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Resumo

Diego José Raposo da Silva; Caracterizacdo fisico-quimica da adsorcdo de
concanavalina A em eletrodo de carbono vitreo via espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Dissertacdo de Mestrado; Departamento de Quimica Fundamental,

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, setembro de 2013.

A adsorcdo da concanavalina A desmetalizada em eletrodo de carbono vitreo foi
estudada através da espectroscopia de impedancia eletroquimica, por meio de medidas
de capacitancia e resisténcia. A capacitancia interfacial medida em solucdo de NaCl
indicou um recobrimento de proteina constante e em torno de 23% no intervalo de 200
mV a 800 mV vs. Ag/AgCl. Observou-se uma dispersdo dielétrica influenciada pelo
potencial, atingindo um minimo em 500 mV vs. Ag/AgCI. Este efeito foi atribuido a
reorientacdo dos momentos de dipolo da proteina em funcdo da alteracdo do campo
elétrico na interface. Em medidas realizadas na presenca de [Fe(CN)s]*’* como sonda
redox foi possivel verificar que a oxidacdo do eletrodo em potenciais acima de 1,1 V
aumenta a quantidade de proteina adsorvida. Variando-se a concentracdo de proteina
obteve-se uma pseudo-isoterma, e nestas condi¢cdes a adsorcdo péde ser modelada por
um processo cinético de primeira ordem. Para adsorcdo por até 5 minutos 0 processo
mostrou-se controlado por difusdo em solucBes a baixa concentracdo, e através deste
comportamento pbde-se constatar que os dimeros da concanavalina A sdo as espécies
dominantes na adsorcdo, com uma area de contato de 44 nm?, implicando uma adsorc&o
do tipo “side-on”. As medidas de impedancia também mostraram que o tratamento
anodico do eletrodo produz espécies eletroativas na superficie, possivelmente
responsaveis pelo aumento da adsorcdo. Por medidas de adsorcdo realizada em
diferentes potenciais constatou-se que a carga nao é um fator relevante neste processo,
sendo este provavelmente controlado pelo aumento da hidrofilicidade do eletrodo.
Consideracdes sobre o comportamento da concanavalina A nas diferentes condicGes
oxidativas levaram a concluséo de que ela deva ser classificada como uma proteina do
tipo “hard”.

Palavras-chave: Adsorcdo de proteinas, Concanavalina A, Cinética de adsorcéo,
Carbono vitreo



Abstract

Diego José Raposo da Silva; Physico-chemical characterization of concanavalin A
adsorption onto glassy carbon by using electrochemical impedance spectroscopy.
Master’s Thesis, Departamento de Quimica Fundamental, Universidade Federal de

Pernambuco, Brazil, September, 2013.

The adsorption of demetallized concanavalin A onto glassy carbon electrode was
studied by electrochemical impedance spectroscopy, through capacitance and resistance
measurements. The interfacial capacitance measured in NaCl solution as a function of
electrode potential indicated a constant coverage around 23% between 200 mV and 800
mV vs. Ag/AgCI. It was observed a dielectric dispersion related to potential, reaching a
minimum at 500 mV vs. Ag/AgClI. This effect was ascribed to protein dipole moment
reorientation due to changes in the electric field at the interface. Measurements
performed with the [Fe(CN)s]*"* redox probe shows that the electrode oxidation at
potentials above 1.1 V increases the amount of protein adsorbed. By changing the
protein concentration a pseudo-isotherm was obtained, and at those conditions the
adsorption could be explained by a first order kinetic process. For adsorption up to 5
minutes the process shows diffusion control in low concentration solutions, and through
this behavior it was deduced that the concanavalin A dimers dominate the adsorption,
with a contact area of 44 nm? implying a side-on type adsorption. Impedance
measurements also showed that anodic treatment of electrode produces electroactive
species on the surface, probably responsible for the adsorption increase. Following the
adsorption at different potentials it was found that the charge is not relevant in the
process, which is probably controlled by the hydrophilicity increase on electrode.
According to the behavior of concanavalin A at the oxidative conditions applied it was

deduced that it probably should be classified as a “hard” type protein.

Keywords: Protein adsorption, Concanavalin A, Adsorption kinetics, Glassy

carbon
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Lista de Simbolos

Simbolo Definicéo
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1 - Introducéo

1.1 - Adsorcéao de proteinas em interfaces sélido/liquido

1.1.1 — Relevancia

Proteinas sdo macromoléculas indispensaveis na manutencdo da vida. Como outros
polimeros, elas sdo formadas pela ligacdo sucessiva de monémeros, neste caso aminoacidos.
Estas ligacOes séo formadas por reacdes de condensacdo de um grupo carboxilato de um
aminoédcido com o grupo amino de outro, formando uma ligagdo amida, e como 0s
aminoacidos apresentam as duas funcdes, carboxila e amina, essas ligacdes ditas peptidicas
podem se estender para uma sequéncia de aminoacidos. A ordem destes aminoacidos é
conhecida como estrutura primaria da proteina. Diferentemente de outros polimeros, sua
complexidade estrutural € visualizada/dividida em diferentes niveis. A estrutura secundéaria é
caracterizada por motivos estruturais formados pelas interacfes entre os grupos C=0 e N-H
dos peptideos atraves de ligacdes de hidrogénio. As mais conhecidas estruturas secundarias
sdo as o-hélices e as folhas B pregueadas. A organizagdo desses motivos tridimensionalmente
em toda a proteina € conhecida como estrutura terciaria, e neste caso as interagcdes entre as
cadeias laterais dos aminoacidos (ou residuos) sdo incluidas. Por fim, a associacdo entre
diferentes cadeias polipeptidicas mantida por interacbes quimicas forma a estrutura
quaternaria [1]. Para exemplificar esta hierarquia estrutural sdo apresentadas na Figura 1 (a),
(b), (c) e (d), ao menos parcialmente, as estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria
da concanavalina A, proteina envolvida nos estudos descritos neste manuscrito, sendo melhor

explorada na secdo 1.3.
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Figura 1: (a) Primeiros 10 aminoacidos da concanavalina A, representando a estrutura
priméria (atomos simbolizados por esferas segundo a legenda de cores: e — oxigénio, e —
nitrogénio,  — carbono e o — hidrogénio); (b) Fitas  representando a estrutura secundaria,
com algumas ligacGes de hidrogénio destacadas em vermelho e a seta amarela indicando a
direcdo das fitas, ressaltando o antiparalelismo entre elas; (c) Monémero da concanavalina A
representado a estrutura terciaria composta por folhas B pregueadas antiparalelas; (d) Dimero
como exemplo de estrutura quaternaria formada por dois monémeros (cadeias em vermelho e
azul) unidos por ligacdes de hidrogénio. Figuras obtidas pelos dados de Bouckaert et al. [2] e

empregando o software VMD [3].

Praticamente todas as caracteristicas inerentes aos organismos vivos sdo afetadas pelas

proteinas, da codificacdo e expressdo de material genético a processos metabolicos essenciais
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[4], alguns deles ocorrendo em interfaces sélido/liquido, como no limite entre membranas e
solugdo. Em tecidos, por exemplo, onde as células sdo mantidas juntas, a auséncia de certas
proteinas e polissacarideos na superficie celular pode levar a apoptose (autodestruicdo da
célula) [5]. Adicionalmente foi demonstrado que estimulos elétricos podem promover a
regeneracdo e o crescimento de células nervosas pela sua influéncia na adsorcao de fibrogénio
[6]. A presenca de proteinas na superficie de solos, por outro lado, é necessaria para o
desenvolvimento de ciclos biogeoquimicos, como as glomulinas na fixacdo de carbono [7].

De maneira um tanto quanto correlata, a adsorcéo de proteinas tem serias implicacGes na
medicina. O revestimento de implantes por proteinas do plasma sanguineo, por exemplo, é a
primeira etapa na formacdo de trombos (codgulos sanguineos no interior dos vasos) na
superficie do material, pois promove a adsor¢do de plaquetas, ativando mecanismos de
coagulacdo [8, 9]. A trombose resultante deste processo é o grande obstaculo no
desenvolvimento e implementacao de dispositivos médicos mantidos em contato com sangue
[10]. Em func&o disso biomateriais que minimizem esta adsorgdo sdo muito estudados, como
0 oxido de polietileno (PEO), por sua resisténcia a formacdo de filmes protéicos [8, 11]. A
adsorcdo de proteinas € um processo essencial na osseointegracdo de implantes de titanio,
usados em aplicaces ortoddnticas ou odontoldgicas [12, 13], enquanto proteinas da saliva
formam filmes nos dentes que influenciam significativamente a satde bucal [14].

No que diz respeito a aplicacbes industriais, a adsorcdo/desnaturacdo de proteinas na
industria alimenticia leva a grandes prejuizos. Na pasteurizacdo de leite, por exemplo, o
acimulo de proteinas nas paredes de containeres de aco inoxidavel, especialmente [-
lactoglobulina, leva a formacdo de depdsitos sélidos propicios ao desenvolvimento de
microorganismos [15, 16]. O entupimento de membranas para microfiltragdo devido a
agregados protéicos também € um problema [17]. Na industria farmacéutica, por outro lado, a
facilidade com que proteinas adsorvem em superficies solidas pode ser usada para sua
extracdo de matrizes celulares [18].

Para propositos analiticos, o desenvolvimento de biosensores esta profundamente ligado
a estudos que permitam controlar a adsorcdo de proteinas, seja em quantidade, orientacdo ou
seletividade. Deve-se estabelecer um balanco, de modo que a concentracdo de proteina
adsorvida seja alta o suficiente para conferir sensibilidade a técnica, mas de maneira que a
desnaturacdo das espécies ndo a comprometa [19]. A adsor¢do ndo controlada de proteinas
pode levar a problemas como limita¢des no transporte de microfluidos em dispositivos “Lab-

on-chip” [20, 21], perda de sensibilidade em imunoensaios enzimaticos devido a desnaturacao
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[22, 23] ou orientacdo ndo-controlada [24], bioacumulagdo em biosensores in vivo [25],

interacOes nao-especificas em microarranjos protéicos [26], entre outros.

1.1.2 - Fatores influentes

Segundo Wahlgren e Arnebrant [27], o processo de adsorcdo de proteinas em superficies
¢ afetado por propriedades/caracteristicas da superficie, da proteina e da solugdo. E da
opinido destes autores que o campo elétrico, ou a carga, na superficie, sdo referentes a
interface em si mais do que a qualquer uma das fases, diferentemente da maneira usualmente
reportada, como uma propriedade da superficie.

Com relacdo a superficie, fatores como rugosidade e hidrofobicidade se mostraram
altamente influentes na adsor¢do de proteinas. De uma maneira geral, maior hidrofobicidade
implica maior quantidade de proteina adsorvida [28-30], por causa do aumento de entropia do
sistema resultante da liberacdo de moléculas de &gua em contato com a superficie hidrofébica
[30], principal responsavel pela facilidade com que proteinas adsorvem em superficies sélidas
[31]. A excecdo sdo glicoproteinas, que apresentam comportamento oposto pela grande
parcela polar externa as proteinas [31].

Uma maior rugosidade na superficie favorece a adsorcdo, pois aumenta a éarea
disponivel para interacbes ndo especificas da proteina, especialmente se as dimensfes das
cavidades correspondem as da proteina, tendo o efeito inverso se as cavidades forem menores
[32]. Esta interacdo de proteinas por cavidades pode ser usada inclusive na nanofabricacdo de
dispositivos onde as moléculas adsorvem em depressfes criadas na superficie [33]. A direta
proporcionalidade entre rugosidade e quantidade méxima de proteina adsorvida também é
atribuida a facilitacdo de orientacBes da proteina com menor area de contado, aumentando o
total adsorvido em funcéo disso [34].

No tocante as caracteristicas estruturais da proteina, a distribuicdo e composicdo de
aminoacidos, parcela hidrofébica, formato, estabilidade e tamanho, s&o informagdes valiosas
que permitem explicar certas tendéncias no processo adsortivo. Atualmente a estrutura
cristalografica de uma grande quantidade de proteinas é disponibilizada no servidor do PDB
(sigla em inglés de “Protein Data Bank”) [35], de modo que estas podem ser visualizadas e
submetidas a célculos computacionais em softwares como o VMD (sigla em inglés de “Visual
Molecular Dynamics ) [3]. Essa acessibilidade € uma vantagem na associagdo entre estrutura

e comportamento adsortivo de moléculas tdo complexas quanto proteinas.
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Para polimeros em geral, a quantidade adsorvida é maior para polimeros de maior massa
molar, mas se torna independente deste fator para polimeros muito longos [36]. Em se
tratando de proteinas, no entanto, este ndo parece ser um fator determinante, pois proteinas
relativamente pequenas podem ser muito mais ativas que grandes [37]. Geralmente as
moléculas de proteina apresentam um formato eliptico, de modo que geralmente s&o
reconhecidos dois tipos de orienta¢do na adsorgdo: “end-on” (ou “head-on”), com menor area
de contato e o eixo de maior extensao paralelo ao vetor normal da superficie, ou “side-on”, na
qual maior area da superficie da proteina estd em contato com a superficie, e 0 eixo de maior
extensdo é perpendicular & normal da superficie. Uma ilustragdo da concanavalina A na sua
forma dimérica sob uma superficie de grafeno nas orientagdes “side-on” e “end-on” é

apresentada na Figura 2:
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Figura 2: Exemplos de conformagdes (a) “side-on” e (b) “end-on” para o dimero da

concanavalina A.



23

Por vezes a orientacdo é estipulada pela quantidade de proteina adsorvida [38], porém a
variacdo, dentre outros fatores, da concentracdo da proteina em solucdo, influencia na
conformacdo das moléculas. Em baixas concentragdes ha uma preferéncia pela forma “side-
on”, pois ela maximiza o nimero de interagdes entre a proteina e a superficie, enquanto que
para altas concentracfes a forma “end-on” geralmente ¢ majoritaria [27, 38, 39]. Se as
energias livres por unidade de area para a adsorcdo em diferentes orientacdes forem proximas,
é possivel estimar a probabilidade de uma dada orientacdo, de modo que esta probabilidade é
superior para orientacfes com maior a area de contato [40].

Modificagbes estruturais da proteina apds adsorcdo sao influenciadas pela
hidrofobicidade total da proteina. Neste caso, proteinas altamente hidrofébicas tendem a ter
uma estabilidade estrutural menor frente a adsorcao, sendo, portanto, chamadas de proteinas
“soft” [37, 41]. Entre elas estdo as albuminas de soro bovino e humano (BSA ¢ HSA), a a-
lactoalbumina, a B-caseina, a hemoglobina e a catalase [31, 38]. Elas adsorvem em superficies
hidrofobicas e hidrofilicas, mesmo que a adsorcéo seja eletrostaticamente desfavoravel. Ja
proteinas estaveis sao chamadas de “hard”, e s6 adsorvem em superficies hidrofilicas caso
haja um favorecimento eletrostatico (carga da proteina oposta a da superficie) [38, 42].
Alguns exemplos deste tipo de proteina sdo a lisozima, a B-lactoglobulina e a ribonuclease
[31, 38]. Uma maior hidrofobicidade superficial da proteina, por outro lado, implica num
aumento da quantidade maxima de proteina adsorvida [37].

Dos parametros controlaveis em solucdo, os mais estudados sdo a forcga idnica e o pH.
Geralmente o aumento da forca iénica implica uma maior quantidade de proteina adsorvida
[30, 38]. Como a forca ibnica tem a capacidade de potencializar o carater eletrostatico das
interacdes envolvidas, foi observado que no ponto isoelétrico da proteina (pl) a interferéncia
da forca idnica ¢ minima (pois a carga liquida da proteina ¢ zero), e em outros pH’s a
quantidade maxima de proteina adsorvida aumenta com o aumento da forca idnica [41], sendo
o efeito mais pronunciado em superficies hidrofilicas que em hidrofébicas [43]. A forca
ibnica também pode influenciar dificultando as modificacBes estruturais das moléculas
adsorvidas [41], ou favorecendo uma conformacdo especifica, como a “end-on” em
detrimento da “side-on” para elevadas forgas ionicas [37].

E bem conhecida a tendéncia de que um maximo de adsor¢do ocorra em pH’s proximos
ao pl da proteina, pois a repulsdo entre as moléculas na superficie € minima [27, 31, 44], a
curva de maximo de adsorcéo vs. pH exibindo um formato de sino centrada proxima ao pl

(resultado da competicdo entre interacdes eletrostaticas proteina-proteina e proteina-
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superficie) [28, 37, 41]. Alterar o pH muda o estado de protonagdo de diversos grupos
funcionais presentes na proteina (além de grupos funcionais na interface, se houverem),
mudando ndo s6 sua carga liquida como a distribuicdo desta carga. Esta distribuicdo
influencia na orientacdo final da proteina [45, 46] e permite entender, por exemplo, como a
orientacdo € modificada para minimizar a energia de interacdo entre moléculas vizinhas na
superficie (ver Figura 1 da referéncia [31]). Esta distribuicdo superficial de carga pode ser
obtida através de métodos computacionais baseados na resolucdo da equacdo de Poisson-
Boltzmann para proteinas [47, 48], entre eles 0 APBS (sigla em inglés de “Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver”) [49], que fornece uma resolugdo numérica a partir de arquivos
depositados no PDB.

Espera-se que superficies com cargas opostas a das moléculas de proteina levem a uma
maior adsorcdo, mas embora esse efeito seja bastante verificado [50-52], é certo que mesmo
proteinas com cargas de mesmo sinal que a superficie, ainda que a superficie seja hidrofilica,
podem adsorver [27]. Isto ocorre porque proteinas “soft” adsorvem dominadas pelo aumento
de entropia conformacional, de modo que as interacbes eletrostaticas tém influéncia
secundaria. Para proteinas “hard” a interacdo eletrostatica pode ser o fator determinante na
quantidade adsorvida, sobretudo em superficies hidrofilicas, onde a contribuicdo entropica é
menor ainda [38, 42].

Para determinar a carga da superficie usualmente mede-se o potencial de carga zero
(abreviado em inglés como “PZC”) que, dentre varias abordagens [53], pode ser estimado a
partir de medidas de capacitancia em diferentes potenciais [54]. Potenciais superiores ao PZC
implicam uma superficie positivamente carregada, e potenciais inferiores, superficies
negativamente carregadas. De um modo geral adsorcdo de anions (ClI, Br,, I) implica um
deslocamento catddico (para potenciais mais negativos) do PZC [55], e adsorcdo de céations

(como TI* e Cs*) provoca um deslocamento no sentido anédico [56].

1.2 - Carbono Vitreo

A grande estabilidade frente a ataques quimicos comparado a outros tipos de carbono e
o fato de apresentar poros de tamanho muito pequeno (3,5 a 35 nm), bem como o baixo custo
e a ampla janela de potencial de trabalho, fazem do carbono vitreo (cuja sigla em inglés
geralmente ¢ GC de “Glassy Carbon”) um material atrativo para a preparacdo de eletrodos

inertes [57, 58]. Outra caracteristica interessante neste tipo de superficie em comparacdo as
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metalicas é habilidade do carbono de formar fortes ligagcdes covalentes com uma variedade de
materiais, que tem sido explorada extensivamente para modifica¢es na superficie [59].

O eletrodo de carbono vitreo (GCE) precisa ser submetido a um pré-tratamento para
fornecer resultados reprodutiveis [57]. O mais basico deles é o polimento com alumina, que
forma valéncias incompletas nas extremidades do grafeno, permitindo-o reagir com oxigénio
e agua para produzir véarios tipos de grupos funcionais oxigenados. Estes grupos estardo
presentes nos eletrodos de carbono a menos que pré-tratamentos especiais sejam usados.
Grupos contendo oxigénio como carbonilas, OH fendlicos, lactonas, éteres, e carboxilatos na
superficie sdo referidos coletivamente como “Oxidos de superficie” ou “6xidos” [59]. ApOs
este tipo de tratamento se espera que a superficie tenha aspecto similar a representacdo da
Figura 3:

Figura 3: Grupos funcionais em eletrodo de carbono vitreo submetido a polimento

convencional com alumina. Adaptado de [60].

Esta oxidacdo também pode ocorrer pelo contato da superficie com acidos ou outros
agentes oxidantes [57]. Geralmente o polimento leva a uma razdo oxigénio/carbono (O/C)
entre 10-14 %, que pode se manter por horas de exposi¢do ao ar [61]. Os 6xidos modificam o
comportamento da superficie frente a adsorcéo, cinética de transferéncia de elétrons e catélise,
por exemplo [59]. No entanto, algumas reacdes de transferéncia de elétrons na interface ndo
sdo sensiveis & formagao dos Oxidos, como o processo [Fe(CN)s]* + e S [Fe(CN)g]*, embora
seja bastante sensivel & adsor¢do [60]. Com relacdo ao pré-tratamento do eletrodo, o emprego
de [Fe(CN)e]*™* em KCl(ag) 1 M tem sido um teste de referéncia comum para mostrar
atividade do eletrodo pela medida da constante de velocidade k°, cujos valores ficam entre
10* e 0,14 cm's? [62].

O pré-tratamento eletroquimico mais comum é a oxidagdo por algum periodo de tempo
no limite positivo de potencial (também chamada de “ativagdo” do carbono), geralmente na

faixa de 1 a 2 V vs. SCE (sigla em inglés para “Saturated Calomel Electrode” = Eletrodo
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Saturado de Calomelano) [59]. Na verdade tdo logo o potencial seja mantido positivo em
relacdo a este eletrodo de referéncia, grupos carbonila e até carboxila sdo formados [57].
Dependendo da duracdo da anodizacdo pode-se formar na superficie um filme de 6xido de
grafite eletrogerado. Esse filme possui razdo O/C abaixo de 0,2, contém muitos sitios
anidnicos e é permeavel a solventes e moléculas pequenas [59]. Foi reportado que a pré-
anodizacdo em 1,75 V (vs. SCE) por 10 minutos leva a formagéo de algo em torno de 11
grupos/A? (assumindo reacdo de 2 elétrons por grupo) [63]. Outra possivel alteraco
decorrente da oxidacdo é a diminuicdo da hidrofobicidade da superficie apos anodizacdo em
1,5V vs. Ag/AgCl (NaCl 3 M) [61].

1.3 - Concanavalina A

1.3.1 - Breve historico

A concanavalina A (conA) € uma proteina que pertence ao grupo das lectinas, proteinas
que se aglutinam e/ou precipitam glico-conjugados [64]. Ela foi primeiro isolada como uma
das globulinas do “jack bean” (Canavalia ensiformis, uma espécie de feijao) por J. B. Sumner
em 1919 [65] (ganhador do Nobel de quimica de 1946 por obter a primeira enzima na forma
cristalina, a urease). Seu ponto isoelétrico foi determinado alguns anos depois como sendo de
5,5 [66, 67], de modo que a proteina possuiria uma carga liquida negativa em pH fisioldgico.

O potencial da proteina na aglutinacdo de glébulos vermelhos (ou eritrdcitos) de certos
animais foi revelado em 1935 [68], 0 que a tornou a primeira aglutinina obtida na forma
cristalina [67]. Sabendo que a conA precipita na presenca de glicogénio em solucdes neutras
[68], bem como na adi¢do de amido ou sacarose, especulou-se que a atividade da proteina
seria devido a uma ligacdo com carboidratos [67]. A precipitagdo do glicogénio passou a
indicar a atividade da proteina, e estudos mostraram que sua inativacdo poderia ser realizada
pela retirada de ions metalicos essenciais na ligagdo com o polissacarideo, notadamente o
Ca?* e 0 Mn?* [69], embora a presenca do segundo nio seja obrigatoria [70]. Os estudos de
Goldstein mostraram que a concanavalina A pode se ligar a mono-, oligo- e polissacarideos
com grupos hidroxila acessiveis nas posi¢des C-3, C-4 e C-6 de grupos a-D-manopiranosil e
a-D-glucopiranosil, e a certos residuos ndo terminais de manose [71, 72].

Discordancias nas primeiras medidas da massa molar da lectina suscitaram estudos que
mostraram que o valor observado dependia do pH [73, 74]. Os primeiros estudos de raio-X

[75-77] e eletroforese [78, 79] revelaram que a proteina € um oligbmero composto de



27

unidades monoméricas de algo em torno de 27.000 daltons, existindo como dimero em pH’s
préximos a 5,0 ou majoritariamente como tetrdmero em condi¢fes neutras, proporcdo
influenciada pela forca idnica e a temperatura do meio [80].

A conA foi a primeira lectina cujas estruturas primaria [81-83] e terciaria [81, 84] foram
determinadas, com 237 aminoacidos por mondmero e um arranjo espacial dominado por
folhas B antiparalelas, como investigacdes empregando dicroismo circular indicavam
previamente [85]. O papel das interacdes de hidrogénio e outras ligacdes ndo-covalentes na
coesdo da estrutura quaterndria foi entdo profundamente estudado [86]. Destes estudos
constatou-se que as dimensdes do mondmero sdo 42 x 40 x 39 A% [77, 87], do dimero 30 x 45
x 80 A2 [76] (depois 84 x 40 x 39 A3 [86]) e do tetramero ficam em torno de 63 x 87 x 90 A3
[75-77, 84, 88]. As dimensdes do dimero segundo Waner et al. [40] podem ser aproximadas a

de um paralelepipedo de dimensdes 30 x 45 x 75 A3, como ilustrado na Figura 4:
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Figura 4: (a) Dimensdes aproximadas do dimero da concanavalina A de acordo com

Waner et al. [40] e (b) respectivas areas de contato para diferentes faces do paralelepipedo.

1.3.2 - Concanavalina A desmetalizada

N&o s6 a ligagdo da concanavalina A com carboidratos é reversivel - o que a qualifica
como lectina - mas, uma vez destituida dos metais que atuam como cofatores para a ligacdo
carboidrato-proteina, sua atividade pode ser restaurada por exposicdo a sais destes metais
[69]. Essa reversibilidade associada a ligagdo metal-proteina levantou interesses acerca das
modificagdes estruturais que ocorriam com a complexacdo e seu papel na ativagdo da
proteina. Como outras lectinas da familia Leguminosae precipitam ao serem desmetalizadas, a

concanavalina A é o unico membro da familia cujas coordenadas atdmicas da estrutura
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desmetalizada sdo conhecidas [2]. A chamada apo-concanavalina A (o prefixo apo significa
“isenta de cofator”) foi primeiro cristalizada por A. Jack e J. Weinzierl em 1971 [89], e possui
dimensdes em torno de 61 x 84 x 91 A3 (tetrdmero) [2, 89, 90]. A estrutura do tetramero,
similarmente ao da proteina metalizada, tem formato tetraédrico resultante da conjuncdo dos
dois dimeros, como ilustrado na Figura 5 a partir da representacdo dos dados obtidos por
Bouckaert et al. [2]:

Figura 5: Tetramero da apo-concanavalina A, segundo coordenadas atbmicas de

Bouckaert et al. [2] e a visualizacdo dos dimeros (em vermelho e azul) no software VMD [3].

Estudos da complexacdo da apo-conA com ions célcio e manganés realizados por
Rodney D. Brown Il et al. (1977) permitiram inferir a existéncia de duas formas da conA,
chamadas “locked” e “unlocked” [91], ou ativa e inativa segundo Bouckaert et al. [2]. A
barreira de ativacdo e constante de equilibrio de conversao da forma “unlocked” para

[3

“locked” sdo 22 kcal'mol™ e 0,15, respectivamente, de modo que a forma “unlocked” ¢
predominante em solucdes de apo-conA [91, 92]. Entretanto este equilibrio é influenciado
pela presenca dos metais, pois a forma “locked” possui maior afinidade pelos ions, levando a

um dominio desta conformacdo em solugGes da proteina nativa (ou holo-conA). Mostrou-se
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que a forma “locked” na apo-proteina possui uma interacdo muito mais forte com sacarideos
que a “unlocked” [93], e como a concentragdo da conformagdo “locked” na proteina ativada
pelos metais € aproximadamente 100% [94], esta forma ¢é tida como ativa, ¢ a “unlocked”
como inativa [2]. Estruturalmente verificou-se que a diferenca entre as duas formas ocorre na
ligacdo peptidica entre Ala-207 e Asp-208, que é cis na forma “locked” e trans na forma
“unlocked” [95, 96]. As estruturas apresentadas nas Figuras 1, 2, 4 e 5 sdo referentes a forma
“unlocked” (inativa) da apo-concanavalina A, predominante em solucao.

A presenca de diferentes formas da conA, como dimérica/tetramérica e
“locked”/”unlocked”, suscitou estudos mais detalhados na medida do pl da proteina. A
proteina estruturalmente intacta apresenta pl de 8,35 e 8,15 para dimero e tetrdmero,
respectivamente. Ja a apo-conA desativada apresenta pl 6,5 na forma dimérica, e a ativada de
6,4 para o dimero e 6,25 para o tetrdmero [97]. Naturalmente observou-se uma tendéncia do

dimero possuir um pl ligeiramente superior ao do tetrdmero, em torno de 0,2 unidades de pH.

1.2.3 — Aplicacbes da concanavalina A e estudos de adsorc¢ao

A capacidade da conA de adsorver em superficies sélidas sem perder substancialmente
sua especificidade ao ligar-se a carboidratos, uma consequéncia de sua estabilidade estrutural
[98], tem permitido seu uso em varias aplicacdes. A forte interacdo da conA com carboidratos
foi aproveitada na construcdo de multicamadas enzimaticas, camada-por-camada, em
superficies de quartzo, platina e carbono vitreo, para aplicacbes em bioreatores, eletrocatélise
e biosensores, bem como para deteccdo de glicose [99-101]. Estas camadas alternam a lectina
com enzimas, que podem ser modificadas para conter grupos glicosidicos e assim serem
ancoradas as camadas de conA (embora a abordagem ndo seja recomendada, por diminuir a
atividade da enzima). A proteina imobilizada em fibras de microdidlise também mostrou-se
importante no desenvolvimento dos primeiros detectores de glicose baseados em
fluorescéncia [102, 103], que precedeu um significante aumento nos sensores de glicose in
vivo para diabéticos empregando a proteina [104].

Estudos visando um maior entendimento do processo de adsor¢do da conA em diversas
superficies foram realizados. Em superficies de Ta2Os e SiO> foi verificado que a adsorcdo da
conA leva a multicamadas depois de algumas horas, mas as moléculas adsorvidas podem ser
retiradas quase por completo ao lavar-se a superficie [105]. Waner et al. observaram, via
microscopia de forga atbmica, a adsorcdo da proteina em mica em baixas concentra¢des da

proteina, implicando a adsor¢ao de dimeros mesmo em pH 7,3 [40]. Eles desenvolveram um
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modelo para explicar a distribuicdo de orientagdes das moléculas na superficie, sendo uma
soma de distribui¢des normais de diferentes orientagdes, da qual a preferencial foi a “side-
on”. Este modelo prevé que para uma adsor¢do nédo seletiva de proteinas, a orientacdo que
maximize a area de contato com a superficie € a mais provavel de ser observada. Eles
estimaram dimens@es para o dimero (29 x 45 x 59 A%) e uma energia de interacdo com
superficie de -20 kJ-mol™* para a orientagio favoravel.

No desenvolvimento de multicamadas enzimaticas, a adsor¢do de concanavalina A foi
estudada em quartzo, platina e carbono vitreo [99, 100]. A adsor¢édo foi monitorada em funcgéo
de tempo nos dois primeiros casos, e estimou-se para a superficie de quartzo (hidrofobico) um
recobrimento percentual de 42% ap6s 10 minutos (adsorcgdo irreversivel frente a lavagem com
0 tampdo), e algo préximo de uma monocamada na superficie de platina. Considerando o pH,
foi-se atribuida a adsorcédo aos tetrameros da conA.

Diniz e Ueta constataram que a adsor¢do da conA pode ser potencializada pela oxidagéo
(quimica ou eletroquimica) da platina, neste caso formando multicamadas protéicas [106], e
que a proteina nativa adsorve menos prontamente que a desmetalizada (diferenca notavel em
superficies oxidadas) [107]. Mielczarski et al. estudaram a adsorcdo de conA em poliestireno
como superficie hidrofébica [108] e germéanio como hidrofilica [98]. Ele verificaram que em
pH 4,8 uma camada do dimero na orientacdo “side-on” ¢ formada sob o poliestireno nos
primeiros 15 minutos, mas que ap6s 22 horas de adsor¢do uma mudanca para a forma “end-
on” ocorre. Em pH 7,4, por outro lado, ha a formacdo de uma primeira camada de dimeros
“side-on”, que difundem mais rapido em solugdo, e posteriormente uma segunda de
tetrameros [108]. Na superficie de germanio, hidrofilica por conter 6xidos e hidroxidos na
superficie, eles observaram comportamento similar, porém uma adsor¢do mais intensa. N&o se
verificou desorcdo das moléculas adsorvidas apds limpeza com agua e NaCl 1 M, porém
empregando uma solucdo de SDS (sigla para “Sodium Dodecyl Sulfate”, um forte detergente)
foi possivel retirar boa parte da quantidade de proteina posteriormente adsorvida. Com isso
constatou-se que, apesar da estabilidade da camada em solucGes salinas, a adsorcdo em

germanio é de natureza fisica [98].
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1.4 - O estudo do fendbmeno da adsorc¢ao

1.4.1 — Nog0es basicas

Antes de discutir os aspectos cinéticos e termodindmicos da adsor¢do de proteinas em
eletrodos solidos, é importante descrever alguns conceitos béasicos envolvendo adsorgéo.
Grande parte destas definices foi obtida em literatura especializada [109].

A regido limite entre duas fases em contato é conhecida como interface. Nela as
espécies expostas a outra fase apresentam estados energéticos diferentes do das localizadas no
interior de ambas as fases. O processo de adesdo de espécies provenientes de uma das fases na
interface, de modo que sua concentracdo seja maior que a do interior da mesma, €
denominada adsorc¢do. O processo contrario é chamado de desorcdo. O material no estado
adsorvido é chamado de adsorbato, e a superficie na qual adsorve de adsorvente (o termo
em geral é usado para superficies sélidas, mas pode ser usado para a de liquidos). Em
condicdes de equilibrio a temperatura constante, a relagdo entre a concentracdo inicial do
adsorbato e seu excesso na interface é conhecida como isoterma de adsorcdo. Essa
concentracdo, segundo o tratamento das funcGes de excesso de Willard Gibbs [110, 111], é
chamada de excesso (ou densidade) superficial T', e se ha um Unico adsorbato a baixa

concentracdo numa das fases, pode ser obtido pela Eq. 1:

T=n/A Eq. 1

Em que n é o nimero de mols da espécie adsorvida e A é a area total da superficie. Por
vezes 0 excesso de massa superficial (I'm) € reportado, em que n na Eq. 1 é substituido pela
massa do componente adsorvido, m. Outra medida da quantidade do adsorvente em isotermas
de adsorcdo é o recobrimento da superficie (6). Ele € uma propor¢cdo da quantidade
adsorvida (I') em uma dada condi¢do em relagdo ao esperado (ou observado) para uma

monocamada (I's), como descrito pela Eq. 2:
0=T1T Eq. 2
Uma adsorcdo de monocamada ocorre quando todas as espécies adsorvidas estdo em

contato com o adsorvente, a monocamada sendo formada quando todos os sitios disponiveis

para a adsorcéo estdo ocupados com o adsorbato. Este ponto pode ser chamado de saturacao,
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quando I' = T's, e consequentemente # = 1. A Eq. 2 é igualmente valida para multicamadas.
Quando a adsor¢do ndo ocorre em sitios especificos e qualquer regido do adsorvente pode ser
ocupada com o adsorbato, o recobrimento da saturacdo € equivalente a (a-Na)*, em que a
equivale a area de contato do adsorbato e Na € 0 numero de Avogadro. O recobrimento da

superficie pode ser relacionado, portanto, com o excesso superficial:

Eqg. 3

Uma vez que a relagdo entre T'me I' € T' = T'n/M, em que M é a massa molar da espécie
adsorvida, a Eq. 3 pode ser rearranjada para relacionar I'n com 6

I, = M9 Eq. 4
aN ,

1.4.2 - Isotermas de adsorcao

Os primeiros modelos para isotermas de adsorcao tiveram como foco a interface sélido-
gés. Um dos mais famosos é o de Irving Langmuir [112-114], deduzido a partir de

argumentos cinéticos, no qual se assume que:

1) as particulas do adsorbato ndo interagem entre si (ou no limite em que as interacfes
com o adsorvente sdo muito mais favoraveis);

2) asuperficie é idealmente plana;

3) aenergia de interacdo adsorvente-adsorbato apresenta um Unico valor (homogénea);

4) ndo ha formacao de multicamadas;

5) aadsorcéo é reversivel;

6) aadsorgdo ocorre em sitios especificos.

A equacdo que relaciona a pressao do adsorbato na fase gasosa (p) com o recobrimento

o=—FP
1+Kp

Eqg.5
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Em que K é a razdo entre a constante de equilibrio da reagdo (de adsorcdo) e a pressdo
padrdo p° [115]. Como equilibrio implica reversibilidade, a isoterma de Langmuir é
reversivel, ou seja, 0 aumento da pressdo eleva o recobrimento até um patamar, mas a
diminuicdo da pressdo também permite a desor¢do completa do adsorbato.

Outras isotermas foram propostas, para superficies heterogéneas como a de Temkin
[116], para adsorbatos interagentes como a de Frumkin/Fowler [117, 118] e para
multicamadas como a isoterma BET [119].

Como a aplicacdo da termodinamica estatistica para a obtencdo de isotermas pode se
valer do uso da aproximacdo de um solvente primitivo (ndo-estruturado), a principio as
isotermas deduzidas desta forma para interface sélido-gas — como as de Langmuir [120, 121],
Temkin [122] e Frumkin/Fowler [118, 121] — podem ser empregadas para interfaces solido-
liquido, substituindo a pressdo do adsorbato pela sua concentracdo (em solugdes diluidas)
[123].

Além da mudanca de p para a concentracdo do adsorbato, [A]o, as isotermas de adsorcao
em solugdes aquosas possuem outro fator que as diferencia das isotermas em fase gasosa, pois
a atividade do solvente (as) deve ser considerada. Neste caso a isoterma de Langmuir, por

exemplo, seria:

- 14I-< K[ '?]AO]O =0-0
Em que K’ = (as)exp(-dadsi/RT), sendo Aagsie 0 potencial quimico de adsorgdo, R a constante
dos gases ideais e T a temperatura.

Para que isotermas deduzidas para interfaces solido-gas sejam aplicadas em interfaces
solido-solucédo, o tamanho do adsorbato deve ser equivalente ao do solvente, caso contrério as
isotermas precisam ser modificadas [124-126]. Esta implementacdo a principio é necessaria

em se tratando da adsorcdo de proteinas [127].

1.4.3 - Aplicacdo em adsorgéo de proteinas

Dentre as informag0es mais relevantes que podem ser obtidas das isotermas de adsorc¢ao
de proteinas estdo pistas sobre mecanismos de adsorc¢éo, a densidade superficial de saturag&o,

e em alguns casos a energia livre do processo [128].
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As curvas de recobrimento vs. concentracdo de macromoléculas, inclusive proteinas,
frequentemente sdo isotermas de alta afinidade [37], uma vez que polimeros podem adquirir
muitas conformacOes estaveis [129]. Neste tipo de curva a quantidade adsorvida é elevada
mesmo para baixas concentraces de proteina em solugdo. Deste modo a isoterma apresenta
uma elevacdo ingreme seguida de um plateau, ponto em que a superficie estd saturada com
moléculas de proteina [130]. O qudo inclinado € o inicio da isoterma depende da sensibilidade
da técnica usada para determinar a concentracdo na superficie [123]. Varios exemplos deste
tipo de isoterma como resultado da adsorcdo de proteinas sdo encontrados na literatura [41,
42, 44, 131]. Para proteinas “soft” este comportamento quase sempre ¢ observado, apesar de
que para proteinas compactas uma inclinacdo inicial finita ndo é uma excecdo [30], como
observado em adsorc¢édo de colageno em vidro [28]. O conhecimento da densidade superficial
na regido do plateau permite inferir se ha formacdo de uma ou mais camadas, ou algum tipo
de orientagcdo preferencial da proteina nestas condi¢des, uma vez que os valores de I' no
plateau geralmente sdo proximos ao de uma camada compacta de moléculas lado a lado, na
orientagdo “side-on” ou “end-on” [30, 130].

Os modelos de isoterma usualmente empregados para modelar a adsorcdo de proteinas
sdo os de Langmuir e o de Freundlich [132-136], embora a isoterma de Temkin também
tenha sido considerada [137, 138]. H& muita discussdo em torno do emprego destas isotermas
para modelar os dados e obter, a partir deles, pardmetros como energia livre de adsorcéo.

A isoterma de Langmuir, como descrita na secdo anterior, assume certas premissas, as
guais nem sempre sdo aceitaveis no caso da adsorcdo de proteinas. As interacbes entre
proteinas ndo podem ser menosprezadas [30], sobretudo em elevados recobrimentos, onde a
orientacdo pode mudar devido a moléculas vizinhas, como no fibrogénio [31, 139]. A
adsorcdo na maior parte das superficies ndo ocorre em sitios especificos, mas em posicoes
randomicamente selecionadas [39], e provavelmente ndo envolve uma energia Gnica, mas uma
distribuicdo de energia [127], além de que a proteina pode adsorver em diferentes posicdes em
fungdo da concentragdo, como discutido anteriormente. As proteinas podem formar
multicamadas de adsor¢do (se os mondmeros ndo sdo soluveis no meio liquido) [39, 140] e,
mais importante, a adsor¢do geralmente ndo é completamente reversivel [39], possuindo uma
parcela adsorvida irreversivelmente que impede um tratamento termodindmico convencional.
Deste modo, isotermas reversiveis como as apresentadas anteriormente a principio ndo podem
ser aplicadas em casos em que a desor¢do ndo ocorre frente a diluicdo da concentracdo de

adsorbato no meio liquido. Desorc¢do por modificacdo de pH, forca idnica e presenca de outras
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proteinas sdo fendbmenos verificados, mas desorcédo frente a diluicdo geralmente ndao ocorre ou
ocorre numa velocidade lenta demais, na pratica podendo ser desprezada [39, 43, 44].

A maioria das medidas de isotermas de adsorcdo podem ndo ser verdadeiras isotermas
de equilibrio, pois leva consideravel periodo de tempo até que o equilibrio da adsorcdo de
proteinas seja atingido [130]. Neste sentido obtém-se pseudo-isotermas e um pseudo-plateau
[141]. Assumindo que se obtenha uma isoterma verdadeira, € necessario constatar a
reversibilidade do processo para obtengdo de Aadgsu. Para isso uma medida completa de
isoterma de adsorcdo, ou seja, no sentido ascendente (aumentado a concentracdo do
adsorbato) e descendente (diminuindo a concentracdo do absorbato) deve ser feita. Para uma
adsorcdo reversivel as curvas ascendente e descendente devem coincidir em todos os valores
de concentracdo [37, 142], como ilustrado na Figura 6(a). Embora reversibilidade seja
comumente observada em adsorcdo de moléculas pequenas, a adsorcdo de proteinas
raramente pode ser tratada como reversivel, exceto para proteinas “hard” em superficies com
carga oposta a da proteina [38]. Como consequéncia as isotermas no sentido ascendente e
descendente ndo coincidem, com a isoterma descendente sendo de mais alta-afinidade [43,

142], como ilustrado na Figura 6(b) para um caso extremo de adsor¢do sem desorcao.

(a) (b)
Figura 6: Isotermas de adsor¢do completas, ascendente (em azul) e descendente
(vermelho), para um caso (a) completamente reversivel e (b) completamente irreversivel.
Adaptado de Norde et al. [43].

Para a obtencédo da energia livre de adsorcéo a partir isotermas € necessario um modelo
de isoterma [115, 143]. Caso seja verificada que a adsorcdo da proteina numa dada superficie

é reversivel pela medida da isoterma completa, equacdes como a de Langmuir (Eq. 6) podem
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ser usadas [27], como procedeu Roscoe e colaboradores [136]. Caso contrario, ou obtém-se a
energia livre a partir da entalpia e da entropia de adsor¢do medidas por outros métodos [37]
ou usa-se um modelo de isoterma que considere a adsor¢do ao menos em parte irreversivel,
seja ela derivada das leis da termodinamica irreversivel [142] ou a partir do equilibrio
dindmico [144]. Neste Gltimo caso deduz-se a cinética de velocidade da reacdo de acordo com
um mecanismo e resolve-se a equacdo para tempos infinitamente longos de adsorgdo [145,
146].

Apesar das ressalvas em empregar o modelo de Langmuir para sistemas irreversiveis, a
Eq. 6 geralmente promove bons ajustes e pode-se associar K’ ndo a constante de equilibrio,
mas a uma medida da afinidade relativa da proteina pela superficie [37, 130].
Interessantemente, estudos em termodinamica estatistica de ndo-equilibrio mostraram que a
isoterma de Langmuir pode ocorrer como resultado da associacdo de fenémenos difusionais e
adsortivos [147].

1.5 - Cinética
1.5.1 — Adsorcéo de proteinas em interface soélido/liquido

Embora a adsorcdo a partir de solucbes seja geralmente estudada em condicdes de
equilibrio em detrimento a estudos cinéticos [148], o inverso ocorre na adsor¢do de proteinas,
devido a dificuldade em descrever termodinamicamente a adsorcdo por meio de modelos de
isoterma [130, 149].

A adsorcdo de proteinas geralmente é descrita por mecanismos com etapas distintas.
Estas etapas em geral sdo: 1) transporte até a superficie (pelo fluxo difusional J), 2) adsorcéo,
3) rearranjos estruturais, 4) desprendimento da superficie e 5) transporte para longe da mesma
[27, 30, 130]. Naturalmente que certos tipos de sistemas ndo apresentam todos 0s processos, e
tipicamente o que se observa é o efeito da limitacdo da velocidade por um ou mais destes
eventos. Outras classificagbes ndo ordenam as etapas como sendo uma sequéncia, mas um
conjunto de tipos de adsorcéo, em regides onde ela pode ocorrer reversivelmente (com ou sem
modificagdo estrutural) e outras irreversivelmente [150, 151]. De uma maneira geral 0s
mecanismos empregados no estudo da adsorcdo de proteinas sdo variagfes dos apresentados

na Figura 7, segundo o esquema proposto por Ramsden [39]:
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Figura 7: Esquema representando os mais freqiientes mecanismos propostos para adsorcao de

proteinas. Adaptado de Ramsden [39].
1.5.2 - Difuséo

Um dos primeiros a propor uma equacdo que permitisse relacionar quantidade de
material adsorvido em funcdo do tempo t para um processo controlado por difusdo foi

Langmuir [152], segundo a Eq. 7:

I'(t) = 2[A],(Dt/z)"? Eq.7

Em que D é o coeficiente de difusdo do adsorbato. A teoria da adsorcdo controlada por
difusdo em uma superficie plana na auséncia de transporte convectivo foi formalizada por
Ward e Tordai [153] (para casos onde nem toda colisdo causa adsor¢do), e posteriormente
generalizada para diferentes geometrias de superficie, com ou sem camada estagnante [148,
154].

O transporte das moléculas de proteina é controlado, nos casos mais simples, por
difusdo. Especialmente para baixas concentracGes de proteina, observa-se que o transporte
ocorre de maneira mais lenta que a adsor¢cdo em si, de modo que a Eqg. 7 mostra-se aplicavel,
como verificado posteriormente em interfaces ar-liquido [155, 156] e solido-liquido [28, 140,
150, 157]. No entanto, & medida que a concentragdo de espécies adsorvidas aumenta na
superficie as interacdes entre as moléculas promovem um desvio desta dependéncia, uma vez
que a velocidade da adsorcéo passa a ser limitada pela propria [27, 30].

A influéncia do controle difusional na velocidade da reacdo pode ser verificada a partir
de um gréafico de I'(t) vs. t¥2 [28], em que na regido de linearidade o coeficiente angular

assume o valor:
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(dr'(t)/dt"?),_, = 2[Al,(D/z)"2 Eq. 8

1.5.3 - Adsorcéao

Véarios modelos que descrevem a cinética de adsorcdo de proteinas foram formulados
segundo mecanismos distintos, dos mais simples, como o de Langmuir [114], aos mais
complexos, como os de Soderquist e Walton [158] ou o de Lundstrom e Elwing [151],
embora se tenha uma preferéncia pelos modelos mais simples (com menos parametros) [31].
Se apenas duas formas da proteina estdo envolvidas, em solucdo e adsorvida, pode-se
descrever a cinética da reacdo através da equacdo abaixo:

£0_kIPL @)~k Eq. 9

Em que ki1 e k-1 sdo as constantes de velocidade de adsorcdo e desorcéo, respectivamente, [P]o
é a concentracdo inicial de proteina na superficie e ®(#) é uma fungdo que descreve a area da
superficie acessivel para adsor¢do. Na adsorcdo em sitios especificos esta funcdo equivale a 1

— 6, de modo que a Eq. 9 passa a ser:

do
E:kl[P]O(l_e)_k—lH Eg. 10

que foi primeiramente descrita por Langmuir [114], e que no equilibrio (d6/dt = 0) leva a
isoterma de Langmuir se K’ = ki/ka (Eq. 6). Outras formas para a fun¢do ®(6) foram
propostas, como no modelo RSA (do inglés “Random Sequential Adsorption”), para 0 caso
de adsorcdo em regides aleatoriamente distribuidas na superficie e na auséncia de repulsédo
entre as moléculas [159], ou por uma serie de poténcias de & cujos coeficientes dependem da
natureza da adsorcdo e da geometria das espécies adsorvidas [160].

A adsorcdo de proteinas é com frequéncia observada e citada como sendo um fenémeno
irreversivel [44, 161], de modo que a quantidade de material adsorvido permanece constante,
ou varia muito pouco, frente a limpeza da superficie com o solvente [151]. Neste caso k-1 = 0,
e 0 recobrimento 6; varia com o tempo de acordo com a Eq. 11 (resolucéo deste e de outros
modelos cinéticos no APENDICE A):
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0, =1—e kPl Eq. 11

Este modelo simples foi empregado por Penners et al. [150], embora tenha-se verificado
que ki apresenta uma dependéncia com a concentracdo de proteina.

Ao considerar k-1 # 0, alguns trabalhos empregaram a Eq. 10 para modelar a cinética de
proteinas [138, 162—164], no entanto de uma maneira geral a comunidade cientifica considera
seu formalismo inadequado para descrever o fenémeno [31]. O recobrimento é descrito neste

Caso por:

k,[P], (k[P K )t
— (1_e 1LPJo*K ) Eq. 12
Y (k[P +k )

assumindo-se que [P]o ndo varia com tempo (concentracdo grande o suficiente para gerar um
processo de pseudo-primeira ordem [138]).

Outros trabalhos mostraram que é possivel considerar este tipo de cinética (de
Langmuir) acrescida da contribuicdo do transporte difusional [165, 166]. Bornzin e Miller

[150] deduziram, inclusive, a seguinte relaco:
I =T {l-exp[-2[P],A'(Dt/z)"* /T I} Eg. 13

em que A4’ ¢ a fracdo da superficie disponivel para adsor¢do e I'm” é a densidade superficial de
saturacdo. Empregando-se a Eq. 4, pode-se modificar a Eq. 13 para tornar 6 a variavel

dependente:

0 =1—exp(-2[P], A'aN ,(Dt/ z)"'* /M) Eq. 14
1.5.4 - Desnaturacéao

Foi observado experimentalmente [131, 167] e obtido teoricamente [168] que a
desnaturacdo da proteina adsorvida poderia ser considerada um processo de primeira ordem
(irreversivel). Este comportamento pode ser observado por graficos de log (I's — I') vs. t, que
mostra tendéncias lineares para processos de primeira ordem [169]. Se duas curvas com

diferentes coeficientes angulares sdo detectadas, entdo adota-se um modelo sequencial. O
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mais simples envolve uma forma de proteina em solugdo (P) e duas formas adsorvidas, uma

pouco modificada (P1) e outra desnaturada (P2). Modelos sequenciais do tipo

P— >p—* 3P, foram muito empregados por Caprani et al. [170-173] e Fievet et al.

[174, 175]. Neste modelo ndo se considera que a velocidade de formacdo de P> seja
influenciada pela area disponivel. Caso a desnaturacdo ocorra mais rapidamente numa
superficie sem proteina e diminua de velocidade em altos recobrimentos, 0 modelo deve ser
modificado, o que foi feito por Seigel et al. [146]. Modelos sequenciais com mais de trés
estados da proteina também foram explorados [176].

Se a adsorcdo é considerada, por outro lado, um processo reversivel, 0 modelo entdo
descreve um pré-equilibrio entre P e P1 e depois uma transformagédo irreversivel de P1 em P-.

Este tipo de modelo foi usado em alguns trabalhos [29, 177, 178].

1.6 - Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (cuja sigla em inglés é “EIS”) ¢ uma
técnica eletroquimica empregada no estudo de fendmenos interfaciais, geralmente eletrodo-
solugdo. Suas aplicacdes sdo bastante abrangentes, envolvendo desde estudos de mecanismos
das reacbes quimicas e/ou eletroquimicas que ocorrem na interface até aplicacdo em
biosensores [179, 180]. Ela permite investigar reacGes de transferéncia de elétrons e/ou
adsorcdo de espécies, sendo bastante utilizada em estudos de corrosdo e revestimentos
poliméricos. Algumas grandezas acessiveis a partir da técnica sdo constantes de velocidade de
processos redox ou de adsorcdo, coeficientes de difusdo e mobilidade ibnica, além da
constante dielétrica de um dado material [181].

O desenvolvimento da impedancia em sistemas elétricos foi em grande parte devido aos
trabalhos de Oliver Heaviside (1850-1925) [182]. De acordo com Bockris [183], a impedancia
(2) € uma espécie de resisténcia generalizada, que se aplica tanto para diferengas de potencial
e correntes continuas (d.c.) quanto alternadas (a.c.). De fato, do mesmo modo que a
resisténcia € dada pela razdo entre potencial (E) e corrente (I) pela lei de Ohm, a impedéancia é
descrita de maneira similar, porém potencial e corrente sdo funcbes periodicas descritas no

dominio de Fourier:

Z(iw)=% Eq. 15
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Em que i = (-1)¥? e w é a frequéncia angular do sinal alternado. Tanto potencial quanto
corrente podem ser controlados em um experimento, embora 0 modo potenciostatico seja
mais empregado [184]. Neste caso aplica-se um potencial continuo Epc ao qual se adiciona
um sinal alternado (geralmente senoidal) de baixa amplitude, Eac Observa-se a corrente de
resposta do sistema e a medida é convertida em impedéancia pelo equipamento (de acordo com
a Eqg. 15). Como pode-se medir a impedancia para um potencial alternado a diferentes
frequéncias, o resultado de uma varredura em certa faixa de frequéncias € o que caracteriza a
EIS como uma espectroscopia.

Como a impedancia € um numero complexo ela pode ser apresentada de diferentes
maneiras. Na forma retangular ela € um ponto no espaco em que as abscissas representam a
parte real (Z°) e as ordenadas representam a parte imaginaria (Z’’), de modoque Z=Z2"+iZ"".
Na forma polar o médulo da impedancia |Z| faz um angulo de fase ¢ com as abscissas. A
Figura 8 mostra esquematicamente estas descricoes:

A

Z”

)

Z b
Figura 8: Representacdo da impedancia no plano complexo pela forma retangular (cor preta)

e modular (cor azul).
Pelo esquema da Figura 8 é possivel obter o angulo de fase e 0 médulo da impedancia

pelas reacbes ¢ =tgt [Z/Z] e | Z|=[(2)? + (Z")*]"?, respectivamente. Também é possivel
deduzir a Eq. 16:

Z =|Z|(cos ¢ +isen g) Eq. 16

de modo que empregando as representagdes em séries das fungdes sen ¢ e cos ¢ obtemos a

forma polar (ou modular) da impedancia: Z = |Z|-¢”.
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H& diversas formas de se construir graficos em EIS. Um gréfico de |Z”’| vs. Z~ €
chamado de Nyquist, e é particularmente Util na anélise de mecanismos de rea¢do, mas néo
evidencia a frequéncia f no espectro (f = w/2x). No plano (ou grafico) de Bode, por outro lado,
a frequéncia figura no eixo das abscissas (em escala logaritmica), enquanto que |¢| ou log |Z|
sdo apresentados no eixo das ordenadas. O gréafico de |¢| vs. log f, por exemplo, é interessante
para verificagdo visual da eficiéncia de ajustes ndo-lineares nos dados experimentais [179].
Outra disposicdo dos dados pode ser obtida plotando-se Z’ ou Z’’ (em escala logaritmica ou
ndo) em funcao de log f (ou log w). Este tipo de grafico foi bastante explorado por Orazem et
al. [185].

Em se tratando de sistemas eletroquimicos, a interpretacdo dos fendmenos que ocorrem
na interface frequentemente é realizada por meio de circuitos equivalentes, que sdo circuitos
elétricos cujo comportamento impedimétrico é andlogo ao de interfaces eletroquimicas. Neste
caso os parametros do circuito sdo ajustados para reproduzir de maneira mais fidedigna os
dados experimentais, geralmente através de regressdo ndo-linear [186]. Por exemplo: o
circuito composto por um capacitor com capacitancia C em série com um resistor de
resisténcia R, chamado circuito RC, pode ser comparado a uma interface eletroquimica que
possui uma capacitancia de dupla-camada elétrica Cq e uma resisténcia da solucdo Rq. Este
tipo de circuito é chamado de bloqueante ou idealmente polarizavel, e é representado na
Figura 9(a).

Cd||
R Reo | |

£ Cq
_ —NMAN— Ret
-
(a) (b)

Figura 9: Circuito (a) RC, blogueante; (b) de Randles, reativo.

A impedéancia no circuito RC é descrita pela Eq. 17 [182]:

) 1 i
Z(iw)=R+—=R——— Eq. 17
(i) iwC «C q
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Um sistema eletroquimico que se comporta de maneira analoga a este circuito RC €
caracterizado por um grafico de Nyquist no qual os valores de impedancia para todo o
intervalo de frequéncia apresentam Z’ = R, e a parte imaginaria € inversamente proporcional a

frequéncia segundo a relacao:

oo 1 Eq. 18
aC

Quando ha transferéncia de carga na interface designa-se o eletrodo de reativo ou
idealmente ndo-polarizavel. O circuito mais simples que agrega esta caracteristica € o de um
capacitor em paralelo com uma resisténcia de transferéncia de carga R, resultando num arco
semicircular no grafico de Nyquist. Esta resisténcia é tdo maior quanto menor a constante de
velocidade da reacéo redox (k% que o elemento de circuito representa. Em condiges de baixo

sobrepotencial ela pode ser obtida aplicando a Eq. 19:

Ry = % Eq. 19
em que C* ¢ a concentracdo dos ions envolvidos no processo de transferéncia de elétrons na
interface e F equivale a constante de Faraday. A razdo F/RT permite associacdo entre
concentragdes de ions e voltagens. Para uma temperatura de 25 °C seu valor é 96485,4 C-mol
1/(8,3145 J-K-mol? x 298,16 K) = 38,920 C-JX. Como k° é uma constante de velocidade, é
proporcional exp[-Ea/RT] (sendo Ea a energia de ativacdo), de modo que R é diretamente
proporcional a exp[Ea/RT].

E possivel demonstrar que o transporte de massa das espécies eletroativas pode levar a
um tipo de impedancia particular, que para superficies planas e difusdo semi-infinita é
chamada de impedancia de Warburg (Zw). Ela € um dos componentes do conhecido circuito
de Randles [187], representado na Figura 9(b), que € usado para descrever reacdes
eletroquimicas elementares de primeira ordem com Eac em torno do potencial de Nernst
[188].

Na maioria dos casos a capacitancia de interfaces eletroquimicas ndo se comporta como
a de um capacitor elétrico ideal, apresentando o que ficou conhecido como “dispersdo na

capacitancia”. Para descrever este comportamento 0 capacitor do circuito da Figura 9(a), por
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exemplo, é substituido por um Elemento de Fase Constante (cuja sigla em inglés é CPE, mas

também pode ser abreviado por Q), cuja impedéancia é descrita pela Eq. 20:

1
(i0)*Q

Z(iw)=R+ Eg. 20

em que o e Q (em F-s %) sio constantes. Para o = 1, Q equivale & capacitancia, uma vez que
a Eq. 20 é convertida na Eg. 17. Nos graficos de Nyquist para circuitos RC as medidas de
impedancia possuem o formato de uma reta paralela a |Z’’|, cruzando as abscissas em Z’ = R.
Na presenc¢a de uma dispersdo na capacitancia esta reta apresenta uma inclinacdo tdo maior
quanto menor é o valor de a, formando um angulo menor que 90° com o eixo X. Este

comportamento pode ser observado na Figura 10:

1" = a=1
3x10° 4 = =09
a=0,8
- a=0,7
2x10" 4"
cG " a
~ ] E
. . =
N " . <
%1074, " _ ;
.::...._' 0-
V 10° 102 10" 10° 10" 10° 10° 10° 10° 10°
0 - Frequéncia f/ Hz
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 1x10’ 2x10’ 3x10’ 4x10’
Z'Q

Figura 10: Gréaficos de Nyquist e Bode (figura menor) com dados simulados para circuito RQ
onde Ra=100Q, Q=5%x10%Fs(l9en=1;09;0,8e0,7.

O angulo formado com as abscissas equivale a 90%:, que € o valor para qual tende o
angulo de fase em frequéncias baixas no grafico de Bode (onde a impedancia do CPE
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domina). O gréafico de Bode em detalhe na Figura 10 mostra esta tendéncia para diferentes
valores de a. Na pratica 0,7 <a < 0,9 [189].

Em se tratando do circuito de Randles, a dispersdo da capacitancia resulta num
abaixamento do arco referente a resisténcia de transferéncia de carga no grafico de Nyquist,

como pode ser observado na Figura 11.

10,0k ~
8,0k -
6,0k{ — . !
G -
= ,
-N 40k— -3 I-2 I-1 I0 I1 I2 I3 I4 I5 IB '
J— ’ 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 i
Frequéncia f/ Hz P Fa f
= ....:l......:'lll:ii" ] a=1
2,0k -1 [ ] : L .. n R, :l.l.......l.. b " o= 0,9
| gt + a=08
r. " o= 0,7
O,O T T T T T T T T T T
0,0 2,0k 4,0k 6,0k 8,0k 10,0k

Z' | Q
Figura 11: Graficos de Nyquist e Bode (figura menor) com dados simulados para circuito de
Randles, com Ra =100 Q, Ret=5kQ, Q =5%10°% F-s9 5=2-10*Fs?e ¢ =1;0,9;0,8 e
0,7.

Neste caso, em baixas frequéncias a impedancia de Warburg domina a impedancia
resultante, levando a uma tendéncia Unica para diferentes valores de a. No gréfico de Nyquist
a presenca do elemento de Warburg se reflete no comportamento linear em baixas
frequéncias, formando um angulo de 45° com as abscissas. Este comportamento € devido ao
fato da impedancia de Warburg possuir parte real e imaginaria equivalentes:

Z, =o' —ico™? Eq. 21
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Em que o € o coeficiente de transferéncia de massa, em F-s%/2,
Em resumo, caso haja dispersdo na capacitancia, o ajuste ndo-linear dos dados
experimentais para obtencdo dos parametros precisa ser feito considerando os circuitos

representados na Figura 12, e ndo os circuitos da Figura 9:

0,a
Ro g’li Ro > |
—\MW\ W Ry —
VAVAVAY,
(@) (b)

Figura 12: Circuito (a) RQ e (b) de Randles com dispersao na capacitancia.

Uma alternativa ao ajuste nao-linear para a obtencdo de parametros de elementos do
circuito € a analise grafica. Neste caso os dados originais sdo plotados de maneira a gerar 0s
pardmetros de elementos individuais do circuito em determinadas faixas de frequéncia.
Orazem et al. [185] desenvolveram métodos graficos para determinacdo de « e Q em
eletrodos bloqueantes e reativos. O valor de Q, por exemplo, pode ser adquirido empregando-
se a Eq. 22, deduzida da Eq. 16 e sabendo-se que |Z| = [Q(w)*]™ e ¢ = na/2:

Q= -1 sen[%aj Eq. 22

De modo que quando a = 1, a Eq. 22 se converte na Eq. 18. Para obter o valor de o basta
extrair o logaritmo dos dois lados da Eq. 22, verificando-se que —a = d log |Z"’|/ d log w. Ou
seja, extrai-se a constante do coeficiente angular de um modelo linear ajustado num gréafico de
log |Z”’| vs. log w.

O significado fisico-quimico do o tem sido muito discutido ao longo dos anos. Uma das
abordagens mais conhecidas é a de Brug et al. [190], que sugere que a dispersdao na
capacitancia pode ser interpretada em termos de uma distribuicdo de tempos de relaxacéo 7z =
RC de circuitos RC em paralelo. Considerando-se que a distribuicdo era devida a disperséo na
capacitancia foi possivel deduzir equagdes para a capacitancia “esperada” Co em eletrodos

bloqueantes:
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C, =[Q(R,) 1" Eq. 23
e reativos:
Co =[Q(R; +R)* 71" Eq. 24

A validade do modelo tem sido verificada em diversos sistemas, sobretudo por ser
suportada em argumentos abrangentes [191-193]. Similarmente ao desvio padrdo de uma
distribuicdo normal, a distribuicdo log-normal dos tempos de relaxacdo usada pelos
pesquisadores € mais dispersa para menores valores de o, em torno de um valor relacionado as
capacitancias calculadas pelas equactes 23 e 24.

Posteriormente L. Nyikos e T. Pajkossy [194], em grande discordancia com Brug et al.
[190], desenvolveram um modelo no qual a dispersdo é causada assumidamente por um
acoplamento entre a resisténcia da solucéo e da capacitancia de dupla camada provocada pela
rugosidade, esta podendo ser modelada por geometria fractal segundo conhecidas leis de
escala, independendo do formato da irregularidade. Os autores deduziram uma férmula que
relaciona a com a dimensdo fractal da superficie, parametro que aumenta de 2 (superficies
planas) para um maximo de 3 quando a rugosidade ¢ muito grande. Eles admitiram, porém,
que outros fatores poderiam influenciar na dispersao.

L. Nyikos e T. Pajkossy tentaram provar sua equacédo através de eletrodos montados em
forma de arranjos fractais (curvas de von Koch) de diferentes dimens6es [195], e compararam
os valores de « esperados para estas dimensdes com o0s obtidos via impedancia. Os resultados
segundo os autores demonstraram a eficacia de seu modelo, mas ndo sem discordancias da
comunidade cientifica [196-198]. Alguns experimentos em diversas superficies sélidas cujas
medidas de dimensdo fractal foram realizadas independentemente das medidas de impedancia
mostraram ndo haver aparente correlacdo entre dimensdo fractal e o valor de « [199]. Criticas
a respeito deste ultimo experimento também foram feitas por Levie [200], um dos primeiros a
desenvolver modelos que associam a rugosidade com o valor de « [201]. No entanto
simula¢fes mostram que efeitos de fractalidade s6 poderiam ser visualizados em elevadas
frequéncias [202, 203].

Tamas Pajkossy [204], em uma ampla discussdo, mostra que apesar da rugosidade e a

dispersdo da capacitancia estarem relacionadas, isso ndo ocorre como se ambos fossem
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diretamente proporcionais em quaisquer ocasides. Realizando alguns experimentos ele
preparou eletrodos de platina rugosos com baixa dispersdo. Ele também ressalta o papel da
adsorcdo no aumento da dispersdo, a partir de uma revisao de trabalhos anteriores e medidas
préprias com adsorcdo de ions cloreto e sulfato, e formula a hipdtese de que este efeito é
maior em superficies menos homogéneas. Em um trabalho mais recente ele retne alguns dos
resultados que obteve até o momento e conclui que a dispersdo € causada pela
inomogeneidade energeética da superficie, que pode ser provocada pela rugosidade, e ndo pela

dimensionalidade em si [205].

1.6.1 - Aplicacdes em adsorcéo de proteinas

De uma maneira geral dois parametros eletroquimicos tém sido empregados para medir,
direta ou indiretamente, o recobrimento de proteinas em eletrodos solidos: capacitancia e
resisténcia, sendo o primeiro mais tradicional, uma vez que a obtengdo da capacitancia foi
uma das primeiras aplicacdes da EIS [206, 207]. Em estudos de adsorcdo de proteinas ela
geralmente é obtida de maneira aproximada a partir da parte imaginaria da impedancia,
segundo a Eq. 18 [136, 138, 170, 171, 174-176, 208] usualmente em estudos de cinética de
adsorcao.

No estudo da adsorcao de moléculas organicas neutras, Frumkin propds, em 1926 [117],
um modelo baseado em capacitores em paralelo. Deste modelo a seguinte relacdo pode ser
deduzida [209, 210]:

Uy = Uy (1—0) + 00 =0y +O(0yy —yp) Eq. 25

em que Qo € a carga do eletrodo para um dado recobrimento, sendo Q=0 € (¢=1 as cargas do
eletrodo para 8 = 0 e 1, respectivamente. Derivando a Eq. 25 com relacdo ao potencial e

sabendo que a capacitancia Ci = dqgi/dE, obtemos a Eq. 26:

do
Coo —Cp—(Opy — qe:o)dTE
Ca:o - C0=1

0=

Eq. 26

Que para dO/dE ~ 0 resulta na Eq. 27:
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— Coe =Gy Eq. 27
C,o—Cou

Esta condicdo é valida se a janela de potencial observada ndo promove desor¢do, como
em torno do PZC [211, 212]. A Eq. 27 foi largamente empregada no estudo da adsorgédo de
proteinas [136, 138, 171, 172, 208, 213], e uma outra maneira de deduzi-la é apresentada no
ANEXO A.

Alguns trabalhos acompanham a adsor¢do de proteinas a partir da variacdo da
capacitancia (AC) relativa ao valor apresentado pela superficie isenta de adsorbato [50, 171,
214, 215], ou seja, através da Eq. 28:

IC,_, —C, |-100%
Ce:o

AC =

Eq. 28

E argumentado na literatura que AC é na verdade uma medida aproximada do
recobrimento no caso em que Cyp=0 >> Cg=1 [172, 174, 175], embora alguns pesquisadores
mostrem-se contrarios a este argumento [216], ressaltando que a variacdo percentual da
capacitancia esta relacionada com #, mas ndo é uma medida do mesmo.

A capacitancia apés a formacdo de uma monocamada pode ser grosseiramente estimada
através do modelo de Helmholtz, segundo a Eq. 29 [170, 174]:

_Agpg,

C,.= Eq. 29
6-1 d q

Em que ¢p € & S30 a constante dielétrica da proteina e a permissividade no vacuo (8,85 x 107?
F-m™), respectivamente, e d é a espessura da camada de proteina.

O recobrimento pode ser obtido também a partir das resisténcias de transferéncia de
carga para um par redox usado como sonda antes e depois da adsorcéo, Ry=o0 € Rs, segundo a
Eq. 30:

g=1-Roo Eq. 30

0
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Esta equacdo foi obtida no estudo da formacdo de monocamadas automontadas [217—
219], e posteriormente empregada em adsorcdo de proteinas [24]. A demonstracdo que
apresentamos no ANEXO B mostra que de fato ela pode ser empregada de maneira geral para
adsorcéo, considerando algumas aproximacgoes. Maneiras alternativas de se estudar a adsorcao
de proteinas pela resisténcia de transferéncia de carga foram empregadas, como pela variacao
relativa a Re=0 [220-222] ou atraves da interferéncia da adsorcdo em reacdes paralelas
(levando a uma diminuicdo da resisténcia com o aumento da concentracdo de proteina
adsorvida) [136, 223, 224].

1.7 - Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo principal o estudo da adsorcdo da apo-
concanavalina A em eletrodo de carbono vitreo através da espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Pela quantificacdo indireta do adsorbato por medidas de capacitancia e
resisténcia de transferéncia de carga, pretende-se estudar os aspectos cinéticos da adsorcao.
Tem-se como objetivo também estudar os efeitos de pré-tratamentos (sobretudo oxidativos)
na superficie e na adsorcdo, bem como o efeito do potencial elétrico (vs. Ag/AgCl) aplicado

durante e depois da adsorc¢ao.
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2 - Procedimento experimental
2.1 — Solucoes

Todas as solucbes foram preparadas usando agua Milli-Q (resistividade 18,2 MQ-cm),
também empregada nos procedimentos de limpeza. Solugdes de NaCl (Vetec) foram
empregadas como eletrélito de suporte. Concanavalina A (Sigma-Aldrich, Tipo 1V) foi
utilizada sem purificacdo prévia no preparo de solugdes em eletrélito. Ks[Fe(CN)s] e
K4[Fe(CN)s].3H20 (Vetec) foram empregados no preparo de solucdes em KNOz (Nuclear)
(secdo 3.2) ou NaCl (secdo 3.3), sendo utilizados na verificacdo da eficicia dos
procedimentos de limpeza e na deteccdo indireta de concanavalina A adsorvida (segéo 3.3).
Utilizou-se H2SO4 98% (F. Maia) no preparo de solucdes empregadas no procedimento de
limpeza e ativacdo eletroquimica. Para o teste de atividade da concanavalina A (se¢do 3.1)
solugbes foram preparadas a partir de CaCl2.2H.O (Merck) e MnCl2.4H,O (Carlo Erba).
Neste experimento também foi empregada solugéo de glicogénio (Sigma-Aldrich, Tipo I1).

2.2 — Aparelhagem

Para o preparo das solucdes empregou-se uma balanca analitica Sartorius BL210S
(precisdo +0,1 mg), e a agua Milli-Q foi obtida por meio de um sistema de purificacdo da
Millipore, modelo Milli-Q Plus. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas com o
potenciostato Gamry (potenciostato/galvanostato/ZRA referéncia 600™) com as células
mantidas numa gaiola de Faraday (Gamry Vista Shield). No tratamento do eletrodo valeu-se
de um ultra-som Unique Ultrasonic Clean, modelo USC-800. Para estudar atividade da
concanavalina A o ensaio turbidimétrico com glicogénio e proteina ativada, descrito na secédo
2.4.1 e discutido na se¢édo 3.1, foi realizado num espectrofotometro FEMTO 700 Plus. O pH
foi medido empregando um pHmetro Quimis, modelo Q-400MT.

2.3 — Células e eletrodos

Trés tipos de celas foram utilizados para diferentes finalidades nos experimentos
descritos adiante. Para limpeza e ativacdo do eletrodo empregou-se uma cela de vidro de um
compartimento com tampa de teflon, onde foram realizadas medidas de voltametria ciclica e

cronoamperometria. As medidas de impedancia foram realizadas em uma célula eletroquimica
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de vidro com dois compartimentos cilindricos, um com menor raio para o eletrodo de
referéncia (RE) e o com maior raio para os eletrodos de trabalho (WE) e auxiliar (CE). As
células sédo armazenadas em H,SO4 quando ndo empregadas nos experimentos, 0 que &
especialmente importante para eliminar tracos de [Fe(CN)s]** ou [Fe(CN)e]* verificaveis nas
medidas de impedancia. Nestes dois tipos de célula foi usado um eletrodo de carbono vitreo
(BAS, 3 mm de diametro) como WE, um fio de ouro como CE e Ag/AgCl em KCI saturado
como RE, para o qual todos os potenciais medidos séo referidos.

Para executar a adsorcdo de conA conduzida a um potencial aplicado fixo executamos
uma cronoamperometria em eppendorf, empregando o0 mesmo WE, mas um fio de ouro
espiralado como CE e um RE de Ag/AgCl em KCI saturado fora do eppendorf, mas
conectado a ele por um capilar ligado a uma seringa preenchida com NaCl 0,15 M (no qual o
RE é mantido submerso em sistema fechado por diafragma). Uma representacdo esquematica

deste sistema é apresentada na Figura 13:

.j&E

— Eletrodo de trabalho (WE)

Eletrodo de referéncia (RE)

Eletrodo auxiliar (CE)
@

Figura 13: Esquema representando a célula na qual a adsorcao de conA foi conduzida ao

mesmo tempo em que um determinado potencial constante é aplicado via cronoamperometria.
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2.4 - Experimentos

2.4.1 — Atividade da Concanavalina A

Para verificar a atividade da concanavalina A preparou-se uma solugdo 0,4 mg-mL™? da
proteina em Ca?*(aq) e Mn?*(ag) a 3 mM e NaCl 0,15 M. A 1 mL desta solugio adicionou-se
1 mL de glicogénio 0,12 mg'-mL* numa cubeta de caminho 6tico de 1 cm, e a reagéo entre a
concanavalina A e polissacarideo foi monitorada pela observagdo da absorbancia em 460 nm
num espectrofotdmetro. Acompanhou-se o processo em intervalos de 30 segundos por 1 hora,
e ap6s 0 mesmo periodo mediu-se novamente a absorbancia 1 vez para verificar a diferenca

entre esta e a Ultima medida (para garantir a proximidade do equilibrio).

2.4.2 — Experimentos para medida de capacitancia

O procedimento de limpeza do eletrodo de trabalho consiste nas seguintes etapas:

1) Lava-se 0 WE com agua Milli-Q por 10 segundos, seguido de polimento em pano
com alumina 1 um por 3 minutos, e posteriormente lava-se por 10 segundos;

2) O eletrodo é submergido em 50 mL de &gua Milli-Q em béquer de 100 mL,
submetendo-se o sistema a ultra-som por 7 minutos, ao fim do qual se lava o eletrodo por 10
segundos;

3) Suspende-se o eletrodo em H>SO4 98% (concentrado) por 5 minutos, lavando-se
intensamente o eletrodo por 10 segundos ao fim deste periodo;

4) Antes de finalizar a etapa 3) uma célula de um compartimento é montada com H2SO4
0,5 M e os eletrodos auxiliar e de referéncia sdo submersos apos lavados intensamente por 10
e 20 segundos, respectivamente;

5) O sistema com os trés eletrodos € montado na célula de um compartimento, que é
fechada com tampa de teflon para as medidas posteriores;

6) Uma voltametria ciclica numa janela de 0,9 a -0,2 V ¢ realizada por 50 ciclos a 200
mV-s? e tamanho do passo de 0,5 mV. Este tipo de varredura para uma dada janela de
potencial sera descrito de maneira simplificada como 0,9 — -0,2 — 0,9 V;

7) Os eletrodos séo retirados do sistema e lavados por 10-20 segundos, com especial
cuidado com o eletrodo de referéncia, que pode reter &cido no Vycor. Numa cela de dois
compartimentos uma voltametria ciclica de 0,8 — -0,12 — 0,8 V em [Fe(CN)s]* 4 mM /

KNOs 0,5 M ¢é realizada com velocidade de varredura de 50 mV-s™ por 2 ciclos. Caso a
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diferencga de potenciais de pico seja menor que 65 mV da-se continuidade aos procedimentos,
caso contrario o procedimento de limpeza é repetido;

8) Os eletrodos e célula de dois compartimentos sdo lavados, esta ultima com &cido
sulfurico e agua, e medidas de EIS s&o realizadas em NaCl 0,15 M com freqiiéncias entre 107
e 10° Hz, num potencial Eac de amplitude 5 mV a diferentes potenciais Epc, entre 200 e 800
mV. Os ensaios a diferentes potenciais sdo realizados aleatoriamente;

9) Apds adquirir-se os espectros de impedancia a diferentes Epc, 0s eletrodos séo
retirados da célula (e lavados), o de trabalho sendo lavado por 10 segundos e submerso em
750 uL de conA 0,8 mg-mL™ por 40 minutos, ao fim do qual é lavado por 5 segundos e
inserido na célula de dois compartimentos para medidas de impedancia em diferentes Epc, da

mesma maneira que em 8).

2.4.3 — Experimentos para medida de Rt

O procedimento de limpeza dos eletrodos € 0 mesmo descrito na se¢do 2.4.2 entre 1) e
6). Nos primeiros experimentos descritos na secdo 3.3.1 ndo houve oxidacdo intensa do
eletrodo, procedendo-se da seguinte maneira:

7A) Obtém-se uma voltametria ciclica em solucéo [Fe(CN)s]*"* 1mM em NaCl 0,15 M
numa cela de dois compartimentos, com os mesmos RE e CE (lavados com Milli-Q), no
sentido 0,8 — -0,12 — 0,8 V (velocidade de 50 mV-s?, dois ciclos). Esta ndo é mais so para
verificar a eficacia da limpeza do eletrodo, mas também fornece parametros que serdo
utilizados posteriormente;

8A) Sob as mesmas condi¢cbes € realizada uma medida de impedancia na mesma
solugdo, com freqliéncias entre 101 a 10° Hz com Eac de amplitude 5 mV e Epc = Eocp
(potencial de circuito aberto);

9A) Os eletrodos sdo retirados e lavados com agua Milli-Q, e o WE é imerso em 750 pL
de uma solucio de proteina (entre 0,01 e 0,5 mg-mL* em NaCl 0,15 M) por 5 minutos, depois
retirado e lavado com agua Milli-Q por 5 segundos;

10A) Medidas de impedancia segundo 8A) e de voltametria ciclica segundo 7A) séo
realizadas.

Na mesma secdo 3.3.1 séo apresentados resultados para adsor¢do em uma concentracao
fixa de conA, mas variando-se o tratamento do eletrodo. Este tratamento envolve oxidagdo da
superficie, e neste caso repetiu-se os procedimentos de 1) a 5) descritos na se¢do 2.4.2,

prosseguindo-se entdo da seguinte maneira:
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6B) Uma ciclagem do eletrodo em cela de um compartimento em H>SO4 0,5 M (200
mV-s, 50 ciclos) numa dada janela de potencial, dependendo do tratamento testado. Em
seguida uma cronoamperometria num potencial fixo por um determinado tempo é executada.
Os parametros para estes ensaios sdo especificados para as Condigdes 1 a 4, descritas na

Tabela 1 abaixo:

Tabela 1: Tratamentos prévios do GCE anteriores & adsor¢io em conA 0,1 mg-mL™ por

5 minutos
_ Pds-condicionamento
Tratamento Ciclagem )
(cronoamperometria)
Condi¢do 1 (C1) | 09 —>-02—09V Sem
Condicdo2(C2) | 1,5—-02—>15V Sem
Condicdo 3(C3) | 1,5—>-02—> 1,5V 5 minutos em 1,1V
Condicdo 4 (C4) | 1,5—-02— 1,5V 10 minutos em 1,1 V

7B) Obtém-se uma voltametria ciclica em solugio [Fe(CN)e]*"* 1 mM em NaCl 0,15 M
numa cela de dois compartimentos, com os mesmos RE e CE (lavados com Milli-Q por 20 e
10 s, respectivamente), num unico ciclo 0,5V — -0,12 — 0,5 V (50 mV-s);

8B) Na mesma célula ¢ realizada uma medida de impedancia de 10 a 10° Hz com Eac
de amplitude 5 mV e Epc = 270 mV ~ Eocp, cOm um pré-condicionamento em 270 mV;

9B) Os eletrodos sdo retirados e lavados com agua Milli-Q, e o WE é imerso em 1 mL
de solucdo de conA 0,1 mg:-mL™? (em NaCl 0,15 M) por 5 minutos, depois retirado e lavado
por 5 segundos;

10B) Medidas de impedancia segundo 8B) e de voltametria ciclica segundo 7B) séo
realizadas nesta ordem.

Um dos procedimentos, C3, foi escolhido para dar continuidade aos estudos da adsorg¢éo
da conA em GCE, pelas razbes descritas na secdo 3.3.1. Os diferentes experimentos
realizados posteriormente envolveram variacGes deste procedimento, e sdo resumidas na
Tabela 2.
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Tabela 2: Tratamentos do GCE antes da adsor¢cdo em conA

Experimento Secéo Modificagdo em C3

Apbs deixar eletrodo em solucao de conA 0,1
- i mg-mL* (ou em NaCl 0,15 M) por 5 minutos,
Verificar desor¢do | 3.3.1 i o ) . )
medidas sequenciais de impedéncia e voltametria

sdo feitas, uma apos a outra

Adsorcao por 10 minutos em conA em diferentes

Pseudo-isoterma 3.3.2 concentragdes: 0 (branco); 0,01; 0,03; 0,05; 0,1 e

0,2 mg-mL*
Adsorcao é feita submergindo o eletrodo por
Medidas de diferentes intervalos de tempo em conA 0,01
cinética 333 mg-mL* (em NaCl 0,15 M): 10; 30; 60; 300 e 600
segundos

Apds 6B), medidas de impedéancia para diferentes
3.34 Ebc, entre 200 e 800 mV, sdo realizadas em NaCl
0,15 M (nédo ha etapa de adsorcao)

O GCE ¢ submerso em conA 0,1 mg-mL™/ NaCl

Variando potencial

apos adsor¢do

Variando potencial 0,15 M ou em NaCl 0,15 M (branco) por 10
no decorrer da 3.35 minutos, simultaneamente com a aplicacdo de
adsorcéo algum potencial constante via cronoamperometria:

0; 200; 500; 800 e 1100 mV

2.5 — Célculos eletrostaticos e modelagens

Para o célculo da carga da conA em diferentes pH’s empregamos o programa PROPKA
[225], que a partir das interacOes eletrostaticas entre residuos de aminoacidos e vizinhos
permite o calculo do pKa dos residuos ionizaveis e, portanto, o estado de protonacdo em
diferentes pH’s. As coordenadas atbmicas para a conA desmetalizada “unlocked” obtidas por
Boukaert et al. [2], cujo contetdo pode ser acessado no servidor do PDB [35], ndo apresenta
hidrogénios precisamente localizados na sua estrutura. A adicdo destes hidrogénios, carga,
raio de van der Waals a partir do arquivo .pdb foi realizada empregando o servidor do
PDB2PQR [226]. Deste procedimento um arquivo .pgr é gerado, e ele foi utilizado para

calcular a distribuicdo de potencial eletrostatico na proteina por meio do APBS [49], que
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resolve numericamente a equacéo linearizada de Poisson-Boltzmann [48]. A visualizagdo do
perfil de potencial eletrostatico da proteina, bem como das coordenadas atbmicas da mesma,
foi possivel por meio do software VMD [3].

Os ajustes de modelos lineares e ndo-lineares aos dados obtidos foram realizados
empregando o programa OriginPro 8 SRO (v8.0724). Para o primeiro caso, o ajuste 6timo é
obtido pela minimizagdo dos quadrados dos residuos (solucdo exata), e no segundo o melhor

ajuste é estimado iterativamente pelo algoritmo Levenberg-Marquardt.
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3 - Resultados e discussdes

3.1 — Atividade da concanavalina A

Antes de verificarmos as propriedades adsortivas da concanavalina A, é necessario
atestar sua integridade estrutural. Esta caracteristica pode ser associada com sua atividade no
tocante a interacdo com carboidratos pois, como € bem sabido, estrutura e atividade em
enzimas e outras proteinas estdo intimamente associados, inclusive no caso da estrutura
quaternéria do tetrdmero da conA [14]. Realizamos o experimento com a proteina ativada
(complexada com Ca?* e Mn?*) em solucdo de glicogénio, como descrito na secdo 2.4.1, e
acompanhamos por turbidimetria a formacgédo da malha de complexos glicogénio-conA [227],
insollvel em excesso de conA (excesso de glicogénio solubiliza o complexo) [67]. O gréafico
da absorbancia em funcdo do tempo é apresentado na Figura 14:
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: y = (0,1644£0,0005)*{1 - exp[-(0,089+0,001)*x]}
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0,04 * Medidas experimentais
1 Modelo ajustado
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Figura 14: Gréfico de absorbancia em 460 nm vs. tempo da mistura de uma solucédo de

conA ativada com glicogénio dissolvido.

Ap0Os uma hora a absorbancia em 460 nm medida foi de 0,166, e uma hora depois (duas
horas de reacdo) praticamente manteu-se inalterada (0,167), indicando que apds 1 hora o
sistema esta, para fins praticos, proximo o suficiente do equilibrio. Observa-se que a

dependéncia da absorbancia com o tempo € similar aos graficos observados por Poretz e
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Goldstein [228], refletindo uma cinética de primeira ordem, como relatado anteriormente para
esta reacdo [229, 230]. A constante de velocidade pelo ajuste ndo-linear dos dados mostrados
na Figura 14 é de 0,089 min, cujo logaritmo neperiano é -2,4, valor préximo aos obtidos por
Waseen e Salahudin [229]. Deste modo concluimos que a conA empregada tem a estabilidade

estrutural necesséria para dar inicio aos experimentos de adsorcao.

3.2 — Estudos com capacitancia

3.2.1 — Avaliacdo metodologica: obtencédo de Q e &

Dentre os modelos para obtencdo de capacitancia a partir de dados de EIS, a
aproximacdo de que a interface se comporta como um capacitor ideal € comum em estudos da
adsorcdo de proteinas em eletrodos. Esta aproximacdo € justificada quando a dispersdo da
capacitancia é pequena (« ~ 1). Para verificar se o presente sistema — GCE em NaCl 0,15 M —
obedece este critério, testamos diferentes métodos para obtencdo de o e Q. Os dados de
impedancia foram obtidos ap6s o procedimento de limpeza quimica e eletroquimica descrita
na secdo 2.4.2. Paralelamente a este estudo metodoldgico, as medidas foram feitas em
diferentes potenciais Epc, para verificar a possibilidade de localizar o PZC do GC nestas
condicdes e nesta janela de potencial, além de sua possivel influéncia na adsorcdo da conA.

Os gréaficos de Nyquist e Bode para 0 GCE em NaCl 0,15 M para diferentes potenciais,

de 0,2 a 0,8 V, sdo mostrados nas Figuras 15(a) e 15(b), respectivamente.
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Figura 15: Graficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em NaCl 0,15 M em
potenciais Epc de 200 a 800 mV.

Pelo grafico de Nyquist fica clara a presenca de uma elevada dispersdo na capacitancia,

refletida uma inclinagcdo menor que 90° no angulo formado entre os segmentos gerados pelos
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pontos experimentais e o eixo Z'. Pelo gréfico de Bode verifica-se que o valor de « deve ficar
em torno de 78°/90° = 0,87. Deste modo, aparentemente assumir oo = 1 pode levar a valores
equivocados de capacitancia. Observa-se também uma certa curvatura nos graficos de Nyquist
para potenciais em torno de 200 e especialmente 800 mV. Atribuimos este efeito a reacdes
paralelas, o que sera discutido adiante.

Dois métodos para obtengdo de Q e o foram comparados. O primeiro deles consiste no
ajuste ndo-linear de um modelo de circuito equivalente, neste caso o circuito RQ da Figura
12(a). Esta abordagem fornece os valores de Ro, Q e a que melhor se ajustam aos dados
segundo a minimizacao dos quadrados dos residuos. A outra abordagem consiste na obtencao
gréafica de a a partir do coeficiente angular da curva log |Z’| vs. log w, e depois da aplicacdo
da Eq. 22 para obtencdo de Q. Os resultados obtidos em frequéncias superiores a 10* Hz ndo
foram empregados nestes calculos, pois revelam sinais de um artefato de alta frequéncia.

Para ilustrar os diferentes procedimentos de obtengcdo mostramos os resultados do ajuste
ndo-linear para Epc = 500 mV na Figura 16, enquanto que o grafico de log |Z’’| vs. log @ com

0 ajuste linear na Figura 17.
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Figura 16: Gréficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em NaCl 0,15 M e Epc = 500
mV, em que (=) representam os valores experimentais e o ajuste ndo-linear é mostrado em

linha vermelha.
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Figura 17: Gréfico de log |Z”’| vs log @ para GCE em NaCl 0,15 M e Epc = 500 mV.

O ajuste exibido na Figura 17 forneceu a = 0,871 e Q = 3,57 pF-s(®129_Considerando os
ajustes para os outros potenciais aplicados, obtivemos 6x10* < y? < 6x102 uma faixa
razodvel para um modelo simples como um RQ. Espera-se que o grafico de log |Z”’| vs log @
apresente um comportamento linear, pois extraindo o logaritmo em ambos os lados da Eq. 22
obtém-se:

log[Z"]=-«alog a)+log{sen[%)%}=alog w+b Eg. 31

Em que a e b sdo os coeficientes angular e linear do modelo. O valor de o equivale, portanto,
a —a, de modo que o = 0,8711 para Epc = 500 mV (ver ajuste na Figura 17). Uma vez
adquiridos os valores de a a partir de duas metodologias, os resultados sdo comparados na

Figura 18 para a faixa de potenciais estudada.
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Figura 18: Comparacdo dos valores de « obtidos a partir de diferentes métodos: (=)

pelo ajuste ndo-linear de um circuito RQ e (®) pelo coeficiente angular de um modelo linear

ajustado nos gréaficos de log |Z”’| vs. log w.

Os valores de a variam de 0,83 a 0,88, passando por um maximo em 600 mV, referente
a um minimo de dispersdo dos tempos de relaxacdo na superficie. Essa dispersdo aumenta
para potenciais mais catodicos, onde observa-se uma queda de a. Acreditamos que a reacdo de
reducdo do oxigénio dissolvido é responsavel por este comportamento (O2(aq) + 2H20(l) +
4e” S 40H(aq), E° ~ 180 mV vs. Ag/AgCI). Evidéncias desta reacdo podem ser observadas a
partir de algumas medidas de impedéancia para potenciais catodicos abaixo de 200 mV, devido
a formacao de um arco no grafico de Nyquist, e de um sinal alargado no de Bode, que podem

ser observados nas Figuras 19(a) e 19(b), respectivamente.
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Figura 19: Gréaficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em NaCl 0,15 M para
potenciais abaixo de 200 mV.

Foi possivel verificar através de uma voltametria ciclica em NaCl 0,15 M, apds o

mesmo procedimento de limpeza do eletrodo, que a reacdo interfere ja& em potenciais

superiores a 0 mV, como pode-se constatar através do grafico da Figura 20.
3,6x10° -

3,0x10°
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Corrente | / A

1,8x107° -
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Figura 20: Voltametria ciclica em GCE e NaCl 0,15 M , com velocidade de varredura

de 10 mV-s?, 0,9 — -0,2 — 0,9 V (1 ciclo).
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Acreditamos, portanto, que reacGes de transferéncia de elétrons influenciam no valor de
a, tendendo a reduzi-lo, deste modo aumentando a disperséo na capacitancia, efeito que pode
ser constatado em diferentes trabalhos na literatura [231-236].

A medida grafica de Q, segundo Orazem et al. [185], consiste no emprego da Eq. 22, o
que geraria em principio um valor constante de Q para todo o intervalo de frequéncia. Eles
mostraram experimentalmente que a abordagem é valida para circuitos que apresentam Rct,
como o da Figura 12(b), usando a média de Q obtido em frequéncias altas (entre 10% e 10*
Hz). Apesar de terem verificado por simulacdo que toda a faixa de frequéncia poderia ser
usada para estimar Q em eletrodos bloqueantes, os autores ndo apresentaram resultados
experimentais que corroborassem a previsdao. Em busca desta confirmagdo, obtivemos Q a
partir dos valores de a obtidos graficamente para diferentes frequéncias, e os dispomos no

grafico 3D da Figura 21, em funcéo do potencial Epc e da frequéncia f.

7,0x10°

Figura 21: Gréfico 3D dos valores de Q obtidos a partir da Eq. 22, em fungéo de Epc e

de f. As linhas em vermelho foram obtidas empregando a Eq. 32.
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Observa-se na Figura 21 que, em geral, os valores de Q sdo maiores para potenciais
proximos de 200 mV, e apresentam um minimo em 600 mV, comec¢ando a aumentar em
potenciais maiores. Em potenciais acima de 350 mV os valores de Q séo constantes ao longo
de uma ampla faixa de frequéncia, mas mostram oscilacdes pronunciadas em potenciais
inferiores.

Para extrair um unico valor de Q considerando todo intervalo de frequéncias, uma faixa
de frequéncia em que Q € aproximadamente constante pode ser escolhida, segundo o
procedimento de Orazem et al. [185], em seguida extraindo-se a média nesta faixa. Aplicamos
este método para os valores de Q entre 10 e 10* Hz. Devido as oscilacdes observadas na
Figura 21, especialmente em baixos potenciais, propomos um método alternativo para célculo

de Q. Ele consiste no rearranjo da Eq. 31 para expressar Q em funcdo dos parametros a e b:

Q= —sen(—j Eq. 32

Os valores de Q segundo este método sdo independentes da frequéncia, e sdo mostrados
como linhas horizontais na Figura 21, aparentemente representando o valor esperado de Q
caso os dados experimentais levassem a um grafico log |Z”’| vs. log w perfeitamente linear. A

Figura 22 compara os valores de Q obtidos atraves dos trés procedimentos descritos acima.

7,0x10° 1
6,5x10° -

6,0x10°

1 A partir do circuito RQ
5,5x10° - 8 ® Apartirda Eq. 22
A A partirda Eq. 32

5,0x10° 1

Q/Fs
»

4,5x10°
4,0x10° 1

6
3,5x10° - N

3,OX1O-6 T T T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Potencial E_ ./ mV
Figura 22: Comparacdo dos valores de Q estimados pelo ajuste néo-linear de um
circuito RQ, pela média dos valores para diferentes frequéncias segundo a Eq. 22 e atraves da

Eq. 32.
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Como pode-se observar, os valores de Q para diferentes potenciais na Figura 22
mostraram-se bastante proximos, o que pode indicar a consisténcia dos procedimentos
empregados. Constata-se também, pela comparacdo da Figura 22 com a Figura 18, uma
aparente relacdo inversa entre Q e a. De fato pode-se verificar que, de acordo com a Eq. 23,
um aumento de Q para um dado valor de Co corresponde a um decréscimo de « [191]. Isto
implica que a dispersdo da capacitancia ndo pode ser atribuida unicamente ao «, mas ao Q
tambeém.

Na discussdo subsequente (secdo 3.2.2) os valores de o apresentados sdo calculados de
acordo com o procedimento de Orazem et al., e 0 valor de Q foi estimado pela extracdo dos
parametros do ajuste linear (Eq. 32). Diferentemente do ajuste ndo-linear de um circuito RQ,
as estimativas graficas ndo forcam um circuito para descrever os dados, mas permitem a
observagdo de elementos de circuito em diferentes faixas de frequéncia dos dados de
impedancia. A preferéncia pelo procedimento linear para o calculo de Q, comparado a média
aritmética proposta por Orazem et al., se deve ao fato de que a extracdo deste tipo de média
assumiria que as oscilacbes se distribuissem normalmente, o que ndo é necessariamente
verdadeiro (sobretudo no caso em que as medidas a cada frequéncia ndo sao independentes).

E importante ressaltar neste ponto que o uso de Q para descrever a capacitancia de
dupla-camada pode levar a interpretacfes erroneas [190, 194], exceto para altos valores de «,
como mostram os resultados obtidos por Neves et al. [232]. O sistema em questdo — GCE em
NaCl(aq) — mostra alta dispersao na capacitancia, de modo que esta aproximacdo nao pode ser
usada. Para estimar a capacitancia da interface nos valemos, portanto, do emprego da Eq. 23.
A resisténcia da solucgdo, neste caso, foi obtida através de um ajuste linear dos dados num
grafico de Z’vs, Z”’, entre 10% a 10* Hz. Um exemplo deste ajuste é apresentado na Figura 23,
para Epc = 500 mV. Esta abordagem grafica leva a valores de Rq que sdo comparaveis aos
valores obtidos por ajuste ndo-linear, como pode-se observar no grafico da Figura 24, onde
obteve-se um coeficiente angular proximo de 1 entre os valores obtidos por diferentes

abordagens para os diferentes potenciais medidos.
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Figura 23: Grafico de Z’ vs. Z’’ para GCE em NaCl 0,15 M para obtencdo de Rq pelo
coeficiente linear da curva para Epc = 500 mV.
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Z’vs. Z’’ e a partir do ajuste ndo-linear do circuito RQ em diferentes potenciais.
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3.2.2 — Adsorcéo de concanavalina A

Ap0s a obtencdo dos dados de impedancia que permitiram a obtencdo de Rq, Q € «
segundo a discussdo precedente, o eletrodo foi submergido em solu¢do 0,8 mg-mL™ de conA
por 40 minutos, como descrito na etapa 9) da secdo 2.4.2. Os valores de Co (normalizados
pela area do eletrodo A) antes e depois da adsor¢do da proteina e a diferenga percentual AC
(segundo a Eqg. 28) sdo mostrados nas Figuras 25(a) e 25(b), respectivamente.
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Figura 25: Valores de (a) Co para 0 GCE em NaCl 0,15 M com ¢ sem proteina e (b) AC
para Epc entre 200 e 800 mV.

Ambas as curvas da Figura 25(a) apresentam um minimo em aproximadamente 600 mV,
exibindo uma capacitincia em torno de 16 puF-cm™ para o eletrodo sem proteina e de 12,5
uF-cm™ para o eletrodo com proteina neste potencial. Este minimo provavelmente ndo se
deve ao PZC pelos seguintes motivos:

1) A solucéo eletrolitica ndo € diluida (NaCl 0,15 M);

2) O PZC do GC em NaF(aq) € 70 mV [237], e adsorcdo anibnica (esperada neste caso
pela presenca de CI), leva a um deslocamento do PZC para potenciais mais
negativos [238], de modo que provavelmente o PZC em NaCl seria inferior a 70
mV;

3) Se o CI" adsorve em GC, a reacdo de troca dos ions Cl- pela proteina adsorvida
causaria um deslocamento do PZC (no caso de uma proteina neutra, para potenciais
mais positivos), e 0 minimo da Figura 25(a) ndo apresenta este deslocamento.

Deste modo, particularmente de acordo com o argumento 2), assume-se que a superficie

do eletrodo esteja positivamente carregada. Adicionalmente, pode-se observar na Figura 25(a)
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que a adsorcdo da conA promove uma queda da capacitancia, mas o perfil da curva em fungéo
do potencial permanece o mesmo. Este comportamento é confirmado pelo gréafico da Figura
25(b), em que é possivel observar que a queda de capacitancia causada pela proteina
adsorvida é aproximadamente constante para toda a faixa de potencial. Para estudar a
dependéncia do recobrimento em fungdo do potencial através da Eq. 27, é necessario estimar
primeiro o valor de Cs=1 através da Eqg. 29, por exemplo. Nas condi¢fes empregadas (pH 6), €
esperado encontrar uma maior quantidade de dimeros em solugdo [80]. Para orientacdes
“side-on” e “end-on” os valores de d sdo de aproximadamente 30 e 75 A, respectivamente
(ver Figura 4(b)) [40]. A constante dielétrica dentro de proteinas geralmente é obtidas partir
de célculos computacionais, e o tema é rapidamente debatido por Lo&ffler et al. [239].
Empregando a estimativa dos autores de 15 para a constante, obtemos Cy=1 = 0,3 uF-cm™ para
orientagdo “side-on” e 0,1 puF-cm™ para a “end-on” (empregando A = m-[(3/2)-10tcm]? =
0,071 cm?). Estes valores diferem em 3 vezes, mas como em ambos 0s casos Cy=1 << Cy=o
(entre 21 e 16 pF-cm™@), o recobrimento obtido pela Eq. 27 ndo permite distinguir
(numericamente) qual das orientacdes € a mais provavel, isto sem considerar que a Eqg. 29 é
uma aproximacdo grosseira. O recobrimento em funcdo do potencial segundo a Eg. 27 (e
usando Cp=1 = 0,3 uF-cm™) ¢ exibido na Figura 26.
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Figura 26: Recobrimento de conA em GCE calculado segundo a Eg. 27 em fun¢éo do
potencial Epc.
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Observa-se que o grafico da Figura 26 assemelha-se ao da Figura 25(b), pois 6 -100% =
AC devido ao fato de que Cs=0 >> Cp=1, como discutido anteriormente. Observa-se que
aparentemente ndo ha influéncia do potencial na camada adsorvida, como uma desorcao
induzida pela variacdo de potencial. Isso € confirmado pelo coeficiente de correlacdo de
Spearman (APENDICE B.1) para os dados da Figura 26, ndo significativo num nivel de
confianca de 95%, de modo que ndo ha indicios detectaveis da influéncia de Epc em 6. O
valor médio de 4 calculado € de 0,23+0,02, e com este baixo recobrimento, espera-se que a
orientagdo da proteina seja “side-on”, para maximizar as interagdes com 0 adsorvente,
orientacdo favoravel do dimero da conA em outras superficies [40, 98, 106, 108].

Além da capacitancia, verificamos que o valor de « apresenta uma influéncia ndo
convencional das moléculas adsorvidas. Em funcéo disto sdo mostrados os valores de a antes
e depois da adsor¢do e o de Aa (calculado de maneira analoga a AC) vs. 0 potencial nas

Figuras 27(a) e 27(b), respectivamente:
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Figura 27: Gréfico dos valores de (a) o antes e depois da adsorcdo de conA e de (b) Aa em

funcéo do potencial Epc.

A adsorcdo de conA aparentemente tem o efeito de aumentar os valores de o para toda a
faixa de potencial, diminuindo a dispersdo na capacitancia. No entanto, diferentemente do
efeito da adsorcdo em Co, a diminuicdo desta dispersdo aparentemente sofre influéncia do
potencial, como pode ser observado na Figura 27(b), de maneira que quanto maior o potencial
menor o efeito da proteina na diminuicdo da dispersdo. Em outras palavras, para maiores
potenciais a dispersdo na capacitancia resultante da proteina é maior. Esta aparente

tendéncia foi avaliada pela extracdo do coeficiente de correlacdo de Spearman, que neste caso
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é de -0,67, sendo significativo num nivel de confianca de 95%. O valor é negativo porque a
contribuicdo da camada adsorvida na diminuicdo da dispersdo é maior em potenciais
proximos a 200 mV, mas ela cai com o aumento de Epc, chegando a um minimo em torno de
500 mV e entdo mantendo-se constante. A tendéncia monotonica assemelha-se a uma funcao
exponencial, que para comparacdo visual é ajustada na Figura 27(b). Como a variacdo
percentual da capacitancia ndo se mostrou dependente do potencial, acredita-se que algum
processo verificavel pelas mudangas em Aa ndo interfere na espessura da camada adsorvida
(pelo menos de maneira ndo detectdvel nos dados obtidos). Deste modo, mudancas de
orientagdo, como de “side-on” para “end-on”, ndo poderiam ser responsaveis pelo efeito em
Aa, pois promoveriam varia¢es na capacitancia ao mudar a espessura da camada devido a
variacdo de Epc. Considerando que o momento de dipolo (p) de proteinas pode influenciar na
orientacdo de equilibrio das moléculas adsorvidas [45], formulou-se a hipdtese de que a
reorientacdo dos dipolos da proteina em funcdo da variacdo do campo elétrico na interface (X)
resultasse no comportamento observado na Figura 27(b). Neste ponto uma analise mais
focada nas propriedades eletrostaticas da proteina foi realizada.

Os dimeros da conA possuem um pl de aproximadamente 6,5 [97], o que implica que as
moléculas em solucdo de NaCl 0,15 M (pH 6,0) devam estar positivamente carregadas, mas
quase neutras. Baseado nas coordenadas atdomicas fornecidas por Bouckaert et al. [2] no PDB,
estimamos a carga liquida do dimero demetalizado em funcéo do pH empregando o software
PROPKA [225]. Os resultados sdo mostrados na Figura 28, incluindo os mesmos céalculos

para o tetramero.
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Figura 28: Carga (em unidades da carga elementar) em fungdo do pH para dimero e

tetramero demetalizados.
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Observa-se que a estimativa do pl = 7 para dimero e tetrdmero da conA ndo difere muito
do observado experimentalmente. A proxima etapa € descrever o perfil eletrostatico
superficial da proteina, o que pdde ser feito empregando o software APBS [49]. A
visualizacdo do mapa de potencial eletrostatico para o dimero através do software VMD [3] é
mostrada na Figura 29.

(b)

(©)

Figura 29: (a)-(c) Mapa de potencial eletrostatico para o dimero da conA em pH 6, com

regides positivamente carregadas em azul e negativamente carregadas em vermelho.

Observa-se nas representacdes da Figura 29 que a proteina possui boa parte das faces
“side-on” positivamente carregadas (Figura 29 (a) e (c)), mas na regido que une os dimeros no

sentido perpendicular ao eixo de maior extensdo podemos verificar uma area negativamente
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carregada (Figura 29 (b)). Ela cruza o dimero, formando linhas de campo elétrico que
delineiam o dipolo elétrico da proteina, como pode ser observado na Figura 30.

Figura 30: Linhas de campo elétrico do dimero da conA em pH 6.

Em funcdo do posicionamento do dipolo da proteina (perpendicular ao eixo de maior
extensdo), € possivel ver que mudancas de orientacdo do dipolo elétrico em rela¢do ao campo
elétrico na interface podem ocorrer de maneira a nao serem detectadas pelas mudancas na
capacitancia. Para um aumento de potencial, espera-se que um maior nimero de moléculas
tenha seu dipolo alinhado paralelamente ao campo elétrico da superficie, de modo a
influenciar a dispersdo da capacitancia na interface, como sumarizado no esquema da Figura
31.
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Figura 31: Esquema representando interpretacOes acerca da influéncia do potencial na

capacitancia e no valor de a.

Esta reorientacdo promovida por mudancas no potencial ndo é nova na eletroguimica,
sendo observada, por exemplo, em moléculas de dgua nestas condi¢des [240]. Na tentativa de
propor um modelo para explicar a influéncia das moléculas adsorvidas e possivelmente seus
dipolos em a, € preciso considerar primeiramente o controverso significado de o. Ja foi
demonstrado experimentalmente que um aumento na heterogeneidade da distribuicdo de
energia na superficie leva a um aumento na dispersdo da capacitancia [189, 205]. Empregando
esta interpretacdo, e a suposicdo de as mudancas de orientagdo da conA levam a uma
dependéncia de Aa com o potencial, é razoavel supor que proporcdo de moléculas em uma
dada orientacdo em relacdo as outras influencia na dispersdo da energia na superficie.
Propomos, portanto, que a populagdo de proteina na orientacdo (L) (ver Figura 31) é
majoritaria em baixos potenciais, mas com o aumento do potencial as moléculas sdo
polarizadas e mudam para a orientacdo ( || ), que passa a ser dominante em potenciais altos
(Ebc > 500 mV). De acordo com esta interpretacdo, a orientagdo (L) € menos energética
eletrostaticamente, permitindo minimizacdo através de interacdes eletrostaticas entre as

moléculas, o que ndo ocorre na orientacdo ( || ). Com o aumento de X, a distribuicdo
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homogénea de proteinas na orientacdo de equilibrio (L) é distorcida, pois algumas moléculas
comegam a se polarizar, o que resulta no aumento da dispersdo resultante da proteina, de
modo que em elevados potenciais o valor de « aumenta menos que em baixos potenciais ap6s
a adsorgdo. Para explicar o perfil aparentemente exponencial observado na Figura 27 (b)
consideramos que ha uma relacdo entre a reorientacdo dos dipolos induzida pela mudanca do
potencial e a distribuicdo de Boltzmann. Os pormenores deste modelo sdo descritos no
ANEXO C.

3.3 — Estudos com resisténcia

3.3.1 — Primeiros ensaios

Como um dos objetivos do presente trabalho envolve a quantificagdo das proteinas
adsorvidas, o procedimento de determinacdo via capacitancia, apesar de bastante usado, tem
limitacGes inerentes a pouca variacdo deste parametro em relacdo a Cg=o com a adsor¢do. Em
experimentos no qual adiciona-se um par redox ao eletrolito, por outro lado, as variacdes na
resisténcia de transferéncia de elétrons podem chegar a 4 ordens de grandeza. Em funcéo disto
modificamos o procedimento, de maneira que as medidas de impedancia fossem feitas em
uma solugio de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM na mesma solugdo eletrolitica. Nesta
abordagem a verificacdo da adsorcdo da proteina se da& pela interferéncia do adsorbato na
reacdo de transferéncia de elétrons entre as espécies redox. Nos primeiros testes a adsorcéo foi

realizada submergindo o eletrodo por 5 minutos em solugbes de diferentes concentracdes de
conA, c;, de 0,01 a 0,5 mg'mL™. Considerando que a voltametria altera a superficie de

maneira mais agressiva que a EIS [241], a ordem escolhida das medidas antes da adsor¢éo foi
primeiro a voltametria e posteriormente a analise de impedancia, e apds a adsorcdo a ordem
das medidas é invertida, realizando-se primeiramente a impedancia (uma técnica mais
sensivel que a voltametria e nosso foco no estudo da adsorcdo) e depois uma nova
voltametria. As voltametrias ciclicas antes e depois da adsor¢do das solucdes a diferentes

concentragdes da concanavalina A sdo apresentadas na Figura 32:
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Figura 32: Voltametrias ciclicas do GCE em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM e NaCl 0,15 M
antes (linhas tracejadas) e depois (linhas sélidas) da submersdo do eletrodo em solucées de

conA em diferentes concentracdes (diferentes cores).

Observando-se as voltametrias ciclicas da Figura 32 pode-se constatar uma baixa
adsorcdo da conA nestas condi¢Oes pela comparacdo com a literatura [51, 106, 242], como
verificado anteriormente nos estudos de capacitancia (secdo anterior). Isso se reflete na
semelhanca entre as voltametrias antes e depois da adsorcéo.

A quantidade de proteina adsorvida pode ser associada com variagdes na separagdo dos
potenciais de pico anddico (Epa) e catodico (Ecp), dada pela diferenca entre os potenciais
onde um méximo e um minimo de corrente ocorrem, respectivamente: AE =Epa — Ecp. AS

medidas deste parametro para diferentes concentracfes de proteina sdo mostradas no grafico
da Figura 33.
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Figura 33: Diferencas de potenciais de pico para GCE em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]*
1 mM e NaCl 0,15 M antes e depois da adsorcao de conA.

Em regimes quasi-reversiveis o valor de AE esta relacionado com a constante de
velocidade padrdo, k° que indica a relativa “facilidade” na transferéncia de elétrons, ou o
quao rapido o sistema atinge o equilibrio [243]. Observando, como exemplo, o caso da
adsorg¢ao em 0,5 mg-mL'1 de proteina, o valor de AE ~ 66 mV ¢ modificado para AE ~ 84 mV,
com a proteina aumentando a irreversibilidade da reacdo de transferéncia de elétrons,
tornando-a mais “dificil” ou ativada. Este fendbmeno se reflete na resisténcia de transferéncia
de carga obtida a partir de dados de impedancia, como veremos logo mais. Estimativas de k°
para sistemas quasi-reversiveis podem ser feitas empregando a Eq. 33 [244]:

(Do /D) A2K°
[2D,u(F /RT)J?

Eq. 33

sendo y um parametro obtido numericamente para diferentes AE, Do e Dr s&0 0s coeficientes
de difusdo das espécies oxidada e reduzida no par redox, respectivamente, S € o coeficiente de
transferéncia complementar e » € a velocidade de varredura na voltametria ciclica. No
presente caso a espécie oxidada é [Fe(CN)s]* e a reduzida é [Fe(CN)s]*, cujos coeficientes de
difusdo sdo Do = 8,96x10° cm?s?t e Dr = 7,35X10° cm?s™ [245], respectivamente. O

valores de w (com = 0,5) para AE =66 mV e AE =84 mV sdo 4 e 1 [244], respectivamente.
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A partir da Eq. 33 pode-se calcular os valores de k° para o eletrodo antes (k;) e depois (kJ)

da adsor¢do de conA. Porém ndo é necessario calcular as duas constantes independentemente,
pois a relacdo entre elas e facilmente deduzida sabendo os respectivos valores de y, yo e ye:

v, ko

we K

No presente caso yo/ wp = 4, de modo que k° para o eletrodo sem proteina é 4 vezes
superior ao obtido apds adsorgdo de conA 0,5 mg-mL™ por 5 minutos. Deste modo a camada
adsorvida diminui em 4 vezes a velocidade do processo de transferéncia de elétrons neste
caso. Esta variacdo no k° é relativamente pequena considerando que diferentes tratamentos do
eletrodo promovem variagbes em ordens de grandeza. Calculando o valor de k° para o

eletrodo sem proteina:

o w(aDyfo)'?  4.(31416x8,96x10°cm? -s™ x 38,920V ' x 0,050V -s )2
KO = o -
° (Dy/Dg)* " (8,96/7,35)""

k$=2,8x107%cm-s™!

Considerando as outras medidas de voltametria antes da adsorcdo obtém-se
aproximadamente 2x102 < k® < 3x10? cm's?, dentro da faixa observada para eletrodo
submetido unicamente a um polimento com a alumina (102 & 10 cm-s™) [246].

Os graficos de Nyquist e Bode obtidos para diferentes concentracfes de proteina
empregadas podem ser observados nas Figuras 34(a) e 34(b). As curvas obtidas antes da
adsorcdo sdo mostradas como uma média de cinco medidas, e as barras de erro representam

intervalos de confianca de 95%.
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Figura 34: Gréficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM e
NaCl 0,15 M antes e depois da adsorcao de conA em diferentes concentragdes.

No gréfico de Nyquist da Figura 34(a) observa-se um progressivo aumento do arco em
altas frequéncias associado a processos redox em funcdo da adsorgdo da proteina. Um maior

arco corresponde a uma maior resisténcia de transferéncia de carga, resultado da diminuicao
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da velocidade de transferéncia de elétrons na interface pois a proteina adsorvida dificulta o
processo, aumentando sua energia de ativacdo. De maneira andloga, a area disponivel/efetiva
para a reacdo redox ocorrer diminui pela obstrucdo da proteina, e um decréscimo em A na Eq.
19 implica um aumento em R¢t. No grafico de Bode da Figura 34(b) observa-se que 0 maximo
entre 102 e 10° Hz é maior para concentragGes superiores de proteina, e a frequéncia onde ha
um méaximo é deslocada para valores menores como resultado do aumento da resisténcia de
transferéncia de carga. Os resultados obtidos apdés a adsor¢io em 0,01 mgmL? nio
correspondem ao esperado, exibindo uma R inferior a do branco mesmo sem adsorcéo de
proteina. Atribuimos este fato a ndo ocorréncia da adsor¢do neste ensaio, de modo que este
dado ndo € analisado junto com os outros segundo procedimento descrito mais adiante.
Observa-se nos graficos de Nyquist e Bode acima que para baixas frequéncias a
impedancia exibe comportamento caracteristico de processos difusionais, como um segmento
linear com 45° de inclinacdo no gréafico de Nyquist, ndo coincidentemente o angulo para o
qual os dados no gréafico de Bode tendem para f — 0. Este e outros comportamentos tipicos de
diferentes elementos de circuito sdo evidenciados no grafico de Nyquist da Figura 35,
correspondente aos dados médios para medidas antes da adsorcdo apresentados previamente

na Figura 34(a).
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Figura 35: Gréafico de Nyquist para média de cinco medidas feitas com GCE em [Fe(CN)s]*
/[Fe(CN)6]* 1 mM e NaCl 0,15 M antes da adsor¢do em conA.
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Visivelmente no grafico de Nyquist o comportamento linear para baixas frequéncias
representa 0 elemento de Warburg para impedancia difusional semi-infinita, caracterizado

pelarelacdo Z' = |Z"’

, resultando em uma reta de coeficiente angular préximo a 1 para baixas
frequéncias. Uma resisténcia da solu¢do em torno de 100 Q domina a parte real da impedancia
a altas frequéncias, e a suave curvatura no gréfico de Nyquist pode ser interpretada como
resultado de um processo redox que possui uma barreira de ativacdo proporcional a Ret ~ 236
Q. A inclinacdo deste arco de aproximadamente 18° revela que usar um capacitor como
elemento de circuito levaria a ajustes inadequados. Neste caso um elemento de fase constante
seria necessario para considerar este comportamento, que resulta do fato de que « # 1. Como a
andlise grafica empregada na secdo anterior ndo permite a extracdo dos parametros referentes
a uma interface reativa, decidimos estudar o presente sistema implementando um ajuste néao-
linear dos dados para um circuito equivalente apropriado. Um circuito que emprega todos os
elementos acima descritos € o apresentado na Figura 12(b) (Randles com CPE ao invés de um
capacitor ideal). Os dados foram ajustados através do software Zview, e a comparacao entre
os dados experimentais e os previstos pelo modelo pode ser feita pela observacdo do grafico

de Bode na Figura 36.
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Figura 36: Gréfico de Bode para GCE em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM e NaCl 0,15
M em que os dados experimentais (pontos) sdo comparados com resultado de ajuste nao-
linear (linhas) para o modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 12(b). Os dados
antes da adsor¢do séo apresentados como uma média de cinco medidas e 0s respectivos

intervalos de confianca.
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Os ajustes para as medidas de impedancia antes da adsorcdo foram feitos
independentemente, e posteriormente as médias dos valores dos parametros obtidos foram
calculadas. A avaliacdo dos ajustes é feita por meio do grafico de Bode porque 0s pontos
obtidos para diferentes frequéncias sdo igualmente espacados, permitindo ver com mais
clareza a qualidade do ajuste do que pela observacédo de gréaficos de Nyquist, por exemplo. Os
ajustes apresentaram 5x 10 < % < 7x10* mesmo considerando o fato de que o ajuste inclui
um artefato de alta frequéncia acima de 10* Hz, o que indica que o modelo escolhido descreve
bem o comportamento geral dos dados.

Os parametros médios para os ajustes dos dados de antes da adsorcao foram Rq = 103+3
Q, Ret = 23717 Q, o = (2,03+0,09) x10* s¥2.Q?, ¢ = 0,7840,01 e Q = (1,0£0,3)x10°
s278.01 A média de 237 Q para a resisténcia de transferéncia de carga pode ser usada para
estimar a area do eletrodo antes da adsorcao, usando k® ~ 2x 102 cm-s™ (estimada na pagina
62) na Eq. 19:

A=[(F/RT)FR,k°C")™
A=[38,920 C-J* x96485,4C-mol * x 237V -J-5-C? x 2x102cm-s - x1x10°mol - L™ x (1L /10°cm?)] ™
A=0,06+0,02cm?

Uma area dentro da esperada de 0,071 cm?, considerando os erros, que foram calculados
pela equacdo de propagacao de erros para multiplicagéo/divisao.
No gréfico de R vs. ¢2 podemos observar um aumento da variavel dependente com a

quantidade de conA adsorvida no gréafico da Figura 37.
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Figura 37: Resisténcia de transferéncia de carga obtida por ajuste ndo-linear do circuito
equivalente da Figura 12(b) nos dados obtidos para GCE em [Fe(CN)s]*/Fe(CN)s]* 1 mM e
NaCl 0,15 M em funcdo da concentragcdo de conA em solucdo usada na adsorcao.
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O gréfico da Figura 37 assemelha-se qualitativamente ao de AE vs. ¢} apresentado na

Figura 33. Isso possivelmente indica uma coeréncia nos experimentos executados, uma vez
que as medidas de voltametria e de impedancia sdo técnicas independentes. Adicionalmente,
tanto AE quanto R¢: aumentam quando k° decresce em funcio da adsorgéo. Os valores de Rt

no grafico acima aumentam para maiores valores de c?, como discutido anteriormente pela

observacgdo dos arcos em alta frequéncia do grafico de Nyquist da Figura 34(a). No entanto,

aparentemente a faixa de concentracdo ndo € alta o bastante para que um patamar em R seja
alcangado. O méaximo valor de R, em torno de 600 Q para ¢2= 0,5 mg-mL™, é relativamente

baixo quando comparado com valores encontrados na literatura, como por exemplo para
adsor¢ao de conA em platina, de ~6 kQ [107]. Este fato se deve a uma baixa adsorcdo da
proteina nas condi¢des empregadas, como observado previamente por meio das medidas de
capacitancia e das voltametrias ciclicas na presenca de sonda redox. Tendo em vista que este
fator dificulta a obtencdo de medidas consistentes de quantidade de proteina adsorvida, pois
apresentam comportamento muito proximo da adsorcdo de impurezas e do comportamento em
NaCl 0,15 M sem proteina (branco), objetivou-se aumentar a eficiéncia da adsorcdo
modificando o preparo da superficie do eletrodo.

Testamos diferentes condi¢Ges do preparo do eletrodo, referidas como C1 (limpeza
idéntica a usada até o momento), C2, C3 e C4, descritas na Tabela 1. Diferente de C1, as
metodologias C2, C3 e C4 empregam algum procedimento oxidativo, ampliando a janela de
potencial para valores mais positivos na voltametria ciclica em H2SO4 0,5 M, e acrescentando
ou ndo um pés-condicionamento do eletrodo na mesma solugdo, aplicando um potencial
constante de 1,1 V por 5 ou 10 minutos. A adsor¢do de conA foi realizada da mesma maneira
que antes, pela submersdo do eletrodo por 5 minutos em uma solugdo 0,1 mgmL?,
realizando-se medidas de impedancia e voltametria ciclica (na mesma ordem relatada
anteriormente) antes e depois da adsorc¢éo.

As voltametrias ciclicas para diferentes tratamentos do eletrodo sdo apresentadas na

Figura 38.
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Figura 38: Voltamogramas ciclicos em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* e NaCl 0,15 M para
diferentes condicdes de preparo do GCE, observacdes feitas depois da adsor¢do de conA em

solugio 0,1 mg-mL™.

Fica claro pelos graficos acima que os tratamentos a altos potenciais, especialmente com
pos-condicionamento, aumentam consideravelmente AE para reagdo do par redox apos a
adsorcdo da proteina. Esta diminuicéo da reversibilidade na transferéncia de elétrons pode ser
atribuida ao aumento na quantidade de proteina adsorvida. Enquanto que a quantidade de
proteina adsorvida apds C1 diminui k® em 4 vezes, os tratamentos anodicos promovem um
aumento no recobrimento o suficiente para que k° diminua em aproximadamente 40 vezes.
Observa-se também uma queda das correntes de pico catodico e anddico, devido a obstrucao
causada pela proteina na interface.

Dentre os tratamentos oxidativos, 0S que empregaram uma cronoamperometriaem 1,1 V
levaram a uma adsorcdo mais eficiente em comparacdo aos outros. Para estudos posteriores
nos escolhemos o tratamento C3, que consiste numa voltametria ciclica entre -0,2 e 1,5 V,
seguida de cronoamperometria por 5 minutos. Uma das primeiras observacdes que fizemos a
respeito desta metodologia é que os resultados de voltametria e de impedancia para medidas
repetidas apresentavam um grande dispersdo antes e depois da adsorcdo da proteina. 1sso pode

ser constatado pelos gréaficos de Bode da Figura 39, medidos nas mesmas condicdes:
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Figura 39: Gréaficos de Bode para medidas repetidas em GCE e [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*
1 mM e NaCl 0,15 M obtidas (a) antes e (b) depois da adsor¢cdo de conA em solucdo 0,1

mg-mL! nos primeiros testes com tratamento C3.

A principio cogitou-se que a dispersdo dos resultados antes da adsorcao influenciava na
falta de repetitividade dos dados obtidos ap6s a adsorgédo. Porém o acréscimo de cuidado no
tratamento do eletrodo frente a adsorcdo de impurezas permitiu uma grande diminuicdo na
dispersdo dos graficos de impedancia (e voltametria) antes da adsorcdo, enquanto que a
dificuldade em controlar a repetitividade ap06s a adsor¢do permaneceu, e nds atribuimos isso a
desnaturacdo da proteina. Isso porque, como mostraremos posteriormente, essa dispersdo €

maior para maiores valores de c; .

Realizamos ensaios usando a mesma concentragio de proteina (0,1 mg-mL™?), porém
fazendo medidas sequenciais de voltametria e impedancia para observarmos se ocorreria uma
diminuicdo em R¢t ou em AE apds um certo niumero de medidas, sinalizando uma desorcao da
proteina. Trés destas medidas consecutivas sdo apresentadas na Figura 40, em comparacao
com um experimento no qual a solucdo de proteina € substituida por agua Milli-Q, como um

branco.
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Figura 40: Medidas sequenciais de impedancia e voltametria apds submerséo do GCE
em conA 0,1 mg-mL* (Replicatas 3-5) ou 4gua Milli-Q (Branco), acompanhadas por
mudancas em (a) Ret € (b) AE segundo analise de dados obtidos em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1
mM e NaCl 0,15 M.

Observa-se que AE e R¢t aumentam mesmo sem proteina. 1sso provavelmente ocorre
devido a adsorcdo de impurezas no decorrer da aquisi¢do dos dados [192]. Para o eletrodo
com proteina adsorvida observa-se que na terceira medida sequencial (ap6s algo em torno de
15 minutos) Rct parece alcancar um patamar. Isso pode ser um indicio de a proteina chega a
um limite em que a desnaturacdo ja nao influencia mais tanto na éarea disponivel para
transferéncia de elétrons no eletrodo. As variagbes em AE também exibem esse
comportamento, porém com um patamar menos pronunciado. Como ndo se verificou
diminuicdo de R¢t ou de AE nesta faixa temporal acreditamos que a quantidade de proteina
desorvida é minima até entdo. Cogitou-se que mesmo com R¢t aumentando a desorcéo poderia
ocorrer de modo que a desnaturacdo cobrisse a area rapidamente de modo a “mascarar” o
efeito das moléculas que desorvem. No entanto a velocidade de desorcdo de proteinas é

usualmente muito menor do que a de desnaturagéo [247].

3.3.2 - Pseudo-isoterma

Com a constatagdo de que a quantidade de proteina desorvida é minima, continuamos
com andlises ex-situ da camada adsorvida em solugdes de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*. O modelo
apresentado no ANEXO D permite estabelecer uma relacéo entre Rct e 0 recobrimento (), de

acordo com a seguinte equacao:
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9{1@—1](:9‘%—0 j Eq. 34
0 o=1 "~ "o=0

em que Ry, Ro=1 € Ry=0 S80 as resisténcias de transferéncia de carga a um dado recobrimento,
com o eletrodo saturado de proteina e apos o eletrodo ter sido submetido a uma solugéo salina
isenta de proteina pelo mesmo tempo em que Ry é obtido (branco), respectivamente. Fazendo
a aproximacao de que Rg=1 >> Re=0, a Eq. 34 converte-se na Eq. 30. Ou seja, a Eq. 30 pode ser
usada como uma aproximacao caso ndo se tenha acesso a Rg=1, embora se suponha que seja
suficientemente grande em relacdo a Rg-=o.

Aplicando a condicdo oxidativa escolhida anteriormente (C3), realizamos a adsor¢éo da
CONA a partir de solugdes com diferentes concentracdes da proteina (entre 0,01 € 0,2 mg'mL™,
além do branco, empregando NaCl 0,15 M) por um tempo de 10 minutos. Ajustes nao-
lineares baseados no modelo de circuito equivalente da Figura 12(b) foram feitos e, dentre
outros parametros, extraiu-se a resisténcia de transferéncia de carga. Os ajustes levaram a
valores de »? em torno 6x10*, e alguns deles sdo comparados com os valores experimentais
na Figura 41. O grafico das resisténcias obtida dos ajustes em funcdo da concentracdo de

conA é mostrado na Figura 42, com todas as replicatas.
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Figura 41: Gréaficos de Bode para GCE em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM e NaCl 0,15

M antes (o) e depois (m) da adsorcéo em solucGes de conA em diferentes concentragdes
(diferente cores).
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Figura 42: Resisténcias de transferéncia de carga em funcdo da concentracdo de conA,
calculadas pelo ajuste do modelo representado na Figura 12(b), a partir de dados de GCE em
[Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM e NaCl 0,15 M.

O grafico de Bode da Figura 41 apresenta uma tendéncia do angulo de fase no ponto de
maximo aumentar com a concentracao de proteina, bem como de se deslocar para frequéncias
menores. Este comportamento, observado anteriormente em eletrodo n&o-oxidado, foi
atribuido ao aumento de Rt promovido pela interferéncia da adsorcdo na reacdo entre
[Fe(CN)s]> e [Fe(CN)e]*. Para justificar porque é razoavel afirmar que a mudanca na
capacitancia tem efeito secundario neste deslocamento, consideramos que a frequéncia onde o
maximo angulo de fase é observado, chamada frequéncia caracteristica (fo), € inversamente
proporcional ao tempo de relaxagdo, 0. Como a impedancia de Warburg influencia a
impedancia em baixas frequéncias, o tempo de relaxacdo do processo faradaico € descrito pela
equacdo 7o = Rct'Cq (consideramos Cq = Co) [248]. A capacitancia da interface tipicamente
decresce com a adsor¢édo de proteinas. Um decréscimo na capacitancia da interface decorrente
de uma maior quantidade de moléculas adsorvidas promoveria um deslocamento de fo para
valores maiores, ndo menores, pois fo o« 1/10 o« 1/Co. Como este fato ndo é observado,
acredita-se que a influéncia da variagdo na resisténcia de transferéncia de carga é superior.

Observa-se na Figura 42 que a medida em que se emprega uma concentragéo inicial de
conA cada vez maior, hd um aumento da resisténcia de transferéncia de carga. Este efeito,

como discutido anteriormente, possivelmente se deve ao aumento da energia de ativagdo no
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processo redox pela obstrugdo que a proteina causa ao aderir a superficie. Nota-se que apds 10
minutos em NaCl 0,15 M a resisténcia Rg=o fica em torno de 0,5+0,1 kQ (95% de confianga).
Se assumirmos que o patamar referente a saturacdo do eletrodo para uma dada concentracao é
alcangado em 0,2 mgmL™?, o valor de Re=1 seria de 5+3 kQ. Os grandes intervalos de
confianga sdo reflexo do pequeno nimero de medidas e da grande variagdo nos valores de

resisténcia aludidos anteriormente. Verifica-se na Figura 42 uma tendéncia de que maiores
valores de ¢ (e Rg) impliquem uma maior variagao dos resultados. A isso creditamos o efeito

da desnaturacao irregular das moléculas de proteina, que tem um efeito tdo maior quanto mais
moléculas dificultam a reacdo do par redox de sonda. Independente disso, aparentemente Ry=o
fica em torno de 10% do valor de Rs=1, 0 que talvez justificasse o uso da Eg. 30 (valida para
Re=1 >> Rs=0). NO entanto, devido ao fato de uma equacao de descricdo mais ampla (Eq. 34)
ter seus parametros acessiveis, a empregamos para obter o recobrimento em fungdo da

concentracdo de proteina, resultando no gréfico da Figura 43.
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Figura 43: Recobrimento segundo Eq. 34 em fun¢do da concentracdo de conA na
solucdo em que o GCE foi submerso por 10 minutos.

Como o tempo de 10 minutos de adsorgdo é relativamente pouco quando comparado
com as abordagens encontradas na literatura, em que geralmente a adsorcéo se estende por
horas, consideramos a principio este tipo de grafico como uma pseudo-isoterma. De qualquer

modo é notavel que mesmo a baixas concentracdes de proteina o recobrimento é proximo do
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maximo, caracterizando uma adsor¢do de alta-afinidade. Pode-se verificar que, em oposicao
as medidas de resisténcia de transferéncia de carga, a dispersdo aumenta para menores
concentracdes de proteina. 1sso ocorre porque no modelo (Eg. 34) o valor do recobrimento é
inversamente proporcional a Ry, 0 mesmo ocorrendo na Eq. 30 (ndo usada até o0 momento). Se
assumirmos que o ponto de saturacdo na adsor¢do da proteina leva a um revestimento
completo do eletrodo, o valor de para 8 = 1 implica, segundo a Eq. 3, que ['(@ = 1) =T's =
(a:Na)™ no maximo de adsorcdo para monocamada. Usando a estimativa de a = 33,75 nm?
(“side-on”) obtemos uma densidade superficial em torno de 5X 102 mol-cm™ ou 1,3 mg'm™
(usando M = 25622,6 g-mol™ [2]). Este valor esta dentro do esperado para a adsor¢do de uma
proteina globular [38], mas € uma estimativa baseada na premissa de que had um recobrimento
completo da superficie no ponto de saturacéo.

Para uma avaliacdo mais mecanistica dos dados referentes a pseudo-isoterma,
consideramos que a dependéncia de & com ¢ pode refletir um comportamento cinético

especifico para o tempo de adsorcdo fixo to = 10 minutos. Apos este intervalo de tempo é
razoavel afirmar que a limitagdo da adsorcéo ndo é mais controlada difusionalmente, inclusive
evidéncias serdo posteriormente apresentadas confirmando esta premissa. Segue-se, portanto,
gue processos como adsor¢do e desorcdo dominam a velocidade da reacdo. Porém o processo
desortivo ndo foi detectado nesta escala de tempo nos experimentos previamente discutidos
(Figura 40), de modo que a adsor¢do deve dominar o processo. O modelo mais simples que
considera a adsor¢do como limitante da reacdo é o de uma transformacéo irreversivel (com
constante de velocidade ki) da molécula de proteina trazida por difusdo, P, em uma espécie

caracteristicamente adsorvida na superficie S, (P-S). De acordo com a Eg. 11, que expressa 0

comportamento cinético segundo este mecanismo, espera-se que o & = 1-exp{-(to-ki) c2 }, com

¢ proporcional a [Po, e 0 ajuste do modelo aos dados é apresentado na Figura 44, com o

modelo em vermelho e as bandas de predicdo (onde se esperaria encontrar futuros valores

com 95% de confianca) em azul.
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Figura 44: Modelo cinético segundo mecanismo P+S —“— P-S ajustado nos dados
obtidos em condicdes pseudo-isotérmicas, em que a adsor¢do ocorre por um tempo fixo de 10

minutos.

Observa-se pela Figura 44 que o modelo aparentemente parece satisfatorio, embora
muitos outros possam o ser. Com o intuito ndo de provar estatisticamente sua validade (para
este conjunto de dados), mas de possivelmente descarta-lo como possibilidade de mecanismo
plausivel, realizou-se o teste da falta de ajuste, cuja descricdo mais detalhada é apresentada no
APENDICE B.2. Em poucas palavras, ele permite verificar se a variancia (informac&o) n&o
explicada difere (num certo nivel de significancia) da dispersdo natural do sistema. Caso as
variancias sejam consideradas significativamente distintas, algum comportamento sistematico
ndo explicado pelo modelo precisa ser considerado na equacao de ajuste, caso contrario o
modelo é considerado ndo ajustado. No presente caso, F = 0,784, que € menor que o tabelado
2,901 (95% de confianca), de modo que as variancias da falta de ajuste e do erro puro ndo sao
distinguiveis neste nivel de confianca, e 0 modelo esta ajustado. Ndo podemos descarta-lo,
portanto, empregando esta ferramenta. Rigorosamente outras avaliagdes estatisticas do
modelo devem ser feitas, mas para o presente fim nos deteremos a esta, considerando-a
suficiente para permitir uma interpretacéo fisico-quimica dos resultados.

O ajuste da Eq. 12 (cinética de Langmuir) aos dados acima resultou em valores de ki >>

k-1, como esperado para uma adsorcdo praticamente irreversivel. Na verdade, para ki >> k.1, a
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Eq. 12 se converte na Eq. 11. A Eq. 14 é indistinguivel da Eq. 11 pela variagdo de c?, e
alguns comentarios sobre o modelo sequencial de duas etapas devem ser feitos. Apesar de seu
extensivo uso na literatura através de uma equagdo com duas fungdes exponenciais,
recomenda-se cuidado em sua aplicagdo. Isto porque supde-se que 6 = 61 + 62, sendo 61 e 6>
0s recobrimentos referentes as formas P1 e P», respectivamente. As equagdes diferenciais que

descrevem este sistema geralmente sdo expressas como se segue:

déo
d—tl == kl(l—l9) - k291
déo

a b

A primeira falha nesta descricdo esta na independéncia da primeira etapa (P—<— P;)
com a concentracao de proteina na solugdo, [P]o. Modificando a primeira equacao diferencial

para incluir esta dependéncia:

déo

e L=k [P],1-6)—k,6,
t

do

o e

Observe que, se # = 01 + 6, as equagbes acima se reduzem a mesma que governa o

processo de primeira ordem previamente ajustado aos dados (Eq. 11):

dé do, dé
0= B [P, - 0) kit + k.6, =K [PL, 0 0)

Deste modo a aplicacdo deste modelo sequencial de duas etapas levaria ao sequencial de
uma etapa se a soma dos recobrimentos é tomada como medida do recobrimento total.
Obviamente que a resolucdo da equacdo acima fornece uma dependéncia de 6 com t
envolvendo uma fungdo exponencial, ndo a soma de duas. Em fungéo destas consideragdes, 0s
parametros do ajuste da Eg. 11 nos dados de cinética sdo os Unicos discutidos a seguir.

Uma constante de velocidade de 15+2 (mg-mL™*)? min? implica um tempo de meio
recobrimento de 28 segundos para adsorgdo realizada em uma solugdo 0,1 mg'-mL™? de conA,

ou de 4,6 minutos para adsor¢io em 0,01 mg-mL?, indicando que uma escolha to = 10
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minutos leva a condi¢Ges aproximadamente isotérmicas de adsor¢do da conA em GC, pois a
adsorcdo é muito rapida. Este fato foi observado de outra maneira pelo nosso grupo, pois na
tentativa de fazer medidas de adsorcdo em diferentes intervalos de tempo, a imersdo do
eletrodo em uma solugdo 0,1 mg-mL™ de conA por 1 minuto ja levou a um perfil de
impedancia muito préximo ao dos graficos para tempos um pouco mais longos, como 5

minutos. Uma alternativa cogitada no intuito de verificar a cinética de adsor¢do propriamente
dita foi a reducdo de c?. Empregamos, portanto, solugdes 0,01 mg-mL™, e os resultados que

obtivemos neste tipo de experimento sdo apresentados na sec¢ao seguinte.

As estimativas do modelo ajustado para a pseudo-isoterma mostram que, no tocante a
adsorcdo da conA desmetalizada, a adsorcdo em carbono vitreo é eficiente no eletrodo
oxidado. Segundo este modelo, ndo sdo necessarios longos intervalos de tempo para alcancar
as proximidades da saturacdo do eletrodo, tornando mais praticos estudos em condicGes de
equilibrio, ou para aplicacdes de filmes protéicos, especialmente porque a adsor¢éo é rapida e

a desorcdo é minima.

3.3.3 — Cinética de adsorcao

Realizamos a adsorcdo de conA no GCE submergindo-o em uma solucdo de
concentragdo 0,01 mg-mL™? por diferentes intervalos de tempo, e depois fazendo as medidas
em uma solugdo com o par redox, como descrito mais detalhadamente na sec¢éo 2.4.3 (Tabela
2). Os primeiros resultados de impedancia e voltametria (realizadas nesta ordem apés a

adsorcao) sdo apresentados na Figura 45(a) e 45(b), respectivamente.
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Figura 45: (a) Gréaficos de Bode (com ajustes) e (b) voltametrias ciclicas obtidas para
GCE em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM e NaCl 0,15 M depois da adsor¢do de conA 0,01

mg-mL? por diferentes intervalos de tempo.
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No grafico de Bode pode-se observar um aumento gradativo no sinal referente a
transferéncia de elétrons do par redox, em funcéo da diminuicdo da velocidade da reagdo pela
obstrucdo causada pelas moléculas de proteina, o que também se reflete no aumento de AE
para maiores concentracdes de proteina adsorvida. A corrente trocada na interface diminui, o
que leva ao abaixamento das correntes de pico catédico e anddico, como se observa na Figura
45(b).

Através do ajuste ndo-linear dos dados apresentados na Figura 45(a) (mais algumas
outras medidas) para o circuito de Randles com CPE foi possivel estimar os valores de Rct
referentes a cada um dos ensaios. Pode-se, portanto, obter 6 de acordo com a Eq. 34, usando o
mesmo Ry=1 na analise da pseudo-isoterma (secdo 3.3.2) e tomando como Rs=o a resisténcia do
menor valor medido, ap6s 10 s de adsor¢do. O grafico de & em funcdo de t é apresentado na

Figura 46.
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Figura 46: Recobrimento segundo Eq. 34 para diferentes tempos de imersdo do GCE

em conA 0,01 mg'mL™.

O grafico de # em funcéo de t mostra o crescimento do recobrimento na medida em que
0 eletrodo passa mais tempo em contato com a solugdo, mas a partir de 5 minutos
aparentemente hd o comeco de uma limitagdo na quantidade de proteina adsorvida,
caracterizada por um patamar para tempos mais elevados. Para verificar influéncias do
transporte difusional na adsorgdo, observamos um gréafico de @ vs. t*2 e constatamos um
comportamento linear até 5 minutos. Isso implica que o transporte difusional limita a

velocidade da reacdo até este intervalo de tempo, que é relativamente longo considerando 0s
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dados de Dulm e Norde (~ 0,5 min) [157], mas equivalente ao encontrado por Young et al. na
adsorcao de fibrogénio [140]. O gréfico de 6 vs. t*2 neste intervalo de tempo é apresentado na
Figura 47, juntamente com um modelo linear que mostrou-se ajustado para este conjunto de
dados (F = 0,014 < 4,757 = Fo).
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Figura 47: Gréfico de 6, obtido a partir da Eq. 34, em func&o de t*2 para os dados
obtidos até 5 minutos de adsorcao, com linha vermelha indicando o ajuste linear e linha

tracejada evidenciando os intervalos de predi¢cdo do modelo.

A presenca do transporte difusional permite a aplicacdo da Eq. 7 para a obtencdo do
coeficiente de difusdo da proteina a partir do coeficiente angular do modelo linear ajustado
acima. Porém vamos usa-la em conjuncdo com a Eq. 3 para obter a area de contato da
proteina. Espera-se que para o dimero seja em torno de 33,75 nm? [40] (maior area
representada na Figura 4(b)) e para o tetramero podemos considera-lo inferior ao dobro disso,
ou seja, entre 33,75 e 67,5 nm?. Considerando o coeficiente de difusdo do tetrdmero igual a
5,20x107 cm?st e o previamente citado de 6,20X107 cm?s™ para o dimero [249], o
coeficiente angular de 0,046 obtido implica que a = 44 nm? para a adsorcéo de dimeros e a =
96 nm? para de tetrimeros. Enquanto que a area de contato estimada para o dimero é proxima
do esperado, a do tetrdmero excede em muito, de modo que se ele se dividisse em dimeros (a
~ 67,5 nm?) chegaria proximo de 2/3 da &rea obtida no calculo. Este fato é uma evidéncia do
previamente presumido pelas condic¢Ges da solugédo: que dimeros (a0 menos majoritariamente)

sdo responsaveis pela adsorcdo observada. Esta area de contato que obtivemos tambem pode
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ser usada para uma medida mais apurada da densidade superficial no patamar estimada em
torno de 1,3 mg-m™ para aproximadamente 1 mg-m™ (substituindo a = 33,75 nm? por 44
nm2).

Na tentativa de modelar toda a curva da Figura 46 testamos o modelo da Eq. 14, porém
0 ajuste ndo mostrou-se satisfatorio. Isso implica que em baixas concentra¢es o acoplamento
entre transporte difusional com um processo de primeira ordem ndo descreve a adsorc¢ao da
conA em carbono vitreo. Em altas concentracfes e tempos de adsorcdo, entretanto, verificou-
se pelos dados da pseudo-isoterma que o processo irreversivel descreve bem o recobrimento
em fungdo da concentracdo de conA. Ou seja, para diferentes concentracdes de proteina 0s
mecanismos parecem ser distintos, ilustrando a complexidade envolvida no estudo da

adsorcéo destes polimeros.

3.3.4 — Investigando o efeito da oxidagao

Comparando os resultados da adsor¢do de conA em GC a partir de uma solucéo 0,1
mg-mL, pdde-se constatar que ocorre um aumento consideravel da interagdo da proteina com
o0 eletrodo apds o procedimento oxidativo. Esta comparacédo é feita nos graficos de Bode da
Figura 48, ap6s adsorcdo 10 minutos (com duplicatas).
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Figura 48: Gréaficos de Bode para GCE em [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 1 mM e NaCl 0,15 M

apos procedimentos C1 ou C3, antes (simbolos abertos) e depois (simbolos fechados) da

adsorcdo em conA 0,1 mg-mL por 10 minutos.
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Os gréficos de Bode mostram uma grande diferenca na quantidade de proteina adsorvida
em funcdo do procedimento adotado. Por haver mais proteina no eletrodo previamente
oxidado, a resisténcia de transferéncia de carga estimada ap0s a adsorcdo é muito superior a
verificada apds o procedimento C1. Outra consequiéncia € um deslocamento na frequéncia

caracteristica (fo) para valores menores. No entanto este deslocamento é superior ao observado
nos experimentos anteriores, variando-se c2. Como o tempo de relaxagdo o oc 1/fo, mas é

diretamente proporcional a capacitancia Co, uma diminuicdo em fo pode ser resultante da
elevacdo da capacitancia, além da resisténcia. Esta hipotese parece consistente, considerando
que a capacitancia aumenta muito ap6s o procedimento oxidativo, como serd mostrado mais
adiante.

Como citado anteriormente na secdo 1.2, a oxidacdo do GCE aumenta a sua
hidrofilicidade pela formag&o de grupos funcionais oxigenados como carbonilas e carboxilas.
Deste modo o aumento na quantidade de conA adsorvida pode ser resultante do aumento da
hidrofilicidade da superficie devido a oxidacdo. Por outro lado deve-se considerar que o
aumento do numero de grupos funcionais poderia implicar um maior nimero de ligacdes
quimicas, supondo que estas fossem formadas, entre grupos na superficie e as moléculas de
proteina. Ou ainda um resultado dos dois efeitos, hidrofilicidade e ligacdo quimica. Uma
maneira de testar estas possibilidades seria tentando-se remover a proteina com uma solugéao
de surfactante, como Dong et al. [98] procederam em superficies de germanio, de modo que a
desorcédo da conA indicaria uma adsorcao fisica.

Considerando a formacao de espécies redox na interface, realizamos o procedimento de
oxidacdo C3 e logo apds executamos medidas de impedancia em NaCl 0,15 M (sem par redox
como sonda) em diferentes Epc. Os graficos de Nyquist e Bode séo apresentados nas Figuras

49(a) e 49(b), respectivamente.
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Figura 49: Gréficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em NaCl 0,15 M ap6s
oxidacdo do eletrodo através do tratamento C3.

Pode-se observar claramente que existe uma distingdo entre os gréaficos da Figura 15,
obtidos a partir do eletrodo n&o-oxidado, e os da Figura 49. Os gréaficos de Nyquist da Figura
49(a) apresentam uma curvatura semelhante a observada na presenca de processos redox, e 0
comportamento a baixas frequéncias se assemelha ao observado em interfaces blogueantes.
Isto ndo é observado em eletrodos ndo-oxidados, cujo comportamento linear no grafico de

Nyquist revela a ndo existéncia de grupos eletroativos na interface (Figura 15(b)). Os graficos
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de Bode na Figura 49(b) também apresentam bandas similares as observadas na presenca de
reacOes na interface, porém num angulo de fase elevado a baixas frequéncias. Interpreta-se
que grupos funcionais formados na interface sejam responsaveis por este comportamento.

A abordagem gréafica para obtencdo da capacitancia empregada na secdo 3.2.1 pode ser
usada para interfaces reativas e blogueantes, portanto extraimos as capacitancias apds a
oxidacdo do eletrodo a partir dos graficos de log |Z”’| vs. log w, escolhendo uma faixa de alta
frequéncia (fora do artefato), exemplificados pelo ajuste para Epc = 500 mV apresentado na

Figura 50.
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Figura 50: Gréfico de log |Z’’| vs log @ para GCE em NaCl 0,15 M e Epc = 500 mV
apos procedimento oxidativo C3.

Empregando a abordagem anteriormente utilizada para o caso de interface bloqueante
(pelo uso da Eq. 32), calculamos os valores de Q e de « para a faixa de potenciais estudada. A
faixa de frequéncia usada foi de ~60 a 3 kHz. Os gréaficos de Q e de o em funcéo do potencial
antes da adsorcdo de conA sdo apresentados e comparados com os dados sem oxidagéo

(mostrados anteriormente na se¢do 3.2.1) nas Figuras 51(a) e 51(b), respectivamente.
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Figura 51: Graficos de (a) Q e (b) « obtidos para 0 GCE em NaCl 0,15 M, com eletrodo

submetido ou ndo previamente a oxidacao.

Observa-se que os valores de Q para o eletrodo oxidado seguem um perfil préximo ao
do eletrodo ndo-oxidado, mas com valores superiores. Os valores de « para o eletrodo oxidado
sdo ligeiramente superiores aos do eletrodo ndo-oxidado, indicando que a dispersdo da
capacitancia no primeiro € menor, representando uma superficie energeticamente mais
uniforme. Por outro lado a influéncia dos tratamentos na dispersdo se aproxima em potenciais
em torno do méximo em 600 mV (potencial de minima capacitancia entre 200 e 800 mV para
eletrodo ndo-oxidado).

Os valores de capacitancia calculados segundo a Eq. 23 para o eletrodo submetido ao

tratamento C3 sdo comparados com 0s obtidos para o eletrodo ndo-oxidado na Figura 52.
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Figura 52: Capacitancia para GCE em NaCl 0,15 M para eletrodo submetido ou néo ao

procedimento oxidativo C3.

Confirma-se pelos resultados apresentados na Figura 52 que a capacitancia apds a
oxidacdo aumenta muito. Podemos considerar que hd um aumento da carga armazenada no
eletrodo na forma de grupos funcionais em diferentes estados de oxidacdo e protonagéo,
resultado no efeito observado. Ou seja, além do efeito da hidrofilicidade, também seria
possivel que grupos funcionais carregados pudessem contribuir de maneira relevante para o
aumento da adsorcdo da proteina apds a oxidacdo. Tendo em vista esta Gltima possibilidade

realizamos ensaios descritos na se¢do 3.3.5.

3.3.5 — Investigando efeito da carga da superficie durante adsorcéo

Para estudar o efeito da carga da interface na quantidade de proteina adsorvida no
eletrodo ap6s certo intervalo de tempo, a adsor¢do foi conduzida numa interface eletrificada.
Isso foi realizado aplicando diferentes potenciais elétricos (em relagdo ao RE) no momento da
imersdo do eletrodo numa solucgdo de conA. As condigdes experimentais sdo melhor descritas
na secdo 2.4.3 (Tabela 2), mas as medidas foram realizadas empregando um eletrodo de
referéncia conectado por um capilar a solucdo de proteina, e um fio de ouro como CE (ver
Figura 13). Para obter o recobrimento a partir deste tipo de experimento tivemos que fazer
algumas consideragdes. Como acreditamos que para diferentes potenciais a méaxima
quantidade de proteina ndo € necessariamente a mesma, provavelmente Ry=1 = h(E), de modo

que deveriamos fazer uma isoterma para cada potencial para estimar o cada valor de Re=1 €
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assim empregar a Eq. 34 para obter o recobrimento. No entanto, supondo que Ry=1 >> Rg=0em
todos os potenciais, poderiamos empregar a Eq. 30 como uma aproximacgdo (para mais
detalhes, consultar deducdo no ANEXO D). Nesta equacdo sé € necessaria a medida de Ry e
de Rg=o0. Por isso além de executarmos medidas da adsor¢do (numa concentragdo de conA
igual a 0,1 mg-mL™?), realizamos ensaios para obter a resisténcia de transferéncia de carga
apos o eletrodo ter sido submetido ao mesmo potencial por 10 minutos, porém em NaCl 0,15
M (para obter Rg=0). O mesmo foi feito, naturalmente, com solugdes de proteina, e apos o
procedimento as medidas de impedancia e voltametria na presenca do par redox [Fe(CN)g]*
/[Fe(CN)]* foram realizadas. Os potenciais aplicados ficaram entre 0 mV a 1100 mV, e 0s
resultados das resisténcias medidas ap6s a adsorcdo e dos recobrimentos em fungdo do
potencial sdo mostrados na Figura 53(a) e 53(b), respectivamente.
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Figura 53: Valores de (a) Ry e (b) 9 para diferentes potenciais aplicados no momento da

adsorcdo em conA 0,1 mg-mL™ por 10 minutos

A Figura 53(a) mostra que os valores de resisténcias de transferéncia de carga variam
mais para potenciais extremos, o0 que pode se dever a influéncia de reacbes paralelas
discutidas na secdo 3.2.1, especialmente a reacdo de reducdo de oxigénio em baixos
potenciais e da oxidacdo da superficie em elevados potenciais. Um dos valores de resisténcia
observado foi muito baixo, na faixa de 1,5 kQ, e como Rg=0 ~ 0,5 kQ neste caso, o valor de 6
obtido foi anomalamente baixo, um pouco acima de 0,6. Pela observagdo da Figura 53(b)
observamos que seu comportamento se diferencia da tendéncia inerente aos outros pontos,
sendo portanto desconsiderando nas discussdes subsequentes.

Nos graficos da Figura 53 observa-se que os valores médios de resisténcia em funcéo do

potencial, bem como do recobrimento, apresentam um minimo entre 500 e 600 mV, que pode
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estar relacionado com o minimo de capacitancia observado tanto no eletrodo oxidado quanto
no ndo-oxidado. Se de fato estiver, a variagdo do recobrimento com o potencial ser
semelhante ao perfil de capacitancia vs. potencial € um indicio de que a adsorcdo ndo €
controlada pela carga, caso contrario mais carga levaria a uma maior (ou menor) quantidade
de proteina adsorvida de maneira continua (sem minimos). Resultados similares foram
obtidos por Mieke et al. [250], mostrando que a adsor¢éo de lisozima em diferentes potenciais
em ouro tinha perfil muito proximo as medidas de capacitancia, interpretando de maneira
similar, que a carga ndo era o fator mais influente na quantidade de proteina adsorvida. 1sso
indica que a conA, quase neutra, tem adsor¢do promovida pela hidrofilicidade da superficie.

Para finalizar, pretendemos discutir se 0s resultados apresentados nas secdes
precedentes permitem avaliar se a conA ¢ uma proteina “soft” ou “hard”. Em proteinas “soft”
a parte interna da proteina se expde a superficies hidrofobicas, liberando as moléculas de agua
instaveis na superficie sem desestabilizar a parte interna da proteina, também hidrofébica.
Neste caso a adsorcdo é dominada pelo aumento de entropia do sistema. Como a conA
adsorve mais em superficies hidrofilicas, a interacdo entre a parte externa da proteina com a
superficie é a responsavel pela adsorcdo. Esta interacdo é forte o suficiente para retirar as
moléculas de agua fortemente ligadas a superficie hidrofilica. Ou seja, nestas condigdes é
preferivel que a conA maximize as interacbes com a superficie minimizando, porém, a
exposicdo da parte apolar interna. Isso limita a desnaturagdo da proteina, mantendo certa
estabilidade estrutural, o que ndo ocorre na adsor¢cdo de proteinas “soft”. Deste modo a
proteina seria considerada “hard”. Para proteinas “hard”, a adsor¢do ocorre majoritariamente
por interacGes eletrostaticas, as vezes s6 ocorrendo quando proteina e superficie possuem
cargas opostas. Porém no pH estudado a conA é aproximadamente neutra, de modo que a
carga da superficie ndo surtiria efeito na adsor¢do. Comprovamos este fato nos experimentos
descritos nesta secdo, onde a adsorcdo € realizada em diferente potenciais. Para futuros
experimentos seria preferivel estudar a adsor¢do em pH baixo, em torno de 4, sendo possivel
obter a proteina positivamente carregada e, caso ela fosse “hard”, o aumento do potencial
levaria a uma menor quantidade adsorvida (repulsdo eletrostatica superficie-proteina),
enquanto que baixos potenciais levariam a uma maior adsorcao.

Do ponto de vista estrutural as folhas  pregueadas sdo formadas por intera¢des entre as
fitas B ao longo de toda a estrutura da proteina. Este fato confere estabilidade a mesma frente
a desnaturacdo pois maltiplas ligacbes de hidrogénio entre as fitas sustentam sua estrutura.

Este fator provavelmente confere propriedades diferenciais a conA e outras lectinas no
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tocante a adsor¢do quando comparadas com outras proteinas, e provavelmente levam a conA
a adotar um comportamento do tipo “hard”.

As consideracdes acima sdo particularmente interessantes na construcdo de biosensores,
pois a proteina adsorvida deve manter certa atividade, o que implica que deve ter certa
estabilidade estrutural. A interacéo entre a proteina e agucares, por exemplo, ndo poderia ser

usada com esta finalidade se a proteina fosse “soft”.
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4 - Conclusoes

A adsorcéo da conA foi realizada em carbono vitreo, e diferentes pardmetros obtidos a
partir da espectroscopia de impedéancia eletroquimica foram usados para quantificar a proteina
adsorvida e para observar a influéncia de alguns fatores no processo adsortivo. Pela
observacdo da capacitancia e sua dispersdo apos a adsorcdo em funcdo da variacdo do
potencial vs. Ag/AgCl obteve-se recobrimento de 23% constante entre 200 mV e 800 mV. A
dispersdo na capacitancia relativa a proteina aumenta para maiores potenciais e estabiliza em
600 mV, possivelmente devido a reorientacdo do dipolo elétrico da conA. A dispersdo na
energia entre diferentes estados de moléculas polarizadas levaria a um aumento na dispersao
na capacitancia.

Em interface reativa, usando uma sonda redox, verificou-se que a adsor¢do aumenta
consideravelmente ap6s a anodizacdo do eletrodo (por meio de voltametria ciclica e
cronoamperometria em H>SOs 0,5 M). Esta constatagdo é particularmente interessante no
desenvolvimento de biosensores, pois a quantidade de proteina adsorvida deve ser
suficientemente grande para que a sensibilidade da técnica seja apreciavel. A superficie de
carbono vitreo mostra-se, portanto, versatil na construcdo de dispositivos eletroquimicos
baseados em camadas protéicas.

Escolhendo-se um dos pré-tratamentos oxidativos, variou-se a concentracdo das
solucBes de conA, e a partir de uma pseudo-isoterma constatou-se que a cinética da adsor¢ao
é de primeira ordem. O mecanismo difere em baixas concentragdes, como pdde-se verificar
através do recobrimento em diferentes tempos de adsor¢do, o processo mostrando-se
controlado por difusdo. As medidas de cinética permitiram verificar que as moléculas
adsorvidas sdo majoritariamente diméricas. A adsorcdo por 10 minutos em solucdes de conA
com concentragdes superiores & 0,01 mg-mL™ ¢ o suficiente para obter a saturacio do eletrodo
oxidado, informacdo util para o desenvolvimento multicamadas protéicas com a proteina,
tema de estudos recentes.

Medidas de impedéancia apés a oxidagéo revelaram um grande aumento na capacitancia
e indicios de espécies eletroativas geradas na superficie. Experimentos com adsorcao
conduzida em diferentes potenciais mostraram uma aparente correla¢do entre o recobrimento
e a capacitancia, indicando que a carga da interface ndo controla a adsor¢do. Acredita-se,
portanto, que a diminuic¢do na hidrofobicidade do eletrodo apos a formacao dos grupos seja o
fator responsavel pelo aumento da adsorc¢do apos tratamento anodico.
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A preferéncia da conA por superficies hidrofilicas mostra que é energeticamente mais
favorédvel para proteina adsorver menos em superficies hidrofdbicas, no caso carbono néo-
oxidado, do que desnaturar o suficiente para expor sua parte interna hidrofébica. Esta
caracteristica, bem como a estrutura peculiar da proteina, remete a sua estabilidade estrutural,

de modo que ela provavelmente deve ser classificada como sendo do tipo “hard”.
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APENDICES

APENDICE A — Modelos de cinética de adsorcao

APENDICE A.1 — Sequencial de uma etapa

Considere o seguinte processo de adsor¢do de uma espécie P em uma superficie S,
gerando uma espécie adsorvida P-S, processo elementar regido por uma constante de
equilibrio ki. A reacdo € ilustrada abaixo com a respectiva equacdo diferencial que governa o

processo elementar, assumindo adsorcao em sitios especificos:

D
lkl

P+S—X>P-§

do
E = kl[P]O(l_ 0)

P-S

Resolvendo a equacado diferencial via integracdo para as condi¢des de contorno 4(t = 0)
=0ed(t) = 0O

f‘ld_% = k,[P],t = In[1— 6] = —k, [P, 0, =1— e P!

APENDICE A.2 — Modelo de Langmuir

Similar ao processo descrito no APENDICE A.1, o modelo de Langmuir tem um
processo desortivo adicional de primeira ordem, cuja constante de velocidade € k-1 neste caso.
Deste modo temos um processo tal qual ilustrado abaixo, com sua respectiva equagédo

diferencial.
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P-S—45P+S

k-

1

@ P+S—5,P-5
1)

99 K[PL-60) -k 0
P-S dt

Assume-se que [P]o ndo varia com tempo (concentracdo grande o suficiente para gerar
um processo de pseudo-primeira ordem). Neste caso a equacéo diferencial pode ser resolvida

via integracéo:

= S0 <K [Pl - 0) k0 = k[Pl ~ 0[P, +K.)
o, de 3 B o
J.O k [P], — O(k,[P], +k_,) =h [kl[P]O ([Pl + k-l)]o =—(k,[P], + k)t
kl[P]O — et (kl[P]O + k—l) _ 6 =— kl[P]O 1— —(k [PIo+k )t
" kIPl, ==(IPL+ k)t | %= ey iy €78 )

APENDICE B - Ferramentas estatisticas

APENDICE B.1 - Teste de correlacdo de Spearman

Para testar a independéncia entre duas variaveis randémicas quando a associa¢do entre
elas ndo é necessariamente linear frequentemente calcula-se o coeficiente de correlacdo de
postos de Spearman, p [251]. Ao invés de usar os valores de x e y e suas médias para calcular
a correlacdo de acordo com Pearson (para associacgdes lineares), faz-se 0 mesmo, mas com o
chamado posto de cada variavel. Os postos para cada valor de cada variavel sdo resultantes de
um ordenamento numérico. Num conjunto Xi, Xz,... Xn, por exemplo, o menor valor de x
recebe posto 1, o segundo menor 2, e assim sucessivamente. Deste modo a cada valor x;
corresponde um posto R(xi) de 1 até N (no APENDICE B N ndo equivale ao nimero total de
sitios disponiveis para adsor¢do, mas sim ao numero total de medidas). O mesmo é feito com
0 conjunto y1, yz,... YN, sendo que para cada yi ha um R(yi). Caso ndo existam valores de x ou
de y que coincidam, o coeficiente p pode ser calculado pela equagéo abaixo:

N
621‘,[R(Xi) -R(y)I*
i

p=1——1 NONT=T Eq. 35
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O p de Spearman € insensivel a certos tipos de dependéncias, como as ndo-monoténicas
[252]. Para avaliar a significancia usam-se testes de hipotese unilaterais e bilaterais. Caso
deseje-se verificar se hd uma tendéncia de que y aumente para maiores valores de X, compara-
se 0 valor de p com o tabelado na literatura para o = 0,05 e um dado N [253]. Caso seja maior
a correlacdo é significativa. Para se investigar a possibilidade de que a tendéncia contréria é
significativa, o valor obtido de p (negativo) deve ser menor que 0 negativo do valor tabelado
para oo = 0,05. Ambos os testes sdo unilaterais, verificando uma tendéncia Unica. J& se o
objetivo é investigar alguma correlagdo, seja negativa ou positiva, compara-se 0 |p| com 0

valor tabelado para o = 1-(0,05/2) = 0,025. Neste caso o teste € bilateral [254].

APENDICE B.2 - Teste da Falta de Ajuste

Este teste visa verificar a adequagéo de um modelo a partir de um teste F, no qual sdo
comparadas as variancia que o modelo ndo prevé (da falta de ajuste) com a varidncia
resultante da dispersdo natural no sistema (do erro puro). Ele é aplicavel tanto a modelos
lineares quanto nédo lineares, com ou sem replicatas [255-257]. No presente caso suporemos
que as replicatas estdo presentes.

Seja N o numero total de observacbGes, em que para cada valor de uma variavel
dependente y corresponde a outro na independente x. Para o valor de x: sdo medidos 0s

valores Yy, Y, Vi, (N1 replicatas), neste que é chamado de nivel 1. Se forem escolhidas M

varidveis independentes, teremos M niveis, até o valor de xm, que apresenta nu replicatas
(Y1 Ymzr Yun, )- O valor médio para cada nivel & dado pory, , de modo que para cada
nivel i ha um valor médio. A diferenca entre um valor de yik qualquer (k =1, 2, ..., nj) e a
media em seu nivel i é dado por y, —V,, € a soma dos quadrados destas diferengas € o que se

chama de soma quadrética do erro puro (SQep), segundo a formula abaixo:

Ser = ani(yik - yi)2

i=1l k=1

O numero de graus de liberdade desta soma quadréatica (vep) equivale a N — M, de modo
que a variancia associada ao erro puro é SQep/(N — M), geralmente chamada de média

quadrética do erro puro (MQep):
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N

(y|k Eq 36

k=1

M

'Mi

Uma funcao ndo-linear que descreve y em funcdo de x e de um conjunto de p parametros
Q1, Qo,..., Qp € representada por f(xi,Q2), em que i = 1,2,..., M. Uma estimativa dos parametros
¢ obtida por métodos iterativos (como o Levenberg-Marquardt), fornecendo Q,,0,,...,.Q, .
Levanta-se a hipotese nula de que o valor esperado de yix seja equivalente a f (X Q). Logo
calcula-se a diferenga entre os valores yik e 0 valor previsto segundo o modelo n&o-linear,
f(x ,Q2). Somando-se os quadrados destas diferencas obtemos o residuo do modelo na forma

de soma quadrética residual (SQr):

$Q, =3 S Iys - f (% O

i=1 k=1

A soma quadrética residual pode ser separada na parcela residual natural do sistema
(SQep) acrescida do residuo deixado pelo modelo, a soma quadratica da falta de ajuste (SQfsj).
Logo SQrsj pode ser obtida subtraindo SQep de SQr:

SQpqy = ZZ[Y.k f (%, Q) ZZ(y.k v,)* —ZH[Y. f (%, QI

i=1 k=1 i=1 k=1

O numero de graus de liberdade desta soma quadréatica (viaj) € M — p, de modo que a
média quadratica da falta de ajuste (MQs,j) € dada pela Eq. 38:

1 M _ A
MQfaj :M—_p;ni[yi - f(xi,Q)]z Eq. 37

Neste ponto as variancias MQep € MQrsj S80 comparadas estatisticamente através de um
teste de hipdtese. O residuo que o modelo ndo consegue reproduzir (MQs,j) ndo deve diferir
significativamente do residuo natural do sistema (MQep) para que ele seja considerado
ajustado. Caso haja uma diferenca entre elas, possivelmente o modelo ndo reproduz algum
comportamento sistematico na forma de alguma funcionalidade ndo considerada no modelo.

Por exemplo, usar um modelo linear para modelar uma parabola resulta em residuos com
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formato parabdlico. Esta tendéncia sistemética ndo considerada pelo modelo ndo é da mesma
natureza da variacdo natural (a principio aleatdria) do sistema. Deste modo o modelo né&o
estaria ajustado, necessitando de um termo quadratico adicional neste exemplo.

O valor de F obtido dos dados equivale a MQraj/MQep. Consultando-se o valor tabelado

de F num nivel de confianca escolhido (95% por exemplo) para viaj € Vep graus de liberdade,

respectivamente, encontra-se F, =F*%* (para um teste bilateral). Se F > Fo as variancias

Viag Ve
diferem, e consequentemente 0 modelo nao esta ajustado, pois o residuo por ele deixado nédo é
puramente aleatorio. Por outro lado se F < Fo, MQtaj ndo difere significativamente de MQep, de
modo que 0 modelo esta ajustado. Caso varios modelos sejam comparados (desde que um nédo
se converta no outro por modificagdo nos parametros), 0s que se mostram ajustados com

menores valores de F sdo preferiveis aos com os maiores valores de F [258].
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ANEXOS

ANEXO A - Deducédo alternativa do recobrimento em fungcdo da
capacitancia

Suponhamos que numa superficie existam N sitios, e que a capacitancia medida nestas
condi¢Oes seja Cop=0. AplOs a adsorgdo Nags destes sitios sdo ocupados com o adsorbato,
gerando uma capacitancia Cs, € para um sistema em que todos os sitios estdo ocupados,
obtemos uma capacitancia Cs=1. Com estas afirmagdes determinamos os limites (ou condic¢Ges
de contorno) para nossa fungdo que relaciona 8 com C, de modo que quando # — 0, Cyp —
Co=0, € similarmente quando # — 1, Cy — Cg=1. Se considerarmos que a cada sitio
corresponde uma capacitancia, e que todas estdo em paralelo, teriamos uma representacao

semelhante a apresentada abaixo:

L
EEGIES yirbmﬁ T i
T T T T ry TTT

Co=o Co Co=1

Como a capacitancia resultante de um conjunto em paralelo é a soma das capacitancias,
poderiamos obter a capacitancia de um sitio desocupado (Cs=0’) dividindo a capacitancia total
na superficie sem adsorbato pelo nimero de sitios: Cg=0" = Cs=0 / N. De maneira similar
seriamos capazes de obter a capacitdncia para um sitio ocupado (Ceg=1") a partir da
capacitancia resultante de uma superficie com todos os sitios ocupados: Cg=1" = Cg=1 / N. Em
um recobrimento parcial a capacitancia resultante (Cg) é obtida pela soma de todas as
capacitancias em paralelo, isto é, a soma de todas as capacitancias referentes aos sitios
desocupados com as dos sitios ocupados. A soma de todas as capacitancias dos sitios
desocupados equivale a Cg=0"(N — Nags) (soma de todos 0s N-Nags Sitios desocupados), e a das

capacitancias dos sitios ocupados igual a Cy=1"Nads. A capacitancia resultante é, portanto:

C C,.

C,=C,'(N=N_)+C, "N ads

ads ads

e lembrando que € = Nags/N:
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C, C,.
Cy= _li[O (N =N,g)+ lflil

N.gs =Cypo1-0)+C,,0

Uma funcdo C(6#) que obedece as condic¢des impostas: C(# =0) = Cg=0 € C(0 = 1) = Cp=1.
Rearranjando a funcdo obtemos a Eqg. 27. Uma outra maneira de obter a mesma relacdo é
considerar Co como uma média ponderada das capacitancias limites, Cs=0 € Cg=1, em que 0S

pesos sdo 0s nimeros de sitios desocupados e ocupados, respectivamente:

Coo(N-N

— )+C6:1Nads :CH:O(N_Nads
¢ (N=N

)+Nads N

) + Ca:l N ads

ads

C,,(1-0)+C,,0

ads

ANEXO B — Deducéo do recobrimento em funcgéo da resisténcia via modelo
eletroquimico

Suponha uma reacdo de transferéncia de elétrons na interface, como [Fe(CN)¢]* + & S
[Fe(CN)s]*. Na superficie de area A, completamente isenta do adsorbato em questdo, a reagio
na interface implica uma resisténcia de transferéncia de carga Rci(antes). Com a adsor¢éo, a
area recoberta pela espécie adsorvida ndo permite a transferéncia de elétrons através dela, de
modo que a area disponivel para a reacdo redox € menor, sendo subtraida por um fator
proporcional ao nimero de moléculas adsorvidas Nags, multiplicado pela a area de contado do
adsorbato com a superficie a. Neste caso a resisténcia a transferéncia de carga aumenta para

Rct(depois).

[Fe(CN)eJ*> [Fe(CN)g]* [Fe(CN)e]* [Fe(CN)g]*
area A ‘b area g @
area A-a-Nads
Rci(antes) Rci(depois)

Esse modelo assume implicitamente que ndo existe transferéncia de elétrons através do
adsorbato (como através de tunelamento), que 1 molécula de adsorbato corresponde a 1 area a
(ndo considera a formacdo de multicamadas nem ancoramento de proteinas) e que existe uma

orientacdo preferencial do adsorbado o suficiente para que exista s6 uma area de contato a.
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Empregando a Eq. 19, a razdo entre as duas resisténcias acima citadas fornece a seguinte

relacdo:
R (depois) _ 1/ A(depois) _ A(ante.s) _ A — A—aN, = A R, (ante§)
R.(antes)  1/A(antes) A(depois) A-a-N,, R (depois)
N, = A 1- Rct(ante_s)
a R, (depois)

O recobrimento percentual é equivalente ao nimero de sitios ocupados pelo nimero
total de sitios, de maneira que segundo nosso modelo essa razdo equivale a area ocupada pelo
adsorbato (a-N) dividida pela area total (A). O recobrimento pode ser obtido, portanto, em

funcgéo das resisténcias de transferéncia de carga:

p—2Nus 3| Af,_ Ry(antes) || _ ), Ry(antes)
A Alal Ry(depois) R,, (depois)

O que equivale, naturalmente, a Eq. 30. Algumas das falhas deste modelo, além das
limitacdes impostas na sua deducdo, é que se espera que para uma monocamada a resisténcia
de transferéncia de carga aumente infinitamente, portanto para recobrimentos elevados ele

seria particularmente falho.

ANEXO C - Associacao entre distribuicdo de Boltzmann e orientacdes de
moléculas adsorvidas em interface eletrizada

Se h& um intercdmbio entre as orientacfes com dipolo paralelo e perpendicular ao
campo elétrico, podemos dizer que a razdo entre as respectivas populacdes nos referidos
estados, 7 e 7., é proporcional a diferenca de energia entre elas. Neste caso, assumindo um
modelo simplesmente elétrico, esta diferenca de energia é p-X:[cos(0°)-cos(90°)] = p-X. Deste

modo a equagéo de Boltzmann para este caso seria:

n pX }
LS exp|:_ L
m kT
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O campo elétrico esté relacionado a carga q uma vez que X = g/ (4eeo), € esta pode ser
obtida pela variacdo da capacitancia com o potencial:

q= jEECdE

em Eo é 0 PZC. A variagdo na capacitancia causada pela proteina é constante ao longo da
faixa de potencial estudada, de modo que o comportamento das curvas de capacitancia vs.
potencial antes e depois da adsorc¢do pode ser interpretado como no seguinte modelo, no qual
a capacitancia da proteina (Cp) é arranjada em paralelo com a capacitancia da solucéo (Cs),

mas s0 esta Ultima varia com o potencial:

CS A
Cp v
1 1 A EDC
CS CP
Ebc

Neste caso a capacitancia ap0s a adsorcdo da proteina seria a soma C = Cs + Cp, que
varia com o potencial porque Csé uma funcédo de Epc, embora Cp ndo seja. Isso implica que a
diferenga C — Cs fornece Cp, que por ser independente do potencial, pode ser retirada da
integral que relaciona capacitancia e carga, gerando a relacio q = Cp(E-Eo).

Consequentemente, a seguinte relacdo pode ser derivada:

un pX pq pC, (E-E,)
m, Xp{ kT} Xp{ kTAngJ Xp{ KTAs,&, 7o &XPL=7E]

Em que 70 = exp(yEo) € y = pCal(KTAepeo).

O valor de Cp/A pOde ser estimado dos nossos dados pela média dos valores de (C -
Cu=0) para os diferentes potenciais, gerando um valor de 39,4107 F-m (importante lembrar
que neste caso # = 0,23). Para empregar as equacOes deduzidas acima nos resultados que

obtivemos temos que supor que o decaimento supostamente exponencial observado na Figura
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27(b) seja referente @ mudanca de populacdo das moléculas em diferentes orientages, e que
este processo promove uma variacdo na distribuicdo energética da superficie de modo que
influencia o valor de a. Postulamos que a relacéo entre o e a distribuicdo energética € direta,
premissa que pode ndo ser verdadeira, embora isso nao invalide o modelo, mas sua aplicacéo
nos resultados obtidos nos presentes experimentos. Porém, assumindo esta premissa, o valor
Q3 obtido por ajuste ndo linear para uma fungdo exponencial y = Q1 + Qzexp(Q3X) nos dados
da Figura 27(b) poderia fornecer uma estimativa dos valores de e ou de p. Como
empregamos previamente ep = 15, usamos este valor para estimar p. Ele pode ser obtido,

portanto, através da equacéao abaixo:

y = pCp/(KTAepeo) => p = p(kTepeo)/(CplA)

Se usarmos o valor de Q3 = (1/0,14) obtido pelo ajuste da fun¢do exponencial dos dados

como uma estimativa de y, temos que:

p = p(kTepeo)/(Cp/A)

p=(1/014)V*(1,38x10%°)- K x 298,16K x15x8,85x10*C*-J - m™)/(39,4x10°C-V*-m™
p=99x10%C-m(1D/333564x10*C-m)=30D

O momento de dipolo elétrico de proteinas geralmente se situa na faixa de centenas de
Debyes [259], de modo que o valor estimado é relativamente baixo. Deve-se levar em conta,
entretanto, que empregamos Cp para 6 = 0,23 no célculo. E de se esperar que s6 seria possivel
estimar valores razoaveis de momento de dipolo da proteina quanto houvesse a formacéo de
uma monocamada. Experimentos verificando as curvas de Aa vs. Epc para diferentes
recobrimentos mostrariam, neste caso, uma queda menos abrupta para concentracbes menores

de proteina adsorvida, levando a observacdo de maiores momentos de dipolo estimados.

ANEXO D - Dedugéo do recobrimento em funcdo da resisténcia via modelo
elétrico

Similarmente ao sistema deduzido no ANEXO A, podemos considerar uma superficie

com sitios desocupados, cuja corrente que os perpassam € i,_,', e sitios ocupados cuja
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corrente € i,_,', como resultado de uma diferenga de potencial E através de resisténcias Re=0" €

Re=1", como representado na figura abaixo:

L1177 777777777777 7777777777

Considerando que a corrente total é a soma das correntes em paralelo, é possivel obter
relacdo anédloga a deduzida para capacitancias no ANEXO A (pois a capacitancia resultante de

capacitancias em paralelo também é a soma das capacitancias individuais):

=1y (N=Ng)+is'N :IHW_O(N - Nads)+l'9W_1Nads =iy (1-0)+i,,0

ads

Considerando a lei de Ohm:

-1

E_E 1 g, F gjgz(i_ 1 I 11 ] =(R00—R€j[ RyRoo ]

Ry Ry R Ry Roo ARy Ry RRy- Roo =Rpas

ez(Ra—lj( Roo =Ry J: ez(Re—lj[ Ry —Ryo j
Ry Roo =Ry Ro Roa =Ry

E importante notar que para Re=1 >> Rg=o, & =~ 1 — Ry=0/Rs, que é a mesma relacio

deduzida no ANEXO B. Por outro lado ela considera a possibilidade de que haja uma corrente

através das moléculas adsorvidas, de modo que para um eletrodo totalmente recoberto a

resisténcia observada ndo seja infinitamente grande.



