zre e Zim apresentaram um comportamento compativel com a
idéia de que o aumento da carga resulta em um aumento na quantidade de

oxido sobre a superficie do eletrodo.
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A tendéncia das componentes Zre aumentar com a carga € Zim diminuir
com a carga foi verificada em todo o intervalo de 100KHz a 80 mHz, ¢ a
medida que a freqiiéncia ia diminuindo este comportamento se tornava mais
claro, os resultados foram apresentados em 25 Hz, porque nesta freqii€ncia

esta tendéncia é melhor evidenciada.

3.2.3) Circuitos Equivalentes

Para a andlise dos resultados experimentais foram propostos varios
circuitos equivalentes com possibilidades de explicar os resultados, mas para
a discussdo foram selecionados quatro circuitos, que serdo discutidos quanto
a qualidade do ajuste e o significado fisico-quimico dos seus elementos.

A escolha do circuito equivalente para a modelagem dos dados
experimentais deve a principio trazer as mesmas relagdes para a resisténcia e

capacitancia vistas nas figuras 3.9a-b.
3.2.3.1) Modelo 1

O circuito de Randles, figura 3.10a, foi o primeiro circuito a ser
utilizado para modelar as curvas experimentais. Nesse circuito, definido como
modelo 1, as modificacdes causadas pela presenca do o6xido sdo verificadas
tanto na capacitancia da dupla camada (C4q) como na resisténcia da
transferéncia do elétron (R ). Na figura 3.10b, mostra-se o resultado da
modelagem entre a curva experimental e o modelo 1. Observa-se que modelo
foi adequado no ajuste da alta e baixa regido de frequéncia, no entanto falhou
na regido intermediaria (10> — 10° Hz), onde o valor do a4ngulo de fase nio ¢é

adequado.
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Figura 3.10: a) modelo 1; b) ajuste entre a curva experimental de 6xido com

carga de 268 HC () e o modelo (*).

Com o resultado do ajuste pode-se extrair os valores da R, e Cq em

funcdo da carga. Na figura 3.11a, apresenta-se o grafico da R versus carga,

nesse grafico ¢ clara a tendéncia de aumentar a Ry com o aumento da carga.

Para a Cgq, figura 3.11b, n3o hd uma relagao clara de aumento ou diminui¢ao

com a carga.

Pode-se dizer que a capacitancia

manteve-se praticamente

constante pois a variagdo entre o valor madximo e minimo foi de apenas

0,25 YF.
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Figura 3.11: a) relagdo da R, obtida com o modelo 1 versus carga;

relacdo da Cy4 obtida com o modelo 1 versus carga.
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Os valores encontrados para a R.;, quando confrontados com a curva de
trabalho, figura 3.12, encontram-se préximos a curva, situados ligeiramente
acima da linha. Esse comportamento indica que a R, dada pelo ajuste ¢

semelhante a observada na voltametria ciclica.

T T T T T T T
80 90 100 110 120
AE, (mV)

Figura 3.12: Comparag¢do entre os valores obtidos de R., (M) com o modelo 1

e o previsto pela curva de trabalho apresentada na figura 3.8 (—).

3.2.3.2) Modelo 2

Com o objetivo de separar a contribui¢do da camada do o6xido dos
demais elementos do circuito de Randles, adicionou-se um circuito RC. Este
circuito RC foi inicialmente colocado em paralelo ao circuito de Randles,
como mostra a figura 3.13a, assumindo-se com esse circuito que se chamou de
modelo 2, uma camada com ilhas de 6xido onde a transferéncia de elétrons
pode ocorrer pela platina ou pela camada de 6xido. A adi¢do do circuito em
paralelo ndao melhorou a modelagem, observe a figura 3.13b, inclusive piorou
o resultado na regido de baixa frequéncia e continuou ndo ajustando o valor

do angulo de fase na regido intermediaria (10%-10° Hz).
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Figura 3.13: a) o modelo 2; b) ajuste entre a curva experimental de 6xido

com carga de 268 HC ( ) e o modelo 2(*).

Para

complementar

a

analise

desse

modelo verificou-se

qual o

comportamento dos pardmetros R,x € Cox (0 indice “ox” se refere ao 6xido)

frente a carga, note que agora a resisténcia e a capacitancia sdo em relagdo ao

o0xido e ndo mais a Ry e Cq4;. Para os parametros Rox € Cox, resultado mostrado

respectivamente nas figuras 3.14c-d, ndo se observou uma tendéncia clara de

aumento ou diminui¢do em funcdo da carga. A inclusdo de um circuito em

paralelo ao modelo 1 ndao melhorou a modelagem dos dados. A componente

Rox apresentou valores 100 vezes maiores dos demais modelos, e Cyx nao

apresentou nenhuma tendéncia definida.
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Figura 3.14: a) relagdo da R,y obtida com o modelo 2 versus carga; b)

relacdo da C,x obtida com o modelo 2 versus carga.
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A R, da mesma forma do que comentado para o modelo anterior, teve

seus valores proximos a curva de trabalho, como mostra a figura 3.15.

R, (kohm)

0.5 T T T
80 90 100 110 120

AE, (mV)

Figura 3.15: Comparacdo entre os valores obtidos de R, (M) e o previsto

pela curva de trabalho apresentada na figura 3.8 (—).

3.2.3.3) Modelo 3

Visto que a modelagem com o circuito que assume uma camada com
ilhas de o6xido (fig.3.13a) ndo ter resultado em melhoras no ajuste ja obtido
com o circuito de Randles propos-se um terceiro circuito equivalente. Nesse
modelo, que se denominou modelo 3, assume-se uma camada continua e
compacta de oxido, para tal adiciona-se um circuito RC em série ao circuito
de Randles, como mostra a figura 3.16a. A inclusdao desse circuito melhorou o
angulo de fase na regido intermediaria, deficiente no modelo anterior, no
entanto ainda houve um desvio da curva experimental no intervalo de 102 —

10" Hz, esse resultado é mostrado na figura 3.16b.
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Figura 3.16: a) o modelo 3, b) ajuste entre a curva experimental de 6xido

com carga de 268 UC ( ) e o modelo 3(*).

A variagdo dos parametros R,x € Cox com a carga pode ser vista
respectivamente na figuras 3.17a e 3.17b. A Rox apresenta uma tendéncia de
aumentar com a carga ¢ C,x diminuir com a carga. Essas tendéncias estdo de
acordo com as expectativas discutidas quando se apresentou a relagdo de Zre

e Zim na frequéncia de 25 Hz, figuras 3.8 ¢ 3.9.

a) b)
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Figura 3.17: a) relagdo da R,y obtida com o modelo 3 versus carga; b)

relacdo da C, obtida com o modelo 3 versus carga.
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Nesse modelo os valores da R¢; situaram-se abaixo da curva de trabalho

e com pontos mais dispersos, como pode ser visto na figura 3.18.

o
3
St mm

100 110 120
AE, (mV)

Figura 3.18: Comparacdo entre os valores obtidos de R, (M) e o previsto

pela curva de trabalho apresentada na figura 3.8 (—).

3.2.3.4) Modelo 4

Uma outra maneira ainda de se analisar o filme 6xido, seria como uma
camada isolante e rugosa sobre o eletrodo. Esse circuitoj'E *D_jl que se
denominou modelo 4, apresenta uma capacitincia em paralelo, C,, a uma
resisténcia, Rox, € ao circuito de Randles, como mostra a figura 3.19a. A
utilizacdo desse modelo resultou também no ajuste adequado do angulo de
fase havendo, no entanto, ainda uma pequena discrepancia entre o modelo ¢ a

curva experimental na regido de 10%-10' Hz, esse resultado pode ser visto na

figura 3.19b.
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Figura 3.19: a) o modelo 4, b) ajuste entre a curva experimental de 6xido

com carga de 268 UC ( ) e o modelo 4(*).

A variacdo da Ryx e C,x com a carga apresentaram o comportamento

previsto,

resultados podem ser vistos nas figuras 3.20a-b.

de respectivamente aumentar

e diminuir com a carga.

Esses
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Figura 3.20: a) relagdo da R,y obtida com o modelo 4 versus carga; b)

relacdo da C,x obtida com o modelo 4 versus carga.
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Os valores da R se localizaram préximos e um pouco abaixo da curva

de trabalho, esse resultado pode ser visto na figura 3.21.
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[ ]
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AE, (mV)

Figura 3.21: Comparacdo entre os valores obtidos de R, (M) e o previsto

pela curva de trabalho apresentada na figura 3.8 (—).

Na escolha de um modelo para descrever a  interface
eletrodo/6xido/solug¢ao, descartaram-se¢ os modelos 1 e 2 devido a ma
qualidade no ajuste das curvas experimentais. Os modelos 3 e 4 vistos na
figuras 3.16a e 3.19a, tiveram o melhor resultado na modelagem das curvas
experimentais € no comportamento qualitativo esperado para Rox ¢ Cox em
funcdo da carga. A diferenca entre o modelo 3 e 4 estd na forma como a
camada de oOxido participa na interface, no primeiro modelo, como uma
camada condutora e no segundo como uma camada isolante. Considerou-se o
modelo 4 o mais adequado para explicar os resultados obtidos, essa decisdo
foi baseada em informacdes encontradas em literatura®’ que sustentam que
filmes finos de 6xido podem ser tratados como isolantes essa questdo sera
abordada em 3.2.5 com maiores detalhes. Esse modelo também apresentou o
comportamento da Rct versus AE,, figura 3.21, é o que mais se aproxima da

curva de trabalho.
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As informag¢des dadas pela resisténcia e capacitdncia devem ser
avaliadas quantitativamente para se verificar se refletem as propriedades do

oxido, esse estudo ¢é descrito em 3.2.4.
3.2.4) Céalculo da Espessura da Camada de Oxido

Na literatura encontra-se que a espessuraE mda camada de oxido
produzida em condi¢des similares as deste trabalho varia entre 6 a 7A. Uma
maneira de verificar se os valores obtidos para R,x ¢ C,x, obtidos com o
modelo 4, expressam as propriedades do oOxido de platina ¢ calcular a
espessura da camada. Para tal aplicaram-se esses valores a expressdes
caracteristicas de resistores e capacitores.

Na expressao 3.6, tipica para descrever resistores, se observa que a
resisténcia (R) tem uma relacao direta com a espessura (d), isto ¢, um

aumento na resisténcia implica também num aumento da espessura.

R=p (3.6}

d
A
Onde p, ¢ a resistividade do 6xido em (Q.cm)

Esse comportamento pode ser observado na figura e 3.20a, onde se
relaciona Ryx versus a carga.

Para o célculo da espessura da camada de 6xido avaliou-se inicialmente
a area real do eletrodo. Para esse procedimento analisou-se a voltametria
ciclica do eletrodo de platina em meio acido, onde a area sob os picos de
adsorcdo e dessor¢io do hidrogénio ¢ relacionada a carga de 210 pC.cm™,
valor usualmente dado para uma monocamadamde hidrogénio. O valor da area

obtido com esse procedimento foi de 0,05 + 0,002 cm?.
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Na equagao 3.6, o valor da resistividade, p, utilizada@para o o0xido de
platina foi de 10° Q.cm, os valores obtidos para a espessura sdo apresentados
na tabela 3.1.

A tabela 3.1 mostra que o célculo da espessura utilizando a expressao
3.6 resulta em valores na ordem de centimetros o que ¢ um resultado absurdo
para as camadas de 6xido deste trabalho. Isto pode estar relacionado a uma
dificuldade na avaliacdo da area utilizada na expressdao. O recobrimento da
superficie pode apresentar pontos fracos (regides ndo recobertas com 6xido ou
com filmes extremamente finos) que seriam os preferenciais para a
transferéncia dos elétrons. Portanto somente na area correspondente a estes
pontos ¢ que deveria ser aplicada a expressdao. Outra considera¢cdo ainda pode

ksl del

ser feita quanto a resistividade pois outros valores foram citados para o
PtO/PtO,, como por exemplo 10° Q.cm ou ainda 107 Q.cm, no entanto apenas
uma resistividade com valor de 10° Q.cm resultaria em valores semelhantes
aos encontrados na literatura. A grande discrepdncia entre os valores
divulgados para a resistividade deve-se provavelmente ao fato da preparacdo
do o6xido influenciar nessa determinag¢do. Observe que os dados encontrados
na literatura variaram nove ordens de grandeza, portanto ¢ dificil se avaliar a
espessura utilizando a expressdo 3.6. Deste modo acredita-se que, R,x, ndo
expresse apenas caracteristicas intrinsecas do o6xido, mas também de
propriedades interfaciais.

A expressao 3.7 ¢ aplicada a capacitores de placas paralelas com um

dielétrico (€):

c=E&A 3.7}

Nessa equa¢do um aumento na espessura “d” implica numa diminui¢ado
no valor da capacitancia (C), esse comportamento também foi observado na

figura 3.20b onde se relaciona a C,x com a carga.
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Os resultados dos calculos das espessuras, utilizando-se a expressao 3.7
podem ser vistos na tabela 3.1; nesses calculos, assumiu-se para a constante
dielétrica do oOxido de platina (€) os valores 10 e 15. Nesse intervalo
encontram-se na literatura as constantes dielétricas’® para o 6xido ferroso

(14,2), 6xido de tantalo (11,5), entre outros.

Tabela 3.1: Valores calculados para a espessura da camada de 6xido utilizando as

expressoes 3.8 e 3.7.

carga Espessura calculada Espessura calculada

com a expressao 3.6 com a expressao 3.7
p=10°Q.cm €=10 g=15

60 puC 0,049 cm 4,10 A 6,18 A
265 pC 0,044 cm 4,24 A 6,37 A
500 pC 0,052 cm 3,88 A 5,82 A
1000 pC 0,061 cm 4,38 A 6,58 A

Os valores obtidos para a espessura utilizando a capacitdncia (equagdo
3.7) sdo coerentes na ordem de grandeza e proximos aos valores encontrados
na literatura, vide tabela 3.1, mostrando que essa componente ¢ apropriada
para analise das propriedades do 6xido. A 4&rea nesse caso, ndo ¢ relacionada

aos pontos fracos de recobrimento, mas a area do eletrodo.

3.2.5) Como a Interface Eletrodo Solucdo Foi Alterada pela

Presenca de Oxido?

Os resultados analisados até o momento mostram que o o6xido

modifica a interface eletrodo/solucdo e que as informag¢des dadas pela
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resisténcia e pela capacitdncia estdo ligadas as caracteristicas interfaciais

k7]

associadas a presenca do 6xido. No trabalho de Damjanovic*~e colaboradores

onde foram estudados processos com transferéncia de elétrons sobre filmes

ksl

finos de oxido, eles propuseram que esse processo ocorria pelo tunelamento

fol

dos elétrons através desse filme. Nesse modelo™ a velocidade de reacdo
decresce exponencialmente com a espessura do 6xido como pode ser visto na

equacao 3.8:

(-MFa) (-B)AGF
i, =k,e 2RTe FRT {3.8}

1., corrente anddica

k,, fator pré-exponencial dependente da escolha do eletrodo de referéncia

m, parametro experimental [=(dE/dq)i]

g, carga (Coulomb), equivalente a espessura do filme e a largura da barreira
para o tunelamento

A, potencial de Galvani

B, fator de simetria que esta relacionado a O.

Com o objetivo de se verificar o comportamento descrito por
Damjanovic para os resultados apresentados na figura 3.4 (i,a versus carga),
tragou-se o grafico do logaritmo da corrente de pico anodica versus a carga
utilizada para a formagao da camada de 6xido, figura 3.22. O resultado mostra
uma queda linear da corrente em fun¢do da carga, comportamento que esta de
acordo com o proposto por Damjanovic, permitindo assim a continuidade da
analise dos resultados utilizando a equagdo 3.8. E importante ressaltar ainda
que com esse resultado também se pode dizer que o aumento da carga

implicou num aumento da espessura da camada de 6xido.
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Figura 3.22: Log i,, versus carga, para o eletrodo de platina em uma solugéo
de ferri-ferrocianeto de potassio. O coeficiente de correlagdo da reta é de

0,84.

Reescrevendo a equagdo 3.8, quando AQ = AQcquilibrio, €ntdo tem-se que

a corrente anodica ¢ igual a corrente de troca (i, = 1, ):

-mFq A@F
. (1-B)
i, =k,e RT e RT {3.9}

A@.= potencial no equilibrio

Substituindo i, na equagdo 3.5

_ RT
Rat = 0 -MFa (-B)A@F ] (3.103
nF mae 2RT e RT |:|

H H
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e finalmente a equagdo 3.10 resultando em:

RT mkq Ap,F
+ —(1- _ 3.11
& Fka 2RT2303 ¢ A RT2.303 310

logR, =lo

Aplicando-se a relagdo da resisténcia de transferéncia do elétron e a carga,
mostrada na equacgao 3.11, para os valores da R, encontrados com o modelo 4

obtém-se o grafico da figura 3.23.

0 200 400 600 800 1000
carga (uC)

Figura 3.23: Log R.; versus carga, os valores de R, foram obtidos para o

modelo 4.

Verifica-se que o modelo proposto por Damjanovic e colaboradores
também pdde ser aplicado aos resultados apresentados nesse trabalho,
conforme pode ser visto na figura 3.23. Nessa figura observa-se que o
aumento da carga na formac¢ao da camada de 6xido dificulta o tunelamento
dos elétrons e consequentemente aumenta a resisténcia na transferéncia de

elétrons.
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3.2.6) Comparativo Entre as Camadas de Oxidos Produzidas

Quimicamente e Eletroquimicamente

Para se estabelecer um paralelo entre os resultados obtidos com
camadas formadas eletroquimicamente e quimicamente hd a necessidade de se
associar uma carga as camadas quimicas. Com esse objetivo analisa-se os dois
valores da R obtidos para a camada quimica e verifica-se que um desses
valores se aproxima muito a uma R, para uma carga de 50 HC e o outro valor
ficou mais abaixo das curva o que pressupde uma carga inferior a 50 pC e

portanto situada fora do intervalo estudado, observe a figura 3.24.

0 200 400 600 800 1000
carga (uC)

Figura 3.24: Log R versus carga, valores de R.; obtidos com o modelo 4
para camadas de 6xido formadas eletroquimicamente (m); valor da carga para

as camadas de 60xido formadas quimicamente (A).

A andlise dos espectros de impedancia de varias camadas de o6xido
mostrou diferencas entre um 6xido quimico e um eletroquimico no que diz
respeito a regido onde o angulo de fase apresenta seu ponto maximo. Na

figura 3.25, observa-se que 6xidos eletroquimicos com cargas de 1000 pC e
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50 uC apresentam o valor maximo do angulo de fase em frequéncias préximas
respectivamente em 204 Hz e 289 Hz, no entanto, esse valor maximo ¢
deslocado para uma frequéncia de 523 Hz quando se trata de uma camada
quimica. Admitindo-se que a camada quimica tenha aproximadamente uma
carga de 50 PC, observa-se que a frequéncia foi deslocada em pelo menos
duas vezes e meia quando comparada a camada eletroquimica de mesma carga.
Esses fatos mostram que existem diferencas entre essas duas camadas e que

ndo dizem respeito somente a carga envolvida em sua formagao.
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Figura 3.25: Grafico de Bode angulo de fase para o eletrodo de platina em
uma solug¢do de ferri-ferrocianeto de potassio para uma camada de o6xido
formada quimicamente (—),para uma camada de o6xido formada

eletroquimicamente com carga 1000 pC (") e 50 pC (-0-).

A modelagem das curvas de espectroscopia de impedancia ao modelo 4
com o60xido quimico e eletroquimico, pode ser apresentada num grafico de
colunas, onde cada coluna representa a média de varios experimentos. Para a
construg¢ao desses graficos utilizou-se os dados de camadas eletroquimicas
formadas com uma carga média préoxima, no caso de 61 HC, a camada
quimica. Na figura 3.26a, mostra-se a variacdo da Cyx e da Cy4, o grafico

mostra que os valores desses componentes sdo maiores para o oxido
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eletroquimico. Atribui-se esse fato ao 6xido eletroquimico possivelmente nado
cobrir totalmente a area do eletrodo, crescendo de uma forma mais irregular
enquanto para o 6xido quimico tem-se uma camada mais uniforme e compacta.
Na figura 3.26b, tem-se a R,x ¢ a R, novamente essas componentes sao
maiores para o o0xido eletroquimico, reforcando a idéia de que esta camada
seja mais rugosa e provavelmente mais espessa aumentando desse modo a
resisténcia desse sistema. Acredita-se que o tempo envolvido na producao das
camadas quimica e eletroquimica seja um fator de diferenciagdo das
caracteristicas apresentadas pelos componentes elétricos. Na primeira o tempo
gasto para a sua produc¢do foi de 5 minutos enquanto que na segunda foi de
poucos segundos, portanto uma formacdo mais rdpida tende a ser mais
irregular, ou seja, mais rugosa. Outro fator seria a carga envolvida na
formacao dessas camadas, que como visto anteriormente se relacionou a
espessura do filme de 6xido. Deste modo, tem-se que os filmes de o6xido
eletroquimico utilizaram em torno de 61 PC enquanto que para a camada
quimica, associou-se uma carga em torno de 50 HdC ou menos,
consequentemente, a primeira ¢ mais espessa do que a segunda o que também

contribui para aumentar a resisténcia do sistema.

a) b)
2.4 1.2
@ 0.8
IS 3 0.8 g
<« o
12 2 068
108 & 04 §
8 R
0.4 r0.2 §
-0.0 o 0.0
ox. eletroquimico ox. eletroquimico
6x. quimico 6x. quimico

Figura 3.26: Resultado dos valores dos componentes elétricos obtidos com o
ajuste ao modelo 4. Os valores sdo resultado da média de 7 experimentos
para camada eletroquimica (carga média de 61 PC) e 2 experimentos para
camada quimica. Colunas brancas para 6xido quimico e colunas cinzas para

oxido eletroquimico. O intervalo de confianca ¢ de 90%.
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Com base na discussdo dos resultados da figura 3.27 sugere-se dois
possiveis modelos para as camadas de 6xido. A camada de 6xido quimico ¢
continua e menos rugosa, figura 3.27a, e a camada eletroquimica, figura

3.27b, ¢ mais rugosa ¢ também mais espessa.

a) b)

e o

(

b
o e

b

-
~a

(\ | |
Oxido quimico Oxido eletroquimico

Figura 3.27: Desenho esquemadatico: a) camada de o6xido formada

quimicamente; b) camada de 6xido formada eletroquimicamente.

3.3) Adsorcgdo da Con A e a Camada de Oxido

A adsor¢cao da con A ¢ bastante afetada pela modificagcdo da
superficie da platina com 6xido. Essa modificagdo foi observada inicialmente
no voltamograma ciclico do eletrodo de platina em ferri-ferrocianeto de
potassio, figura 3.28a, onde os picos de oOxido-reducdo foram praticamente
suprimidos devido ao bloqueio@da superficie com a proteina. Na impedancia,
figura 3.28b, também se verificou que a proteina bloqueia mais intensamente
quando o oOxido esta presente na superficie. Observe que a R, aumentou em
pelo menos 10 vezes em relacdo ao bloqueio de uma superficie sem o6xido.
Adicionalmente, a comparag¢ao entre a R, obtida para a superficie com 6xido
e ap6és a adsorcdo da con A mostrou que essa componente aumentou
aproximadamente 6 vezes. Esse aumento também ¢ um indicativo de que a

superficie foi recoberta pela proteina.
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a) b)
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Figura 3.28: a)Voltamograma ciclico, b) Grafico Nyquist; para o eletrodo de
platina em uma solucao de ferri-ferrocianeto de potassio, (A) superficie sem
6xido recoberta com proteina desativada; (o) superficie com o6xido e

recoberta com proteina desativada.

Na literatura discute-se que geralmente as proteinas adsorvem mais
. , . . L4 . 1 .
facilmente sobre superficies hidrofobicas'®, no entanto resultados obtidos

para a con A mostram que a adsor¢do foi intensificada sobre uma superficie

bl

mais hidrofilica™ Um resultado semelhante foi obtido com a adsor¢ao de

8

. , . , . 4 . .
ovalbumina sobre o6xido de aluminio®”, onde inclusive se comenta que a

presenca do 6xido evita a desnaturagdo da proteina.

3.3.1) O circuito Equivalente

O modelo 4, ja4 mostrado em 3.2.3, também foi utilizado para descrever

boJfs]

os resultados com proteinas—, um exemplo do resultado dessa modelagem
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pode ser visto na figura 3.29a. A relagdo da R, obtida para esse modelo ¢ a

AE, ¢ muito proxima da prevista pela curva de trabalho, veja a figura 3.29b,

assegurando que o modelo esteja fornecendo valores compativeis para uma

R¢;. Um outro aspecto importante desse grafico ¢ que se observa uma clara

separacdo das R, que aumentam quando se passa de uma situagdo em que a

con A estd na forma ativada para a forma desativada, isso ocorrendo tanto

para o 6xido quimico como para o eletroquimico.

a)
80
704 . <—iﬁ*}'
2 60+ i i
%50_ -‘. ¥ 10
2 40- LT
[0} ] - .
3 20+ .
S L
101 " ..
0 T T T T T T T 10
10° 10% 10" 10° 10" 10° 10° 10* 10°

frequéncia (Hz)

| Z | (ohm)

100 120 140 160 180 200 220
AEp(mV)

Figura 3.29: a) ajuste entre a curva experimental da adsor¢dao da con A na

forma desativada (m) e o modelo 4 (*); b) comparagdo entre os valores da R

obtidos com o modelo 4 para a con A adsorvida na forma: desativada sobre

6xido eletroquimico (+), desativada sobre 6xido quimico (A); ativada sobre

o6xido eletroquimico (*), ativada sobre 6xido quimico() e curva de trabalho

(—).

Na tabela 3.2, apresenta-se os valores obtidos com a modelagem para os

parametros Ryro, Cpro, Rei € Cyq1, nas condigdes experimentais estudadas.
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Tabela 3.2: Valores das componentes Ry, Cpro Rer € Cqi obtidos para a adsorgdo da

con A em diversas condigdes experimentais utilizando o modelo 4.

Superfi cie| Ativacéo Rpro (kQ) Cpro (MF) Ret (kQ) Ca (UF)
da
protei na
Pt Ativ. 0,728%+0,256 | 0,532%+0,022 |0,411°£0,212| 2,19°+0,099
Pt Desativ. | 0,848°+0,427 | 0,554°+0,035 [0,447°+0,184 | 2,24°+1,02

Pt\PtOeq | Ativ. | 4,28°+1,68 | 0,69°+0,078 | 3,15°+1,45 | 1,12°+0,079

Pt\PtOq Ativ. 2,99%+0,786 0,639°+0,029 |1,87°+0,698 | 1,46°t1,81

Pt\PtOeq | Desativ. | 8,70°£3,48 | 0,694°£0,107 | 5,16°+1,80 | 1,92°+1,85

Pt\Pt0, | Desativ. | 7,44°+1,35 | 0,701°£0,047 | 6,14°+1,46 | 1,25°+0,027

T, " 1) T, "
* média de 5 experimentos, °~ média de 7 experimentos

Nota 1: O intervalo de confianca é de 95%;

Nota 2: a carga utilizada foi de 61 PC para a producdo de filme de 6xido eletroquimico

Destaca-se que Ry, € Cpro sdo componentes somados a Ry e Coy,
portanto expressam as mudancas interfaciais devido a presenca do oxido, e
que agora passam a expressar também as mudancas interfaciais devido a
presenca da proteina. No caso da superficie de platina sem 6xido, apenas a
contribuigdo da proteina. A carga utilizada para a producgdo do filme de 6xido
eletroquimico foi em torno de 61 pC.

Os resultados obtidos com a adsor¢do da proteina sobre a platina sem
6xido mostraram que os pardmetros Ry, € R diferenciam sutilmente a forma
ativada e desativada, com valores ligeiramente superiores para a ultima forma
citada. Os valores de C,;, € Cq; foram semelhantes para as duas formas.

No entanto quando se comparam os resultados para as situacdes sem e
com oxido, se observa um grande aumento na resisténcia. Esse fato ja havia
sido mostrado qualitativamente em 3.3, e agora se confirma comparando-se os
valores desses componentes, hd pelo menos um aumento de 10 vezes para a
proteina desativada.

De uma forma geral, os resultados para a R.; e para a Ry, com 6xido,

apresentados no grafico 3.30a-b, sdo os parametros que diferenciam a proteina
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na forma ativada e desativada, com valores resistivos mais altos para a
proteina desativada. Esse comportamento ¢ idéntico tanto para a exposicao da

proteina sobre uma superficie modificada com oOxido quimico como

eletroquimico.
a) b)
6.0 8
— 145 € €
E r6 €
S S
— 130 < 4=
x &
— 15 2 ©
— t 0.
Desativada Desativada
Ativada Ativada

eletroquimico quimico

eletroquimico quimico

Figura 3.30: Resultados da adsor¢do da con A ativada e desativada sobre
6xido quimico e eletroquimico, esses resultados sdo médias de 7

experimentos obtidos para os seguintes componentes do modelo 4: a) R
b) Rpro.

A capacitancia do mesmo modo que a resisténcia também ¢ bastante
modificada quando se comparam os resultados sem e com 6xido. No caso da
Cq41, esta diminui pelo menos uma vez tanto para a forma ativada como
desativada. No caso da C,,, o efeito também ¢ verificado, no entanto nesse
caso hd um aumento de pelo menos uma vez.

As capacitancias Cq; e Cpr, para superficies com o6xido, apresentam
resultados que ndo distinguem a forma ativada e desativada da con A,
apresentando valores semelhantes de C,;, para as duas formas. A Cy, figura
3.31, tem a tendéncia de aumentar para a forma desativada quando a adsorg¢ao
ocorre sobre um o6xido eletroquimico, no entanto, essa tendéncia inverte

quando a adsor¢dao ocorre sobre um 6xido quimico.
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Figura 3.31: Resultados obtidos para a adsor¢do da con A ativada e
desativada sobre 6xido quimico e eletroquimico, esses resultados sao médias

de 7 experimentos obtidos para a componente Cq4 no modelo 4.

3.3.2) Efeito da Quantidade de Oxido na Adsorcido da

Protei na

As propriedades interfaciais da platina sdo modificadas com a presenca
do 6xido, essa modificacdo pdde ser observada na R, que aumenta com o
aumento da carga para a formacdo do filme de 6xido, veja figura 3.32. E o
aumento da carga para a produ¢do do filme de 6xido, como ja comentado
anteriormente em 3.2.4, implica também em um aumento na quantidade de

6xido sobre a superficie.

0 200 400 600 800 1000
carga (uC)

Figura 3.32: Variag¢do da R, com a carga, resultados obtidos para o eletrodo

de platina em ferri-ferrocianeto de potassio utilizando o modelo 4.
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A adsor¢do da con A também ¢é sensivel a essa mudanga interfacial

provocada pelo 6xido, como pode ser verificado na figura 3.33.

(kohm)
w
o

N
o
1

ct (6xido+proteina)

@ 10

0 200 400 600 800 1000
carga (uC)

Figura 3.33: R (sxido+proteina) VErsus carga para o eletrodo de platina exposto

30 min em con A desativada em ferri-ferrocianeto de potassio.

Na figura acima se observa que a Rci (sxido+proteina) aumenta com o
aumento da carga indicando um aumento no bloqueio da superficie do
eletrodo com a proteina em funcdo do aumento da carga. Portanto quanto mais
oxido sobre a superficie do eletrodo melhor ¢ adsor¢do da proteina. A
comparacdo das figuras 3.32 e 3.33 evidencia esse efeito, mostrando que a
Rt (6xidotproteina) aumentou aproximadamente 10 vezes e que ndo ¢ apenas um
aumento proporcional devido ao 6xido, uma vez que essas curvas apresentam

inclinagdes diferentes.
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3.3.2) Caracterizacdo da Adsorcéao da Con A

O conhecimento da orientacdo e/ou conformacio' da proteina pode
auxiliar na interpretag¢do dos resultados esclarecendo as diferencas observadas
na adsor¢do da proteina em relacdo a superficie e sua forma ativada ou
desativada.

Jackson et alg',l utilizaram técnicas eletroquimicas para determinar a
conformac¢do da albumina de soro bovino e do fibrinogénio sobre o titdnio. A
idéia foi associar a densidade de carga obtida na voltametria ciclica a
quantidade de proteina adsorvida para assim ter acesso a concentragado

bs]

superficial da proteina. Essas proteinas, por meio dos grupos carboxilatos™,

adsorvem na superficie metalica segundo a reacdo 3.12:

P+ NM — P(M)n.aas + Ne (3.12}

Onde P, ¢ a proteina; M, ¢ o metal e n é o numero de grupos
carboxilatos; a adsorcao da proteina ao metal esta associada a transferéncia
de n elétrons. Assim podde-se relacionar a densidade de carga com a
quantidade de moléculas de proteina.

No caso da con A, a adsor¢do ndo envolve uma reacdo eletroquimica.
No entanto esta proteina bloqueia a reacao de transferéncia de elétrons do
ferri-ferrocianeto de potassio, assim considerou-se a possibilidade de se
avaliar a quantidade de proteina através desse bloqueio. Deste modo o mesmo
principio foi aplicado para se obter a densidade de carga (Q) para a con A. Os
resultados sdo apresentados na tabela 2 onde o valor Q,q4s%, percentual da
area recoberta com proteina dada pela densidade carga, ¢ obtido segundo a

expressao 3.13.
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Qads 0 = lél;)(semproteina) — Q(comprotel'na) Bx 100 {3 13 }
E Q(semproteina) Q

Onde Q(sem proteina) € @ carga obtida integrando-se no voltamograma ciclico a
area sob os picos de ferri-ferrocianeto de potdssio, Qcom proteina) € @ carga
obtida integrando-se no voltamograma ciclico a area sob os picos de ferri-
ferrocianeto de potassio ap6s a adsorgao da proteina.

Os valores Q,45%, apresentados na tabela 3.3, expressam um crescente
aumento no bloqueio da superficie mostrando que a transferéncia de elétrons
ocorre com mais dificuldade em uma superficie de platina/6xido/proteina do
que em platina/proteina. Mas como saber se esse valor percentual pode ser
relacionado ao grau de recobrimento da superficie? Com a finalidade de
esclarecer essa questdo estabeleceu-se um paralelo entre os valores
encontrados para o percentual de recobrimento da superficie dado pela Q e
pela R.;. O parametro R, foi escolhido porque ¢ um dado cinético da reacao
que informa a facilidade ou ndo da mesma ocorrer e que pode ser afetado pela
presenca da proteina na superficie do eletrodo. Pode-se obter o valor da Ry
com a voltametria ciclica, utilizando-se a expressdao 3.5, e também pela
impedancia. O célculo do percentual da superficie recoberta com proteina,
dada pela resisténcia R %, foi obtido utilizando uma expressdo andloga a

3.13.

Tabela 3.3: Valores do percentual de area recoberta com proteina obtida a partir da

carga Qads%, da voltametria ciclica R.1% (VC) e impedancia R.:% (IM).

Superficie Qags% Rct % (VC) Rct% (I1M)
Pt/con A desativada 3,54 448 57,6
Pt/PtO¢q/con A 18,3 57,9 48,1
ativada
Pt/PtO¢4/con A 43,1 87,5 86,8
desativada
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A andalise da tabela 3.3 mostra uma diferenca muito grande no grau de
recobrimento dado pela Q,q4s% e as R % dadas pela voltametria ciclica e
impedancia, esses dois Tultimos parametros com valores semelhantes.
Esperava-se que tanto Q quanto R, fornecessem valores parecidos para o
bloqueio, no entanto concluiu-se que a quantidade de carga transferida pelo
sistema Fe’'/Fe’", nio ¢ um parametro adequado para informar o grau de
bloqueio ou de recobrimento da superficie, pelo menos no que diz respeito a
con A, pois embora a proteina bloqueie a superficie ela ndo impede a
transferéncia dos elétrons, portanto os valores de Q,4s% vistos na tabela 3.3
mostram que a proteina dificulta a transferéncia de elétrons, mas, esses
valores ndo indicam o grau de recobrimento. No caso dos valores obtidos para
R.% os valores parecem indicar o percentual de recobrimento da superficie,
no entanto, ndo se tem conhecimento da relacdo desse pardmetro com o
numero de moléculas adsorvidas ou a sua conformacdo. Essa relagdo nao
envolve interagdes eletroquimicas como ocorreu no trabalho com a albumina
de soro bovino e o fibrinogénio’>, onde foi possivel se fazer uma relagio do
numero de moléculas com a densidade de carga porque as intera¢cdes com a
superficie envolviam uma reag¢do eletroquimica.

Como ja apresentado anteriormente em 3.2.5, o modelo de Damjanovic
e colaboradores, foi utilizado para explicar o efeito da espessura camada de
6xido sobre a velocidade de reacdao de oxi-reducdao do ferri-ferrocianeto de
potassio. Sabendo-se que o tamanho da barreira para o tunelamento ¢
influenciado pela espessura do o6xido e que esse processo independe da
natureza do material presente na barreira, cogitou-se a possibilidade de se
utilizar o mesmo modelo para o eletrodo recoberto com proteina. Nesse caso a
proteina também faria parte da barreira para o tunelamento juntamente com o
oxido.

Na equacao 3.11, relaciona-se a R, com a carga, essa mesma equacao
pode ser expressa em func¢do da espessuraEdo 6xido através da expressdo

3.14.
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MF _ 5 (3.14)
2RT
Onde 0 ¢ um parametro determinado experimentalmente.
Substituindo 3.14 na expressdo 3.11 obtém-se:
1-B)Ap.F
logR, =log RT_, a__(-Ple. {3.15}
nFk, 2,303 2,303RT

Um grafico semelhante ao mostrado na figura 3.24 ¢ reapresentado em funcao
da espessura da camada de o6xido, essa espessura ¢ calculada conforme a
equacdo 3.7, como ja comentado 3.2.4. A curva de trabalho obtida na figura
3.34, gera uma equag¢do da reta com um inclinagdo O caracteristica para a
reacdo do ferri-ferrocianeto de potassio, com esse procedimento pode—se

obter nesse meio o valor da espessura da camada de proteina.

54 56 58 6,0 6,2 64 66 6,8 7,0 7,2 7,4
d (angstrons)

Figura 3.34: Log R versus espessura da camada de o6xido (d), para o

eletrodo de platina em ferri-ferrocianetode potassio.
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De acordo com a curva de trabalho mostrada na figura 3.34, a espessura
obtida para a con A em cada condi¢do experimental ¢ relacionada na tabela

3.4.

Tabela 3.4: Valores da espessura da con A utilizando a R, ¢ aplicando a curva de

trabalho mostrada na figura 3.34.

| ativagdo da Ret (kQ) d (A)
superficie ] o ]
proteina |6xido+proteina|Oxido+proteina
Pt/PtO.q ativada 3,15+1.,45 8,94
Pt/PtOq ativada 1,870,698 7,80
Pt/PtO.q desativada 5,16£1,80 10,2
Pt/PtOq desativada 6,14+1,46 10,4

Nota 1: O intervalo de confiancga ¢ de 95%

Nota 2: as médias sdo resultados de 7 experimentos

Uma analise geral na tabela 3.4 indica que os valores obtidos para a
espessura da camada foram inferiores a dimensdao da propria proteina, levando
a cogitar-se a possibilidade desses valores se referirem a uma espessura
média. Essa espessura média (dpneqia) Seria a soma de regides com proteina

(dproteina) € sem proteina(dexido):

A (A=A )
d.. =d ) proteina d.. proteina {3.16}
média proteina A oxido A
A oteina -R
_ "'proteina“’ *pro
Onde d poeina EEr— {3.17}
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A resolucdo da equagdo 3.16 fornece a area ocupada pela proteina (Aproteina),
que representou o equivalente a um recobrimento variando entre 9 a 13% da
area total (A). Esse percentual pequeno de recobrimento nao justificaria o
tunelamento através de regides recobertas com proteina. E ainda, conforme

103

citado em literatura °°, acredita-se que a proteina esteja recobrindo toda a

area do eletrodo e ainda de acordo com o mencionado por Lundstrémﬂ,
proteinas nao sao bons isolantes elétricos, e que a impedancia ¢ muito
modificada nos pontos de contato entre a proteina e a superficie, resultando
que o “recobrimento elétrico” ¢ menor do que o “recobrimento geométrico”.
Esse comentario vem de encontro com o que j& se havia observado na tabela
3.3 onde o recobrimento dado pela carga (recobrimento elétrico) ¢ muito
menor daquele dado pela resisténcia (recobrimento geométrico). Baseados
nesses comentarios propde-se que os valores dados na tabela 3.4 representam
a distdncia maxima para o tunelamento dos elétrons. Na figura 3.35,
exemplifica-se com o transporte dos ions ferrosos através da proteina até uma

distancia tal para que os elétrons possam tunelar, num processo analogo os

ions férricos podem receber elétrons.

Fe2+

Eletrodo Proteina

Figura 3.35: Desenho esquematico da transferéncia de elétrons através da

camada de proteina e o tunelamento.

Uma outra maneira de se tentar calcular a espessura da camada de

proteina ¢ atribuir as componentes R, e Cp, as propriedades do filme
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protéico deste modo esses parametros podem ser substituidos respectivamente
nas equacdes 3.6 e 3.7, das quais por sua vez obtém-se a espessura.

Na tabela 3.5 apresenta-se os resultados obtidos para a espessura
aplicando-se os valores de R,,, na equacdo 3.6, onde assumiu-se para a

resistividadeE,I p, o valor de 108 Q.cm™'.

Tabela 3.5: Valor da espessura da camada de con A obtida utilizando a componente

R,ro para varias condi¢des experimentais.

superficie Ativagdo da | R, (kohm) d (A)* d (A) d (A)
proteina o6xido+proteina | 6xido+proteina | 6xido | proteina
Pt ativada 0,729°+0,256 - - 27,7+£9,73
Pt desativada | 0,848%+0,427 - - 32,2+16,2
Pt/PtOc¢q ativada 4,28°+1,68 163+63,9 6,19 | 157+63,9
Pt/PtOgq ativada 2,99°+0,786 114+29,9 5,45 | 108+8,35
Pt/PtO.q | desativada 8,70°+3,48 331+£132,1 6,00 |325+132,1
Pt/PtO4 | desativada 7,44°+1,35 283+51,2 5,45 | 277+51,2

Nota: O intervalo de confianga é de 95%

’q: . b ;g .
* média de 5 experimentos, °~ média de 7 experimentos

A andlise da tabela 3.5 mostra que a espessura da proteina varia
bastante, 5 a 10 vezes, quando se modifica a superficie de platina com 6xido e
ainda que esses valores sdo maiores quando a proteina se encontra na forma
desativada. Este resultado estd de acordo com o que ja foi comentado
qualitativamente na sec¢do 3.3.

Os valores encontrados na literatura para uma monocamada de con A
adsorvida, sdo similares aos valores obtidos aqui para a espessura da camada
de con A sobre a superficie de platina sem o6xido. De Bono et al.g|
investigaram a adsor¢do da con A sobre ouro, e encontraram uma espessura de
28,1 A, Revell et al.mobtiveram uma espessura de aproximadamente 27 A

também sobre ouro, Waner et al.l'm_‘lobtiveram uma espessura de 30 A sobre

uma superficie de mica.

95



Caracterizacdo da Adsorcédo de Protei na/Con A

Esses valores a principio ndo concordam com nenhuma das dimensdes
propostas para um monoémero, dimero ou tetramero da con A, De Bono et al.
atribuiram esse fato a desnaturagdao da proteina. No entanto, em um estudo
mais detalhado, Waner et al. consideraram o fato da interagdo proteina-
substrato ocasionar um achatamento da proteina sem, no entanto desnatura-

101
la'®

. Além disso, mostrou que a orientacdao preferencial para a adsor¢cdo da
forma dimérica (80 x 40 x 40 A) ocorre lateralmente, isto é, com o eixo de
maior contato entre a proteina e a superficie, essa proposta ja havia sido
apresentada por Afshar-Rad et al.@porém em um estudo menos detalhado.
Ressaltaram-se os trabalhos com a forma dimérica da proteina porque o pH do
meio em que se processou a adsorg¢do foi de 5,0; propicio a formacao de
dimeros.

Portanto conclui-se que os valores obtidos na tabela 3.5 para a
espessura da camada de proteina sobre uma superficie sem oOxido estdo de
acordo com os divulgados na literatura. Deste modo se fortalece o conceito de
que R, possa ser utilizada como parametro para informar espessura.

Dando continuidade a andalise dos resultados da tabela 3.5 e em
conformidade com o que ja& foi discutido, amplia-se a discussdo para a
situacao em que a platina foi modificada com um filme de 6xido. Embora nao
se possa afirmar que neste caso a orientagdo da proteina seja a mesma,
observa-se que ha a formacdo de multicamadasEde proteinas. Deste modo,
verifica-se que quando a proteina se encontra na forma desativada ha a
formag¢dao de um maior numero de camadas do que quando ela estd na forma
ativada, isto se a adsor¢do ocorrer com a mesma orientagdo para as duas
condi¢cdes. Além disso, a adsorcdo também pode ocorrer em varias

. ~ 1, 101
orientagoes ’ 0

e assim dificultando a projecdo de um numero determinado de
monocamadas para cada situagdo da con A.

Nas pesquisas onde a adsor¢do da con A foi verificada sobre o ouro,
mica e a platina, a adsor¢ao ocorreu através de interagdes nao especificas,
outros estudos também foram realizados explorando a adsorc¢do especifica da
con A. Com esse intuito, Anzai et al.lm_ilmodificaram a superficie com glicose-
oxidase ou no trabalho de Ebara et al.monde a superficie foi modificada com

um glicolipidio, observa-se que a orientagdo da con A ¢ frontal. Considera-se

a possibilidade da adsor¢do sobre um filme de 6xido também possa ocorrer de
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modo frontal, uma vez que nesse filme, a preseng¢a de hidroxilas possa
mimetizar as hidroxilas de um carboidrato. Essa possibilidade ¢ sugerida com
base nos resultados que serdo apresentados na secao 3.4, onde se discute a
capacidade da con A adsorvida reter a sua caracteristica de especificidade a
carboidratos. Os resultados mostram que essa habilidade ¢ bastante
diferenciada para a situagdo em que a proteina foi adsorvida sobre um filme
de 6xido, o que poderia ser justificado pela diferenca na orientagdo.

No caso da adsor¢do da proteina sobre 6xido quimico, sempre se obteve
espessuras menores, independentes da forma da proteina, provavelmente esse
fato esteja relacionado a quantidade de 6xido, como j& discutido em 3.2.6, ser
menor quando produzida dessa forma.

Uma clara diferenciagcao, também foi observada entre as espessuras
obtidas para a proteina na forma ativada e desativada, estas sdo menores para
a ativada, sugerindo que a presen¢a dos cations metalicos confere uma forma
mais compacta a proteina, isso no caso de se ter o mesmo numero de
monocamadas para as duas formas da proteina.

A medida da capacitdncia ¢ bastante sensivel a modificagdes que
ocorrem na interface eletrodo/solugéomm@esse ¢ um fato amplamente
divulgado na literatura e também verificada nesse trabalho. Mas que outras
informagdes sdo possiveis de se obter? Ivarson et al.lz,| relacionaram as
diferencas observadas devido a mudancas na orientacdo e conformacdo da

L2]

albumina™=e lisozina sobre a platina, 6xido de titdnio e 6xido de zircdnio. A
espessuramo da proteina também foi relacionada a capacitdncia, no entanto
sem sucesso. A falha foi atribuida ao modelo elétrico escolhido que nao
previa descontinuidades na camada de proteina. Esses resultados refor¢cam o
que j4 havia sido comentado por Lundstrém®’, de que proteinas ndo sio bons
isolantes elétricos.

Neste trabalho também se tentou calcular a espessura da camada de
proteina a partir da capacitancia. Na tabela 3.6 apresenta-se os resultados
obtidos para a espessura aplicando-se os valores de C,r, na equacdo 3.7, onde

s ks

assumiu-se para a constante dielétrica da proteina . €, o valor de 20.
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Tabela 3.6: Valor da espessura da con A obtida utilizando a componente C,,, para

varias condi¢des experimentais.

superficie Ativagé'o da Coro (WF) d (A)
proteina oxido+proteina
Pt ativada 0,532°+0,022 12,640,510
Pt desativada 0,554°+0,035 12,140,752
Pt/PtOcq ativada 0,689°+0,078 9,70+1,06
Pt/PtO, ativada 0,637°+£0,029 10,9+0,524
Pt/PtO., | desativada 0,694°+0,107 9,65+1,46
Pt/PtO, desativada 0,701°+0,047 9,54+0,629

Nota 1:0 intervalo de confianga ¢ de 95%

’q: . b , g .
* média de 5 experimentos, °~ média de 7 experimentos

A comparacdo entre os valores obtidos na tabela 3.5 e 3.6,
respectivamente obtidos com Ry, € Cpro, mostra uma diferenga de pelo menos
uma ordem de grandeza entre os resultados. Uma possivel explicagdo para a
diferen¢a nos valores ¢ de que a “espessura” obtida a partir de C,., esteja
relacionado a separacdo de cargas positivas e negativas entre as cadeias da
proteina. Essas moléculas sdo formadas por uma seqiiéncia de aminodacidos
que podem ser carregadas positiva e/ou negativamente, e essas cadeias se
organizam formando hélices-a e/ou folhas pregueadas-3, sugerindo assim que
os valores dados na tabela 3.6 se referem a conformacdo das cadeias e ndo a
espessura de proteina propriamente dita. Com essa premissa observou-se que
quando a proteina foi adsorvida sobre uma superficie sem oOxido essas
distdncias sao maiores, portanto as cadeias estdo mais distantes ou em uma
orientacao diferente daquela observada quando a proteina foi adsorvida sobre
uma superficie com 6xido. E sempre que a proteina se encontra na forma
desativada esses valores sio menores, a diferenca ¢ sutil, mas presente em
todas as condi¢des experimentais. Essa diferenca entre as distadncias, maiores

na superficie sem 6xido e menores na superficie com 6xido pode também estar

associada respectivamente a formacdo de uma monocamada e de
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multicamadas. A formacgdo de multicamadas ocasionaria uma compactagdo da

proteina devido a uma maior aproximacdo entre as cadeias da mesma.
3.4) Especificidade e Seletividade da Con A Adsorvida

Um dos objetivos do trabalho também foi verificar se a proteina quando
adsorvida no eletrodo permanecia com a capacidade de reconhecer
carboidratos e distingui-los.

Deste modo realizaram-se experimentos para se averiguar como a con A
adsorvida interagia com as seguintes substdncias: glicogénio, glicose e
galactose, lembrando que a con A ndo ¢ especifica a esse ultimo carboidrato.

A reacdao entre antigeno-anticorpo, semelhante a lectina-carboidrato,
quando ¢ monitorada por um sensor impedimétrico se da geralmente pelo

Lol fz] ihs] e o]

controle da capacitancia ;- contudo outros componentes
impedimétricos também podem ser acompanhados. Neste trabalho, a
resisténcia foi o pardmetro que melhor caracterizou a interag¢do lectina-
carboidrato, enquanto a capacitancia ndo se mostrou eficiente.

Na tabela 3.7, sdo mostrados os resultados do aumento relativo, A%R,;,, da
resisténcia do carboidrato (R¢,;) em relagdo a resisténcia da proteina (R;.,), 0s
valores sdo obtidos segundo a expressdao3.18. Lembrando que (R.,;) ndo ¢
apenas a resisténcia do carboidrato, mas também da proteina e do o6xido, se

presente. O mesmo ocorre para (R,,,) que ¢ a resisténcia da proteina e do

6xido quando este estd presente.

R R
A%Rprc,:%xloo (3.18}

pro
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Tabela 3.7: Resultados mostrando o aumento relativo da resisténcia do carboidrato

em relacdo a con A A%R,,,, para diversas condi¢des experimentais.

A%R o

Superficie/con A/carboidrato ativada desativada
Pt/con A/glicogénio 38,9°+22.3 31,0°+13,8
Pt/PtOg/con A/glicogénio 38,9°+102 30,59+8,13
Pt/PtOcq/con A/glicogénio 75,8+68,2 28,29+19.6
Pt/PtO¢q/con Alglicose 177°£576 62,0°+£28,2
Pt/PtO¢q/con Algalactose 28,6°£104 111°£267

Nota: O intervalo de confianga ¢ de 90%

L, . . b L, . . S , . .
* média de 4 experimentos, °~ média de 5 experimentos, ° média de 2 experimentos,

d r 1. .
média de 3 experimentos

Para verificar como a superficie onde a con A estd adsorvida afeta os
resultados da A%R,;,, variou-se as condi¢gdes da mesma. Inicialmente
apresentam-se os resultados da adsor¢do da con A sobre uma superficie de
platina sem 6xido, em seguida sobre uma superficie de platina modificada
com 6Oxido produzido quimicamente e por ultimo sobre a platina modificada
com Oxido produzido eletroquimicamente. Os trés primeiros valores na tabela
3.7 mostram o comportamento da con A sobre essas trés superficies
interagindo com o glicogénio: nota-se que os valores mais altos sdo para a
con A quando esta ativada e sobre uma superficie de o6xido produzida
eletroquimicamente. Esse resultado mostra que, a ativagcao da proteina com os
cations metalicos, sdo de fato importante para o reconhecimento dos
carboidratos e que a proteina reteve a sua capacidade de reconhecimento
mesmo adsorvida ao eletrodo. A diferenca entre os resultados obtidos sobre o
oxido quimico e eletroquimico mostra como essas superficies sdo diferentes.
A resposta da con A dobrou quando foi adsorvida sobre um filme de o6xido
eletroquimico. Este filme, como discutido em 3.2.6, ¢ mais espesso e
acredita-se que o mesmo seja mais rico em grupos OH, influenciando dessa
maneira na orientagdo e conseqilientemente favorecendo também o

reconhecimento dos carboidratos.
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A similaridade dos resultados obtidos para a con A sobre platina sem
6xido e sobre 6xido quimico ficaram em torno de 35% e existe uma diferenca
sutil entre os resultados para con A ativada e desativada, mostrando que
nessas superficies a orientacdo nao favorece o reconhecimento do carboidrato
nem quando a proteina se encontra na forma ativada.

Esses resultados mostraram que a adsor¢do da con A sobre uma camada
de 6xido produzida eletroquimicamente com uma carga de 60 PC, segundo
2.5.2.2, seria a mais indicada para se examinar a capacidade da con A
distinguir carboidratos. Deste modo os trés ultimos valores da tabela 3.7
mostram os resultados da interacdo da con A com o glicogénio, a glicose ¢ a
galactose. Nesse grupo de resultados observa-se muito mais claramente a
importancia da ativacdo da proteina tanto na sensibilidade (os valores sdo
mais altos) como na seletividade (ndo reconheceu a galactose, alias foi o
unico valor que AR;,% foi mais alto para a con A na forma desativada).
Ainda quanto a seletividade, observa-se que a con A foi mais sensivel a
glicose do que ao glicogénio, contrario ao que ¢ divulgado na literatura. As
lectinas possuem afinidade pelos monossacarideos e pelos seus respectivos
oligossacarideos, com esses ultimos ¢ sugerido que existe uma interagdo
multipla?®, portanto maior, entre a proteina-carboidrato obtida com liga¢des
multivalentes e uma extensdo da regido especifica capaz de interagdes com
mais de um monossacarideo do respectivo oligossacarideo. Neste trabalho, a
con A esta adsorvida ou imobilizada na superficie, talvez esse fato, dificulte a
interagdo multipla, devido a falta de liberdade de rotacdo da proteina assim
como pela alta concentracdo de moléculas de proteinas proximas umas as
outras, dificultando a aproximag¢do de uma molécula grande como a do
glicogénio. Isto, portanto, explicaria a contradicdo com os dados na literatura

mencionados acima.
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3.5) Caracterizacdo da Adsorcao da Lentil

Um estudo menos completo também foi efetuado com uma outra
proteina denominada de lentil. A lentil ¢ um lectina com caracteristicas
similares a con A, inclusive especificas aos mesmos carboidratos. Na tabela
3.8 apresentam-se os resultados obtidos com modelagem das curvas

experimentais para a adsor¢ao da lentil em varias condigdes experimentais.

Tabela 3.8: Valores das componentes Ry, Cpro Ret € Cai obtidos para a adsorgdo da

lentil em diversas condi¢cdes experimentais utilizando o modelo 4.

AtiV&(}éO da Rpro (kQ) Cpro (|J~F) Ret (kQ) Cal (|J~F)
Proteina
Pt Ativ. 0,516 0,479 0,225 1,58
Pt Desativ. 0,619 0,474 0,442 2,59
Pt\PtO," Ativ. 2,36+1,24 0,529+0,072 1,42+0,894 1,56+0,083
Pt\Pthb Desativ. 6,45+2,79 0,639+0,099 4,69+2,24 1,40+0,036

Nota: O intervalo de confianga é de 95%

“média de 4 experimentos, ® média de 5 experimentos

A presenga do 6xido também afetou bastante a adsorcdo da lentil. A
comparac¢do entre os resultados para a adsor¢cdo sobre uma superficie sem e
com 6xido mostra que hd um aumento na R, € na R, de pelo menos 10 vezes
para o caso da lentil desativada. A capacitdncia também refletiu essa
modificagdo, porém de uma forma mais discreta. A C,,, aumentou em 1,5 vez
e a Cq; diminuiu em quase duas vezes, ambos pardmetro em relacdo a lentil
desativada.

A distingdo entre a lentil ativada e desativada pdde ser feita com maior
facilidade para a superficie modificada com oOxido, onde os valores mais

elevados para Ry, ¢ a R¢ sdo obtidos para a proteina desativada. Na
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superficie sem 6xido essa distin¢cdo ¢ observada para a R, e Cq;, que também
sdo mais elevadas para a proteina desativada.

A componente Ry, foi utilizada para o cadlculo da espessura da camada
de proteina. Para tanto se aplicou essa componente na equacao 3.6, do mesmo
modo como ja foi efetuado para a con A, veja 3.3.2. Esses resultados podem

ser vistos na tabela 3.9.

Tabela 3.9: Valor da espessura da camada de lentil obtida utilizando a componente

R,:o para vdarias condigdes experimentais.

| Ativagio da| Ry (kQ) d (A) d(A)| d(A)
superficie . )
proteina 6xido+proteina | 6xido+proteina | 6xido | proteina
Pt ativada 0,516 - - 19,62
Pt desativada 0,619 - - 23,51
Pt/PtOq ativada 2,36°+1,24 89,6+29,7 5,45 | 84,1+£29,7
Pt/PtOq desativada 6,45°+2,79 245+106 5,45 | 239+106

Nota: O intervalo de confianga é de 95%

b

"média de 4 experimentos, ° média de 5 experimentos

De acordo com a discussdo apresentada para a con A, os valores obtidos
para a espessura sobre a platina sem 6xido estavam de acordo com a espessura
de uma monocamada de proteina adsorvida lateralmente. Estendendo essa
possibilidade para a lentil, e observando os resultados da tabela 3.9, tem-se
que essa lectina apresentou valores menores para a espessura. Nao se
encontrou disponivel na literatura as dimensdes da lentil, mas sabe-se que o
seu peso molecular’® ¢ menor, o que certamente ja é uma indicagio que suas
dimensdes também o sdo. Talvez esse fato também esteja relacionado com a
diferenca na estrutura, o dimero da lentil ¢ composto por uma cadeia 3 ¢ uma
hélice a, enquanto a con A ¢ apenas formada por cadeias 3. Lembrando que as

1]

cadeias B sao menos compactas——do que as hélices O, o que também indicaria

que a con A teria dimensdes maiores do que a lentil.
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As espessuras, relativamente menores para a lentil, contudo
apresentaram um comportamento similar ao observado para a con A, estas

semelhancas sao comentadas a seguir:

1) valores menores para a espessura sobre a platina sem 6xido, coerente com a

formag¢do de uma monocamada;

2) formagdao de multicamadas quando a lectina ¢ adsorvida sobre a platina

modificada com 6xido quimico;

3) valores menores de espessura quando a lentil se encontra na forma ativada.

Ja foi comentado anteriormente que os valores dados pela componente
Cpro se referem a conformac¢do das cadeias da proteina e ndo a espessura da
proteina, uma vez que no arranjo dessas cadeias pode ocorrer a separagao de
cargas negativas/positivas como ocorre em um capacitor. Na tabela 3.10,
mostram-se os resultados obtidos para “d” utilizando C,;,, quando essa

componente ¢ aplicada a equacao 3.7.

Tabela 3.10: Distancia obtida para a conformacdo das cadeias da lentil obtida

utilizando a componente C,,, para varias condi¢des experimentais.

Ativacao da C F
superficie : ) P (WF) d (A)
proteina |oOxido+proteina

Pt ativada 0,479 14,0
Pt desativada 0,474 14,1
Pt/PtOgq ativada 0,529%+0,072 12,6+1,85

Pt/PtO, desativada 0,639°+£0,099 10,5+1,71

Nota: O intervalo de confianga é de 95%

b

* média de 4 experimentos, ° média de 5 experimentos
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Os valores dados na tabela 3.10 sdo maiores daqueles apresentados nas
mesmas condi¢gdes para a con A, no entanto o comportamento ¢ anadlogo. Para
a lentil também foi observado que os valores dados para a conformagdo das
cadeias sao maiores quando a adsor¢dao ocorre sobre uma superficie sem
6xido. De modo andlogo ao efetuado para a con A associa-se esse fato a
diferenca na formacdo de uma monocamada, na superficie sem oOxido e
multicamadas, numa superficie com o6xido. Nesse ultimo caso, as
multicamadas ocasionariam um maior compactacdo da proteina e, portanto, as
cadeias estariam mais proéximas.

Quando se comparam os valores para a conformacdo da lentil ativada e
desativada sobre uma superficie com 6xido, os valores também sdao maiores

para a lentil ativada.

3.5.1) Especificidade da Lentil Adsorvida

Para a lentil também foi verificado se a mesma retinha a sua
capacidade de reconhecer carboidratos, e se essa habilidade ¢ alterada
conforme se modifica a superficie sobre a qual esta ¢ adsorvida. Na tabela
3.11, sdo mostrados os resultados do aumento relativo da resisténcia do
carboidrato (Rca.r) em relagdo a proteina A%R,.,, os valores sdo obtidos com

uma expressao andloga a 3.18.

Tabela 3.11: Resultados mostrando o aumento relativo da resisténcia do

carboidrato em relagdo a lentil A%R,,,, para diversas condigdes experimentais.

A%Rpro
Superficie/lentil/carboidrato ativada desativada
Pt/lentil/glicogénio 28,1%+5,89 35,7*£17,7
Pt/PtOg/lentil/glicogénio 30,1°+36,6 22,6°+13,9

Nota: O intervalo de confianga é de 90%

;g . b , g .
* média de 3 experimentos ° média de 5 experimentos
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Na tabela 3.11, observa-se que quando a lentil ¢ adsorvida sobre a
platina sem 6xido, o aumento da AR,;,%, foi maior para a forma desativada,
contrario aos resultados obtidos para a con A. O segundo resultado, se refere
a lentil adsorvida sobre a platina modificada com 6xido quimico, nesse caso o
comportamento foi o esperado, um aumento relativo maior para a lectina na

forma ativada. De forma geral pode-se tecer os seguintes comentarios:

1) Relativamente a con A, os valores da AR,;,% foram menores para a lentil
nas mesmas condi¢gdes experimentais, com exce¢do do resultado da Pt/lentil-

desativada.
2) Para a lentil, a modificacdo da superficie com 6xido quimico, aumentou a

sensibilidade para a forma ativada da proteina, provavelmente esse efeito

seria amplificado se a superficie fosse modificada com 6xido eletroquimico.
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3.6) Desdobramentos do trabalho com Lectinas no

Laboratério de Eletroqui mica

A pesquisa com a adsor¢cdo de lectinas sobre eletrodos metéalicos se
mostrou bastante frutifera uma vez que gerou uma série de questionamentos e
estes por sua vez novos trabalhos. Neste contexto apresenta-se um resumo
destes trabalhos e a sua contribuicdo para o entendimento de interfaces
metais/moléculas biologicas.

Verificou-se que a urease adsorve espontaneamente em ouro € que
retém a sua especificidade a uréia. Inclusive diferentes concentragdes de
substrato puderam ser detectadas. Nesse trabalho as mudancas ocorridas na
interface devido a intera¢do urease/uréia, foram visualizadas melhor em um
grafico de bode-angulo de fase do que em um grafico Nyquist. A resisténcia e
a capacitdncia aumentaram com a concentracdo da uréia. Esse aumento
inesperado na capacitancia ¢ um forte indicador de que a conformacgao
estabelecida pela interacdao enzima/substrato promove uma aproximacao entre
as cargas da enzima/substrato'?’,

Um outro trabalho foi o monitoramento por medidas de impedancia, da
adsorcdo das proteinas recombinantes CRA-FRA de Trypanossoma cruzi sobre
eletrodos solidos e verificar a interagdo antigeno-anticorpo utilizando o soro

, coi 124
de pacientes chagasicos ~".

Os antigenos adsorvem tanto no eletrodo de
platina como ouro e nesse trabalho também se verificou um aumento na
adsor¢cdao do antigeno quando o eletrodo de platina ¢ modificado com um filme
de o6xido. A resisténcia também foi o parametro que melhor apresentou a
interacdo antigeno/anticorpo, onde se observou um aumento de 72,4% quando
0 antigeno é exposto a um soro positivo e de 37,2% quando exposto a um soro
negativo. Nesses dois trabalhos citados pode-se observar que a molécula
bioldégica mesmo adsorvida retém a sua especificidade, abrindo perspectivas
para o desenvolvimento de biosensores.

O conhecimento da carga do eletrodo sobre o qual a molécula biologica

¢ adsorvida tem um papel muito importante para a andlise da orientagdao que

molécula assume quando adsorve. Com o intuito de aprimorar as discussdes
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apresentadas com as lectinas se iniciou o trabalho para a determinag¢do da
carga do eletrodo de platina sem 6xido'**. Resultados ja foram obtidos para o
eletrodo de platina em uma solugdo de NaCl 1,5 mM. A continuidade desse
trabalho sera no sentido de se determinar a carga do eletrodo de platina
modificado com um filme de 6xido em uma solucdo de ferri-ferrocianeto de

potassio.
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4) Conclusoes

4.1) Camada de Oxido de Platina

O filme de 6xido produzido neste trabalho foi bastante fino, em torno
de 6 A, apesar da carga ter sido aumentada em 20 vezes a espessura aumentou
muito pouco, mostrando que grande parte da carga estd envolvida na reacdo
de evolugao de oxigénio e ndo propriamente na formag¢ao do filme de 6xido.

A camada de oOxido pdde ser descrita mais adequadamente por um
modelo em que a mesma ¢ considerada continua e isolante sobre o eletrodo
metalico (modelo 4). Entre os pardmetros extraidos desse modelo, a
capacitancia do oxido, (C,x), foi o que melhor caracterizou a camada,
possibilitando o calculo da espessura da mesma. Com base nesse modelo,
verificou-se que processo de transferéncia de elétrons pdde ser tratado de

acordo com o proposto por Damjanovic onde este prevé o tunelamento dos
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elétrons através de filmes finos de o6xido. A resisténcia de transferéncia de
elétrons (R.¢), neste caso, é relacionada a carga utilizada para a formacdo da
camada de o6xido.

O o6xido formado quimicamente ndo apresenta as mesmas caracteristicas
do oxido formado eletroquimicamente. Supde-se que esse fato esteja
relacionado tanto com a quantidade de 6xido, menor para o quimico, como
também a sua propria organizacao sobre a superficie.

A constante dielétrica (€) do 6xido, utilizada no cdlculo da espessura da
camada, foi estabelecida em 15, com base na variacdo dos valores encontrados

na literatura para outros 6xidos de metais de transigao.

4.2) Adsorcao de Protei na

As lectinas estudadas adsorvem no eletrodo de platina e bloqueiam a
reacdo de transferéncia de elétrons do ferri-ferrocianeto de potassio, isto &,
diminuem a constante heterogénea de velocidade, k°.

Tanto a adsor¢cdao da con A como a da lentil sd3o bastante afetadas pela
modificacdo da superficie de platina com um filme de 6xido. Esse efeito ¢
verificado tanto na voltametria ciclica (diminuicdo dos picos anddicos e
catodicos do ferri-ferrocianeto de potassio) como na espectroscopia de
impedancia (aumento da componente resistiva). Ambas as técnicas
registraram o bloqueio da superficie devido a presenca da proteina adsorvida
na mesma. A quantidade de 6xido também influi na adsor¢cdo de proteina, isto
¢, quanto mais 6xido mais e¢/ou melhor, a proteina adsorve.

O modelo para descrever a proteina ¢ visto como uma camada continua
que, no entanto, ndo isola completamente a superficie. A resisténcia devido a
presen¢a da proteina (R,.,) estd em série com a resisténcia do 6xido (Rox) € 0
mesmo ocorre para a capacitdncia da proteina (Cp,r) que também se encontra
em série com a capacitancia do 6xido (Cox).

O melhor parametro para de quantificar a proteina adsorvida foi a

resisténcia da proteina (Ryr,). A adsor¢do da con A sobre a platina sem 6xido,
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forma uma monocamada com espessura de 28 A com orientacdo paralela a
superficie.

A adsorc¢ao da con A sobre a platina modificada com 6xido de platina
resultou em uma camada com espessura de 108 A para a forma ativada e
277 A na forma desativada. Os resultados obtidos para a espessura da camada
de con A sobre um filme de 6xido eletroquimico foram de 156 A e 318 A
respectivamente para a forma ativada e desativada. Nota-se que se obtém
valores mais elevados para a espessura da camada de proteina quando o 6xido
¢ produzido eletroquimicamente, o que se atribuiu a maior quantidade de
6xido que de acordo com o que ja foi comentado afeta a adsorcdo.

Nesse momento pode-se efetuar duas comparacdes. A primeira existe
uma grande diferenca entre as espessuras obtidas sobre uma superficie sem e
com oxido. Esse fato foi associado respectivamente a formacdo de mono e
multicamadas. A segunda comparac¢do, em uma superficie sem 6xido ndo se
observa uma diferenciacdo significativa entre a forma ativada e desativada da
proteina. J4& em uma superficie com 6xido, se observa essa diferencia¢dao, com
valores maiores de espessura para a forma desativada.

As espessuras encontradas para con A nas diversas condigdes
experimentais sao maiores do que as encontradas para a lentil. Relacionou-se
esse fato a estrutura da lentil, diferente da Con A, ser formada também por
hélices-a e a um peso molecular menor. Deste modo, tem-se para uma
superficie sem oxido a espessura em torno de 20 A. Novamente nio se
observa uma diferenga significativa entre a forma ativada e desativada da
proteina. Para uma superficie com 6xido quimico a espessura obtida para a
lentil ativada foi de 84 A e para a desativada de 239 A. Esses resultados
mostram que a lentil apresentou um comportamento semelhante a con A,
quando submetida as mesmas condi¢des experimentais.

A capacitancia da proteina (C,.,) estd relacionada a conformag¢do das
cadeias da proteina, isto ¢, a distdncia entre as cadeias. Os valores para a
conformac¢dao da con A sobre uma superficie sem 60xido sdo maiores do que
aquelas obtidas em uma superficie com o6xido. Associa-se esse resultado a
formacdo de multicamadas sobre a superficie com 6xido que ocasionaria uma
conformag¢dao mais compacta da proteina sobre a superficie e

conseqilientemente também uma distdncia menor entre as cadeias.
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Observou-se que para uma superficie com o6xido, a proteina na forma
ativada, apresenta valores sutilmente maiores, o que se atribuiu a presenca
dos cations metalicos que conferem uma maior estabilidade e integridade a
molécula.

As duas proteinas novamente apresentaram um comportamento
semelhante no que diz respeito a conformacdo da proteina, apenas com

valores levemente mais altos para a lentil.

4.3) Sensibilidade da Protei na Frente aos Carboidratos

(¢]

O melhor parametro para informar o grau de interacao entre a proteina
o carboidrato foi a resisténcia. Essa informag¢do foi obtida verificando-se o
aumento relativo (AR,;,%) da resisténcia do carboidrato (R.,;) em relacdo a
resisténcia da proteina e 6xido (Rpr,). Lembrando que (R¢i;) ndo € apenas a
resisténcia do carboidrato, mas também da proteina e do 6xido, se presente. O
mesmo ocorre para (R,;,) que é a resisténcia da proteina e do 6xido quando
este estd presente.

Na superficie com 6xido eletroquimico, verificou-se a sensibilidade da
con A frente a glicose, glicogénio e galactose. A proteina na forma ativada se
mostrou mais sensivel a glicose (agucar para o qual ¢ especifica) e menos
sensivel a galactose (acucar para a qual ndo ¢ especifica). Esse resultado ¢
invertido quando a proteina se encontra na forma desativada. Mostrando,
portanto que a ativacdo ¢ importante tanto na sensibilidade como na
seletividade da proteina. Complementando quanto a seletividade, esperava-se
que a sensibilidade da proteina frente ao glicogénio fosse maior do que com a
glicose, uma vez que existe nesses casos uma interacdo multipla com esse
polissacarideo. No entanto, ndo foi esse o resultado. Uma possivel explicacdo
estaria no fato da vizinhanga da proteina adsorvida estar ocupada por outras
moléculas de proteina dificultando a interacdo com uma molécula maior de
acucar e dificultando também a interagdo multipla.

A sensibilidade da con A frente ao glicogénio foi verificada em uma

superficie sem 6xido, com 6xido quimico e eletroquimico. O melhor resultado
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foi para a proteina ativada sobre a ultima superficie citada. Surpreende o fato
da superficie com 6xido quimico ndo ter provocado nenhuma modificagdo no
resultado, mostrando que a quantidade e a estrutura do filme de o6xido
influenciam a sensibilidade da proteina. Para a forma desativada, nessas
mesmas condi¢cdes experimentais ndo se observou nenhuma modificacdo na
sensibilidade.

A comparacao dos resultados obtidos para as duas proteinas nas mesmas
condi¢cdes experimentais, mostra que a forma ativada da con A apresenta
maior sensibilidade ao glicogénio do que a lentil. Refor¢cando dados na
literatura que indicam diferengcas no grau de afinidade por um mesmo

carboidrato apesar de serem especificas aos mesmos carboidratos.
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5) Perspectivas Futuras

Os resultados obtidos com o estudo impedimétrico do sistema
platina/lectina trouxeram uma série de informacdes quanto a adsorgdo das
lectinas. No entanto seria importante confrontar alguns resultados utilizando-
se outras técnicas. Por exemplo, utilizar a elipsometria e/ou a microscopia de
forca atdmica para confirmar as espessuras encontradas para a camada de
proteina e também se a ativacdo da proteina altera a conformag¢do da mesma.

A adsorcao dessas lectinas foi observada em platina, porém também
seria importante verificar se esse comportamento ¢ semelhante para outros
metais assim como sobre os seus 6xidos.

Confirmar com auxilio da microscopia de for¢a atomica, por exemplo, a
orientacdo da proteina nas superficies estudadas. Verificar se realmente
existem diferengas na orientacdo quando a adsorgcdo ocorre sobre a platina e
sobre a platina modificada com filme de 6xido.

Aprofundar a discussdo e as conseqiientes conclusdes quanto a presenca

dos metais de ativacao tanto na espessura como na conformag¢do na proteina.

115



Perpectivas Futuras

Compreender melhor a interacdo entre o filme de 6xido e a proteina e
entender porque este favorece a adsorgdo das lectinas.

Determinar a carga do eletrodo com e sem oOxido para auxiliar a
interpretagdao dos resultados quanto a orientacdo da proteina. Esse tema foi
abordado no trabalho de inicia¢do cientifica de Rogério T. RibeirolE.|

Verificar se a con A quando adsorvida sobre a platina consegue
diferenciar entre a glicose e a galactose e assim também reforgar as premissas
quanto a diferenciacdo na orientagdo da proteina quando a proteina ¢
adsorvida sobre a platina modificada com filme de o6xido. Esse trabalho
também foi tema do trabalho de iniciagdo cientifica da aluna Sibele R. de
Oliveiralﬁ.|

Verificar a importancia da camada de o6xido na adsor¢do de outras
proteinas. Essa possibilidade foi verificada para proteinas recombinantes tipo
CRA-FRA, trabalho de inicia¢do cientifica desenvolvido por Alziana M. C.
Pedrosale—A'.I
Estudar e concluir os resultados ja obtidos com a cinética da adsor¢do da con
A, onde numa andlise prévia ja se verificou uma cinética diferenciada para a
condi¢do em que a adsor¢do se processa sobre uma superficie com e sem filme

de oxido. Nesses resultados também se diferencia claramente a condi¢do em

que a proteina esta ativada e desativada.
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