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RESUMO

SOUZA, Tamera Tais de Lima. Estudo da hemoglobina em filmes nanoestruturados como
mediador eletroquimico na aplica¢do em biossensores. 2012. 80 f. Dissertagao (Mestrado em
Ciéncia dos Materiais) — Centro de Ciéncias e Tecnologias para Sustentabilidade,
Universidade Federal de Sdo Carlos, Sorocaba, 2012.

A técnica de automontagem ou layer-by-layer ¢ uma das mais utilizadas na imobilizagdo de
moléculas de interesse bioldgico. Essa técnica ¢ empregada na fabricacdo de eletrodos
modificados utilizados, como por exemplo, os biossensores. Um dos desafios no
desenvolvimento de biossensores ¢ eliminar interferentes de espécies eletroativas dentro do
sistema de deteccao. Esse problema pode ser solucionado com a introducao de mediadores de
elétrons inorganicos ou organicos. Nessa dissertagao foram realizados estudos sistematicos
para a aplicacdo da hemoglobina atuando como mediadora de elétrons. A técnica de
automontagem foi utilizada para a imobilizagdo da hemoglobina, testada com dois
polieletrolitos, obtendo filmes uniformes, mantendo sua atividade por 15 dias e sem respostas
aos possiveis interferentes fosfolipidios. A automontagem também foi utilizada para
imobilizar a enzima colesterol oxidase, alternada com diferentes polieletrolitos. Os filmes
finos apresentaram um bom desempenho como biossensor amperométrico na detec¢do de
colesterol em baixas concentracdes tais como 10° M. O bom funcionamento do biossensor
deve- se ao emprego da hemoglobina com mediador excluindo os efeitos dos interferentes
acido urico e acido ascorbico. Também foram realizados testes com amostras reais utilizando
a gema de ovo obtendo bons resultados. A alta sensibilidade e seletividade dos biossensores
foram atribuidas a natureza do filme automontado e a capacidade de reconhecimento das
biomoléculas. Este estudo abre caminho para novas tecnologias de dispositivos para analises
de alimentos.

Palavras-chave: Hemoglobina. Layer-by-Layer. Colesterol oxidase. Colesterol.






ABSTRACT

The layer-by-layer technique is one of the most used in the immobilization of molecules of
biological interest, being largely employed in the fabrication of modified electrodes for
biosensors. One of the main challenges in the development of biosensors is to eliminate
interfering electroactive species within the detection system, therefore, this problem can be
solved with the introduction of inorganic or organic electron mediators. Here, we carried out
systematic studies for the application of hemoglobin acting as an electron mediator, and the
self-assembly technique was used to immobilize haemoglobin in nanostructured thin films.
The LbL films were tested with two polyelectrolytes, obtaining uniform films with activity
kept during 15 days, without responses to possible interfering phospholipids. The layer-by-
layer technique was also used to immobilize the enzyme cholesterol oxidase, alternated with
different polyelectrolytes. The thin films showed a good performance as an amperometric
biosensor for the detection of cholesterol at low concentrations (10 M), with the functioning
of the biosensor attributed to the use of hemoglobin in mediating the effects of excluding
interfering ascorbic acid and uric acid. Some tests were also performed in real samples using
egg yolk, with good results obtained. The high sensitivity and selectivity of the biosensor
have been attributed to the nanostructured thin nature of the films, despite recognition
capability of the biomolecules used, with a strong potential to contribute for new device
technologies for food analysis.

Keywords: Hemoglobin. Layer-by-Layer. Cholesterol oxidase. Cholesterol.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos os diagnoésticos de doengas relacionadas ao excesso de colesterol no
soro humano, vem despertando interesse nos pesquisadores para estudarem dispositivos
capazes de detectar o colesterol, isso pelo fato de que a doenca quando detectada
inicialmente, pode ser controlada com medicamentos e dietas sem maiores riscos ao
paciente'. Esses dispositivos de diagnosticos também chamados de biossensores vém
sendo estudados e alguns desses ja estdo em uso. Tais sensores tém sido utilizados em
diferentes aplicacdes, incluindo os cuidados de satde, alimentacdo e monitoramento
ambiental’. Os dispositivos funcionalizados tém origem como principio de detec¢do a
combinacao de processos fisicos e quimicos, como transferéncia de energia ou elétrons e
transformagdes quimicas’.

A fabricagdo desses sensores depende principalmente da montagem de filmes
ultrafinos’. Os métodos mais utilizados para a construcio de filmes ultrafinos de materiais
organicos e biolégicos sdo as técnicas de: Langmuir-Blodgett (LB)’, monocamadas
automontadas (self-assembly monolayer, SAM)*" e automontagem (Layer-by-Layer,
LbL)%’.

Neste trabalho a técnica LbL foi escolhida devido a sua praticidade, versatilidade e
baixo custo. A técnica de automontagem foi desenvolvida por Decher e colaboradores® e
baseia-se, principalmente, na atragdo eletrostatica entre moléculas de cargas opostas. Esta
técnica ndo depende de instrumentagdo sofisticada, bastam alguns béqueres, pinga e
utilizam moléculas geralmente soluveis em agua. Os filmes fabricados por esse método
tém maior quantidade de moléculas adsorvidas no substrato e maior estabilidade. Maiores
detalhes da técnica estdo descritos no item 2.1.1.

Além do processo de fabricacao, para um bom funcionamento do sensor € necessario o
uso de mais de um molécula no sistema para combinar propriedade desejaveis,
fornecendo maior estabilidade ou melhorar a montagem das biomoléculas, bem como para

10.ILI2 - Algm disso,

viabilizar a aplicacdo do sistema como dispositivos eletronicos
dispositivos exigem controle na organizacdo e orientagdo molecular em escala de
moléculas, geralmente nanométrica. Esta ¢ mais uma vantagem da técnica de
automontagem, pois em condi¢cdes ideais permite o controle da montagem de

nanoestruturas com diferentes compostos.
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Os filmes ultrafinos podem ser caracterizados por diversas técnicas experimentais, tais
como espectroscopia de absor¢do na regido do Ultravioleta/Visivel (UV-vis) e
espectroscopia de fluorescéncia. A identificagdo das interacdes quimicas dos componentes
dos filmes automontados pode ser feita por espectroscopia vibracional, ou por alteracdes
nas propriedades elétricas e eletroquimicas desses filmes. Estas ultimas técnicas, em
particular, também podem ser aplicadas para testar o potencial dos filmes ultrafinos como
sensores '’

Em um sistema de deteccdo o analito pode ser determinado indiretamente pela
deteccao eletroquimica com base no monitoramento do consumo de oxigénio ou a taxa de
producio de peréxido de hidrogénio por uma reacio enzimatica'®. No entanto, o potencial
necessario para a oxidagao do perdxido de hidrogénio pode levar a interferéncias causadas
por outras substancias eletroativas. Para resolver esse problema, o uso de mediadores vem
sendo empregado para eliminar interferentes que sofram oxida¢ao ou redu¢ao nos mesmos
intervalos de potenciais que a substancia de interesse, ou seja, na detec¢io do analito".

Uma gama de mediadores de elétrons tem sido empregada em sensores e biossensores
para detectar O, e H,O,. Entre os varios mediadores, os hexacianoferratos, em particular o
Azul da Prussia (Prussian Blue, PB) - hexacianoferrato (II) férrico'®- e as proteinas,
peroxidases'’e mais recentemente a hemoglobina'®, tém sido usados para preparar
eletrodos modificados a fim de minimizar efeitos de interferentes. Em virtude do interesse
em desenvolver novos tipos de mediadores, pesquisadores tém estudado proteinas redox, a
fim de conseguir superar métodos ja existentes de transferéncia direta de elétrons na
aplicacio em biossensores'**’. Entre as varias proteinas, a hemoglobina (Hb) é um
modelo ideal de mediador de elétrons através do grupo heme?'sendo mais estavel e de
menor custo em comparacao com outros mediadores. O uso da Hb como mediador vem
sendo amplamente empregado em sensores para deteccdo de compostos fendlicos™,
nitratos”, peréxido de hidrogénio® e colesterol**, entre outros.

Neste trabalho foram estudados filmes nanoestruturados de materiais de interesse
biologico, usando a técnica de automontagem para imobilizagdo da proteina Hb. O
objetivo da imobilizacdo da Hb ¢ utilizd-la como mediador de elétrons nas medidas
eletroquimicas como a voltametria ciclica (VC) e amperometria. A segunda etapa consiste
na fabricagdo do biossensor de colesterol imobilizando através da técnica LbL a enzima
colesterol oxidase (COX). Para isso os lipossomos foram utilizados para incorporar o

colesterol utilizado como analito nas medidas eletroquimicas, uma vez que o analito ndo ¢
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soluvel em agua. Posteriormente esse biossensor sera utilizado para deteccao do colesterol

em gema de ovo de galinha.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. FILMES NANOESTRUTURADOS

Técnicas de fabricagdao de filmes ultrafinos vém sendo amplamente explorada, devido
ao forte interesse em se obter estruturas organizadas, com controle de espessura e
aproveitando as propriedades em escala molecular. Dois dos métodos mais utilizados para
a fabricacdo desses filmes sdo de Langmuir-Blodgett (LB)* e de automontagem LbL do
inglés ‘Layer-by-Layer’ *°, por propiciar filmes finos com moléculas extremamente
organizadas em uma arquitetura completamente ordenada®’, permitindo, assim controlar
propriedades finais dos filmes e também a variagdo da espessura das camadas. O
fortalecimento para o desenvolvimento dessas técnicas deve-se também a sua aplicagdo
em diferentes areas , pois envolvem profissionais das areas de quimica, fisica, biologia e

ciéncia e engenharia de materiais.
2.1.1. Filmes Automontados LbL

O principio dessa técnica de automontagem primeiramente foi proposto por ller e
colaboradores™, na década de 1960, mas nessa época ndo houve grande interesse no
desenvolvimento da técnica de automontagem. No inicio da década de 1980, Sagiv e
colaboradores™?" desenvolveram a técnica de automontagem por adsor¢io quimica
através de ligacdes covalentes, porém, a desvantagem atribuida a essa técnica deve-se a
necessidade de sintese de moléculas com funcionalidade especifica para a constru¢ao dos
filmes automontados.

Partindo do principio da técnica desenvolvida por Iler, Decher e seus colaboradores
desenvolveram a técnica de automontagem®. Esta técnica é baseada na interacio fisica, ou
seja, interagOes eletrostaticas entre moléculas carregadas positivamente e negativamente.
Ao contrario da técnica desenvolvida por Sagiv ndo sdo necessarias nenhuma ligagao
quimica ou covalente para a construgao dos filmes finos.

O mecanismo de fabricagdo do filme automontado através da interacdo eletrostatica
entre um polication e um polianion, esta representado na FIG. 1. O polieletrdlito catiénico
¢ adsorvido na superficie de um substrato sélido (substrato) carregado negativamente,

ap6s essa absorcdo do polication as cargas da superficie negativas se ligam
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eletrostaticamente com o polieletrolito cationico . Em seguida, este substrato ¢ imerso em
solucao contendo o polidnion que gera uma nova rede de cargas positivas na superficie.
Como resultado, obtém-se uma bicamada de polieletrélito sobre um substrato’’. O
desenvolvimento desses filmes depende da neutralizacdo da carga precedente pela
adsor¢do de uma dada camada e subsequente formagdo de uma nova, oposta e
suficientemente carregada. Este processo pode ser repetido varias vezes, possibilitando a
fabricagdo de filmes contendo multicamadas com estruturas e espessuras desejadas. Como
a espessura de uma bicamada de polieletrélito ¢ geralmente de cerca de 1 nm®, a técnica

de automontagem permite controle da espessura do filme em escala nanométrica.

FIGURA 1 — Representagdo esquematica da fabricacao dos filmes automontados através
da técnica LbL.
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Fonte: Figura adaptada de Decher®.

Apos varias bicamadas formadas observa-se, conforme FIG. 2, as camadas de

polications e polianions adsorvidas sobre o substrato solido.
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FIGURA 2 — Representagao idealizada de um filme automontado LbL.

Fonte: Figura adaptada de Decher®.

A principal funcao dos filmes ultrafinos ¢ serem altamente permeaveis para pequenas
moléculas e ions, tornando um sistema apropriado para fungdes baseadas na interacao
entre biomoléculas imobilizadas e substancias livres em solu¢do, sistema utilizado no

desenvolvimento de biossensores’.

2.1.2. Filme Automontado de materiais biolégicos

O uso de biomoléculas para a fabricacdo de filmes nanoestruturados vem sendo
amplamente pesquisado, devido a possibilidade de se utilizar esses filmes em
biotecnologia e biossensores™. Vérios materiais tém sido utilizados para fabricacdo de
filmes automontados, como por exemplo: proteinas, enzimas, sistemas anticorpo-antigeno,
peptideos e nucleotideos®®, mantendo sua atividade biolégica®. Isso s é possivel porque,
proteinas soliveis em agua possuem excesso de cargas na superficie e a desnaturagao de
biomoléculas tende a diminuir durante o processo de imobilizagao, que pode ser realizado
em condi¢des 6timas de pH e temperatura®. Esses filmes automontados com biomoléculas
sdo bastante permeaveis facilitando interagdes com pequenas moléculas, assim sendo um
otimo sistema para algumas fungdes como, por exemplo, biossensor, onde ocorrem
interacdes entre a biomolécula imobilizada e substancias livres em solugdo’.

Os primeiros pesquisadores que utilizaram filmes nanoestruturados de biomoléculas
foram Sukhorukov e colaboradores™ e Montrel e colaboradores®. Nessa linha,
pesquisadores utilizaram o acido desoxirribonucléico (DNA) alternado com os
polieletrolitos poli(etileno imina) (PEI), poli-L-lisina (PLL) e cloreto de poli(alilamdnio)
(PAH) para a fabricagdao dos filmes. Os autores investigaram a estrutura do DNA
imobilizado nesses filmes, através de espectroscopia vibracional e eletronica. Mostraram

também que a forca atuante nos filmes era eletrostaticas entre os grupos fosfatos
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carregados negativamente do DNA e polication carregado positivamente, mantendo a

bioatividade do DNA™.
2.2. BIOSSENSORES

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo para detecgdo de um analito
que combina um componente bioldgico com um componente detector fisico-quimico.
Esses dispositivos sao analogos funcionais que sao baseados no acoplamento direto de um
composto biologicamente ativo imobilizado, com um transdutor que gera um sinal
proporcional a concentragdao do analito. A principal fun¢cdo de um transdutor ¢ converter a
alteracdo fisico-quimica resultante da interacdo do material biologicamente ativo com o
analito em um sinal elétrico ou Optico™. Esses biossensores podem ser aplicados em
diversas amostras, tais como fluidos humanos (sangue, urina e saliva), amostras de

alimentos, culturas celulares e em amostras ambientais (solo, ar, e agua) (FIG. 3).

FIGURA 3 — Elementos e componentes de um tipico biossensor.
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Fonte: Figura adaptada de Grieshaber e colaboradores™.
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Nos dias atuais diversos tipos de biossensores sao encontrados nos laboratorios do
mundo todo, incluindo biossensores utilizados para auxilio em diagnodsticos de doengas.

Um dos biossensores mais popular é de glicose™que utiliza filmes nanoestruturados
contendo a enzima glicose oxidase (GOD). Onda e colaboradores’ estudaram a
estabilidade e atividade da enzima GOD imobilizada juntamente com polieletrolito
poli(etileno imina) (PEI) e de poli(dialildimetil amo6nio) (PDDA). Os pesquisadores
utilizaram uma série de reagdes enzimaticas e a atividade da GOD foi monitorada por
mudangas espectrais de absorcdo. Os resultados indicaram que apenas 20% da atividade
da GOD diminuia com sua imobiliza¢dao, nao causando alta desnaturacdo da enzima e sua
atividade foi mantida por 14 semanas estocada em tampao a 4°C. Apods esse trabalho
inimeras pesquisas vém sendo realizada utilizando proteinas e enzimas.

O primeiro sensor relatado na historia foi realizado por Clark em 1955/56". Ele
construiu um eletrodo capaz de detectar oxigénio. Posteriormente, por volta de 1962*,
partindo do principio do eletrodo de oxigénio, foram realizadas algumas modifica¢des no
mesmo, chegando ao primeiro sensor de glicose, utilizando sensores eletroquimicos com
um transdutor baseado em enzima. Em 1975 a Yelow Spring Instrument Company obteve
e desenvolveu essa tecnologia levando ao lancamento comercial do primeiro biossensor de
glicose™. Desde entdo, varias formas de biossensores de glicose foram e vem sendo
desenvolvidas®, logo a base para o desenvolvimento de muitas outras tecnologias de
dispositivos™.

Baseado no tipo de técnica utilizada para traduzir o processo bioquimico em sinal
analogico, os biossensores podem ser classificados como: sensores Oticos®,
piezelétricos™, calorimétricos’’, eletroquimicos™ e elétricos™. Os biossensores
eletroquimicos tém sido os mais utilizados, uma vez que eles sdo rapidos, faceis de
manusear ¢ de baixo custo. Estes foram desenvolvidos para superar a maior parte das
desvantagens, que limitam o uso de outros tipos de biossensores, como por exemplo, nos
biossensores Opticos que apesar de serem muito sensiveis, ndo podem ser operados em

meio de comunicagao turva.
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2.2.1. Biossensores Eletroquimicos

Biossensor eletroquimico ¢ a classe mais utilizada entre os diferentes tipos de
biossensores. Estes sdo baseados na catalise enzimatica de uma reacdo que produz ou
consome elétrons, por exemplo, as enzimas oxido-redutaze’. Os sistemas de
sensoriamento contem trés eletrodos, sendo eles:(a) um eletrodo de referéncia, que
mantém o potencial constante, (b) um contra eletrodo e (c) um eletrodo de trabalho, onde
ocorre a reacao enzimatica. O composto a ser analisado (analito) reage na superficie do
eletrodo de trabalho e os ions produzidos geram sinal elétrico e mensuravel.

Dependendo dos métodos eletroquimicos a serem utilizados no sistema de detec¢do, os
biossensores eletroquimicos podem ser classificados como biossensores amperométricos e
potenciométricos. Os biossensores amperométricos baseiam-se na medida de corrente em
funcdo do tempo, quando o eletrodo ¢ mantido a um potencial apropriado e constante,
enquanto o potenciométrico, ¢ a medida de potencial em uma corrente constante®. A
mudanca da corrente e ou potencial registrada ¢ proporcional a quantidade de espécies
eletro-reduzidas/oxidadas, ou seja, proporcional a concentragao do analito. A FIG. 4

representa o principio de funcionamento de um tipico biossensor amperométrico.

FIGURA 4 - Representacdo esquemdtica do funcionamento de um biossensor
amperomeétrico.
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Fonte: Figura adaptada de Belluzo e colaboradores™ .

As moléculas de O, e H,O; sdo as espécies eletroativas, que quando em contato com o
eletrodo de trabalho em altos potenciais oxidam e/ou reduzem espontaneamente, gerando

um sinal elétrico. Usando este principio, pesquisadores constroem eletrodos com enzimas
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oxidases que geram H,O, detectado em altos potenciais’’. Embora os biossensores
amperométricos tenham a vantagem de ser altamente sensiveis, apresentarem resposta
rapida e serem de baixo custo, em comparacao aos biossensores Opticos, calorimétricos e
piezelétricos, esses biossensores estdo sujeitos a interferéncia de outras espécies
eletroativas, tais como acido trico e acido ascorbico, que também sdo oxidados em altos
potenciais.Uma alternativa para eliminar os efeitos desses interferentes ¢ o uso de
mediadores de elétrons com o intuito de diminuir o potencial de oxidagao/reducao do

analito.

2.3. MEDIADOR ELETROQUIMICO

Os biossensores amperométricos podem ser divididos em trés classes principais ou
geracdes: os que ndo fazem uso de mediadores (primeira geracao), aqueles que utilizam
mediadores (segunda geragdo), ¢ os baseados na transferéncia direta de elétrons entre o
sitio ativo da enzima e o eletrodo (terceira geragdo)™. O desenvolvimento de biossensores
amperomeétricos eficientes podem ser alcangados através do desenvolvimento de métodos
baseados em "mediadores" processos de direta transferéncia de elétrons. Isso deve se ao
fato de que as enzimas redox utilizadas na fabricagdao desses biossensores contém centros
eletroativos que normalmente sao encontrados dentro de sua estrutura. Para um melhor
entendimento, levando em conta que o centro ativo da enzima redox, e o eletrodo pode ser
considerado como um par doador-aceitador, pode se dizer que existe uma camada espessa
bloqueando a eficiéncia de uma transferéncia de elétrons no centro eletroativo da enzima.
Esse isolamento do centro ativo normalmente pode impedir qualquer transferéncia
eletrdnica direta com eletrodo®”. A comunicacdo eletronica direta entre as enzimas redox e
eletrodos pode ser estabelecida pela adigdo artificial de portadores de cargas (ou seja,
transferéncia de elétrons mediada) como intermediarios (FIG. 5). Os mediadores possuem
uma ampla gama de estruturas, propriedades e de potenciais redox. No processo de
transferéncia de carga, o mediador ¢ responsavel pelos repetidos ciclos entre seus estados
oxidado e reduzido™. A condicdo obrigatoria é que o mediador promova reacio rapida

entre a enzima com o eletrodo.
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FIGURA 5 — Representagao esquematica do funcionamento de um sistema mediado.
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Fonte: Figura adaptada de Lojou e colaboradores™.

Dentre os varios compostos utilizados como mediador eletroquimico estao as proteinas
redox, como por exemplo: ferritina, citocromo ¢, mioglobina, hemoglobina e varias outras
proteinas. O estado redox do analito ou de uma espécie relacionada pode ser alterado por
um intermediario no centro ativo da enzima, que pode ser grupos prostéticos de proteinas,
como, por exemplo, o grupo heme da hemoglobina. As proteinas redox sdo regeneradas
por uma direta transferéncia de elétrons final entre o grupo prostético e o eletrodo,
levando a uma medida de corrente em correlagdo com a concentragao do analito. Os
biossensores de terceira geracdo possuem muitas vantagens, € a principal delas ¢ a
presenca de mediadores, proporcionando ao biossensor seletividade superior quando
comparado aos biossensores convencionais, uma vez que operam em uma janela de
potencial mais proxima do potencial redox da enzima, sendo assim menos propenso a

interferéncias™.

2.3.1. Hemoglobina

A hemoglobina (Hb) ¢ uma metaloproteina (proteina que contém um ou mais ions
metalicos), contendo ferro presente nos globulos vermelhos (hemacias) e que permite o
transporte de oxigénio pelo sistema circulatorio. A estrutura da Hb (FIG. 6) é composta de
tetramero composto de dois tipos de cadeias polipeptidicas um deles contém 141
aminoacidos e o outro contém 146 aminoacidos. Cada cadeia polipeptidicas estd ligada a

um grupo heme; estes possuem um ion de ferro no seu centro, que forma seis ligagdes
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coordenadas: quatro com atomos de nitrogénio do grupo planar de porfirina, uma a um
atomo de nitrogénio da proteina e outras a uma molécula de O,. E uma proteina alostérica
(refere-se a qualquer alteracdo na estrutura tercidria ou quaterndria de uma enzima
protéica induzida pela acdo de uma molécula ligante, que pode ser um ativador, um
inibidor, um substrato, ou os trés), pois a ligacao e a liberagdao do oxigénio ¢ regulada por
mudangas na estrutura provocadas pela propria ligagdo do oxigénio ao grupo heme de
cadeias adjacentes. Esta proteina globular, tendo aproximadamente 55 A de didmetro e

massa molecular de aproximadamente 64000 daltons®'.

FIGURA 6 — Molécula de Hemoglobina e estrutura quimica do grupo heme da
Hemoglobina.
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Fonte: http://umaquimicairresistivel.blogspot.com/2011/07/nossa-quimica.htm!*°e
http://misodor.com/HEMOGLOBINA .php’.

A caracteristica mais importante da molécula de hemoglobina ¢ de se combinar com
O,, visto que a sua funcdo primaria, ¢ captar O, nos pulmdes, transportar e liberar nos
tecidos, de modo que essa combinagao ¢ reversivel e totalmente rapida (FIG. 7). Contudo,
a Hb ¢ ideal para estudo de reagdes de transferéncia de elétrons devido também a sua

disponibilidade comercial e custo moderado™.
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FIGURA 7 — Esquema de ligacao do O, com o grupo heme da Hemoglobina.
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Vérios métodos vém sendo estudados para preparagdo de eletrodos modificados com a
Hb, a fim de melhorar suas propriedades eletroquimicas®®®'. Um deles foi desenvolvido
por Kafi e colaboradores que® que fabricaram um biossensor capaz de detectar compostos
fenolicos usando a Hb como mediador de elétrons imobilizada em uma matriz sol — gel
sobre um eletrodo de carbono, usando a atividade peroxidase da Hb. O biossensor
apresentou resposta significativa a varios tipos de compostos fenolicos com um potencial
aplicado de 0,0 mV vs. Ag/AgCl. A linearidade da deteccdo dos fenois foi de 5 uM a 50
uM. O biossensor apresentou resposta por 30 dias com 80% da sua eficacia inicial, com
tempo de resposta de 10 s.

Em um outro estudo desenvolvido por Changzhi e colaboradores® foi construido um
biossensor para detec¢ao de colesterol usando a Hb como mediadora de elétrons. A Hb e
colesterol oxidase foram imobilizados em matriz de quitosana sobre um eletrodo de
carbono. O peroxido de hidrogénio produzido pela oxidacao catalitica do colesterol pela
enzima colesterol oxidase foi reduzido eletrocataliticamente pela Hb imobilizada e usada
para obter uma resposta amperométrica sensivel para colesterol. A resposta linear em
concentragdoes de colesterol variou de 1,00 x 10° para 6,00 x 10 mol/L, com um
coeficiente de correlacdo de 0, 9969 e o limite de deteccdo do colesterol foi de 9.5
umol/L. O biossensor para colesterol pode excluir a interferéncia de espécies eletroativas
tais como acido ascorbico, acido urico, dopamina e adrenalina, sendo satisfatério na

determinacgao de colesterol nas amostras de soro humano.
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2.4. ENZIMA COLESTEROL OXIDASE

A enzima colesterol oxidase (COX) tem sido amplamente utilizada em dispositivos
como biossensores capaz de detectar colesterol devido a permanéncia da sua bioatividade
depois de imobilizada. O desenvolvimento de métodos viaveis para deteccdo colesterol no
sangue ¢ um parametro fundamental para identificar disturbios como
hipercolesterolemia®. Além disso, é importante para controlar a quantidade de colesterol
em alimentos para o consumo humano. O colesterol ¢ um esterol encontrado em ovos,
carnes, queijos amarelos e derivados. A enzima colesterol oxidase catalisa a reagao

quimica do colesterol, que na presenga de oxigénio produz colestenona e H,O, (FIG. 8).

FIGURA 8 — Reacao de catalise da enzima colesterol oxidase com oxidagao do colesterol
na presenga de oxigénio produzindo colestenona ¢ H,O,.
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Fonte: Figura adaptada de RAM®".

2.5. COLESTEROL

O colesterol ¢ um soélido cristalino, branco, insipido € inodoro, membro da familia dos
esteroides (lipidios de cadeia complexa), um composto essencial para a vida, pois esta
presente nos tecidos de todo o corpo, além de fazer parte da estrutura das membranas
celulares, ¢ também um reagente de partida para a biossintese de varios hormonios, do

acido biliar (produzido pelo figado, atua diretamente sobre as gorduras como detergente
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permitindo a agcdo das enzimas sobre as gorduras transformando-as em moléculas menores
permitem a passagem através das células do intestino) ¢ da vitamina D’

A maior parte do colesterol presente no corpo ¢ sintetizada pelo proprio organismo,
sendo apenas uma pequena parte adquirida pela alimentacdo. O colesterol ¢ mais
abundante nos tecidos que mais sintetizam ou t€ém membranas densamente agrupadas em
maior numero, como o figado, medula espinhal, cérebro e placas ateromatosas (nas
artérias). O figado sintetiza o colesterol, em um processo regulado por um sistema
compensatorio: quanto maior for a ingestao de colesterol vindo dos alimentos, menor ¢ a
quantidade sintetizada pelo figado’".

Essa molécula ¢ insoluvel em agua e, consequentemente, insoluvel no sangue. Para ser
transportado através da corrente sanguinea ele liga-se a diversos tipos de lipoproteinas,
particulas esféricas que tem sua superficie exterior composta principalmente por proteinas
hidrossoltuveis. Existem varios tipos de lipoproteinas, e elas sdo classificadas de acordo
com a sua densidade. As duas principais lipoproteinas usadas para diagnostico dos niveis
de colesterol sdao: "Low-Density Lipoproteins", ou LDL, que ¢ a classe maléfica ao ser
humano: sdo capazes de transportar o colesterol do sitio de sintese, o figado, até as células
de varios outros tecidos. Uma outra classe de liproteinas, as "High Density Lipoproteins",
ou HDL, podem transportar o excesso de colesterol dos tecidos de volta para o figado,
onde ¢ utilizado para a sintese do acido biliar”.

O colesterol ¢ necessario para construir € manter as membranas celulares, regula a
fluidez da membrana em diversas faixas de temperatura. O grupo hidroxil presente no
colesterol interage com as cabecas fosfato da membrana celular, enquanto a maior parte
dos esteroides e da cadeia de hidrocarbonetos estao mergulhados no interior da membrana.
A membrana celular (FIG. 9) ¢ formada por uma bicamada lipidica na presenca de
proteinas, as moléculas lipidicas sdo anfipaticas, pois possuem uma extremidade
hidrofilica ou polar (soluvel em meio aquoso) e uma extremidade hidrofébica ou apolar
(insoluvel em 4&gua). Os trés principais grupos de lipidios da membrana sdo os

fosfolipidios, o colesterol e os glicolipidios’*.
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FIGURA 9 — Representagao esquematica da membrana celular.
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Fonte: http:/pt.wikibooks.org/wiki/Citologia/Membrana_Celular’.

Para simular o ambiente natural do colesterol os lipossomos sdao utilizados. Os
lipossomos consistem de uma ou mais bicamadas lipidicas que circundam um meio
aquoso € mimetizam uma membrana celular. Os lipossomos podem ser constituidos por
lipidios naturais e/ou sintéticos, tais como os fosfolipidios e os esfingolipidios, e podem
apresentar, também, outros componentes da membrana celular, como colesterol e

proteinas’ (FIG.10).
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FIGURA 10 — Representagdao esquematica dos fosfolipidios, da estrutura e tipo dos
lipossomos.
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Fonte: http://www.avantilipids.com/ .

O tamanho dos lipossomos pode variar de vesiculas muito pequenas (0, 025 pm) a
grandes (2,5 um), apresentando uma tUnica ou multiplas bicamadas. Com relagdo ao
tamanho e o niumero de bicamadas, os lipossomos podem ser classificados em vesiculas
multilamelares gigantes (Multilamellar large vesicles - MLV); vesiculas unilamelares
gigantes (Large unilamellar vesicles - LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (Small

unilamellar vesicles — SUV)™ (FIG. 10).

2.6. BIOSSENSORES DE COLESTEROL

Colesterol e seus ésteres de acidos graxos sao componentes importantes de nervos e
células, sendo precursores de substancias bioldgicas, tais como o 4cido biliar e hormonios
esteroides. No entanto, o acumulo de colesterol no soro fisiologico esta fortemente
correlacionado com doenga coronaria, arteriosclerose, infarto do miocardio, trombose
cerebral, disfun¢io do metabolismo lipidico, hipertensdo, etc.”.

Biossensores de colesterol tém atraido grande interesse em analises bioquimicas
devido a sua boa seletividade, resposta rdpida, baixo custo, portabilidade e longa
estabilidade. Os biossensores de colesterol descritos na literatura em sua maioria sao
focados para diagnosticar doengcas e no controle de alimentos®. Basu e

colaboradores®’ desenvolveram um biossensor com co-imobilizagio das enzimas colesterol
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esterase e colesterol oxidase. As enzimas foram imobilizadas por reticulagdo, com
gluteraldeido e albumina de soro bovina sobre um substrato de ouro. Este sensor
apresentou resposta linear de 2 a 50 mg/dL de colesterol, numa faixa que permite
aplicacdo em amostras reais de alimentos. Porém, neste estudo o colesterol foi detectado
na presenca de Triton X-100 e ndo em amostras reais, como por exemplo soro humano ou
amostras alimenticias.

Um outro exemplo de biossensor de colesterol foi proposto por Bansi e
colaboradores®®, usando nanoparticulas de CeO, (nanoCeO,) em matriz de quitosana (CH)
e a enzima COX imobilizada sobre ITO. Observou-se que o bioeletrodo COX/nanoCeO2-
CH/ITO exibiu propriedade excelentes para deteccao de colesterol devido ao aumento do
sitio ativo do nanocomposito e forneceu um microambiente favoravel para o transporte de
elétrons. O biossensor apresentou faixa de deteccao de 10 — 400 mg/dL, limite de deteccdo
de S5mg/dL, tempo de resposta de 10 s e coeficiente de correlacao de 0,994.

Yildirmogles e colaboradores® propuseram um biossensor amperométrico de
colesterol com a imobilizagdo da COX em filme de polipirrol — polivinil sulfato (PPy-
PVS) na superficie de um eletrodo de platina. As técnicas utilizadas foram de voltametria
ciclica com faixa de -1,0 € 2,0 V(vs. Ag/AgCl) com velocidade de varredura de 100 mV, e
amperometria com potencial de 0,4 V vs Ag/AgCl. Os efeitos de pH, temperatura,
estabilidade e tempo de vida do biossensor foi investigado e os melhores parametros
foram pH = 7,25, temperatura de 35° C tendo como resultado 32% de resposta, que foi
mantido em 19 ensaios, e 43% de sua atividade foi mantida por 45 dias armazenado em
solucao tampao a 4° C.

Apesar dos dois biossensores relatados acima apresentaram respostas favoraveis, nao
foram testados em amostra reais ¢ nao foi pesquisado a presenca de interferentes.
Contudo, hd um grande interesse na obtencdo de biossensores que ndo sofram os efeitos
dos interferentes, que sejam de baixo custo e tenha estabilidade para aplicacdo em

amostras reais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS
3.1.1. Hemoglobina
A hemoglobina (Hb) de soro bovino (massa molecular média, MW média = 64500
g/mol), adquirida comercialmente da Sigma, foi utilizada como mediadora eletroquimica

do perédxido de oxigénio.

FIGURA 11 — Estrutura quaternaria da Hemoglobina.

Fonte: http://www.rcsb.org’®

3.1.2. Polieletrolitos

Os filmes contendo Hb e a enzima COX foram fabricados com a utilizagdo dos
polieletrolitos cloreto de poli(alilamoénio) (PAH) e poli(etilenoimina) (PEI). Antes da
primeira bicamada depositada dos filmes, foi depositado sobre o substrato um filme
contendo os polimeros PAH ou PEI e poli(vinilsulfonato de sodio) (PVS), que atua como
camada intermedidria para diminuir efeitos do substrato, como por exemplo, a porosidade
do substrato [85]. Os polieletrolitos poli(etilenoimina) (PEI) (MW média = 25000 g/mol),
poli(alilamina) (PAH) (MW média = 60000 g/mol) e poli(vinil sulfato de disédioclorado)
(PVS) (25% da massa total, wt, em H,O), foram adquiridos comercialmente da Sigma. A

FIG. 12 representa as estruturas quimicas dos polieletrélitos descritos anteriormente.
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FIGURA 12 - Estruturas dos polieletrolitos poli(etilenoimina) (PEI), cloreto de
poli(alilamonio) (PAH) , poli(vinil sulfato) (PVS).
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Fonte: Aldrich Sigma’’

3.1.3. Enzima e Analito

A enzima oxidoredutase colesterol oxidase (EC 1.1.3.6) (100 unidades/mg, PI = 4,6 -
5,2) e o colesterol (99% de pureza, MW = 386,65 g/mol), foram obtidos comercialmente
da Aldrich Sigma e Avanti Polar Lipids, respectivamente. O colesterol tem pouca
solubilidade em agua, devido a esse fato um sistema biomimético foi utilizado, ou seja, o
colesterol foi imobilizado em lipossomos. A gema natural de ovo de galinha utilizada nas
analises de colesterol foi obtida comercialmente da marca Label Rouge. A concentragao
do colesterol na gema foi calculada a partir das informagdes nutricionais fornecidas pelo
produtor. A FIG. 13 ilustra as estruturas terciaria da enzima e estrutura quimica do

colesterol.
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FIGURA 13 — Estrutura terciaria da enzima colesterol oxidase e estruturas quimicas do
analito colesterol.

Fonte: http://www.rcsb.org’® e http://www.qme.ufsc.br/qmeweb/artigos/colesterol.html”.

3.1.4. Lipossomos

Os lipossomos foram preparados a partir dos fosfolipidios dipalmitoil fosfatidil colina,
(DPPC) (MW = 734,05 g/mol), dipalmitoil fosfatidil glicerol, (DPPG) (MW = 744,96
g/mol), glicerol de ovo de galinha (EggPG) (MW = 771 g/mol) e palmitoil Fosfatidil
Glicerol (POPG), adquiridos comercialmente da Avanti Polar Lipids. Os reagentes
metanol e cloroféormio da marcas Vetec e Quimis respectivamente, foram utilizados para a
solubilizacdo dos fosfolipidios. A FIG. 14, mostra as estruturas quimicas dos fosfolipidios

descritos acima.

FIGURA 14 — Estrutura quimicas dos fosfolipidios DPPC, DPPG, POPG e EggPG.
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Fonte: Avanti Polar Lipids”.
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3.1.5. Substratos

Os substratos utilizados para a imobilizacdo dos filmes automontados foram
escolhidos de acordo com as técnicas de caracterizacado empregadas. O substrato utilizado
para medidas espectroscopicas de UV-vis e fluorescéncia foi o quartzo. O monitoramento
da absor¢do e emissao de cada camada depositada da proteina e enzima, foi por volta de
250-500 nm e 300-500 nm, respectivamente. Para as medidas amperométricas e de
voltametria ciclica os filmes foram imobilizados em substrato de vidro recoberto com
oxido de estanho dopado com indio ITO do inglé€s indium tin oxide da marca Delta, com
uma area de 1, 972 cm® O substrato de quartzo foi previamente tratado com solugdo de
hidrofiliza¢ao, onde o substrato foi imerso em uma solu¢do basica contendo NH4OH:
H,0;: H,O (1:1:5) por 10 minutos a temperatura de 70-80°C, e entdo lavado com agua
Milli-Q. Em seguida adicionado na solugdo acida HCI:H,O,:H,O p(1:1:6) por mais 10

minutos a 70-80°C e novamente lavado com 4gua ultra pura.

3.2. SOLUCOES

3.2.1.Tampao PBS

O tampao fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS) foi preparado com fosfato de
sodio dibasico, Na,HPOs, (6 mmol/L) e cloreto de sodio, NaCl, (150 mmol/L). O pH foi
ajustado com uma solugdo de fosfato de potassio monobasico, KH,POy4, (150 mmol) até
atingir o pH de 7,4. O PBS foi utilizado em todas as solugdes contendo a proteina

hemoglobina.

3.2.2. Tampao Tris-HCI

O tampao Tris-HCl 10 mM foi preparado a partir da diluicdo de uma solucao estoque
de tris(hidroximetil)aminometano 100 mM. O pH foi ajustado para 7,4 com acido
cloridrico (HCl) concentrado. O tampao Tris-HCI foi utilizado em todas as solucdes

relacionadas com a enzima colesterol oxidase.
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3.2.3. Polieletrolitos

Todas as solugdes contendo os polieletrolitos PAH, PEI e PVS, utilizados na
montagem dos filmes automontados, foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL
diluidos em agua ultra pura, do sistema de purificagao Milli-Q com resistividade 18,2 MQ

e pH ~ 5,7 marca Direct-Q Millipore.

3.2.4. Hemoglobina

A solugdo de hemoglobina utilizada na deposi¢ao dos filmes automontados, atuando
como mediador eletroquimico foi preparado com concentragdo de Smg/mL dissolvida em

tampao PBS (pH 7,4).

3.2.5. Enzima e Analito

A enzima colesterol oxidase com a concentracdo de 0,2 mol/L foi diluida em tampao
Tris-HClI 10 mM (pH 7,4). O analito colesterol foi preparado juntamente com os
fosfolipidios DPPC/DPPG/POPG/EggPG, entdo dissolvidos em metanol/cloroféormio (1:9)
nas proporcoes fosfolipidios (1 mM) e colesterol (0,1 mM). A mistura foi evaporada com
auxilio de nitrogénio até¢ formagao de um filme ao redor do frasco, em seguida este filme

foi hidratado com tampao Tris-HCl 10 mM por 2 horas.

3.3. METODOS

3.3.1. Preparacio e incorporacio do colesterol em lipossomos

Os fosfolipidios DPPC/DPPG/POPG/EggPG foram preparados primeiramente
sozinhos, dissolvendo-se 1mM dos fosfolipidios em metanol/cloroférmio (1:9). O solvente
foi evaporado com nitrogénio até formar um filme em torno do tubo Falcon, e
posteriormente, hidratado com agua ultrapura por 2 horas no ultra-som, assim obtendo-se
as vesiculas multilamelares (MLVs). O colesterol foi incorporada em lipossomos
dissolvendo 1 mM dos fosfolipidios em metanol/cloroférmio (1:9) e 0,1 mM de colesterol
em metanol. As solugdes foram misturadas e o solvente foi evaporado seguindo o mesmo

processo descrito anteriormente e que esta representado na FIG. 15.
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FIGURA 15 — Representagdo esquematica da preparagdo do colesterol incorporado em
lipossomos.
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Fonte: Figura adaptada de Avanti Polar Lipids’.

3.3.2. Preparacao dos filmes camada por camada (LbL)

Os filmes automontados foram imobilizados sobre um substrato previamente tratado
com solugdo de hidrofilizagao. O substrato previamente tratado foi imerso na solugdo de
polication (PAH e PEI), durante o tempo necessario para que as moléculas fossem
totalmente adsorvidas na superficie do substrato, para a formagcdo de uma camada
completa. O substrato era entdo lavado com solugdao tampao ou agua Milli-Q, para que
pudesse ser retirado todo o excesso de moléculas do polication. Em seguida, o substrato
foi imerso na soluc¢ao contendo polidnion (proteina e enzima), promovendo a adsor¢ao do
mesmo na camada previamente adsorvida pelo polication, e depois imerso na solugdo de

lavagem. Este procedimento foi repetido até se obter o nimero de bicamadas desejadas.
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3.3.2.1.Filmes PEI/Hb e PAH/Hb

Os filmes automontados contendo hemoglobina foram testados com dois polications
PAH e PEIL. O tempo de imersao em PAH ou PEI foi de 3 minutos. Apds a adsor¢ao
completa do polication o filme foi lavado com agua Milli-Q. Em seguida, o substrato foi
imerso na solu¢do de hemoglobina durante o tempo de 10 minutos, ¢ entdo lavado em
tampao PBS, os tempos de imersado para os polieletrdlitos ¢ Hb foram baseados em outros
trabalhos, nos quais esses tempos foram de 3 minutos para os polications e 10 minutos
para enzima/proteina®. Nesse sistema PAH/Hb ¢ PEI/Hb todas as solugdes foram
preparadas em agua ultrapura e o filme foi produzido a temperatura ambiente (~22°C). O
monitoramento do crescimento dos filmes a cada camada depositada foi realizada através

de espectroscopia de fluorescéncia e UV-visivel.

3.3.2.2.Filmes PEI/COX e PAH/COX

A enzima colesterol oxidase também foi testada com os dois tipos de polieletrélitos
usados para a fabricacao dos filmes contendo hemoglobina. Primeiramente, a COX foi
automontada separadamente com PAH e PEI, para o monitoramento de seu crescimento
através das técnicas de espectroscopia de fluorescéncia e UV-visivel, pois se o filme fosse
depositado sobre a Hb, ndo seria possivel acompanhar o crescimento da COX, porque a
Hb possui intensidade diferente da COX. O tempo de imersdo do PAH-PEI foi de 3
minutos. Apds a adsor¢ao completa do polication o filme foi lavado com agua Milli-Q.
Em seguida, o substrato foi imerso na solugdo de COX durante o tempo de 10 minutos, e
entdo lavado em tampao tris, os tempos de imersao para os polieletrolitos e COX foram
baseados em outros trabalhos, nos quais esses tempos ja tinham sido determinados®.
Nesse sistema PAH/Hb e PEI/Hb todas as solugdes foram preparadas em agua ultrapura e

o filme foi produzido a temperatura ambiente (~22°C).

3.3.2.2.Filmes PEI/Hb/COX e PAH/Hb/COX

Os filmes automontados contendo polications, Hb ¢ COX foram fabricados para as
medidas amperometricas. Primeiramente o substrato foi imerso em PAH ou PEI por 3
minutos. Apds a adsor¢ao completa do polication o filme foi lavado com agua Milli-Q.

Em seguida, o substrato foi imerso na solu¢do de hemoglobina durante o tempo de 10
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minutos, e entdo lavado em tampao PBS. Apos a deposicdo PAH ou PEI com Hb, foram
depositados camadas de polications PAH ou PEI com COX, com tempos de imersao de 3
e 10 minutos, respectivamente. Nesse sistema PAH/Hb/COX e PEI/Hb/COX todas as
solucdes foram preparadas em agua ultrapura e o filme foi produzido a temperatura

ambiente (~22°C).

3.3.3. Espectroscopia de absor¢ao na regiao do Ultravioleta/Visivel (UV-vis)

A espectrometria de absor¢ao molecular nas regides do ultravioleta e do visivel ¢
amplamente utilizada para determinagdo quantitativa de um grande ntimero de espécies
inorganicas, organicas e biologicas, dependendo da estrutura eletronica das moléculas. A
absor¢do de energia ¢ quantizada através da passagem da molécula do estado fundamental
para o estado excitado, envolvendo uma mudanga na configuragdo eletronica molecular
nos orbitais de fronteiras. A espectrometria de absor¢ao molecular ¢ baseada na medida de
transmitancia T ou absorbancia A de solucdes/filmes contidas em celas Opticas (vidro ou
quartzo) com caminho optico de b cm. Geralmente, a concentragdo de um analito que

absorve esta relacionada linearmente com a absorbancia, seguindo a lei de Beer:

A= ¢bc (D)

onde ¢ é a absortividade molar e ¢ é concentracdo da molécula adsorvente’®.

A técnica de espectroscopia de UV-vis foi utilizadas para a caracterizacao dos filmes
LbL. O crescimento desses filmes foi acompanhado através da absorbancia em funcao do
numero de bicamadas depositadas, assim, a quantidade de material adsorvido foi
observada. As medidas foram realizadas no equipamento de espectroscopia de UV-vis da
marca Termo Scientific modelo Genesys 6 e espectrofotdometro da marca Hitachi modelo

FL 4.500 sendo que os filmes foram imobilizados em substrato de quartzo.

3.3.4. Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular

Em condi¢des normais a maior parte das moléculas se encontram no nivel energético
vibracional mais baixo do estado eletronico (estado fundamental). A absorcdo de um
quantum de luz promove a passagem dos elétrons a niveis superiores de energia. Durante

o retorno ao estado fundamental, uma parte da energia absorvida ¢ reemitida, sendo este
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fenomeno conhecido como luminescéncia. Se a energia ¢ reemitida & partir do estado
singleto excitado, o fendmeno corresponde & fluorescéncia.

A fluorescéncia corresponde, em principio, ao processo inverso do fendmeno de
absor¢do, uma vez que se produz sempre pela emissdo de energia 4 partir do nivel mais
baixo do primeiro singleto excitado.

Trés tipos de espectros de fluorescéncia podem ser obtidos para cada amostra, em
funcdo do tipo de informacao desejada: o espectro de emissdo, espectro de excitacdo e
espectro de excitacdo/emissao sincronizado.

A fluorescéncia de um composto depende da sua estrutura molecular e esta quase
sempre associada ao sistema eletronico. A espectroscopia de fluorescéncia ¢ uma das
técnicas mais utilizadas para o estudo estrutural de macromoléculas, como proteinas e
polimeros. A técnica baseia-se na propriedade que algumas moléculas possuem de emitir
luz devido as transi¢oes eletronicas entre estados eletronicos excitados e estados de menor
energia’”.

Os espectros de emissao também foram utilizados para monitoramento e
acompanhamento do crescimento dos filmes automontados contendo a proteina e enzima,
através do aumento da intensidade fluorescente no maximo da banda correspondente em
funcdo da concentragdo ¢ os filmes foram imobilizados em substrato de quartzo. O
equipamento utilizado nas medidas de fluorescéncia foi um espectrofluorimetro da marca

Shimadzu, modelo RF-5301 PC.

3.3.5. Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato da Autolab
PGSTAT 30. A célula eletroquimica ¢ uma célula convencional de trés eletrodos:
referéncia, contra eletrodo e trabalho (Figura 7). O eletrodo de referéncia ¢ o de
calomelano saturado (saturated calomel electrode, SCE) Hg/Hg,Cl,/KCl(sat.). Uma
lamina de platina de 1,5 cm?® foi usada como eletrodo auxiliar ou contra eletrodo e o
eletrodo de trabalho utilizado nas medidas foram os filmes automontados depositados

sobre o substrato de ITO.
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FIGURA 16 — Representagdao esquematica de uma célula eletroquimica convencional de
trés eletrodos; referéncia, trabalho e contra eletrodo.
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Fonte: http:/pt.wikipedia.org/wiki/Potenciostato™

3.3.5.1.Medidas Amperométricas

As medidas amperométricas foram realizadas em temperatura ambiente, em uma
célula eletroquimica convencional contendo 10mL de solugdo eletrolitica (tampao Tris-
HCI1 10 mM, pH 7,4). O potencial foi fixado em 0,0 V vs SCE ¢ o eletrodo de trabalho foi
o filme PAH/Hb, PEI/HB, PAH/Hb/PAH/COX ¢ PEI/Hb/PEI/COX e a cada estabilizagao
da corrente foram adicionados 100uL da solucao de H,O,, DPPC, DPPG e EggPG na
presenca e auséncia de colesterol para os filmes contendo a Hb. Para os filmes contendo a
enzima COX foram adicionados aliquotas de POPG na presenca e auséncia de colesterol,
acido urico e acido ascorbico. As medidas amperométricas foram usadas para caracterizar

a resposta do biossensor ao colesterol e seus interferentes.

3.3.5.2. Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica consiste da ciclagem entre intervalos definidos de potencial a
uma velocidade de varredura linear constante em um sistema de trés eletrodos: o eletrodo
de trabalho, onde as reagdes irdo ocorrer; o eletrodo de referéncia, com potencial fixo; e o
eletrodo auxiliar, utilizado para captar a corrente gerada. A aplicagdo de um potencial

programado e controlado gera uma resposta de corrente (entre o eletrodo de trabalho e o
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eletrodo auxiliar) em funcdo do potencial aplicado (entre o eletrodo de referéncia e o
eletrodo de trabalho)’®. A corrente que ¢ observada corresponde as mudancas geradas po
oxidagdo e redugdo do eletrodo de trabalho quando o potencial ¢ alterado. A medida que
este potencial ¢ alterado, a corrente aumenta exponencialmente, consumindo as espécies
nas proximidades do eletrodo. Esta corrente ndo aumenta indefinidamente, mas atinge um
valor méaximo, que ¢ limitado pelo transporte de massa nas proximidades do eletrodo.
Quando a varredura de potencial ¢ invertida, os produtos formados na superficie do
eletrodo sdo transformados através de processos de redugao ou oxidagdo dependendo do

sentido de varredura de potenciais.
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4 RESULTADOS E DISCUCOES

4.1. CARACTERIZACAO DOS FILMES AUTOMONTADOS CONTENDO
HEMOGLOBINA

Neste trabalho foram estudadas rotas para o desenvolvimento de um biossensor capaz
de detectar colesterol, utilizando a hemoglobina como mediador eletroquimico, através da
técnica de automontagem camada por camada (LbL). Considerando que o filme
automontado depende, principalmente, de materiais com cargas opostas para a construgao
camada por camada através de interacdes eletrostaticas, a escolha da Hb para fazer parte
dos filmes automontados deve-se também ao fato de que proteinas em pHs préximos do
fisiologico (neutro) estdo carregadas negativamente®'. Os polieletrolitos PAH e PEI foram
escolhidos para esse estudo devido ao seu carater positivo em pHs neutros™, carga oposta
a proteina escolhida, isso facilitaria a montagem dos filmes automontados trabalhando em
mesmo pH.

Primeiramente foram obtidos espectros na regido do UV-visivel e fluorescéncia da
hemoglobina para avaliacdo da solubilidade e emissao fluorescente da hemoglobina em
solucdo. A FIG. 17 mostra o espectro de absor¢do no UV-visivel da hemoglobina
solubilizada em tampao PBS, que apresenta duas bandas em destaque, uma em 280 nm e
outra em 410 nm. A banda em 280 nm ¢ proveniente dos residuos de aminoacidos
triptofano, fenilalonina e tirosina presente em proteinas. A banda em 410 nm ¢
caracteristica do grupo heme presente na hemoglobina. O espectro de emissao (FIG. 18)
também foi obtido com a hemoglobina em solugdo em excitada em 280 nm com uma
emissao em 330 nm, também proveniente dos residuos de triptofanos, fenilalonina e

tirosina.
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FIGURA 17 — Espectro de UV-visivel da hemoglobina em tampao PBS.
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FIGURA 18 — Espectro de fluorescéncia (excitagdo em 280 nm) da hemoglobina em
tampdo PBS.
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4.1.1.Filmes PAH/Hb e PEI/Hb caracterizados por UV-visivel

O crescimento dos filmes PAH/Hb e PEI/Hb foi monitorado por espectroscopia de
UV-visivel observando a banda em 410 nm, como ilustrado nas FIG. 19 e 20,
respectivamente. Os filmes foram depositados sobre substrato de quartzo com 10
bicamadas. O filme PAH/Hb apresentou um crescimento linear em sua absor¢ao com o
numero de bicamadas depositadas, o maximo de absorcio em sua ultima bicamada
depositada foi de 0,0675 e um coeficiente de correlagao de, R = 0,95. A figura mostra que
o crescimento ¢ irregular e isso pode ser atribuido a conformagao das moléculas durante o
crescimento. O filme PEH/Hb foi monitorado a cada deposi¢do de uma bicamada até¢ a
décima bicamada e apresentou um crescimento exponencial na absor¢do com o nimero de
bicamadas, o um méaximo de absor¢cao em sua ultima bicamada depositada foi de 0,118 ¢
um coeficiente de correlagdo de, R’= 0,99. Como pode-se observar a taxa de crescimento
com filme do filme PEI/Hb foi maior, visto que o méximo de absorcao para esse filme foi
maior e seu coeficiente de correlagdao foi mais préximo de um, o que indica que um maior

numero de moléculas estdo sendo adsorvidas.
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FIGURA 19 — Espectros de UV-vis de 10 bicamadas do filme PAH/Hb (A) e o aumento
do méximo de absorcao (B) em 410 nm do filme PAH/Hb em funcdo do numero de
bicamadas depositadas.
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FIGURA 20 — Espectros de UV-vis de 10 bicamadas do filme PEI/Hb (A) e o aumento do
maximo de absor¢ao (B) em 410 nm do filme PEI/Hb em fun¢dao do nimero de bicamadas
depositadas.
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4.1.2. Filmes PAH/Hb e PEI/Hb caracterizados por Fluorescéncia

O crescimento do filme automontado PAH/Hb e PEI/Hb foi confirmado por
espectroscopia de fluorescéncia (FIG. 21 e 22). O filme foi excitado em 280 nm e esse
comprimento de onda foi escolhido pela emissdao dos residuos aminoacidos, como a
fenilalanina e o triptofano da proteina.

Em ambos os processos de crescimento ndo foi observada uma linearidade conforme
deposicao da Hb sobre o substrato sélido. Esse comportamento pode estar atribuido a
erros experimentais ocasionados ao modo como a luz incide na hora em que o filme esta
sendo excitado durante o experimento. Ou seja, o filme tem que estar no mesmo lugar
quando a coleta dos espectros ¢ realizada. Isso € quase impossivel, uma vez que o ajuste ¢
feito manualmente no suporte. Esses desvios ocorrem devido a espessura muita pequena
dos filmes automontados.

O espectro de emissao da solugdo de Hb apresentou uma banda em 330 nm quando
excitado em 280 nm o que condiz com a literatura. Porém em ambos os filmes
automontados a emissdo foi em 360 nm, ocorrendo um deslocamento de 30nm. Esse
deslocamento ¢ ocasionado pela agregacdo das moléculas comum em filmes. Portanto,
com os resultados obtidos por fluorescéncia pode-se concluir que a Hb esta presente no

filme e o crescimento depende do tipo de polieletrélito utilizado.
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FIGURA 21 — Espectros de fluorescéncia (excitagdo em 280nm) de 10 bicamadas do
filme PAH/Hb (A) e espectro de emissao fluorescente (B) da Hb em solugdo e em filme
automontado PAH/Hb 10 bicamadas.
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FIGURA 22 — Espectros de fluorescéncia (excitagdo em 280nm) de 10 bicamadas do
filme PEI/Hb (A) e espectro de emissdo fluorescente (B) da Hb em solugdo e em filme
automontado PEI/Hb 10 bicamadas.
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4.1.3. Medidas de Voltametria Ciclica

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas com o filme PEI/Hb com 10
bicamadas sobre o substrato de ITO como eletrodo de trabalho para a deteccao do H,O,
em diferentes concentracoes: 107, 10'4, 107 e 10> M. O filme PEI/Hb foi escolhido para
essa medida, por seu crescimento em ambos os métodos UV-vis e fluorescéncia terem
sido melhores. Os voltamogramas foram obtidos em tampao tris 10 mM em pH 7,4 no
intervalo de potenciais de -0,8 a 0,8 V, aplicando-se uma varredura de potencial de 0,0 V
a 1,0 V (vs ECS) a 50 mV/s até 3 ciclos. Na FIG.23 estdo apresentados os voltamogramas
do filme em solugdo tampao e com diferentes concentragdes de H>O,. Os voltamogramas
do filme PEI/Hb contendo H,O, com diferentes concentragdes nao apresentaram uma boa
eletroatividade, uma vez que nao ha pico de reducdo e oxidacdo bem definidos, porém
verificou-se uma mudanga na intensidade de corrente, o que evidencia que o filme ¢

sensivel as diferentes concentracdes de H,O».
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FIGURA 23 — Voltamogramas ciclicos do filme PEI/Hb contendo 10 bicamadas sobre
ITO em tampao Tris 10 mM, pH 7,4, com velocidade de varredura de 50mV/s para a
deteccao do H,O; em diferentes concentragdes.
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4.1.4. Filmes Automontados por Amperometria

Os filmes PAH/Hb e PEI/Hb imobilizados sobre substrato de ITO (FIG. 24) foram
testados como biossensores para detecgao de H,O; utilizando como método de detecgdo a
amperometria. As medidas foram conduzidas em baixo potencial (0,0 V), mesmo ndo
tendo nenhuma potencial de reducdo ou oxidacao obtidos nas medidas de VC. Esse
potencial foi utilizado para diminuir os efeitos de interferentes que oxidam ou reduzem em
altos potenciais e que podem estar presentes nas amostras a serem analisadas, por
exemplo, os fosfolipidios. O eletrolito suporte ¢ tampao tris ( 10 mL) e o potencial

aplicado foi de 0,0 V (vs. SCE). Apos a corrente estabilizar foram adicionadas aliquotas
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de H,0,, tampao, fosfolipidios (DPPC, DPPG e EggPG) com e sem colesterol. Os
fosfolipidios foram utilizados nessas medidas, uma vez que, posteriormente, nas medidas
realizadas com a enzima colesterol oxidase o analito colesterol seria incorporado em

fosfolipidios. Portanto, os fosfolipidios serdo testados como interferentes.

FIGURA 24 — Representagdo esquematica da estrutura idealizada do filme PAH/Hb e
PEI/Hb .

4 ¥
= .

2 @

T A
e @
= o

4.1.4.1. Filmes PAH/Hb caracterizados por Amperometria

Os filmes automontados da Hb com PAH foram estudados de trés formas diferentes,
com 2, 5 e 10 bicamadas de deposi¢ao de PAH/HD ilustradas nas FIG. 25 (A), (B) e (C),
respectivamente. Os biossensores com diferentes nimeros de bicamadas apresentaram
respostas distintas: cada adicao de 100 uL. H,O, promove um decréscimo na corrente. Para
os filmes com 2, 5 ¢ 10 bicamadas esse decréscimo consiste em uma reducao de corrente
de aproximadamente 0,02 pA-cm™, 0,05 pA-cm™ e 0,07 pA-cm™, respectivamente. Nota-
se que o numero de bicamadas influencia na sensibilidade, ou seja, quanto mais espesso o
filme maior sensibilidade.

Ressalta-se que o crescimento do filme com o polieletrolito PAH apresentou um
crescimento com menor porcentagem de deposi¢ao quando comparado ao PEI, esse efeito
pode interferir nas respostas eletroquimicas para o analito. Nesse caso, observou-se um
tempo de resposta maior para filmes mais espessos, enquanto que a sensibilidade foi
decorrente da quantidade de material adsorvido. Os possiveis interferentes fosfolipidicos

utilizados na imobiliza¢ao do colesterol ndo apresentaram respostas eletroquimicas.
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FIGURA 25 — Resposta amperométrica obtida a 0,0 V em 10 mL de tris, pH 7.4, com o
biossensor ITO/(PAH/Hb),(A), ITO/(PAH/Hb)s (B) e ITO/(PAH/Hb);y (C). Cada
decréscimo da corrente corresponde ao aumento de 100 uL. H,O, 0,001 mol/L.
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4.1.4.2. Filmes PEI/Hb caracterizados por Amperometria

Os filmes automontados da Hb intercalados com PEI também foram estudados com
diferentes numeros de bicamadas, sendo elas 2, 5 e 10 bicamadas de deposicao de PEI/Hb
como representado nas FIG 26 (A), (B) e (C).

Os biossensores com diferentes numeros de bicamadas apresentaram respostas
similares, cada adi¢cao de H,O,, esse o decréscimo de corrente foi de aproximadamente
0,05 pA-cm™. Essa redugdo de corrente similar para todos niimeros de bicamadas, leva a
indicios que os diferentes nimero de bicamadas para ambos os casos tem 0 mesmo
comportamento. Ressalta-se que o crescimento dos filmes com o polieletrolito PEI foi
melhor quando comparado ao polieletrolito PAH. Esse melhor crescimento pode
influenciar na resposta eletroquimica fazendo com que a resposta ao analito H,O, seja
constante, ou seja, independente do numero de camadas. Aliquotas de tampao,
fosfolipidios DPPC, DPPG e EggPG na auséncia e na presenga do colesterol foram

adicionadas e nao houve resposta eletroquimica.
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FIGURA 26 — Resposta amperométrica obtida a 0,0 V em 10 mL de tris, pH 7.4, com o
biossensor ITO/(PEI/Hb),(A), ITO/(PEI/Hb)s (B) e ITO/(PEI/Hb),( (C). Cada decréscimo
da corrente corresponde ao aumento de 100 uLL HO; 0,001 mol/L.
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A Figura 27 (A) ilustra as curvas analiticas para os biossensores ITO/(PAH/Hb)n, com
numero de bicamadas variando de 2 a 10 na resposta em diferentes concentracdes de
H,0,. Na figura inserida ¢ mostrado a sensibilidade dos filmes em funcdo do ntimero de
bicamadas. A sensibilidade para 2 bicamadas foi 2,23 pAmmol'/cm?® , 5 bicamadas 5,89
HA mmol'l/cmz, 10 bicamadas 15,8 uAmmol'l/cm2 , 0 limite de detec¢ao foi de 0,012
mmol™ (trés vezes o ruido). Nota-se que a sensibilidade cresce com o numero de
bicamadas, devido ao aumento da espessura do filme. Um mesmo resultado foi observado
para o filme ITO/(PEI/Hb)n, onde ficou evidenciado que o nimero de bicamadas também
influenciou na sensibilidade do biossensor (Figura 27 B). Na figura inserida esta
representado a sensibilidade para os filmes com 2 bicamadas em que a sensibilidade foi de
17,9 uAmmol'l/cmz, 5 bicamadas com 19,06 uAmmol'l/cm2 , 10 bicamadas com 23,28
nAmmol/em?, sendo que limite de detecgio foi de 0,016 mmol™. A resposta de ambos
os biossensores mostrou uma linearidade de 0,1 a 0,4 mmol/L de H,O,. De um modo geral
observou que acima de 0,4 mmol/L ha saturacdo da resposta do sensor. Uma possivel
explicacdo para essa diferenca na sensibilidade, deve-se a quantidade de Hb adsorvida
durante o crescimento do filme ou ha organizacdo das moléculas durante a deposicao,

como explicado posteriormente.
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FIGURA 27 — Curvas analiticas mostrando a variacdo da corrente em funcdo da
concentracao de H,O, dos biossensores ITO/(PAH/Hb)n (A) e ITO/(PEI/Hb)n (B).
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A estabilidade da Hb em substrato s6lido também foi estudada (FIG. 28). Os
biossensores de PAH/Hb e PEI/Hb foram estocados em solugao tampao PBS pH 7,4 sob
uma temperatura de 4 °C. Ambos os sensores foram testados durante 15 dias

consecutivos, em mesmas condi¢des testadas anteriormente, € 0s mesmos se mostraram

bioativos durante esse intervalo de tempo.
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FIGURA 28 — Estabilidade dos biossensores PAH/Hb (A) ¢ PEI/Hb (B) 10 bicamadas
estocados em tampao PBS a 4°C.
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Os filmes estudados contendo a hemoglobina imobilizada com ambos os

polieletrolitos PAH e PEI mostraram-se efetivos para detectar H,O,. As condigdes

brandas de deposi¢ao, como por exemplo, o uso de solugdes aquosas e utilizagdo do pH
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7,4 otimo para a Hb, favorecem a bioatividade da proteina por um longo periodo. A
utilizacdo da Hb como mediadoras de elétrons nos biossensores para deteccao de H,O,
mostrou-se altamente sensivel e seletivo, como demonstrado pela auséncia de sinal nas
aliquotas de interferentes. O filme PEI/Hb apresentou um melhor desempenho em relagdo
a sensibilidade e isso pode estar relacionado ao tipo de empacotamento do filme PEI/Hb.
O polieletrolito PEI possui uma estrutura globular (FIG. 29). Isso pode propiciar uma
maior quantidade de espécies adsorvidas no filme, consequentemente uma maior

sensibilidade, sendo maior nimero de espécies para reagir com o analito.

FIGURA 29 — Estrutura idealizada para o filme (PEI/Hb),.

4.2. CARACTERIZACAO DOS FILMES AUTOMONTADOS DA ENZIMA
COLESTEROL OXIDASE

A versatilidade da técnica de automontagem na imobilizagdo de enzimas em filmes
nanoestruturados possibilita a imobilizacdo de varias moléculas de interesse bioldgico em
conjunto com polieletrolitos convencionais, com preservacdo da atividade biologica. O
processo de imobiliza¢ao ocorre em condigdes 6timas de pH e forca idnica das solugdes,
minimizando a desnaturacao de enzima. Além disso, a montagem do filme automontado ¢
facilitada pelo fato de que biomoléculas sdo soluveis em agua e possuem excesso de
cargas na superficie. Neste item serdo apresentados estudos sobre a fabricagao de filmes
automontados contendo as enzimas colesterol oxidase (COX) para obter biossensores
amperométricos capaz de detectar colesterol. Primeiramente, o colesterol foi encapsulado
nos lipossomos, uma vez que ele ndo ¢ soluvel em agua. Posteriormente, o colesterol foi

obtido de amostras reais como a gema de ovo de galinha.
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O crescimento do filme PAH/COX e PEI/COX foi monitorado com absor¢dao do UV-
visivel e espectroscopia de fluorescéncia. Inicialmente foram feitas medidas de absorcao e
emissdo da COX livre em solugdo (FIGS. 30). O espectro da COX apresenta uma banda
de absorc¢ao em torno de 280 nm (A) e um maximo de emissao por volta de 330 nm (B),
valores condizentes com a absor¢ao e emissao dos residuos de aminoacidos fenilalanina e
triptofano.

FIGURA 30 — Espectros de absorcao (A) e emissao (B) da COX livre em tampao tris.
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4.2.1. Filmes PAH/COX e PEI/COX caracterizados por UV-visivel

A FIG. 31 (A) mostram espectros de absorbancia para o filme nanoestruturados
PAH/COX, contendo 10 bicamadas depositadas. A banda em 280 nm observada no
espectro de adsor¢do da COX em solucao ficou evidenciada também nos espectros das 10
bicamadas de PAH/COX, sem nenhum deslocamento observado. A FIG. 31 (B) mostra o
grafico de absorbancia em 280 nm versus numero de bicamadas. Esse filme apresentou
um perfil de crescimento ndo satisfatério para um acompanhamento, por isso também

foram realizados espetros de fluorescéncia.



61

FIGURA 31 — Espectros de UV-vis de 10 bicamadas do filme PAH/COX (A) e o aumento
do maximo de absorcdo em 280 nm do filme PAH/COX em funcdo do nimero de

bicamadas depositadas (B).
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Espectros de absorbancia também foram realizados para o filme PEI/COX com 10
bicamadas de deposi¢ao. A FIG. 32 (A) representa espectros de absorbancia para o filme
automontado PEI/COX. A FIG. 32 (B) mostra o grafico de absorbancia a 280 nm versus
numero de bicamadas. Nesse filme também ficou evidente uma banda em 280 nm obtendo
um crescimento linear que indica a mesma quantidade de material estd sendo adsorvido a
cada deposi¢do. O filme contendo PEI o coeficiente de correlacao, R, foi mais proximo de
1 (0,96) quando comparado com o filme contendo PAH (0,47). Esta diferenga do
coeficiente de correlagdo ja ¢ um indicio de que o filme PEI/COX cresce mais

uniformemente com camadas depositadas que o filme contendo PAH.
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FIGURA 32 — Espectros de UV-vis de 10 bicamadas do filme PEI/COX (A) e o aumento
do maximo de absorcdo em 280 nm do filme PEI/COX em fun¢ao do numero de

bicamadas depositadas (B).
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4.2.2. Filmes PAH/COX e PEI/COX caracterizados por Fluorescéncia
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A 1imobilizagdo da COX a cada camada depositada pode ser confirmada por

espectroscopia de fluorescéncia. Os espectros de fluorescéncia dos filmes PAH/COX e

PEI/COX (FIG. 33 (A) e 34 (A)) apresentaram uma banda em 330 nm a mesma

encontrada no espectro da COX em solugdo. O crescimento dos filme foi observado com

maximo de emissdao em 330 nm, referente aos residuos de aminoacidos triptofano e

fenilalanina da COX, em funcdo do numero de bicamadas de PAH/COX ¢ PEI/COX,

como apresentado nas FIG. 33 (B) e 34 (B), respectivamente.
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FIGURA 33 — Espectros de fluorescéncia de 10 bicamadas do filme PAH/COX (A) e o
aumento do maximo de absor¢dao em 330 nm do filme PAH/COX em fun¢dao do nimero

de bicamadas depositadas (B).
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FIGURA 34 — Espectros de fluorescéncia de 10 bicamadas do filme PEI/COX (A) e o
aumento do maximo de absor¢ao em 330 nm do filme PEI/COX em func¢ao do numero de

bicamadas depositadas (B).
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Os filmes foram excitados em 280 nm apresentaram uma emissao em 330, banda
caracteristica dos residuos de aminodacidos triptofano e fenilalanina da COX, porém o
filme da COX com o polieletrolito PEI apresentou um nova banda em 420nm, que pode
estar associada a desnaturacdo e/ou agregacao da enzima imobilizada em suporte s6lido. O
crescimento linear dos filmes foi observado com maximo de emissdo em 330 nm, em
fun¢ao do numero de bicamadas de PAH/COX ¢ PEI/COX, como mostrado nas FIG. 32B
e 33B, respectivamente. O coeficiente de correlacao, R, dos filmes contendo PAH foi de
0,85 e PEI de 0,98 mais proximo de 1, o que indica maior nimero de molécula sendo

absorvida ao filme.

4.2.3. Biossensores de colesterol

A enzima colesterol oxidase catalisa a oxidagdo do colesterol na presenga de oxigénio,
que age como oxidante, produzindo colestenona como produto de oxidagao do colesterol,
e H,O, como produto de reducdo do O,. A equagdo da reagcdo enzimatica estd descrita na
equacao 2:

COX
Colesterol + O, ——— Colestenona + H,0, 2)

A FIG. 35 (A) apresenta a estrutura idealizada do filme automontado contendo a
enzima colesterol oxidase alternado com os polieletrélitos PAH ou PEI imobilizados sobre
ITO, previamente modificado com a hemoglobina. O mecanismo de detec¢dao do

colesterol com a geragao de H,O, esta representado na FIG. 35 (B).
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FIGURA 35— Representagdao esquematica do filmes PAH ou PEI/COX sobre ITO
modificado com Hb (A). Mecanismo envolvido na deteccao do colesterol com geracao de
H,0; (B).
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A resposta amperométrica para o eletrodo (biossensor) com 5 bicamadas (isto €
ITO/HB/(PAH/COX)5 ou ITO/HB/(PEI/COX)S), mergulhado em 10 mL de tampao Tris
como solugdo eletrolitica, e operando a 0,0 V (vs. SCE) ¢ mostrada nas FIG. 36 ¢ 37,
respectivamente. A biofuncionalidade da COX e a viabilidade do biossensor sao
demonstradas pelo aumento na corrente de reducdo em funcao de sucessivas adigdes de
colesterol incorporado em lipossomos. Cada adigdao corresponde a um aumento de 0,01

mmol/L na concentragdo de colesterol.
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Apos atingir a estabilidade de corrente adicionou-se aliquotas de colesterol em
lipossomos, acido ascorbico e acido urico. Esses foram utilizados nas medidas como
possiveis interferentes, visto que esses sao os principais interferentes em amostras reais. A
resposta do biossensor pode ser observada pelo aumento na corrente de redugcdo em
funcdo de sucessivas adigdes de colesterol, em que cada adi¢do corresponde a um
aumento de 0,01 mmol/L na concentragdo e uma reducdo na corrente de aproximadamente
0,045 pA-cm?, para o filme ITO/HB/(PAH/COX)s. O biossensor ITO/HB/(PEI/COX)s
apresentou uma resposta similar, porém maior, com uma redugdo de aproximadamente

0,08 pA-cm™.

FIGURA 36 — Resposta amperométrica obtida a 0,0 V em 10 mL de tris, pH 7.4, com o
biossensor ITO/HB/(PAH/COX)s. Cada decréscimo da corrente corresponde ao aumento de
100 pL de colesterol 0,01 mmol/L.
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FIGURA 37 — Resposta amperométrica obtida a 0,0 V em 10 mL de tris, pH 7.4, com o

biossensor ITO/HB/(PEI/COX)s. Cada decréscimo da corrente corresponde ao aumento de
100 pL de colesterol 0,01 mmol/L.
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A FIG. 38 apresenta a diferenca entre os dois biossensores na resposta amperométrica.
O biossensor contendo ITO/HB/(PEI/COX)s apresentou uma sensibilidade de 19,5
pAmmol'/cm®, mais sensivel a presenca do colesterol do que o biossensor
ITO/HB/(PAH/COX)s que apresentou sensibilidade de 3,39 pAmmol'/cm?. O limite de
deteccdo foi de 0,002 mmol™ (considerando trés vezes o ruido). Esta diferenca pode ser
associada ao empacotamento das moléculas sob o substrato, onde o PEI tem um

empacomento menos espacado o que facilita uma maior adsor¢cdo das moléculas de

enzimas, com 1SS0 uma maior sensibilidade®.
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FIGURA 38 — Curvas analiticas mostrando a variacdo da corrente em funcdo da
concentracdo  de  colesterol  dos  biossensores  ITO/HB/(PAH/COX)s e
ITO/HB/(PEI/COX)s.
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A proposta principal desse trabalho foi estudar esses biossensores em amostras reais
como a gema de ovo de galinha. Os filmes nanoestruturados PAH/COX e PEI/COX foram
novamente montados sobre substratos de ITO previamente modificado com a
hemoglobina (Hb) 2 bicamadas e entdo analisados como biossensor por amperometria. A
resposta amperométrica para o eletrodo (biossensor) com 5 bicamadas (isto ¢
ITO/Hb/(PAH/COX)5 ou ITO/Hb/(PEI/COX)S5), mergulhado em 10 mL de tris como
solucao eletrolitica, e operando a 0,0 V (vs. SCE), ¢ apresenta nas FIG. 39 e 40,
respectivamente. A gema com 234 mg de colesterol foi separada do ovo e foi dissolvida
em tampao Tris com um concentracao final de 0,1 mmol/L de colesterol e adicionada a
solucao eletrolitica. A funcionalidade do método como biossensor sao demonstradas pelo
aumento na corrente de reducao em funcao de sucessivas adi¢des de solu¢ao da gema de
ovo, em que cada adi¢cdo corresponde a um aumento de 0,01 mmol/L na concentragao e

uma reducdo na corrente.
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FIGURA 39 — Resposta amperométrica obtida a 0,0 V em 10 mL de tris, pH 7.4, com o
biossensor ITO/HB/(PAH/COX)s. Cada diminui¢do da corrente corresponde ao aumento
de 100 pL de colesterol em gema de ovo 0,01 mmol/L.
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FIGURA 40 — Resposta amperométrica obtida a 0,0 V em 10 mL de tris, pH 7.4, com o

biossensor ITO/HB/(PEI/COX)s. Cada diminui¢ao da corrente corresponde ao aumento de
100 pL de colesterol em gema de ovo 0,01 mmol/L.
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A FIG. 41 apresenta um curva analitica da diferenca entre os dois biossensores na
resposta amperométrica. O biossensor contendo ITO/HB/(PEI/COX)s obteve um
sensibilidade de 81,25 pAmmol'/cm® mostrando ser mais sensivel a presenca do
colesterol na gema do ovo, comparado ao biossensor ITO/HB/(PAH/COX)s que
apresentou uma sensibilidade de 9,49 pAmmol'/cm?. O limite de deteccdo foi de 0,01
mmol™’. Esta diferenca como j4 mencionado anteriormente, pode ser associada ao
empacotamento das moléculas sob o substrato, onde o PEI tem um empacomento menos
espacado o que facilita uma maior adsor¢cdo das moléculas de enzimas, gerando maior

sensibilidade®.

FIGURA 41 — Curvas analiticas mostrando a variacdo da corrente em funcdo da
concentracdo de colesterol em gema de ovo dos biossensores ITO/HB/(PAH/COX)S e
ITO/HB/(PEI/COX)S.
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5 CONCLUSOES

A montagem de filmes nanoestruturados LbL com materiais de interesse bioldgico,
mostrou-se apropriada nas diferentes aplicacdes propostas neste trabalho. Além da
possibilidade de combinar num filme automontado multiplos poliions e diferentes
biomoléculas sobre um substrato sélido, a integridade estrutural e funcional das
biomoléculas imobilizadas foi mantida. Para manter a atividade dessas biomoléculas, cada
sistema foi montado de maneira adequada a biomolécula, escolhendo-se condi¢des de
fabricagdo como tampao, pH, temperatura e polieletrolito, bem como para sua aplicacao.

O crescimento dos filmes automontados com a hemoglobina contendo os dois
polieletrolitos PAH e PEI apresentaram um bom crescimento em ambos os casos, porém o
filme contendo o polieletrolito PEI apresentou um maior crescimento.

A adequacdo do pH e temperatura para a estocagem dos filmes contendo a
hemoglobina teve um papel fundamental para o bom desempenho dos sensores, bem como
para manter a atividade da proteina e estabilidade por periodos mais longos. Com intuito
de desenvolver prototipos de biossensores, a hemoglobina foi estudadas em filmes
automontados, avaliada em dois métodos. Primeiramente a proteina hemoglobina foi
automontada alternada com os polieletrolitos PAH e PEI e investigadas na deteccdo
amperométrica do H,O, , posteriormente a preservacao da atividade da proteina foi
investigada por tempo. O filme foi depositado sobre um substrato de ITO, que permitiu a
deteccao de H,O; a 0,0 V versus SCE, as medidas foram realizadas em baixos potenciais
mesmo ndo tendo respostas nas medidas de voltametria ciclica, devido a possiveis
interferentes. A atividade biocatalitica dependeu da estrutura do polieletrdlito, sendo que o
eletrodo contendo PEI (10 bicamadas) apresentou maior sensibilidade de 23,28 pAmmol
'/em?, além de manter a sensibilidade estavel por 15 dias consecutivos. A sensibilidade de
ambos biossensores foi suficiente para possivel aplicacdo em testes na detec¢ao de H,Os.

Filmes automontados com COX foram produzidos com os polieletrdlitos PAH e PEL
Os crescimentos dos filmes foram acompanhados por espectroscopia de UV-vis e
fluorescéncia e o filme PEI/COX apresentaram um crescimento linear o que indica que a
mesma quantidade de moléculas de COX esta sendo adsorvido, esse comportamento pode
estar relacionada com a forma estrutural do PEIL. Os filmes foram adsorvido sobre
eletrodos de ITO previamente modificado com hemoglobina, e entdo usados como
sensores, com medidas de amperometria como método de detec¢do. Este biossensor

mostrou respostas positivas, isso ¢ a deteccao do colesterol incorporado em lipossomos foi
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efetiva com ambos os polieletrdlitos e também foi investigada a interferéncia de espécies
eletroativas como acido urico e acido ascorbico, o polieletrolito PEI mostrou uma maior
sensibilidade quando comparado ao PAH.

Os mesmos biossensores também foram testados com amostras reais como a gema de
ovo de galinha. A gema foi dissolvida em tampao e utilizada nas medidas amperométricas
para a deteccdo do colesterol contido na gema do ovo. Os sensores se mostraram eficiente
na deteccao do colesterol em amostras reais. A sensibilidade ¢ seletividade foram
atribuidas a natureza do filme ultrafino e ao reconhecimento molecular da enzima com o
analito.

Os resultados obtidos neste trabalho apresentarem boas perspectivas para possiveis
desenvolvimento de protdtipos de biossensores de colesterol, porém o seu emprego requer
investigacdes mais aprofundadas. Por exemplo, ¢ necessario investigar o efeito da
alteracdo da arquitetura molecular dos filmes automontados, inclusive buscando
otimizacao da sensibilidade ¢ seletividade. Existe a necessidade também de fazer analises
numa faixa maior de possiveis interferentes em amostras reais, dentre outros parametros.
Hé que se lembrar que embora as biomoléculas imobilizadas em filmes automontados
preservem sua bioatividade, que ¢ uma grande vantagem da técnica, suas fungdes nao
devem ser tao eficientes em sistemas vivos ou amostras reais, por isso a necessidade de
analises mais aprofundadas.

Em conclusdo, o trabalho nesta dissertacdo mostrou a possibilidade de novos
dispositivos para diagnosticos clinicos e analises de alimentos, ficando em aberta a

possibilidade de uma pesquisa mais aprofundada sobre o assunto .
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