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Resumo

Membranas de bicamada lipidica (MBL) tém sido extensivamente utilizada na
fabricagdo de dispositivos eletrbnicos biomoleculares devido as vantagens de
miniaturizagdo, baixo custo, biorreconhecimento interfacial e transdugcédo do sinal.
Lectinas s&o proteinas de origem n&do imunoloégica que possuem a capacidade de
ligacéo especifica a carboidratos ou polissacarideos. Em adi¢do, Concanavalina A é
uma lectina glicose-manose especifica obtida da Canavalia ensiformis, um tipo de
leguminosa conhecida popularmente como feijdo-de-porco. Agregados nao
covalentes de lipidios e proteinas auto-organizados tém sido considerados como um
fator crucial na determinagdo da estrutura da membrana e estabilidade. Esses
materiais automontados tém encontrado um numero crescente de aplicagdes em
eletrbnica, biotecnologia e sensores. Neste trabalho, foi feita a avaliacdo das
caracteristicas eletroquimicas da deposicdo de lipidios e sistema lectina-MBL na
superficie de eletrodo de ouro, através das técnicas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) e voltametria ciclica (VC). As medidas de EIE foram
realizadas numa faixa de frequéncia entre 100mHz a 100KHz e de VC com potencial
de -0,2V a 0,7V com velocidade de varredura de 50mV/s, ambas feitas em solugéo
de ferro-ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g)/Ks[Fe(CN)s]) (1:1) como indicador
redox. Nas medidas de VC e EIE houve bloqueio da superficie do eletrodo com
queda da resposta amperométrica e aumento da resisténcia de transferéncia de
carga do eletrodo apds entrar em contato com o lipidio e a lectina. A incubagao do
sistema lectina-MBL numa solugédo da glicoproteina ovoalbumina (100ug/mL)
resultou na diminuicdo da resposta amperométrica e aumento da resposta
impedanciométrica, demonstrando a retencdo da bioatividade da lectina. Estes
resultados indicam um progresso na relagéo de interagdo do sistema misto lectina-
MBL, fornecendo parametros para a utilizagdo desse sistema na confeccdo de um

biossensor impedanciométrico para detec¢ao de agucares.

Descritores: Concanavalina A, biossensor, impedancia, bioeletroquimica
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 Introdugio com justificativa

As células vivas sdo delimitadas por uma membrana plasmatica (MP) que é
um elemento essencial em todos os organismos vivos. A MP é um arranjo de
lipidios, proteinas e carboidratos os quais realizam diversas fung¢des incluindo
transporte molecular especifico, interagdo com receptores, atividade enzimatica e
controle das interacbes celulares. Em adi¢ao, o estudo da estrutura e funcdes das
proteinas presentes na MP tem sido um imenso desafio desde que, em geral, estas
proteinas devem permanecer na matriz lipidica para reter sua estrutura nativa e
atividade biolégica (Wu et al., 2001).

Diversos tipos de modelos de membrana tém sido utilizados em pesquisas,
dentre as quais podemos destacar as vesiculas lipidicas (lipossomas), membrana de
bicamada lipidica (MBL), monocamadas de Langmuir-Blodgett, dentre outros. O
sistema MBL tem sido extensivamente empregado como modelo experimental de
biomembranas (Tien et al., 1974), biossensores (Liua et al., 2007) e dispositivos
eletrdnicos biomoleculares (Naumowicza et al., 2005). Contudo, a MBL é uma
estrutura relativamente fragil e ha a necessidade do desenvolvimento de métodos
para avaliacdo destas estruturas sem a perda dos seus aspectos funcionais. A
estabilidade mecéanica de MBL em suportes soélidos (s-MBL) como, por exemplo,
eletrodos de ouro, pode ser melhorada em varias ordens de magnitude e manter
suas propriedades dinamicas por longo tempo (Tien, 1989), permitindo a
imobilizacdo de diversas moléculas como proteinas, sem ocorrer a perda da
atividade bioldgica.

Lectinas sdo proteinas de origem nao imunolégica que aglutinam células e
precipitam carboidratos complexos ou polissacarideos. Sua interagdo com
polissacarideos se assemelha as reagbes enzima-substrato e antigeno-anticorpo.
Lectinas sdo modelos uteis para avaliacdo das interacbes proteina-carboidrato
devido ao alto grau de especificidade a carboidratos apresentado por esta classe de
moléculas. Atualmente, as lectinas estdo atraindo muito interesse na pesquisa,

sendo usadas como ferramentas nas areas da pesquisa bioldgica, médica e



11

biotecnolégica. A aplicagdo das lectinas pode ser ampla e variada, devido as suas
propriedades biolégicas como, por exemplo, na investigacdo estrutural e funcional
de carboidratos complexos, especialmente glicoproteinas, e na observacdo de
mudangas que ocorrem na superficie celular durante os processos fisioldgicos e
patolégicos, desde a diferenciagéo celular ao cancer. Além disso, pode ser aplicada
na avaliagdo de toxicidade para células e animais (Sharon & Lis, 1990). A
Concanavalina A (Con A) é uma lectina obtida de um tipo de leguminosa, a
Canavalia ensiformis (conhecida popularmente como feijao-de-porco) e inibida por a-
D-mano- ou glico-piranosideos e tem sido extensivamente estudada devido a
diversas aplicagdes médicas (Schaeffer et al., 1982; Brick et al., 2001), resultante
da capacidade de ligagao a carboidratos.

Desta forma, agregados n&o covalentes de lipidios e proteinas auto-
organizados (Andrade et al., 2005) tem sido considerado como um fator crucial na
determinacdo da estrutura da membrana e estabilidade. Os varios modos de auto-
organizacado em tais sistemas sao ditados pela termodindmica e variacbes das
propriedades do sistema bem como a transigdo de um tipo de morfologia em outro, o
qual pode ocorrer como resultado de modificagcbes sutis no balangco de forcas
intermoleculares (Wennerstrom, 2000). Portanto, a interagao existente entre filmes
mistos de proteina-fosfolipidio sdo convenientes modelos das principais
caracteristicas dos processos existentes nas membranas. Em adigéo, os sistemas
baseados em s-MBL s&o a melhor escolha para o desenvolvimento de novas
classes de biossensores eletroquimicos, justamente pela facilidade de reproduzir os
eventos que ocorrem nas membranas bioldgicas presentes nas células vivas.

O principio basico do funcionamento de um biossensor € a produgdo de um
sinal eletrdnico que é proporcional a concentracdo de um determinado elemento
biolégico em estudo ou um grupo de substancias. A interagdo das biomoléculas
pode ser avaliada através de técnicas eletroquimicas, tais como a voltametria ciclica
(VC) e a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Os métodos
eletroanaliticos fazem uso das propriedades elétricas mensuraveis (corrente,
potencial e carga) de um analito quando este é submetido a uma diferenga de
potencial entre eletrodos em uma cela eletroquimica. Essas medidas podem entao
ser relacionadas com algum parametro quimico intrinseco do analito (Wang, 1994).

EIE é um método efetivo para verificar as propriedades interfaciais de uma

superficie modificada e é freqlentemente utilizada no sentido de compreender
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transformacgdes quimicas e processos associados com o0s suportes condutores
( Dong et al., 2001; Katz e Willner, 2003). A técnica tem como base a aplicagao de
um potencial ou corrente alternada, sendo uma delas a variavel controlada,
medindo-se a intensidade e diferenca de fase da outra variavel. As medidas sao
realizadas em uma faixa de frequéncias, de forma que diferentes processos fisicos e
quimicos possam ser separados por suas constantes de tempo (MacDonald, 1987).

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fendmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de
solucdo adjacente a essa superficie. Essa técnica é classificada como dinamica,
pois a cela eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i > 0) que, por
sua vez, € medida em funcao da aplicagao controlada de um potencial. Assim, nessa
técnica, as informacgcdes sobre o analito sdo obtidas por meio da medigcdo da
magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se aplicar um
potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar. O parametro ajustado
€ o potencial (E) e o parametro medido é a corrente resultante (i). O registro da
corrente em funcdo do potencial € denominado voltamograma e a magnitude da
corrente obtida pela transferéncia de elétrons durante um processo de oxirreducao
pode ser relacionada com a quantidade de analito presente na interface do eletrodo
e, consequentemente, na cela eletroquimica (Skoog, 2002).

O presente trabalho apresenta carater inter e multidisciplinar, associando
diversas areas de conhecimento como a biotecnologia e a fisico-quimica interfacial.
Portanto, visamos avaliar os parametros fisico-quimicos da interacdo da lectina a
MBL (LecMBL), formadas por lipidios carregados e zwiteribnicos, e posteriormente

aplica-lo na detecgao de agucares.
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| Revisdo da Literatura

1. Membranas Bioldgicas

As membranas celulares sdo fundamentais para a vida da célula. A
membrana plasmatica (MP) engloba a célula, define os seus limites e mantém
diferengas essenciais entre o citosol e o ambiente extracelular (Alberts et al., 2004).
Apesar das suas fungdes diferenciadas todas as membranas biolégicas tém uma
estrutura geral em comum: sdo constituidas por proteinas, lipidios e carboidratos
presentes em glicoproteinas e glicolipidios, os quais realizam diversas fungoes
incluindo transporte molecular especifico, interagdo com receptores, atividade
enzimatica e controle das interacdes celulares. As proporgoes relativas de proteinas
e lipidios variam com o tipo de membrana, refletindo a diversidade dos papéis
biolégicos (Lehninger, 2002). Em adicdo, o estudo da estrutura e funcbes das
proteinas presentes na MP, as quais sdo responsaveis por estas atividades tem sido
um imenso desafio desde que, em geral, estas proteinas devem permanecer na
matriz lipidica para reter sua estrutura nativa e atividade biologica (Wang et al.,
2001).

As membranas celulares sao estruturas dindmicas, fluidas e a maioria das
moléculas sdo capazes de se mover através do plano das membranas. As
moléculas lipidicas arranjam-se como uma dupla camada continua de espessura
aproximada de 5nm. Esta bicamada lipidica € responsavel pela estrutura fluida
basica da membrana e serve como uma barreira relativamente impermeavel a
passagem da maioria dos solutos polares ou carregados, mas permeaveis aos
compostos nao-polares (Lehninger, 2002). As moléculas protéicas que atravessam a
bicamada lipidica servem de mediadores para praticamente todas as outras fungoes
da membrana como, por exemplo, o transporte de moléculas especificas ou catalise
de reagdes associadas a membrana, como a sintese de ATP. Na membrana
plasmatica, algumas proteinas servem de ligantes estruturais que conectam o

citoesqueleto por meio da bicamada lipidica, tanto a matriz celular quanto as células
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adjacentes, enquanto outros servem como receptores para detectar e transdugéo de
sinais quimicos no ambiente celular (Alberts et al., 2004).

A evidéncia proveniente tanto da microscopia eletronica e de estudos da
composi¢gdo quimica, bem como de estudos fisicos de permeabilidade e da
mobilidade individual de moléculas de proteinas e lipidios dentro da membrana
resultou no desenvolvimento do modelo do mosaico fluido para a estrutura das

membranas plasmaticas (Fig. 1).
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Figura 1 — Modelo do mosaico fluido para a estrutura da membrana (Lehninger,
2002).

No modelo do mosaico fluido, fosfolipidios e esterdis formam uma bicamada
lipidica na qual as regides apolares s&o orientadas para o centro e os grupos polares
para o exterior. Na bicamada lipidica as proteinas globulares estdo incrustadas em
intervalos irregulares mantidas pelas interagées hidrofobicas entre os lipidios da
membrana e os dominios hidrofébicos nas proteinas. Algumas proteinas projetam-se
num dos lados da membrana, enquanto outras possuem dominios expostos em
ambos os lados. O mosaico da membrana ¢é fluido pelo fato das interacbes entre

seus componentes nao serem covalentes, resultando numa liberdade para as
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moléculas individuais de lipidios e das proteinas se movimentarem lateralmente no
plano da membrana (Lehninger, 2002).

Diversos tipos de modelos de membrana tém sido utilizados em pesquisas,
dentre os quais podemos destacar as vesiculas lipidicas (lipossomas), membrana de
bicamada lipidica (MBL), dentre outros. Tais modelos s&o resultado da capacidade
dos lipidios de formarem espontaneamente agregados lipidicos microscépicos
quando misturados com a agua, através do agrupamento das suas porgdes
hidrofobicas e seus grupos hidrofilicos interagindo com a agua que os cerca.

Dependendo de condi¢cdes definidas e a natureza dos lipidios, trés tipos de
agregados de lipidios podem se formar quando lipidios anfipaticos sdo misturados

com a agua (Fig. 2), como seguem:

1) Micelas: estruturas esféricas contendo de algumas duzias a alguns milhares
de moléculas arranjadas com suas regioes hidrofébicas agregadas no interior,
excluindo-se a agua e seus grupos hidrofilicos na superficie em contato com
a agua (Fig. 2a);

2) Bicamada: estrutura em que duas monocamadas de lipidios resultam numa
ldmina bidimensional (Fig. 2b). As porgdes hidrofébicas em cada
monocamada sao excluidas da agua e interagem entre si. Os grupos
hidrofilicos interagem com a agua na superficie da bicamada e pelo fato de
estar transitoriamente em contato com a mesma, a bicamada é relativamente
instavel;

3) Lipossoma: estrutura em que a bicamada se dobra para formar uma esfera

oca denominada de vesicula (Fig. 2c) (Lehninger, 2002).

O sistema MBL tem sido extensivamente empregado como modelo
experimental de biomembranas (Tien et al., 1974), biossensores (Liua et al., 2007) e
dispositivos eletrénicos biomoleculares (Naumowicza et al., 2005). Contudo, a MBL
€ uma estrutura relativamente fragil e ha a necessidade do desenvolvimento de
métodos para avaliacdo destas estruturas sem a perda dos seus aspectos
funcionais. A estabilidade mecanica de MBL em suportes sélidos (s-MBL) como, por
exemplo, eletrodo de ouro, pode ser melhorada em varias ordens de magnitude e

manter suas propriedades dindmicas por longo tempo (Tien, 1989), permitindo a
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imobilizacdo de diversas moléculas como proteinas sem ocorrer a perda da

atividade bioldgica.

M‘l‘" I Hu'l{
\ | l{ﬂ_ m'lﬂ{

sutfUL

Figura 2. Representagdo esquematica de agregados lipidicos: (a) micela; (b)

bicamada e (c) lipossoma (Adaptado de Lehninger, 2002).

2. Lectinas

Lectinas sdo proteinas de origem n&o imunoldgica que aglutinam células e
precipitam carboidratos complexos ou polissacarideos, podendo ser encontradas em
quase todos os organismos, dos quais se incluem as plantas, vertebrados,
invertebrados, bactérias e virus. Sua interagdo com polissacarideos se assemelha

as reagdes enzima-substrato e antigeno-anticorpo.
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A historia da pesquisa com lectinas iniciou em 1888 quando Hermann
Stillmark observou que extratos de Ricinnus comuni causavam aglutinagcdo de
eritrocitos, sendo o ingrediente ativo uma proteina denominada de ricina. Desta
forma, a palavra aglutinina foi largamente utilizada para descrever moléculas e
extratos que causam aglutinacéo de eritrocitos e outras células. Contudo, apenas
em 1954 que Boyd e Shapleig introduziram o termo lectina para enfatizar a
habilidade de algumas aglutininas de plantas em discriminar eritrécitos de diferentes
tipos sanguineos, devido a reagbes com os residuos de agucares expostos (Sharon
& Lis, 2004). No processo de interacdo, as lectinas formam com os carboidratos
estruturas complexas que apresentam constantes de associacdo elevadas,
culminando frequentemente em fenbmenos de agregacao.

O termo lectina foi redefinido com base em critérios funcionais e estruturais,
sendo atualmente definida como todas as proteinas que possuem pelo menos um
dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos
especificos. As diferencas estruturais entre as diversas lectinas se devem a variagao
do numero de subunidades por moléculas e pela natureza dos polipeptideos
(Peumans & Van Damme, 1996). Em fungdo dessa nova defini¢do, as lectinas tém

sido subdivididas em trés classes: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas.

» Merolectinas: sao proteinas exclusivamente formadas por um dominio de
ligacdo a carboidratos. Sdo pequenas e incapazes de aglutinar células por
causa de sua natureza monovalente (De Bolle et al., 1993).

» Hololectinas: também sao formadas exclusivamente por dominios de ligagao
a carboidratos, mas contém pelo menos dois desses dominios. Elas
compreendem a maioria das lectinas de plantas e se comportam como
verdadeiras aglutininas (Peumans & Van Damme, 1996).

* Quimerolectinas: sdo a fusdo de proteinas contendo um ou mais dominios
de ligagdo a carboidratos e um dominio n&o relacionado, o qual apresenta
atividade catalitica bem definida ou outra atividade bioldégica e atua
independente do dominio de ligacao a carboidratos (Peumans & Van Damme,
1996).

Portanto, de acordo com as diferentes especificidades por acucares

apresentadas pelas lectinas, Makela sugeriu, em 1957, que as mesmas fossem
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classificadas em quatro grupos, conforme a configuragao relativa dos atomos de
carbono C3 e C4 no anel piranosideo do agucar responsavel pela ligagao especifica.
Desta forma, ao grupo | pertencem as lectinas especificas por L-fucose; ao grupo Il
aquelas que se ligam especificamente a D-galactose e N-acetil-galactosamina; ao
grupo lll incluem-se as especificas por D-glicose e D-manose e ao grupo |V aquelas
capazes de se ligar a D-idose, D-gulose, L-glicose e L-xilose.

Lectinas sdo modelos uteis para avaliagdo das interagcbes proteina-
carboidrato devido ao alto grau de especificidade a carboidratos apresentado por
esta classe de moléculas. Além disso, as lectinas podem promover estimulacao
mitogénica de linfocitos e aglutinagdo de células cancerosas ( Lis & Sharon, 1973;
Liener, 1981; Janeway, 1997). Dessa forma, devido as suas propriedades bioldgicas,
as lectinas estdo atraindo muito interesse na pesquisa, sendo usadas como
ferramentas nas areas da pesquisa bioldgica, médicas, e biotecnolégica. A
aplicagao das lectinas pode ser ampla e variada, como por exemplo, na investigagao
estrutural e funcional de carboidratos complexos, separacéo e caracterizagao de
glicoproteinas, acompanhamento de mudangas na superficie celular durante
processos fisioldgicos e patologicos na diferenciagédo de células cancerigenas e na

marcagao de células sanguineas e bactérias, dentre outras (Sharon & Lis, 1990).

2.1Lectinas de Leguminosas

Lectinas de leguminosas constituem uma grande familia de proteinas
homodlogas, estruturalmente similares e com especificidades distintas para
carboidratos. Elas s&o o grupo de lectinas vegetais mais bem estudado e
caracterizado (Sharon, 2007). Além disso, em torno de 210 sequéncias de lectinas
de leguminosas sdo conhecidas atualmente, sendo todas homdlogas (Chandra et
al., 2006). A familia das lectinas de leguminosas compreende aproximadamente 650
géneros e 18.000 espécies, sendo a maior familia das lectinas (Heywood, 1971).

Apesar de terem essencialmente a mesma estrutura terciaria, as lectinas de
leguminosas exibem uma consideravel diversidade no modo que seus monémeros

se agregam em dimeros e tetr@meros com pequenas alteragées na sequéncia de
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aminoacidos (Chandra et al., 2001; Srinivas et al., 2001). As lectinas da familia das
leguminosas possuem elevados teores de aminoacidos basicos e hidroxilados
(Moreira et al., 1991). De modo geral, as lectinas de plantas apresentam grande
heterogeneidade, sendo normalmente ricas em aminoacidos hidrofobicos e acidos,
perfazendo até mais de 30% do conteudo de aminoacidos e s&o pobres em
aminoacidos sulfurados (Lis & Sharon, 1998).

Dentre as lectinas de leguminosas, a Concanavalina A é a que possui a
estrutura tridimensional mais bem estudada e tem sua interacdo por moléculas de
carboidratos bem conhecida (Moreira et al., 1991). Tal interagao justifica seu uso nas

areas tecnoldgicas e de pesquisas de adsorgéao.

2.2Concanavalina A

Concanavalina A (ConA) é uma lectina de leguminosa, obtida da Canavalia
ensiformis (conhecida popularmente como feijao-de-porco) e inibida por a-D-mano-
ou glico-piranosideos e tem sido extensivamente estudada devido a diversas
aplicacbes médicas (Schaeffer et al., 1982; Bruck et al., 2001), resultante da
capacidade de ligagdo a carboidratos. Essa lectina foi isolada pela primeira vez em
1936 por Sumner e Howel (Goldstein et al., 1977), sendo, até agora, a lectina de
leguminosa melhor caracterizada.

A ConA foi a primeira lectina de leguminosa a ser sequenciada e analisada
quanto a sua estrutura tridimensional. A proteina consiste de quatro subunidades
idénticas, ligadas por ligacbes polares, pontes de hidrogénio e por interacoes
eletrostaticas (Reeke et al., 1975; Bouckaert et al., 2000). A estrutura do monémero
da Concanavalina A ¢ globular e com dimensdes de 42 A x 40 A x 39 A. A ConA ¢é
constituida apenas de duas folhas B antiparalelas pregueadas, uma com seis fitas de
forma quase plana e outra com sete fitas de forma céncava apresentando um total
de 237 aminoacidos e peso molecular de 27kDa. Os sitios especificos aos
carboidratos localizam-se em uma depressdo no topo da superficie de cada
subunidade. Contudo, para estes sitios formarem ligagcbes com carboidratos é

necessaria a presenga de ions metalicos divalentes (Ca?+, Mg?+, Mn?+), que além
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de favorecer as ligagdes com carboidratos, conferem em alto grau de estabilidade
estrutural na proteina, protegendo-a contra a inativagao pelo calor e aumentando a
resisténcia a hidrolise enzimatica (Edelman et al., 1972). Portanto, quando a ConA é
dita ativada ou na forma ativa, ela contém os ions em sua estrutura, apresentando
uma melhor ordenacgao estrutural, pois estes formam ligacbées com aminoacidos da
proteina.

A ConA foi agrupada e classificada como uma proteina hololectina de classe
lll, devido a sua especificidade a D-glicose e D-manose (Allen & Neuberger, 1973) e
também pela resisténcia a concentra¢des elevadas de acidos (Fink et al., 1994). A
ConA é uma proteina polimérica cujo grau de associagao € dependente de algumas
variaveis, sendo a mais importante delas o valor do pH do meio. Entre o pH 2,0 € 5,5
a Con A existe como dimero de duas subunidades ligadas covalentemente com
peso molecular de 55kDa. Em adicdo, em valores de pH acima de 5,5 encontra-se
na forma tetramérica (Fig.3) com peso molecular de 110kDa e com dimeros de 60 A
x 70 A x 70 A, sendo esta a forma a qual apresenta sitio especifico a carboidrato
(Agrawal & Goldstein, 1965; Olson & Liener, 1967; Loris et al., 1998). Os dimeros da
estrutura tetramérica sdo estabilizados por ligagées de hidrogénio e seis pontes em

seu interior.

Figura 3. Tetramero de Concanavalina A (Loris et al., 1998).
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3. Biossensores

Os biossensores podem ser definidos como sensores quimicos cujo elemento
de reconhecimento € um componente biolégico ativo, o que significa que um
processo bioquimico € a fonte do sinal analitico. Assim uma das caracteristicas dos
biossensores € a sua alta seletividade com relacdo a um determinado analito
(Hulanicki et al., 1991; Fatibello-Filho & Capelato, 1992).

A construcdo de um biossensor baseia-se na comunicacao entre duas partes:
o componente biolégico ativo (a camada de reconhecimento) e um transdutor. A
primeira faz o reconhecimento de uma determinada substancia por meio de uma
reagao bioquimica especifica, gerando uma variagdo na concentragao de protons,
liberacdo de gases, emissdo ou absorcdo de luz, emissdo de calor, variacdo de
massa, mudanga no estado de oxidagdo do analito, etc; e a segunda, converte a
energia destes eventos numa forma mensuravel, como variacdo de corrente,
potencial, temperatura, entre outros (Mulchandani & Bassi,1995). Desta forma,
diferentes componentes biolégicos podem ser utilizados na construgdo de
biossensores, tais como organismos, tecidos, células, organelas, membranas,
enzimas, receptores, anticorpos, acidos nucléicos e macromoléculas organicas
(Turner et al., 1987; Bhatia et al., 2000) (Figura 4).

O primeiro biossensor foi construido em 1962 por Clark e Lion baseado na
imobilizagdo da enzima glicose oxidase sobre eletrodo e foi comercializado em 1975
por Yellow Springs Instruments. Este dispositivo foi aplicado como teste rapido de
glicose no sangue de diabéticos (Pohanka & Skladal, 2008). Em 1977, foi
desenvolvido o primeiro dispositivo que utilizava microorganismos vivos imobilizados
na superficie de um eletrodo sensivel a amdnia. Esse dispositivo era utilizado na
deteccdo do aminoacido arginina e seus criadores o denominaram de sensor bio-
seletivo e, posteriormente, denominado como biossensor, termo que vem sendo
utilizado até o momento para designar a unido entre um material biolégico e um
transdutor fisico. Desde entdo, a area de biossensores tem evoluido muito devido a
sua potencial aplicabilidade (Cunha et al., 2003; Rogers, 2006; Hoa et al., 2007).

As vantagens dos biossensores em relagao as técnicas convencionais nao se
limitam a sensibilidade e seletividade, mas ao fato de, geralmente, dispensarem um

elaborado pré-tratamento da amostra (praticidade), rapidez nas analises e gastos
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minimos de reagentes, proporcionando assim, agilidade na obtengéo dos resultados,
e reducgéao no custo financeiro (Furtado et al., 2008).

As aplicagbes dos biossensores vao desde o emprego na agricultura (Velasco
& Mottram, 2003) e no monitoramento e controles ambientais (Rogers, 2006), até
diferentes segmentos industriais, especialmente nos ramos alimenticios e
farmacéuticos (Janneway et al., 1997; Ballerstadt et al., 2006; Kappel et al., 2006).
Porém, o ramo de biossensores esta centrado principalmente no campo de
diagnostico clinico. Neste campo o mais conhecido € o biossensor eletroquimico

para acompanhamento do nivel de glicose no sangue (Furtado et al., 2008).

Biosensor
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Figura 4. Componentes de um biossensor. (Disponivel em
http://naturlink.sapo.pt/article.aspx?menuid=6&cid=26399&bl=1&vicwall=true)
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4. Técnicas Eletroanaliticas

Os métodos eletroanaliticos fazem uso das propriedades elétricas
mensuraveis (corrente, potencial e carga) de um analito quando este € submetido a
uma diferenca de potencial entre eletrodos em uma cela eletroquimica. Tais medidas
podem entdo ser relacionadas com algum parametro quimico intrinseco do analito
(Wang, 1994). Existe uma gama variada de técnicas eletroanaliticas que tém sido
utilizadas para varias aplicagdes, entre elas o monitoramento ambiental, analises
biomédicas, controle de qualidade de produtos e processos industriais. Os métodos
eletroanaliticos oferecem uma série de vantagens, tais como (i) seletividade e
especificidade das determinagbes resultantes da O6xido-reducdo das espécies
analiticas de interesse num potencial aplicado especifico; (ii) seletividade decorrente
dos processos de oOxido-redugcdo do analito em eletrodo de trabalho feito com
material especifico; (iii) grande sensibilidade e baixos limites de detecg¢ao resultante
das técnicas de pré-concentracdo e modos de aquisicdo de sinal que proporciona
ambiente com baixo sinal de fundo (Brett & Brett, 1998).

O desenvolvimento de dispositivos sensores tem como premissa basica a
avaliacao de processos interfaciais e superficiais, uma vez que estes processos sao
de fundamental importancia no entendimento dos mecanismos de interacédo entre o
sistema de reconhecimento e o analito (Swalen et al., 1987; Jacobson, & Winkeler,
2000) . Além disso, o estudo de processos interfaciais e superficiais € de grande
relevancia para a escolha do método de imobilizagcdo de espécies sobre a superficie
de eletrodos e a avaliagdo de problemas associados aos métodos de imobilizagao.
Assim, o estudo destes processos pode auxiliar na escolha do melhor meio de
imobilizagdo a ser utilizado e indicar as principais caracteristicas (vantagens e
desvantagens) associadas a cada método de imobilizagédo (Pereira et al., 2002;
Santos et al., 2002).

Desta forma, ha de se ressaltar a relevante importancia que tem adquirido as
técnicas capazes de avaliar fendmenos em superficies e interfaces, incluindo
métodos espectroscopicos, microscopicos e/ou acusticos como espectroscopia de
reflexdo total atenuada, elipsometria (Fujiwara et al., 2001), ressonancia de
plasmons de superficie (surface plasmon resonance - SPR) (Kim et al., 2005),
espectroscopia de impedancia eletroquimica (electrochemical impedance

spectroscopy - EIS) (Schweiss et al., 2003), voltametria ciclica, microscopia de forga
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atbmica (Stoica et al., 2003), microbalanga de cristal de quartzo (quartz cristal

microbalance - QCM) (Pavey et al., 2003), dentre outros.

4.1 Voltametria Ciclica

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fenbmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de
solugdo adjacente a essa superficie. A voltametria ciclica (VC) é a técnica mais
comumente usada para adquirir informacdes qualitativas sobre os processos
eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica resulta de sua habilidade de rapidamente
fornecer informagdes sobre a termodindmica de processos redox, da cinética de
reagcoes heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre reagcbes quimicas
acopladas a processos adsortivos (Wang, 1994). Essa técnica € classificada como
dindmica, pois a cela eletroquimica € operada na presencga de corrente elétrica (i >
0) que, por sua vez, € medida em fungao da aplicagao controlada de um potencial
(Skoog et al., 2002). Assim, nessa técnica, as informag¢des sobre o analito sdo
obtidas por meio da mensuragdo da magnitude da corrente elétrica que surge no
eletrodo de trabalho ao se aplicar um potencial entre um eletrodo de trabalho e um
eletrodo auxiliar. O parametro ajustado € o potencial (E) e o parametro medido é a
corrente resultante (i). O registro da corrente em fungédo do potencial € denominado
voltamograma e a magnitude da corrente obtida pela transferéncia de elétrons
durante um processo de oxirreducao, pode ser relacionada com a quantidade de
analito presente na interface do eletrodo e conseqlientemente na cela eletroquimica
(Skoog et al., 2002).

Inicia-se a aplicacdo do potencial de um valor no qual nenhuma reducéao
ocorre e com 0 aumento do potencial para regides mais negativas (catddica) ocorre
a redugao do composto em solugao, gerando um pico de corrente proporcional a
concentracdo deste composto. Em adicdo, quando o potencial atingir um valor no
qual nenhuma reacao de redugao ocorre, o potencial € varrido no sentido inverso até
o valor inicial, e no caso de uma reacao reversivel, os produtos que tiverem sido

gerados no sentido direto (e se localizam ainda préximos a superficie do eletrodo)
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serdo oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da redugdo. O tipo de
voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o composto em
questao sofre no eletrodo, o que faz da VC uma ferramenta valiosa para estudos
mecanisticos.

Existem dois componentes principais que determinam as reacdes que
ocorrem no eletrodo, existe a transferéncia difusional de massa do analito em
solucao para a superficie do eletrodo e a transferéncia heterogénea de carga entre o
analito e o eletrodo, em alguns casos ainda pode ocorrer reagdes quimicas
acopladas a algum destes processos.

A forma de aplicacdo do potencial na voltametria ciclica esta representada na
Fig. 5, onde o potencial € varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho
estacionario, em uma solugdo sem agitacdo, usando um potencial triangular.
Dependendo da informacédo desejada, simples ou multiplos ciclos podem ser
utilizados. Durante a varredura do potencial, o potenciostato mede a corrente

resultante desta corrente versus o potencial aplicado.

Cieclo 1

potencial

tempo

Figura 5. Forma de aplicacao do potencial para VC: potencial com varredura linear
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4.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) fornece uma
visdo completa e detalhada das -caracteristicas elétricas da interface
eletrodo/solucdo (Lasia, 1995; Lasia, 2001), e tais informagdes sdo de grande
interesse na eletroquimica aplicada ou basica. A técnica de espectroscopia de
impedancia € uma técnica de caracterizacao elétrica que permite estudar o
comportamento geral de um sistema quando um numero grande de processos
intercorrelacionados ocorre em diferentes velocidades. Atualmente, a EIE é utilizada
em ampla gama de estudos, abrangendo desde o transporte eletrbnico em
dispositivos semicondutores até o estudo de processos cinéticos eletroquimicos das
mais diferentes naturezas, ou seja, processos que ocorrem em baterias de ions litio
(Bueno, 2003), células fotovoltaicas (Bisquert et al., 2000; Gratzel, 2001), sistemas
de corrosao e/ou processos eletrocataliticos (Alves et al., 1998; de Andrade et al.,
1998).

EIE é um método efetivo para verificar as propriedades interfaciais de uma
superficie modificada e é frequentemente utilizada no sentido de compreender
transformagdes quimicas e processos associados com o0s suportes condutores
( Dong et al., 2001; Katz & Willner, 2003).

A técnica de EIE envolve a aplicacdo de uma perturbagao de potencial ou de
corrente no sistema sob investigagao. A perturbacédo do sistema é feita mediante a
aplicagdo de um potencial continuo (potencial central aplicado) sobre a qual é
superposta uma variagdo senoidal de potencial com pequena amplitude. Este
método de aplicagdo do potencial possibilita que o sistema seja perturbado
empregando poucos milivolts de forma a tornar possivel a investigacdo de
fenbmenos eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio. Além disto, é possivel
perturbar o sistema usando diferentes valores de frequéncia, pois a onda de
potencial é senoidal. Uma vez que a perturbagédo no sistema sob investigagao é de
pequena amplitude é possivel empregar a técnica para a analise de etapas de um
mecanismo reacional (Bard & Faulkner, 1980; Sluyters-Rehbech, 1994).

Na EIS surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da aplicagao
de um potencial senoidal ao sistema. Mediante um monitoramento das relacdes

entre o potencial aplicado e a corrente sao obtidas a impedéancia do sistema e o
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angulo de fase (defasagem da corrente em relagdo ao potencial aplicado) (Damos et
al., 2004).

O conceito de impedancia, originalmente introduzido para descrever a
resposta de sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e indutancias,
estendeu-se aos sistemas eletroquimicos, uma vez que inumeros processos podem
contribuir para a relacdo entre a corrente e o potencial do sistema. Assim, a partir
das medidas da impedancia e angulo de fase é possivel avaliar processos como
transporte de carga (incluindo estimativa de velocidade de transferéncia),
condutividade de filmes, capacitancia redox e de dupla camada, coeficientes de
difusdo de portadores de carga (Jiang & Kucernak, 2002), entre outros.

A obtencgao de informagdes a partir dos dados de impedancia eletroquimica
pode ser conduzida mediante a utilizacdo de diferentes modelos de medida, como

circuitos equivalentes ou modelos matematicos.
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| Objetivos

Objetivo Geral

* Avaliagido da termodinamica de interagcdo LecMBL visando o desenvolvimento

de um biossensor para agucares.

Objetivos Especificos

» Adsorcéao de lipidios e sistemas mistos de LecMBL na superficie de eletrodos

de ouro;

» Avaliacado das caracteristicas eletroquimicas dos filmes de lipidios e LecMBL
em superficies metalicas;

« Estudo das propriedades interfaciais da deposicéo de lipidios e LecMBL sobre
superficie de eletrodo sdélido (espectroscopia de impedancia eletroquimica e
voltametria ciclica);

» Determinagao das correntes de pico anddicas e catddicas dos voltamogramas
ciclicos;

» Utilizacdo de técnicas de espectroscopia de impedancia para caracterizagao

da interacdo LecMBL e amostras de agucares.
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| Metodologia

1. Materiais

A lectina Concanavalina A, glicoproteina ovoalbumina, glicose, glicogénio e
fosfatidilcolina de soja (Epikuron — EP) todos com 99% de pureza foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (EUA). A agua para o preparo das solugdes foi ultrapura sendo
obtida do equipamento MilliQ Plus (EUA). Todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico com elevado grau de pureza. Os eletrodos de ouro (Au), contra-

eletrodo de platina e de referéncia foram adquiridos da Autolab (Holanda).

2. Metodologia

2.1 Preparacao das MBLs e Imobilizagao de Con A

Inicialmente, o eletrodo de ouro foi polido em lixa e depois sobre feltro com
uma suspensao de alumina com granulagéo de 0,5um e colocado sob sonicagéo por
2 minutos em agua deionizada. Em seguida, o eletrodo foi seco e uma aliquota de
5uL da solugéo do lipidio EP (1mg/ml) dissolvido em cloroférmio foi depositada na
superficie do eletrodo. Posteriormente, o eletrodo foi imerso numa solugcdo de
tampéo fosfato de sédio (TFS) pH 7,0 contendo Con A (500ug/ml) por 10 minutos,
permitindo a sua adsorgao na camada auto-montada de lipidio.

O sistema Au-Ep-ConA foi utilizado para deteccdo dos acucares glicose
(monossacarideo) na concentragdo de 200ug/ml, glicogénio (polissacarideo) e

ovoalbumina (glicoproteina) nas concentragdes de 100ug/ml.
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O sistema ainda foi utilizado na detecgao da glicoproteina ovoalbumina nas
concentragbes de 50ug/ml, 100ug/ml e 150ug/ml com o objetivo de avaliar a

viabilidade e sensibilidade do sistema desenvolvido.

2.2 Medidas de impedancia eletroquimica e voltametria ciclica

Os experimentos de EIE e VC foram realizados no potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT302N (Holanda) com interface com um analisador lock-in numa
célula convencional de trés eletrodos (Fig. 6). O eletrodo de trabalho utilizado foi o
de ouro modificado com a lectina, o eletrodo de platina como contra eletrodo e o de
referéncia foi o Ag/AgCl saturado com KCI.

As medidas de impedancia eletroquimica foram realizadas em solugdo de
ferro-ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)sl/KiFe(CN)e]) (1:1), numa faixa de
frequéncia entre 100 mHz a 100 KHz com um potencial de amplitude alternada de
10 mV (Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2008).

(a)

11
il

\\ (3) j

Figura 6. Representagao de cela eletroquimica utilizada nos experimentos de EIE e

VC. 1) eletrodo auxiliar, 2) eletrodo de referéncia e 3) eletrodo de trabalho.
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Os experimentos de VC foram realizados apds cada etapa da montagem do
eletrodo na presenga de uma solugdo de 10 mM de (Ks[Fe(CN)g)/Ks[Fe(CN)g]) (1:1)
como indicador redox em NaCl (Oliveira et al., 2008). A partir destes experimentos
foram obtidas as correntes de pico anddicas, catddicas e as areas de cada

voltamograma ciclico.
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'Resultados e Discussées

Na analise dos parametros fisico-quimicos da interagdo da lectina a MBL
(LecMBL) na superficie de eletrodo de ouro foram utilizadas duas técnicas: a

Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) e a Voltametria Ciclica (VC).

1. Caracterizagao eletroquimica

Nas medidas de VC e EIE podem-se obter informagdes referentes a
modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho apds adsor¢do do sistema Au-

MBL-Lectina (Au-Ep-ConA) e, consequentemente, da sensibilidade do sistema.

1.1 Determinagao do tempo de incubagao na solugao de ConA

Uma analise prévia de parametros necessarios para utilizacdo do biossensor
Au-Ep foi realizada com o objetivo de estabelecer as melhores condigbes para se
trabalhar com a lectina ConA.

Inicialmente, durante a montagem do sistema houve a necessidade da
determinacdo do tempo de incubacido na solucdo de tampao fosfato contendo a
lectina ConA para avaliar qual o tempo necessario para permitir a sua maxima
adsorgdo na camada automontada do lipidio. Foram testados os tempos de 5, 10 e
15 min, onde podemos observar que houve adsor¢cdao de ConA nos tempos pré-
determinados (Fig.7). Desta forma, houve uma diminuigdo dos picos anddicos e
catodicos da VC, sendo que esta diminuicdo apresenta um comportamento linear de
adsorgado indicando que quanto maior o tempo maior sera a concentragao do

material depositado sobre o eletrodo (Oliveira, 2008).
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos do tempo de incubacao do sistema Au-Ep-ConA
em solugdo de 10mM de K;[Fe(CN)s)/Ks[Fe(CN)s] em TFS pH 7,4 com velocidade de

varredura de 50mV/s.

De acordo com os resultados obtidos, selecionamos o tempo de 10 min
porque houve saturagcdo na resposta e, desta forma, ndo ha a necessidade de

tempos superiores a este.

1.2 Avaliagao da atividade bioloégica da ConA

Para avaliarmos a bioatividade da lectina, o sistema Au-Ep-ConA foi testado
com solugdes contendo uma glicoproteina isolada de ovo, a ovoalbumina, que sendo
uma glicoproteina possui residuos sacaridicos permitindo que a lectina interaja.
Além disso, testamos um polissacarideo (glicogénio) e um monossacarideo
(glicose). Em adicao, a ConA exibe elevada afinidade para a-D-glicose, a-D-manose

(Sumner et al., 1935), glicogénio e ovoalbumina (Correia et al., 1995). Essa lectina
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reconhece monossacarideos e glicoproteinas que sao inibidores da aglutinagdo dos
eritrocitos (Correia et al., 1995; Sharon, 1998).

Ao avaliar a bioatividade de Con A no sistema Au-Ep, verificamos que o
sistema foi capaz de interagir especificamente com a glicoproteina ovoalbumina em

faixas de concentragbes que variam de 50-150ug/mL.
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos do efeito da concentragdo de ovoalbumina no
sistema Au-Lectina-MBL (Au-Ep-ConA) em solugdo de 10mM de Ks[Fe(CN)g)/
KiFe(CN)s] em TFS pH 7,4 com velocidade de varredura de 50mV/s.

As lectinas reconhecem uma fracdo da ovoalbumina que contém residuos de
Man7 e Man8 nas cadeias oligo-manose (Mandal et al., 1994). Os resultados
presentes na Fig. 8 mostram claramente que a ConA foi capaz de reconhecer a
glicoproteina ovoalbumina, que pode ser observado pela diminuicdo da resposta
amperométrica do sistema, demonstrando a retencao da bioatividade da lectina; e

fornecem parametros para utilizacdo desse sistema para deteccao da presencga e/ou
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concentracdo de ovoalbumina nos alimentos, ja que essa proteina esta bastante
envolvida em processos de alergias alimentares (Castello et al., 2004).

As lectinas podem se ligar a moléculas de carboidratos contidas em
glicoconjugados celulares, estando associadas a uma variedade de respostas
biolégicas como atividade mitogénica e processos de transdugéo de sinal (Loris et
al., 1998). Dessa forma, o estudo da interagdo proteina-carboidrato € de grande
importancia para mapear as propriedades da superficie celular. Em adi¢éo, o estudo
da interacdo de ConA com glicose, glicogénio e ovoalbumina propicia uma melhor
compreensao desta interagao.

Podemos evidenciar que a lectina ConA (Fig. 9) reteve sua atividade biolégica
uma vez que houve interagdo da ConA aos agucares ovoalbumina, glicose e
glicogénio. Apds o contato do sistema Au-Ep-ConA a ovoalbumina foi observado
uma diminuicdo na resposta amperométrica do sistema, sendo evidenciado pela
diminuicdo das correntes de pico anddico e catédico do voltamograma. No entanto,
para a glicose e glicogénio foi observado um aumento da resposta amperométrica
do sistema, o que refere reconhecimento distinto para os diferentes tipos de

acgucares testados.
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos da interacdo de Con A com diferentes agucares
em solucdo de 10mM de Ks[Fe(CN)g)/Ks[Fe(CN)s] em TFS pH 7,4 com velocidade de

varredura de 50mV/s.
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A espectroscopia de impedancia € um método eficaz para explorar as
caracteristicas da superficie modificada do eletrodo (Hall et al., 1995; Ren e Pickup,
1997). Na EIE o didametro do semicirculo € igual a resisténcia de transferéncia de
elétrons. Esta resisténcia controla a cinética de transferéncia do par redox na
interface do eletrodo (Oliveira, 2008). Dessa forma, ao avaliarmos as respostas
impedanciométricas (Fig. 10) do sistema Au-Ep-ConA frente ao monossacarideo
glicose, ao polissacarideo glicogénio e a glicoproteina ovoalbumina, foi observado
um aumento do didmetro do semicirculo quando a lectina interagiu com a
ovoalbumina. No entanto, para as respostas com glicose e glicogénio foi verificada
uma redugao no didmetro do semicirculo para ambas. Em adicido, pode-se observar
um aumento no Zre quando se tem o biossensor em contato com a ovoalbumina,

indicando boa seletividade de ConA para essa glicoproteina.

®  Aulimpo

® Au-Ep
Au-Ep-ConA
5x10° v Au-Ep-ConA-glicogénio
Au-E p-ConA-glicose L] +
+ Au-Ep-ConA-ovoalbumina
4x10° -
| | +
_—
£ °
£ 3x10° . ’
S voeoa,
£ .o
v
= 2x10° u B
N v 4 +
u )
- v o +
1x10° RS L
. +~ .Q il +
\ y 0l SN
0 g{ T T T T T v T
0.0 2.0x10° 4.0x10° 6.0x10° 8.0x10°
Zre (ohm)

Figura 10. Impedancia eletroquimica da interacédo de Con A com diferentes agucares
em solugdo de 10mM de K;[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] em TFS pH 7,4.

Dessa forma, a resposta impedanciométrica do biossensor Au-EP-ConA foi

modificada quando em contato com os ligantes ovoalbumina, glicose e glicogénio,
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onde para a ovoalbumina houve um aumento do Zre (evidenciado pelo aumento do
semicirculo), enquanto para glicose e glicogénio houve queda do Zre (evidenciado
pela diminuicdo do semicirculo), o que demonstra a possibilidade do sistema em
reconhecer diferentes tipos de carboidratos. Estes resultados estdo de acordo com
os voltamogramas apresentados na Fig. 9, obtendo-se uma maior resisténcia a
tranferéncia de elétrons na interface eletrodo-solugdo devido a interagdo entre a
lectina e a glicoproteina.

Diante do exposto, observamos que as medidas de VC e impedancia
realizadas no processo de montagem do biossensor Au-EP-ConA e consequente
aplicacao do sistema para deteccdo de acucares, mostraram informacodes relativas
as reagdes de transferéncia de elétrons entre o eletrodo e os ions presentes na
solugédo. Quando as lectinas interagem com agucares ocorre uma maior alteragdo na
interface (Oliveira, 2008), a qual foi evidenciada pelo aumento nos valores da
resisténcia a transferéncia de carga e queda da resposta amperométrica do sistema
quando ConA interagiu com ovoalbumina.

Através dos dados observados, podemos verificar que ConA manteve sua
atividade bioldgica durante o processo de automontagem do biossensor, o que
demonstra a possibilidade de se trabalhar com o sistema de membrana de bicamada
lipidica (s-MBL) para o desenvolvimento de um biossensor. Outros estudos
mostraram que proteinas como a horseradish peroxidase (HRP) mantiveram-se
ativas quando em contato com o s-MBL, demonstrando que esse sistema fornece
um ambiente biolégico favoravel para as proteinas que mantenham suas funcdes e

conservem suas estruturas nativas (Wu et al., 2001).
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| Conclusdes

A lectina ConA adsorveu na camada automontada de lipidio sobre eletrodo de
ouro formando o sistema lectina-MBL. O processo de adsor¢cdo da lectina sobre a
MBL esta associado ao bloqueio que o sistema provoca alterando a reacédo de
tranferéncia de elétrons da solucao de ferro-ferricianeto de potassio.

As analises de espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria
ciclica demonstraram bloqueio da superficie do eletrodo a presencga do sistema Au-
Ep-ConA.

Verificou-se a sensibilidade do sistema frente a diferentes carboidratos tais
como, monossacarideo (glicose), polissacarideo (glicogénio) e a glicoproteina
(ovoalbumina). O sistema apresentou diferentes respostas para cada carboidrato,
mostrando-se mais sensivel a ovoalbumina através do aumento da resisténcia a
transferéncia de elétrons e diminuicdo da resposta amperométrica.

O biossensor Ep-ConA apresentou boa resposta eletroquimica e estabilidade
devido a presenga do s-MBL. Como um modelo de membrana bioldgica, s-MBL
poderia fornecer um ambiente biolégico favoravel para a lectina manter sua atividade
biolégica de reconhecimento a carboidratos. Assim, s-BLM é uma escolha ideal para
imobilizar proteinas para o desenvolvimento de novas classes de biossensores

eletroquimicos para detecgao de glicoproteinas e agucares.
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