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RESUMO 

 

Trolise, R. M., Desenvolvimento de metodologia para funcionalizar superfícies 

de ouro com biomoléculas. Construção de biosensor para detecção de 

citocromo c. 2010, 126p. Dissertação de Mestrado – Programa de Pós-Graduação 

em Ciências (Bioquímica), Instituto de Química – IQ, Universidade de São Paulo – 

USP, São Paulo/SP.  

 

Neste trabalho estão apresentadas novas estratégias para funcionalizar 

superfícies de ouro baseadas na sustentação de bicamadas lipídicas em superfícies 

de sensores de imagem por Ressonância de Plasmons de Superfície (SPRi) e a 

construção de um biosensor para detecção de citocromo c. SPRi é uma técnica ótica 

de gravimetria em tempo real. Por meio de medidas de variações de índice de 

refração (n) próximas a uma interface, a adsorção e desorção de moléculas podem 

ser mensuradas. Inicialmente testamos várias estratégias para encontrar um suporte 

adequado que se ligasse na superfície de ouro e que oferecesse sustentação e 

estabilidade para a bicamada de fosfolipídeo biotinilado. Estudos de FT-IR e MEV 

mostraram que a quitosana facilita a formação de uma bicamada íntegra de 

fosfolipídeos, de tal modo, que a mesma alcança valores de espessura próximos 

àqueles previstos, ~ 34,5 Å.  Além disso, mostramos que esse sistema apresenta 

vantagens perante outros modelos, tais como, (poli-lisina/fosfolipídeos) e (tiol 

hidrofóbico/fosfolipídeo). Utilizando-se o complexo químico biotina/estreptoavidina 

conseguimos imobilizar o anticorpo anti cit c na bicamada, mantendo-o afastado da 

superfície de ouro. A construção do biosensor foi acompanhada com experimentos 

de SPRi. O limite de detecção de citocromo c atingido foi de 10-11mol/L. Um sensor 

construído somente com BSA e anticorpo anti cit c apresentou sensibilidade 



 

semelhante. Esta sensibilidade é em torno de três ordens de grandeza superior aos 

experimentos de imunoblotting usualmente utilizados para detecção de cit c. A 

principal limitação deste biosensor, tal como de outros imunoensaios, está 

intimamente ligada às vantagens e desvantagens dos anticorpos como ferramentas 

analíticas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras Chaves: Citocromo c, quitosana, fosfolipídeos, biosensores, ressonância 

de plasmons de superfície, limite de detecção. 



 

ABSTRACT 

 

Trolise, R. M., Development of methodology to functionalize gold surfaces with 

biomolecules. Construction of biosensor for detection of cytochrome c. 2010, 

126p. Master’s Thesis – Graduate Program in Biochemistry, Instituto de Química-IQ, 

Universidade de São Paulo – USP, São Paulo/SP. 

 

In this work we developed new strategies to functionalize gold surfaces based 

on the support of lipid bilayers on the surfaces of surface plasmon resonance 

imaging sensors (SPRi) and the construction of a biosensor for detection of 

cytochrome c. SPRi is an optical gravimetric real time technique. Through 

measurements of changes in refractive index (n) in close proximity to an interface, 

the adsorption and desorption of molecules can be measured. Initially we tested 

several strategies for finding a suitable medium that would adsorb on the gold 

surface and also support and stabilize a biotinylated phospholipid bilayer. Studies of 

FT-IR and SEM showed that chitosan induces the formation of an intact phospholipid 

bilayer, so that it reaches thickness values close to those expected, ~ 34.5 Å. 

Furthermore, we showed that this system has advantages in relation to other models, 

such as (poli-lisine/phospholipids) and (thiol hydrophobic / phospholipid). Using the 

chemical complex biotin/streptavidin anti cyt c antibody could be immobilized in the 

bilayer, keeping it away from the gold surface. The construction of the biosensor was 

accompanied with SPRi experiments. The limit of detection of cytochrome c was 

achieved from 10-11mol / L. A sensor built only with BSA and anti cyt c showed similar 

sensitivity. This sensitivity is about three orders of magnitude higher than the 

immunoblotting experiments commonly used for detection of cyt c. The main 



 

limitation of this biosensor, like in other immunoassays, is linked to the advantages 

and disadvantages of antibodies as analytical tools. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Key words: Cytochrome c, chitosan, phospholipids, biosensors, surface plasmon 

resonance, limit of detection. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Citocromo c e o processo de apoptose. 

  

O citocromo c (cit c) é uma proteína globular, composta por uma cadeia 

polipeptídica única de 104 resíduos de aminoácidos e um grupo heme, com as 

cadeias laterais de Histidina (His 18) e Metionina (Met 80) ligadas covalentemente 

ao átomo de ferro (Fe) (figura 1). O heme é um grupo prostético constituído por uma 

parte orgânica e pelo átomo de ferro (Fe), que se liga ao anel porfirínico através de 

nitrogênios (N). Esta unidade não polipeptídica é essencial para a atividade do cit c, 

pois o ferro é o seu componente redox. Localizado na periferia da membrana 

mitocondrial interna, o cit c participa da cadeia de transporte de elétrons, 

transportando-os do Complexo III ao Complexo IV. (Voet et al., 2008). Além disso, a 

liberação do cit c da membrana mitocondrial interna para o citosol é uma parte 

importante do processo de morte celular programada (Green & Reed, 1998). O 

interesse do grupo em entender os processos que levam a apoptose celular, trouxe 

a motivação principal deste trabalho, e a oportunidade de desenvolver uma nova 

metodologia para detectar citocromo c. 

Muitos estudos têm sido realizados com o objetivo de melhor compreender a 

interação entre o citocromo c e os fosfolipídios aniônicos presentes na membrana 

interna da mitocôndria. Nesses estudos destaca-se a espectroscopia no 

infravermelho (FT-IR) (Choi & Swanson, 1995), ressonância de plasmons de 

superfície (SPR) (Salamon & Tollin, 1996; Suraniti et al., 2007), ressonância 

magnética nuclear (RMN) (Pinheiro, Duer & Watts, 1997), dicroísmo circular 

magnético (MCD) (Nantes et al., 2001) e Microscopia de Força Atômica (AFM) 

(Dufrene & Lee, 2000). Há diferentes formas de associação entre o cit c e 
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membranas constituídas de fosfolipídios aniônicos: interação eletrostática, pontes de 

hidrogênio, interação hidrofóbica resultante da inserção parcial de cit c no interior da 

membrana (Salamon & Tollin, 1996). O ponto Isoelétrico (pI) do cit c é 9,6 e em pH 

fisiológico possui oito cargas positivas (Rytomaa et al., 1992). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estrutura espacial da molécula de citocromo c de coração equino. A localização do 

grupo heme pode ser observada, bem como as cadeias laterais de His 18 e Met 80, que estão ligadas 

ao átomo de ferro (ilustração do Protein Data Bank). 

 

A apoptose (figura 2) é um processo de morte programada de células, em que 

seu o ambiente interno sofre uma degradação controlada. Um dos principais eventos 

no curso da apoptose é a liberação  do cit c da mitocôndria para o citosol. A 

associação do cit c com a proteína peptidase Apaf-1 resulta na formação de um 

complexo protéico (apoptossomo) o qual recruta e ativa a proteína caspase-9, 

iniciando e/ou amplificando o processo de apoptose (Green & Reed, 1998) e (Hu et 

al., 1999).  O cit c é uma proteína muito estudada, e o mecanismo subjacente, à sua 

liberação, é assunto de intensa investigação e de considerável controvérsia 

(Petronilli et al., 2001). Quantificar precisamente a concentração de cit c liberado é 

um dos parâmetros que definem o perfil de viabilidade e morte celular. No entanto, 

não há ainda métodos precisos, que possibilitem estudos quantitativos da liberação 

de cit c, em diferentes etapas da evolução do ciclo de vida e morte celular. 
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Figura 2 – Esboço resumido do processo de apoptose. Observa-se a associação das proteínas cit 

c, peptidase Apaf-1 e caspase-9, formando o complexo protéico (apoptossomo). Nessa ilustração não 

estão presentes todos os componentes e fases do processo de morte celular programada.  

 

 

 

1.2 Métodos de detecção e aplicações bioquímicas em imunoensaios 

 

Uma das primeiras técnicas imunoanalíticas descritas foi a imunopreciptação. 

Trata-se de técnica semiquantitativa, que vem sendo usada até hoje em testes de 

resultado negativo ou positivo. O radioimunoensaio constituiu-se num grande avanço 

no campo de imunoensaios quantitativos, seguido pelo surgimento de imunoensaios 

enzimáticos como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assays), EMIT (Enzyme 

Multiplied Immuno Technique) e Western Blott tendo enzimas como meio alternativo 

de detecção (Shen et al., 1997). Outros avanços como o desenvolvimento de 

sistemas de injeção em fluxo acoplados a imunoensaios (FI-IAs), imunosensores e 

cromatografia por imunoafinidade complementam os esforços empregados até aqui, 
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no aperfeiçoamento e utilização de imunoensaios aplicados à bioquímica analítica 

(Makower et al., 1997).  

O fator mais marcante em imunoanálises é o ganho em seletividade, dada a 

grande especificidade de anticorpos por seus antígenos. De maneira geral, além da 

seletividade, os imunoensaios apresentam, também dependendo do marcador e ou 

método de detecção empregado, boa sensibilidade e reprodutibilidade. Entre as 

principais desvantagens encontradas nos métodos convencionais de imunoanálises 

estão à significativa complexidade associada a sua automação e longo tempo de 

análise (Krishnan et al., 1996).  

Neste sentido, a fusão de imunoensaios clássicos com outras metodologias 

analíticas constitui-se numa saída para superar estas desvantagens e se expressa 

no desenvolvimento e aperfeiçoamento de imunosensores, FI-IAS e cromatografia 

por bioafinidade (Jackson et al., 1986). 

Anticorpos podem ser utilizados como reagentes altamente seletivos, não 

somente em imunoensaios, mas também, em diversos tipos de biosensores. 

Enquanto em eletrodos enzimáticos ou baseados em microrganismos, são 

monitorados concentrações de substratos ou produtos; os imunosensores são 

baseados nos princípios de fase sólida de imunoensaios e nos eventos físico-

químicos resultantes da interação antígeno-anticorpo (Ag-Ac) (Santandreu et al., 

1997). 

A associação entre os anticorpos e seus antígenos envolve forças de van der 

Waals, interações hidrofóbicas, pontes de hidrogênio e interações iônicas. Suas 

constantes de dissociação variam de 10-4 a 10-10 M, comparáveis em força (ou 

superiores) às associações entre enzimas e os seus substratos. A especificidade e a 
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afinidade de um complexo antígeno-anticorpo são decorrentes da excelente 

complementaridade estrutural entre o antígeno e o anticorpo (Voet, D. et al., 2008). 

Uma das limitações dos imunosensores é o fato de que a interação Ag-Ac não 

é prontamente reversível, em contraste com muitos biosensores baseados em 

enzimas onde ocorre um evento catalítico.  Este fato pode ser contornado utilizando-

se anticorpos de baixa afinidade ou agentes capazes de provocar dissociação do 

complexo Ag-Ac. Nos imunosensores são detectadas as concentrações de anticorpo 

ou antígeno, tanto por mudanças diretas no transdutor, quanto por deslocamento no 

equilíbrio de reações (imunoensaios típicos) (Davies et al., (1993) e Brecht et al., 

(1995)). 

Na detecção de cit c, os dois principais transdutores empregados, são os 

eletroquímicos (amperométricos, potenciométricos, condutométricos), e os ópticos 

(ressonância de plasmons de superfície, espectroscopia de interferência 

reflectométrica) (Reeves et al., (1994) e Medyantseva et al., (1996)). O primeiro 

devido à sua simplicidade, torna-se uma rota de sucesso para criar biosensores de 

baixo custo, quando acoplados a enzimas, no entanto, a detecção eletroquímica de 

uma imunoreação é difícil. Enzimas que levam a formação de substâncias 

eletroativas são necessárias. Essas configurações de imunosensores são 

conhecidas como imunoensaios eletroquímicos (Green, M. J. et al., 1987). O 

segundo é baseado na adsorção ou emissão de luz pelos imunoreagentes. Os 

primeiros desenvolvimentos desses tipos de sensores aproveitaram a flexibilidade e 

baixo custo de fibras ópticas. Imunosensores de fibra óptica consistem geralmente 

em um fio de fibra óptica com uma camada de sensoriamento adequado na ponta 

distal da fibra. A luz viaja ao longo da fibra óptica por reflexão interna total até a 

camada de interação dos imunoreagentes, onde ocorre detecção através de 
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mudanças de absorção, luminescência, polarização ou índice de refração (Ligler, F. 

S., (1993); Agayn, V. & Walt, D. R., (1993)). 

Devido à importância do papel do citocromo c no processo de apoptose, 

muitos esforços têm sido realizados, com o intuito de se definir um método analítico 

específico, sensível e simples para execução de imunoensaios com cit c. Através de 

monocamadas automontadas modificadas com grupos carboxilas, utilizando 

microbalança de cristal de quartzo, Li et al., (2005) apresentou resultados de 

imunoensaios detectando cit c com um LOD (Limite de Detecção – do inglês Limit of 

Detection) de 1,19 x 10-9 M. Yaxiong & Wanzhi (2008) fizeram uso de espectroscopia 

de impedância eletroquímica, onde alcançaram um LOD de 5,0 x 10-8 M. Portanto, a 

literatura  tem mostrado através de imunoensaios, que monitorar a concentração de 

cit c, liberado em sistemas biológicos complexos, é de grande importância para o 

estudo do mecanismo da apoptose.  

 

1.3 Biosensores 

 

Um biosensor é um tipo específico de sensor químico constituído de um 

elemento biológico de reconhecimento e um transdutor físico-químico, 

frequentemente um dispositivo eletroquímico ou óptico. O elemento biológico é 

capaz de reconhecer a presença e atividade e/ou concentração de um determinado 

analito em solução. O reconhecimento pode ser tanto decorrente de uma reação de 

biocatálise quanto um processo de ligação não covalente (biosensor baseado em 

afinidade), quando o elemento de reconhecimento é, por exemplo, um anticorpo, 

segmento de DNA ou receptores celulares (Sundberg et al., 2006). A interação do 

elemento de reconhecimento com um analito alvo resulta na mudança mensurável 
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em uma determinada propriedade do dispositivo. O transdutor então converte a 

mudança de propriedade da solução em sinal elétrico. Vários modos de transdução 

foram desenvolvidos, incluindo eletroquímico, enzimático, termoquímico e óptico 

(Burtis et al., 2008). A presente discussão será focada aos biosensores baseados 

em modos de transdução ópticos e de reconhecimento por especificidade. 

Biosensores de interação específicas consistem em uma classe especial de 

biosensores em que os elementos de reconhecimentos biológicos imobilizados são 

obrigatoriamente proteínas, anticorpos (imunosensores) ou oligonucleotídeos (p. ex., 

DNA, RNA) com alta afinidade e especificidade para um analito.  Esses sensores 

foram desenvolvidos como alternativa aos ensaios convencionais para aumentar a 

velocidade e a conveniência de um vasto número de testes que seriam normalmente 

executados em analisadores de imunoensaio sofisticado. De maneira ideal, a ligação 

direta entre a espécie imobilizada e o respectivo alvo em uma amostra deve produzir 

um sinal proporcional à concentração do analito. No entanto, o sensoriamento 

―direto‖ em concentrações de analito que cobrem toda a gama de aplicações 

bioquímicas é muito difícil de alcançar. Além disso, a grande afinidade de tais 

reações de ligação, necessária para atingir a sensibilidade ótima, também limita a 

reversibilidade destes dispositivos. Assim sensores ópticos baseados em afinidade, 

são tipicamente dispositivos de aplicação única, evitando, assim, a necessidade de 

alguma etapa de regeneração (mudança de pH etc.) para a dissociação da ligação 

forte entre o elemento de reconhecimento e o alvo. Na maioria dos biosensores 

ópticos, é necessário utilizar moléculas fluorescentes como transdutores, 

restringindo a aplicação dos mesmos (Burtis et al., 2008). 
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1.4 Método de detecção óptico por Ressonância de Plasmons de 

Superfície (SPR) – histórico e princípios 

 

 Os primeiros trabalhos sobre Plasmons de Superfície foram documentados no 

início do século XX (1902), quando o físico Wood (1902), observou faixas estreitas e 

escuras de feixes luminosos irradiados sobre superfícies metálicas. Estas faixas 

foram referidas por ele como irregularidades associadas a ondas eletromagnéticas 

excitadas na superfície de uma rede de difração (Homola, 2006). 

Otto (1968), Kretschmann & Raether (1968), precursores nos estudos de 

SPR, observaram que quando um feixe de luz monocromática é incidido sobre uma 

superfície fina metálica em configuração de reflexão total atenuada, nota-se a 

diminuição da reflexão da luz. Esse fenômeno foi então associado à excitação de 

plasmons na superfície metálica (figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Geração de plasmons de superfície utilizando a configuração de Kretschmann, com 

reflexão total atenuada. O filme metálico, de ouro ou prata, é evaporado diretamente no prisma de 

vidro ou quartzo, e os plasmons são excitados do outro lado desse filme. Θ é o ângulo onde se 

observa o efeito ou ângulo de SPR.  
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No intuito de explicar o fenômeno de excitação de plasmons de superfície, é 

necessário definir termos como reflexão total e ângulo de SPR crítico. Ilustremos 

uma situação em que uma fonte de luz monocromática (lasers ou LEDs) e p-

polarizada (seu componente vetor-elétrico é paralelo ao plano de incidência) atinge 

uma interface do tipo ar-água. Quando isso ocorre, parte da luz é refletida e parte é 

refratada. O aumento do ângulo de incidência acarreta aumento no ângulo de 

refração, que ao alcançar 90º indica uma refração tangente a interface. Os ângulos 

acima deste ângulo de refração tangencial são denominados ângulos de reflexão 

total (Kretschmann et al., 1968).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Onda evanescente gerada pela interação de feixes luminosos com os elétrons livres 

do ouro. Filme metálico de 50 nm de espessura evaporado diretamente no prisma. O meio ar-água 

pode ser considerado um dielétrico.  

 

Em certos ângulos de incidência, os elétrons livres do metal (ouro) oscilam e 

absorvem energia luminosa, gerando ondas evanescentes que se propagam 

paralelamente à interface do metal com o meio dielétrico (figura 4). Portanto, 

ocorrerá a excitação de plasmons de superfície, se um metal for colocado na 

interface com um meio dielétrico e se a fonte luminosa for monocromática e p-

polarizada. A ressonância de plasmons de superfície será detectada pela diminuição 
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na intensidade da luz refletida. O ângulo que ocorre essa interação é chamado de 

ângulo de SPR (Kretschmann et al., 1968).  

O princípio da técnica de SPR é baseado no fato que as propriedades ópticas 

da interface afetam o ângulo de SPR (θSPR). Quando o feixe luminoso alcança a 

interface entre os meios indicados na figura 5, ocorre à formação de uma oscilação 

de densidade de carga superficial, que é associada com uma onda eletromagnética, 

cujo vetor do campo é máximo na superfície e decai exponencialmente com a 

distância (campo evanescente), podendo assim afetar e ―sentir‖ as regiões próximas 

à interface (Homola, J., 2006). 

Hanken et al., (1998) descreveu que o vetor de onda do  campo evanescente 

no plano de incidência é dado pela equação 1 (Jung et al., 1998): 

 

 

onde kev é o vetor de onda do fóton paralelo ao plano de incidência, np é o índice de 

refração do prisma,  é o ângulo de incidência no prisma, ω é a freqüência da luz 

incidente, c é a velocidade da luz. A dispersão dos elétrons superficiais numa 

determinada interface metal-meio dielétrico (ar ou água) é dada pela equação 2 

(Jung et al., 1998) :  

 

 

 

onde ksp é o vetor de onda do fóton que excita os elétrons livres da superfície (induz 

plasmon), m e a são as constantes dielétricas do metal e do meio dielétrico em 

contato com o ouro (ar ou água), respectivamente. É importante ressaltar que para 

ocorrer a ressonância de plasmons é necessário que os dois meios da interface 
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tenham constantes dielétricas (ε) de sinais opostos (como o ouro, de sinal negativo, 

e a água, de sinal positivo). Quando kev se iguala a ksp, o campo elétrico entra em 

ressonância com os elétrons livres da superfície metálica (daí o nome de 

ressonância de plasmons) e plasmons de superfície são criados, aumentando a 

intensidade do campo evanescente (figura 5) (Hanken et al.,1998). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Fenômeno de excitação de plasmons de superfície. Quando ksp se iguala a kev, o 

campo elétrico entra em ressonância com os elétrons livres da superfície metálica (daí o nome de 

ressonância de plasmons) e plasmons de superfície são criados. (figura adaptada de Hanken et al., 

1998). 

 

A intensidade da onda evanescente decai exponencialmente com a distância 

da superfície de ouro (figura 6), sendo que a sua extensão de decaimento (ld) varia 

conforme o sistema que está sendo analisado e é aproximadamente 25 a 50% do 

comprimento de onda da luz incidente (λinc) (Liedberg, Lundstrom & Stenberg, 1993). 

O cálculo desse decaimento, obtido em nm, é dado pela equação 3 (Jung et al., 

1998), onde (λinc) é o comprimento de onda da luz incidente pelo equipamento, (neff) 

é o valor de índice de refração  obtido após associação/dissociação de um 

composto, em relação a linha base e (ε) é a constante dielétrica do ouro (23,124) 

(Kukanskis et al., 1999) ou de outro metal utilizado. Em equipamentos comerciais, o 

(λinc) é cerca de 600 – 850nm, que resultam em valores de (ld) da ordem de 260nm.  
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Figura 6 – Decaimento exponencial da onda evanescente a partir da superfície metálica (ld). A 

extensão desse decaimento pode ser estimado pela equação 3. 

 

 

A posição do ângulo em que ocorre o máximo de ressonância depende do 

índice de refração do meio que está em contato com o metal, e varia 

proporcionalmente com a concentração de moléculas na região de propagação da 

onda evanescente (figura 6). Portanto, SPR pode ser uma ferramenta útil para 

detectar a associação e a dissociação de biomoléculas em tempo real e sem a 

necessidade de um sistema de revelação, funcionando como uma balança óptica 

(figura 7). Essa ausência de um sistema de revelação no estudo de interação entre 

biomoléculas é uma vantagem da técnica de SPR sobre outras de imunoensaios tais 

como: ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e Western Blott. Se o índice 

de refração imediatamente acima da superfície do metal sofre alguma alteração, 

pela adsorção de qualquer molécula, uma mudança no ângulo de SPR é observada 

através do monitoramento deste ângulo, em que pode-se quantificar a adsorção de 

moléculas em função do tempo. (Homola et al., 2006). Embora SPR tenha sido 

utilizado para desenvolver diversos tipos de sensores, não há relatos na literatura de 

desenvolvimento de sensores para detectar cit c. (Homola et al., 2006).  
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Figura 7 – Respostas obtidas no equipamento de SPR. Variação da Reflectância em função do 

ângulo de (SPRA). A mudança no valor do ângulo do SPR em função do tempo é usada para 

monitorar as cinéticas de adsorção. IR é intensidade de radiação refletida (reflexibilidade) e mDA - 

miligraus de ângulo (do inglês “millidegree of angle”). (Adaptado de Jung et al., 2000). 

  

1.5 Instrumentação  

 

Os componentes fundamentais de um equipamento de SPR são uma fonte 

luminosa polarizada, um prisma com filme metálico em um das faces e um 

fotodetector. A maioria dos instrumentos mede a intensidade de luz refletida em 

função do ângulo de incidência. Embora a maioria dos trabalhos disponíveis na 

literatura mostre o monitoramento da refletividade da luz em um único comprimento 

de onda e em função do ângulo de incidência, pode-se monitorar também a 

refletividade em função da variação do comprimento de onda, fixando-se o ângulo 

de incidência (Hanken et al., 1998). 

Em alguns equipamentos de SPR utilizam-se uma câmera CCD ao invés de 

fotodiodo, com o objetivo de se obter imagens da superfície (Grosjean et al., (2005); 

Cherif et al., (2006); Bouffartigues et al., (2007); Suraniti et al., (2007)). O CCD, ou 
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dispositivo de carga acoplado, é formado por um circuito integrado contendo 

capacitores acoplados sensíveis à luz, os quais são controlados por um circuito 

externo. A exibição dos dados de uma determinada imagem é realizada pela 

transformação da luz refletida em sinais elétricos, que são convertidos em bits por 

meio de um conversor analógico-digital.  

Os equipamentos de SPR, seja o mais compacto ou aquele mais robusto, têm 

sido acoplados com métodos automáticos de injeção para carregar a amostra até a 

superfície do sensor. A utilização de sistema de fluxo em equipamento de SPR traz 

diversas vantagens, entre elas: monitoramento constante da variação do índice de 

refração de um composto, fluxo constante de líquidos sobre o sensor (minimizando o 

contato da superfície de ouro com o ar, o que causaria a contaminação da mesma), 

injeção de volumes predefinidos de um determinado analito, obtenção de cinéticas 

de associação e dissociação em função do tempo, variação da vazão e ainda a 

possibilidade de inserção de outros acessórios dos sistemas análise por injeção de 

fluxo (FIA – do inglês Flow Injection Analysis) como câmaras de mistura ou bobinas 

de reação para aprimorar a detecção por SPR (Manuel et al., (1993); Caruso et al., 

(1995); Kösslinger et al., (1995)). 

Utilizando um equipamento de SPR miniaturizado e de baixo custo acoplado a 

um sistema FIA, Tumolo, et al., (2004) propuseram a automatização das 

determinações do gradiente de índice de refração em função da concentração do 

soluto (dn/dC). O equipamento foi acoplado a uma câmara de mistura, a qual 

permitiu que, com uma única solução estoque de um composto fosse possível 

determinar o valor de dn/dc. Esta técnica foi denominada de (FIG-SPR – do inglês 

Flow Injection Gradient-Surface Plasmon Resonance) (Tumolo, 2008). 
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Os equipamentos de SPR com detector de CCD acoplado são denominados 

SPRi, (Surface Plasmon Resonance Imaging). Este equipamento tem se mostrado 

bastante promissor no campo biológico e com crescente utilização por diversos 

grupos de pesquisa, por permitir análises multiparamétricas (Hickel, Kamp & Knoll, 

(1989) apud Brockman, Nelson & Corn, (2000)). Interessante observar que com esse 

método pode-se obter a visualização de toda a área da superfície do sensor, que 

pode ser dividida em pequenas áreas (―spots‖), sendo possível efetuar diferentes 

funcionalizações em cada uma delas. A variação na reflectância devido à interação 

molecular (ou biomolecular) em cada um dos spots é então registrada pela câmera 

CCD (figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Esquema simplificado de um equipamento de SPRi. Nota-se a presença de uma 

câmera CCD, necessária para a aquisição das imagens da superfície de ouro. A quantidade de spots 

presente na superfície de ouro varia para cada experimento. (adaptado de SURANITI et al., 2007). 

 

1.6 Métodos de funcionalização de superfícies de ouro 

 

A maioria dos métodos de modificação da superfície de ouro é baseada na 

forte ligação dos seus átomos com alquil-tióis (SH). Compostos orgânicos 

assimétricos, possuindo um ou mais grupos tióis em uma extremidade e outros 

grupos funcionais (álcool, carboxila, amina, fosfato etc.) na outra extremidade são 
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geralmente utilizados para iniciar a modificação da superfície metálica. Esta 

funcionalização pode ser realizada e caracterizada no próprio equipamento de SPRi 

(Plant et al., 1995). 

 Outras possibilidades de funcionalização são através da adsorção de 

polieletrólitos como PAMAM (Zucolotto et al., 2005) e poli-lisina (Benìtez et al., 

2002), utilizando o método de construção de camadas (LBL – do inglês 

Layer/By/Layer). Exemplos de polímeros naturais utilizados com essas finalidades 

são quitina e quitosana, como suporte em substrato de ouro, para possível formação 

de monocamadas ou bicamadas de fosfolipídeos (Huang & Xiurong, 2003); e 

(Pedano et al., 2004). Também, modificações químicas utilizando compostos com 

funções orgânicas nucleofílicas e eletrofílicas são bastante utilizadas (Mattei, B. et 

al., 2004).  

Polímeros são compostos com massa molar na ordem de 104 a 106, formados 

pela repetição de um grande número de unidades estruturais químicas chamadas 

monômeros (M). Podem ser classificados quanto à ocorrência: em naturais 

(proteínas, polissacarídeos, polinucleotídeos) ou sintéticos (obtidos industrialmente: 

polietileno-PET, poliestireno, policloreto de vinila-PVC); também quanto a forma 

estrutural: em linear (formado pela ligação dos monômeros em um comprimento 

contínuo), ramificada (com ramificações curtas ou longas) e reticulada (cadeias 

poliméricas ligadas entre si formando uma rede) (figura 9) (Mano et al., 1999) e 

(Akcelrud, L., 2007). 
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Figura 9 – Fórmula química de um polímero. A estrutura (a) representa uma equação geral de 

monômeros ligados covalentemente, resultando em um polímero. A estrutura (b) ilustra um polímero 

do monossacarídeo glicose, quando estas são ligados através de ligações glicosídicas β(1-4), 

originando a celulose. (Adaptado de Mano et al., (1999) e Akcelrud, L., (2007)). 

 

A quitina é um polímero natural, linear e de alto peso molecular. É o principal 

componente estrutural do exoesqueleto de invertebrados como crustáceos, insetos e 

aranhas, e está também presente na maioria dos fungos e de muitas algas. É o 

segundo composto orgânico mais abundante da natureza, ficando atrás apenas da 

celulose. Quimicamente é um homopolímero de resíduos de N-acetil-D-glicosamina 

ligados por ligações β(1→ 4) (figura 10). Ela se diferencia da celulose apenas 

porque cada grupamento OH do carbono 2 na celulose é substituído por uma função 

acetamida na quitina (Voet, D. et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Fórmula química da quitina. Nota-se a presença do grupo acetamida no carbono 2, 

diferenciando-a da estrutura molecular da celulose.(Adaptado de Voet, D. et al., 2000). 
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A quitosana é um polímero obtido a partir da quitina, por um processo de 

desacetilação parcial, através de tratamento com hidróxido de sódio 40% a 120º C 

com duração aproximada de três horas. Esse tratamento produz um grau de 

desacetilação em torno de 70% a 80%. Sua estrutura molecular é formada pela 

repetição de resíduos de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina (ou 2-amino-2-

desoxi-D glicose), unidos entre si por ligações β(1→ 4) (figura 11). O grau de 

desacetilação representa a proporção de unidades de D-glicosamina com respeito 

ao número total de unidades; ou seja, a proporção de grupos amina livres que 

podem realizar equilíbrio ácido/base. Isto permite distinguir a quitina da quitosana. 

Consequentemente, o grau de desacetilação determina também o limite de 

solubilidade do polímero em soluções ácidas diluídas (2 < pH < 6) (Chatelet et al., 

2001) e (Ravi Kumar et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Fórmula química da quitosana. Nota-se a presença do radical acetil ligado ao grupo 

amino do carbono 2, caracterizando o grau de desacetilação da molécula. 

 

A literatura tem mostrado que por se tratar de um polímero biodegradável, 

extremamente abundante, atóxico, e com grande afinidade por metais e lipídeos, a 

quitosana tem sido proposta como um material para usos diversos, principalmente 

em cosmetologia, farmacologia e biotecnologia (Baldwin et al., 1996).   
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Resultados apresentados por Assis, O.B. et al., (2002), Wang, X. et al., (1998) 

e Shahidi, F. et al., (1999) mostraram a ação de filmes de quitosana, como 

membranas filtrantes em sistemas de purificação de água e separação de resíduos, 

liberação de drogas ou compostos moleculares, e em coberturas comestíveis sobre 

alimentos processados e embalagens. Nettles, D. L. (2002) e Cárdenas et al., (2007) 

também descreveram em seus trabalhos estudos com películas densas de 

quitosana testadas como ―pele‖ temporária, que é um material apropriado para 

reestruturação de cartilagens ou em aplicações tópicas para regeneração e 

cicatrização de injúrias animais. 

Swrizawa, T. et al., (2002) e Lvov, Y. et al., (1998) estudaram as 

características físico-químicas, de filmes de quitosana, em superfícies metálicas, 

através de técnicas de automontagem (LBL). Os mesmos também relataram em 

seus trabalhos, sistemas de multicamadas formados entre quitosana com polímeros 

aniônicos e com fosfolipídeos carregados negativamente. 

 

1.7 Fosfolipídeos auto-associados como modelos miméticos de 

membranas e para imobilização de biomoléculas 

 

Lipídios são moléculas insolúveis em água e solúveis em solventes orgânicos 

polares como clorofórmio. Diferentes compostos químicos se encaixam nesta 

classificação tais como ácidos graxos, triacilglicerois, glicerofosfolipídeos, 

esfingolipídeos e esteróides (Nelson & Cox, 2002).  

Glicerofosfolipídeos são os principais compostos constituintes das 

membranas biológicas. Possuem longas caudas hidrofóbicas e grupos ―cabeça‖ 

hidrofílicos; sendo, portanto moléculas anfipáticas. Os grupos ―cabeça‖ podem ser 

carregados positivamente, negativamente, ou zwiteriônicos. A figura 12 exemplifica a 
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estrutura de um fosfolipídeo e alguns grupos ―cabeça‖ que podem ocorrer (Nelson & 

Cox, (2000); Voet, D., (2008)). 

 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 12 – Estrutura de um Fosfolipídeo e exemplos de grupos cabeça que podem ocorrer 

nessa molécula. As caudas hidrofóbicas são representadas por R1 e R2 e os grupos cabeça por –X. 

 

Quando em contato com a água, fosfolipídeos formam complexos auto-

associados, onde as porções hidrofílicas interagem com o meio aquoso e as porções 

hidrofóbicas interagem entre si. O principal componente termodinâmico que 

possibilita a formação destes agregados é o aumento na entropia do sistema, devido 

à redução da área exposta à água (efeito hidrofóbico). De acordo com Tanford 

(1991), Nelson & Cox (2002), diferentes tipos de agregados lipídicos podem ser 

formados quando as moléculas anfipáticas entram em contato com as moléculas de 

água (figura 13). 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 – Tipos de agregados lipídicos que podem ser formados em água: micelas, 

bicamadas e vesículas. (adaptado de Nelson e Cox, 2002). 
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No caso de tensoativos com uma cadeia apolar, se estabelece um equilíbrio 

entre moléculas solúveis em água, interfaces e agregados. A partir de uma 

determinada concentração, denominada concentração micelar crítica (cmc), ocorre à 

completa saturação da interface, iniciando-se a formação de outros tipos de 

agregados em solução, tais como as micelas (figura 13a). Quanto maior o 

comprimento da cadeia hidrofóbica da molécula anfipática, maior tendência a 

agregação, ocasionando a diminuição da cmc, ou seja, a interface é rapidamente 

saturada de maneira que as moléculas que permanecem em solução buscam a 

diminuição do contato com água, dirigindo a formação de estruturas micelares 

(Tanford, C., 1991).  

Outro tipo de agregado lipídio que é observado em meio aquoso é a 

bicamada (figura 13b), que se forma principalmente quando a secção transversal do 

grupo cabeça do lipídeo é semelhante ao da cadeia hidrofóbica, como é o caso dos 

fosfolipídeos (Nelson & Cox, 2002). Nesse tipo de agregado duas monocamadas se 

organizam gerando uma lâmina bidimensional, onde as regiões hidrofóbicas das 

monocamadas interagem entre si e os grupos cabeça interagem com a água que os 

solvata. Já as regiões hidrofóbicas situadas nas margens da bicamada 

experimentam transitoriamente o contato com a água, o que gera instabilidade e 

promove a formação de agregados tridimensionais, sendo principalmente vesículas 

ou lipossomos, que se constituem de bicamadas lipídicas com meio aquoso interno 

e externo (figura 13c).  

Um dos métodos mais utilizados no estudo das propriedades de membranas 

e suas interações com biomoléculas é a formação de monocamadas ou bicamadas 

lipídicas sobre suportes sólidos, como sílica, mica e ouro. Avanços nessa área têm 

possibilitado uma variedade de estudos envolvendo membranas, proteínas de 
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membrana, imunoensaios e aprimoramento de biosensores. A formação dessas 

camadas lipídicas é comumente obtida com adsorção de vesículas em suportes 

sólidos (Richter, Mukhopadhyay & Brisson, 2003). 

Muitos estudos têm avaliado os modos de interação entre lipossomos com 

superfícies sólidas, como sílica (Rapuano & Carmona-Ribeiro, 1997), mica (Richter & 

Brisson, 2005), ouro ou com alcanotiol (Keller & Kasemo, 1998), em sistemas 

poliméricos automontados em superfície solida (Ma et al., 2003), e com fosfolipídios 

modificados quimicamente (Berquand et al., 2003). A caracterização das camadas 

lipídicas formadas pode ser realizada por diferentes técnicas, como microscopia de 

forca atômica (AFM) (Richter & Brisson, 2003), microbalanca de cristal de quartzo 

(QCM) (Richter, Mukhopadhyay & Brisson, 2003), elipsometria (Puu & Gustafson, 

1997), microscopia de fluorescência (Berquand et al., 2003), ressonância de 

plasmons de superfície (SPR) (Glasmastar et al., 2002), além de medidas 

eletroquímicas como condutância e capacitância (Micelli et al., 2002). 

Dominar o processo de transferência de membranas para substratos sólidos 

permitirá o desenvolvimento de sensores de membranas, onde os elementos de 

reconhecimento molecular podem ser as próprias proteínas das membranas. 

Membranas também podem servir de arcabouço para construção de diferentes 

receptores, devido à grande diversidade de funcionalidades químicas dos lipídeos 

naturais e sintéticos.  
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2 OBJETIVOS  

 

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver uma metodologia para detectar 

citocromo c utilizando SPRi. 

2.1 Objetivos específicos: 

 

1. Descobrir estratégias de sustentação de bicamadas na superfície de 

ouro.  

2. Construir o sensor descrito na figura 14 e caracterizar a ligação com 

citocromo c através da técnica de SPRi. 

3. Mensurar a sensibilidade e o limite de detecção do biosensor e 

comparar com outro baseado em construção mais simples. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Esboço da construção, camada por camada, do biosensor para detecção de Cit c. 

O desenho tem caráter ilustrativo, e não está mostrada a correta ligação do antígeno nos sítios de 

ligação das cadeias moleculares do anticorpo. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Equipamento de SPRi e calibração do Biochip 

 

O equipamento de SPR utilizado para as análises desenvolvidas foi um SPRi-

Lab+, que é constituído de um LED que emite luz no comprimento de onda  λ = 635 

nm, um polarizador, uma câmera CCD para o fornecimento de imagens da superfície 

e uma cela de fluxo de volume de 500 μL. O sensor SPRi-Biochip (prisma de 

quartzo, de 2,5 cm, com alto índice de refração n =1,515, sendo uma das faces 

cobertas com um fino filme de ouro de 48nm) (figura 15), foi especialmente 

desenvolvido para experimentos de imagem, e adquirido juntamente com o software 

específico do equipamento (SPRi-View), da Genoptics Bio Interactions (Orsay, 

França) – o detalhe técnico do equipamento e seus acessórios podem ser obtidos na 

página http://www.genoptics-spr.com.  

  

 

 

 

 

 

Figura 15 – Vista superior e lateral de um SPRi-Biochip. O prisma é feito de uma mistura especial 

de quartzo e vidro. Na parte superior pode ser visto claramente a superfície de ouro. (Foto obtida do 

equipamento de SPRi).  

 

Quando um sensor é utilizado pela primeira vez torna-se necessária a 

calibração (comando acessado pelo SPRi-View), pois é durante esta etapa que o 

sensor ajustará o tempo de integração do fotodiodo com a interface metal/ar, bem 

como a intensidade do LED. Por fim, calibra-se o sensor com um líquido de índice 

http://www.genoptics-spr.com/
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de refração conhecido (por exemplo, a água ou solução tampão). Nos experimentos 

iniciais para calibração e otimização do sistema foram utilizadas soluções de água, 

tampão fosfato (50mM), tampão acetato (50mM) e tampão hepes (5mM); todas 

preparadas em água purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica, 

MA, EUA). Os experimentos foram realizados na temperatura de 24ºC e os 

resultados monitorados pelo programa SPR-View, foram todos tratados no programa 

Origin 7.0 (OriginLab Co., Northampton, MA, EUA). 

Quanto ao tempo de vida dos Biochips, destaca-se que são reutilizáveis, 

desde que sua superfície seja devidamente limpa e que não ocorram danos 

mecânicos irreversíveis na mesma. Pode-se optar também pela remoção química 

dos compostos adsorvidos utilizando solução piranha, preparada com ácido sulfúrico 

concentrado (teor 95– 98%, Vetec Química Fina, SP/Brasil) e peróxido de hidrogênio 

(teor 50%, Vetec Química Fina, SP/Brasil) na proporção 3:1, respectivamente. Esta 

solução, quando necessário, foi deixada sobre a superfície de ouro por 

aproximadamente 15 minutos.   

 

3.2 Adaptação do injetor manual no sistema em fluxo  

 

O sistema de injeção de amostra foi construído com um injetor manual, um 

dispositivo redutor de pulsação da bomba peristáltica (Cole- Parmer, EUA) e um 

degaseificador Degasser DGU-20As (Shimadzu Corporation, Chiyoda-ku Tokyo, 

Japão). Com o uso do injetor manual pode-se manter o fluxo de tampão ou água 

constante na superfície do sensor, sem a necessidade de ser realizada a parada da 

bomba peristáltica, para alimentar o loop de amostragem, com solução de analito. E 

ainda, volumes definidos de amostra, podem ser injetados pela variação do 

comprimento e/ou diâmetro interno do tubo de polietileno acoplado a esse injetor. O 
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degaseificador atua na retirada de mini bolhas de ar suspensas nas soluções de 

água e tampão. Esse sistema de remoção de ar impede a presença de ar na linha 

de alimentação do biochip. A presença de mini bolhas de ar no biochip, traz contato 

de ar com a superfície do sensor, muitas vezes comprometendo o sensor ou 

evitando a continuidade do experimento.  

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Foto tirada do equipamento de SPRi Lab
 +

, acoplado a um injetor manual no 

sistema de Análise de Injeção em Fluxo – FIA, uma bomba peristáltica e um degasser. 

Apresenta-se nas fotos a identificação de cada componente. 

 

 

3.3 Preparação das soluções utilizadas na construção do biosensor 

3.3.1 Soluções Tampão  

 

Os tampões utilizados foram Acetato, Hepes e Fosfato: Tampão Hepes: 

Pesou-se 0,6g de soluto Hepes (Sigma/Aldrich) diluindo-o em 500mL água milli Q, 

obtendo-se uma concentração de 5mM e um volume de 500mL; o pH foi ajustado 

para 7,4 com solução de NaOH concentrado. Tampão Acetato: Pesou-se 0,33g de 

acetato de sódio (Synth Lab), em que se diluiu o mesmo em 498,55 de água milli Q 

e 1,45mL de ácido acético glacial (Vetec), obtendo-se uma concentração 50 mM e 

volume de 500mL; em seguida ajustou-se o pH em 4,0 . Tampão Fosfato: Pesaram-

se 0,3g de fosfato de sódio monobásico (Synth Lab), 0,355 de fosfato de sódio 
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dibásico (Synth Lab) e 0,435 de cloreto de sódio (Synth Lab). Misturaram-se os três 

reagentes em um erlenmeyer, onde se dilui a mistura com água milli Q. Seu pH foi 

ajustado para 7,4 obtendo-se uma concentração de 50 mM. 

 

3.3.2 Solução Piranha 

 

Sob a proteção de uma capela com fluxo de ar constante, pipetou-se 6mL de 

solução de peróxido de hidrogênio 50% (H2O2) (Synth Lab) e esta, foi acondicionada 

em um béquer; em seguida, pipetou-se 14mL de solução de ácido sulfúrico PA 

(H2SO4) (Synth Lab), adicionando-o no béquer lentamente, pois essa reação é 

extremamente perigosa, devido ser exotérmica e altamente corrosiva. Devido a 

essas características físico-químicas, ela é designada como solução piranha 

(solução de 70% de ácido sulfúrico e 30% de peróxido de hidrogênio). Com essa 

solução realizou-se a limpeza dos prismas de ouro. 

 

3.3.3 Solução de Quitosana 

 

Em um balão volumétrico de fundo chato, pesou-se 1g de quitosana em pó 

(GD 80% - Farma Service Bioextract Ltda.), dissolvendo-a em 100mL de ácido 

acético 5%. Logo após, a dissolução inicial com ultrasom, submeteu-se à agitação 

por um período de 12 horas, para total solubilização. Ao término da dissolução, 

obteve-se uma solução de 10mg/mL de quitosana.  
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3.3.4 Solução de BSA (Albumina de Soro Bovino) 

 

Pesou-se 15mg de BSA (Sigma/Aldrich) em um erlenmeyer; em seguida, 

adicionou-se 1,5mL de solução tampão fosfato. Obteve-se a dissolução completa da 

proteína através de agitação mecânica (10mg/mL).  

 

3.3.5 Solução de Estreptoavidina 

 

 Sobre uma balança analítica, pesou-se em um balão volumétrico de fundo 

chato, 0,3mg de estreptoavidina (Sigma/Aldrich) e adicionou-se  2mL de solução 

tampão fosfato. Ao final, obteve-se uma concentração de 0,15 mg/mL e um volume 

de 2mL.  

 

3.3.6 Solução de Anti Cit c biotinilado 

 

A reação de biotinilação do anti cit c (figura 17) foi preparada de acordo com o 

protocolo do fabricante Pierce. Dissolveu-se 1mg de NHS-Biotin (ligante de molécula 

de biotina) (Pierce) em 1mL de solvente DMSO (Dimetil Sulfóxido) (Merck). Em 

seguida, foi montada uma solução estoque de 100mg/mL de anti cit c policlonal 

isolado por afinidade, de coração de ovelha, de peso molecular 15.000Da 

(Sigma/Aldrich); e a partir dela foi obtida, para injeção no SPR, uma solução de 

10mg/mL. Então, foi misturado 10mg/mL de solução de anticorpo (anti cit c) com 

1mg/mL do ligante de biotina. Foi deixado ―overnight‖ em freezer para que ocorresse 

a biotinilação do anti cit c. O produto final foi filtrado, lavado e concentrado, usando-

se um filtro Millipore de (5.000 Da), por centrifugação durante 3 horas seguidas de 
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adição de tampão fosfato para lavagem. Para ensaio no SPR, foram utilizados 

1,5mL do produto final, a uma concentração de 10mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Reação geral de biotinilação de proteínas, através do ligante de biotina. A reação 

entre a proteína e o ligante NHS-Biotin, ocorre através de uma ligação éster lábil de uma amina 

primária, na terminação N-terminal, geralmente um resíduo de Lisina da proteína, e o grupo carbonila, 

adjacente da estrutura N-hidroxisuccinimida biotina (NHS-B). 

 

 

3.3.7 Solução de Cit c 

 

 Foram preparadas soluções em várias concentrações de citocromo c de 

coração equino ≥95% de peso molecular PM 12.384 Da (Sigma/Aldrich). De 50nM 

(10-9) a 0,001nM ou 1pM (10-12) utilizando uma solução estoque de cit c de 100µM 

(10-6). Essas soluções foram usadas para detectar o limite de detecção do 

biosensor. 
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3.3.8 Solução e protocolo de preparo dos lipossomos de glicerofosfolipídeos 

 

Os fosfolipídeos utilizados foram 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-

Biotinil (N-Biotinil PE) e o L--Fosfatidil-DL-Glicerol (PG), comprados da (Avanti 

Polar Lipids Inc). A figura 18 mostra a fórmula estrutural dos fosfolipídeos. 

 

 

 

 

Figura 18 – Fórmula estrutural dos fosfolipídeos utilizados. De cima para baixo, L--Fosfatidil-

DL-Glicerol (PG) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-Biotinil (N-Biotinil PE). 

 

Com o auxílio de uma balança analítica e dentro de um tubo de ensaio, os 

lipossomos foram preparados pelo método de extrusão, pesando-se 40mg de N-

Biotinil PE e 40mg de PG (50% de N-Biotinil PE e 50% de PG). Então se dissolveu a 

mistura lipídica em clorofórmio (Merck), sob leve agitação em um vórtex. Através de 

um fluxo de argônio (White Martins), evaporou-se o clorofórmio, e formou-se um 

filme de fosfolipídeo. Submeteu-se o tubo de ensaio a vácuo, por 30 minutos, para 

que qualquer resquício de clorofórmio se transformasse em vapor. Em seguida 

ressuspendeu-se o filme com solução tampão hepes 5mM, pH=4,0, obtendo-se 

assim, uma solução lipídica de aspecto turvo, devido a formação de agregados 

lipídicos, de concentração de 10mg/mL. Utilizando-se um extrusor de membranas 

(Avanti Polar Inc.), acoplado a seringas manuais, passou-se a suspensão, por doze 

vezes, de uma seringa para outra, através de membranas de policarbonato, com 

poros de 0,1µm (100nm) de diâmetro. Assim, os agregados lipídicos, transformam-
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se em lipossomos ou vesículas unilamelares (SUV) de tamanho igual ao diâmetro 

dos poros dos filtros, tornando a solução com um aspecto límpido (figura 19). Essa 

diferença na opalescência da solução deve-se ao efeito Tyndall, o qual foi 

confirmado por experimentos de espalhamento dinâmico de luz (Itzhak, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Preparação dos lipossomos de fosfolipídeos. Metodologia aplicada para cada etapa 

na formação de lipossomos (partículas em suspensão). Nota-se a mudança no espalhamento de luz 

antes e depois da extrusão. Fenômeno ocorrido devido ao efeito Tyndall. Extrusor obtido da Avanti 

Polar Lipids Inc. (Adaptado de Avanti Polar Lipids Inc.) 

 

A extrusão foi realizada em temperatura ambiente (25ºC); mas o processo de 

extrusão deve ser realizado em temperatura superior a temperatura de transição 

(Tm) dos fosfolipídeos presentes na solução. Cada fosfolipídeo apresenta sua 
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temperatura de transição de fase (Tm). Tm aumenta com o comprimento da cadeia 

alifática, diminui com a insaturação e depende da natureza do grupo polar da cabeça 

(Voet et al., 2000). As temperaturas de transição dos fosfolipídeos utilizados neste 

estudo são: PG = 10ºC (Hegner, Schummer e Schnepel, 1973), N-Biotinil PE= 21,2 

ºC (Marsch, 1990). 

 

3.4 Estudo da adsorção de proteínas e carboidratos na superfície de 

ouro 

 

 Com o intuito de se obter um suporte que sustente a bicamada de 

fosfolipídeo no sensor, testou-se a proteína BSA – Albumina de Soro Bovino 

(Sigma/Aldrich) e o carboidrato quitosana (GD 80% - Farma Service 

Bioextract Ltda.); ambos com concentração de 10mg/mL. Foram utilizados 

equipamentos de espectroscopia de infravermelho (FT-IR), microscopia eletrônica de 

varredura (MEV), evaporação atômica por plasma (Sputtering) e ressonância de 

plasmons de superfície (SPR), para caracterizar a formação destes filmes 

moleculares. 

 

3.4.1 Desenvolvimento de uma superfície de ouro ultrafina sobre lamínulas de 

vidro 

 

 Para que se pudessem realizar estudos de adsorção de biomoléculas no filme 

de ouro nos equipamentos de FT-IR e MEV, em colaboração com o Prof. Dr. Antônio 

Domingues Santos (Toninho) (Departamento de Física dos Materiais e Mecânica do 

Instituto de Física-USP) e a Prof. Dra. Denise Zezell (Centro de Lasers e Aplicações-
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IPEN-USP), foram desenvolvidos filmes finos de ouro (Au) sobre lamínulas de vidro. 

Estas lamínulas foram compradas da Corning Inc., e tem tamanho de 1,24 cm x 4,0 

cm. As lamínulas passaram por um pré-tratamento de solução piranha (70% H2SO4 / 

30% H2O2) por 15 minutos; em seguida lavou-se em excesso com álcool etílico 

(Merck) e água purificada pelo sistema Milli Q, e logo após, secaram-se as mesmas 

sob um fluxo de argônio. Após o pré-tratamento, as lamínulas foram submetidas a 

um processo físico sob vácuo, a nível atômico, de deposição por plasma de átomos 

de ouro, chamado ―Sputtering‖, onde permaneceram na câmara evaporadora por 5 

minutos. Após o término, obtiveram-se lamínulas (figura 20) apresentando uma 

superfície homogênea de ouro, de 50 nm de espessura. 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 – Fotos das lamínulas obtidas após o processo de deposição por Sputtering. Nota-se 

que, há lamínulas de vidro com e sem máscaras. As lamínulas com máscara foram criadas apenas 

como teste para formação de spots de ouro, caso fosse necessário utilizá-las. 

 

 

 

3.4.2 Protocolo de preparação das pastilhas KBr de quitosana e fosfolipídeos 

para medidas em FT-IR 

 

 Em FT-IR, a utilização de pastilha de KBr é a mais recomendada para análise 

de sólidos, especialmente sob a forma de pó. Primeiramente triturou-se com um 

pistilo, dentro de um almofariz de ágata, 1g de KBr (Brometo de Potássio) (Vetec); 

em seguida, pesou-se 400mg e colocou-se o conteúdo dentro de uma estufa 
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(Termaks) a (150ºC) por 24 horas, para eliminação de água. Então, procedeu-se 

similarmente ao processo anterior, triturando-se e pesando-se 2mg de quitosana; 

posteriormente misturaram-se os dois componentes e colocou-se em um molde para 

pastilhas (pastilhador), seguido de compressão em prensa hidráulica (Perkin Elmer® 

modelo 4037) com pressão de 8 toneladas por 7 minutos, obtendo-se pastilhas finas 

e transparentes. Ressalta-se que, realizou-se o mesmo procedimento para o preparo 

e obtenção das pastilhas de KBr dos fosfolipídeos. 

 

3.4.3 Protocolo de análises qualitativas de adsorção de quitosana em 

lamínulas de ouro por FT-IR e MEV 

 

A formação de filmes de quitosana em lamínulas de ouro foi executada em 

um espectrômetro por transformada de Fourier (FT-IR) (Thermo Nicolet – modelo 

6700), utilizando-se uma faixa espectral entre os números de onda 4000 e 400 cm-1, 

e também, em um microscópio eletrônico de varredura (MEV), com filamento de 

FEG (JEOL). Os equipamentos foram mantidos em sala com temperatura e umidade 

controladas. Antes da leitura das amostras em lamínula de ouro, utilizou-se no FT-

IR, como branco, amostras contidas nas pastilhas de KBr.  

Na técnica de FT-IR uma lamínula de ouro passou por um pré-tratamento de 

solução ―piranha‖, para limpeza da superfície, através de lavagem com água e 

secagem sob um pequeno fluxo de argônio. Submergiu-se a lamínula em uma 

solução de quitosana, 10mg/mL, onde esta permaneceu por 30 minutos. Lavou-se 

novamente com água e secou-se sob um baixo fluxo de argônio. Transportou-se até 

um dissecador, acoplado a um sistema de vácuo, onde a lamínula permaneceu por 

aproximadamente (24 horas) para evaporação da umidade remanescente. Após 
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secagem completa, a lamínula de ouro foi levada até o FT-IR para obtenção de 

dados. A figura 21 ilustra o processo explanado acima. 

 

 

 

 

Figura 21 – Processo de adsorção de quitosana em lamínula de ouro para caracterização por 

FT-IR. Técnica de Langmuir-Blodgett (LB), que permite a deposição de filmes camada por camada, 

em que, cada camada pode ter espessura de uma única molécula.  

 

Para a coleta de resultados com MEV, foram selecionadas duas lamínulas de 

ouro, ambas receberam um pré-tratamento com solução piranha para limpeza da 

superfície; em seguida lavou-se com água e secou-se sob um baixo fluxo de 

argônio. Posteriormente, levaram-se as mesmas até um dissecador, acoplado a um 

sistema de vácuo. Uma das lamínulas foi utilizada como background (amostra 

branca) e a outra, foi mergulhada em solução de quitosana onde permaneceu por 30 

minutos. Novamente lavou-se com água e secou-se sob um baixo fluxo de argônio, 

e posteriormente também foi colocada no dissecador. As duas lamínulas foram 

analisadas por MEV. Este procedimento está apresentado na figura 22. 
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Figura 22 – Processo de adsorção de quitosana em lamínula de ouro para caracterização por 

MEV. Utilização do método de Langmuir-Blodgett (LB) para deposição de quitosana em superfície 

metálica de ouro. Após deposição do biopolímero, a lamínula passa por lavagem, secagem e então é 

acoplada ao MEV para leitura. 

 

 

 

3.4.4 Protocolo de verificação das interações entre a quitosana e os 

fosfolipídeos por FT-IR 

 

A lamínula de ouro foi tratada com solução piranha (70% H2SO4 / 30% H2O2). 

Com uma pinça de aço inox, mergulhou-se a lamínula em solução de quitosana por 

30 minutos. Em seguida, lavou-se com água e secou-se sob um baixo fluxo de 

argônio. Logo após, levou-se ao FT-IR para leitura de dados. Posteriormente 

submergiu-se a lamínula na solução de fosfolipídeos (PG /N-Biotinil PE – 10mg/mL), 

onde permaneceu por 30 minutos; em seguida lavou-se com água milli Q e secou-se 

sob fluxo de argônio. Então, transportou-se ao FT-IR para análise. A Figura 23 

ilustra o procedimento de adsorção, camada por camada, explanado acima com a 

formação do filme de fosfolipídeo sobre o de quitosana. 
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Figura 23 – Processo de adsorção de quitosana em lamínula de ouro, e fosfolipídeo sobre 

quitosana, para verificação de ligação entre as biomoléculas. Nota-se na parte ampliada do 

desenho, a adsorção da quitosana na lamínula de ouro e do fosfolipídeo na quitosana. 

 

 

3.4.5 Protocolo de análises quantitativas de adsorção de quitosana em 

lamínulas de ouro, e lipossomos sobre quitosana por SPRi  

 

Após a etapa de limpeza do prisma de ouro e executada a calibração do 

equipamento de SPRi, iniciou-se a formação do sistema multicamadas 

Quitosana/Fosfolipídeos (PG /N-Biotinil PE) com o monitoramento da refletividade 

em tempo real. Iniciou-se o experimento com um fluxo de solução tampão acetato 50 

mM e (pH 4,0) para se obter a linha base. Depois de aproximadamente 15 minutos 

injetou-se ~ 500µL da solução de quitosana, aguardou-se em média 5 minutos com 

o fluxo desligado, para adsorção da mesma no filme de ouro. Em seguida, o fluxo foi 

reiniciado para lavagem do restante não adsorvido no filme. Repetiu-se esse 

procedimento por mais duas vezes, para se obter preenchimento total da superfície 

de ouro e com o filme homogêneo e nanoporoso de quitosana. 

Dando-se sequência no experimento, esperou-se uma nova estabilização da 

linha base, e realizou-se a troca de tampão de acetato por tampão hepes, para 

posterior injeção dos lipossomos. Injetou-se duas vezes, separadamente, 500µL de 

solução de lipossomos sobre o filme de quitosana. Desligou-se o fluxo, aguardou-se 
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15 minutos, em média, para a desintegração dos mesmos e posterior formação de 

uma bicamada de fosfolipídeos. Em seguida, iniciou-se o fluxo para lavagem e 

remoção dos fosfolipídeos não ligados. 

 

3.5 Protocolo para a formação da camada de estreptoavidina ligando-se 

a biotina marcada nos fosfolipídeos 

 

 Depois da formação do filme de quitosana na superfície de ouro e da 

bicamada de fosfolipídeo biotinilado, trocou-se a fase móvel, de tampão hepes (5mM 

pH 7,0) para tampão fosfato (50mM pH 7,4). Efetuou-se duas injeções, cada uma de 

500 µL de solução de estreptoavidina (0,15 mg/mL). Aguardou-se, em média 15 

minutos, para ocorrer à ligação entre as duas biomoléculas. Em seguida, ligou-se o 

fluxo para lavagem do excesso não ligado.  

 

3.6 Ligação do anticorpo anti cit c, marcado com biotina, na 

estreptoavidina 

 

     A etapa final na construção do biosensor foi a ligação da estreptoavidina com 

o anti cit c. É importante salientar que, após a ligação da estreptoavidina na 

superfície do biosensor, restaram dois sítios equivalentes de ligação da 

estreptoavidina para interagir com a biotina. Portanto, esses serão preenchidos 

pelas moléculas de biotina ligadas no anticorpo. Foram preparadas soluções de anti 

cit c biotinilado, de acordo com o modo de preparo, já descrito no protocolo 3.3.6. 

Após a estabilização da linha base com tampão fosfato, injetou-se 500 µL de 

solução de anti cit c 10mg/mL, em seguida, desligou-se o fluxo e aguardou-se cerca 

de 10 minutos, para as interações ocorrerem. Logo após, reiniciou-se o fluxo para 
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lavagem com tampão fosfato, do que não havia sido especificamente ligado. 

Repetiu-se esse procedimento, onde se obteve a formação de anticorpos ligados no 

biosensor; e estes agora poderão interagir com o antígeno cit c, que é o alvo da 

construção do sensor. 

 

3.7 Associação do antígeno cit c com o anticorpo anti cit c por SPRi 

 

 Foram preparadas soluções de cit c na faixa de concentração de 50nM a 

0,001nM (1pM) em tampão fosfato 50mM pH 7,4. Todas as soluções foram 

preparadas por diluição de uma solução de citocromo 100μM em tampão fosfato 

50mM no pH indicado. As interações foram estudadas pela técnica de SPRi, através 

da monocamada de anti cit c, formada sobre a monocamada de estreptoavidina. As 

injeções de cit c foram realizadas com loop de amostragem de 500 μL e vazão 0,35 

mL/min, sendo que a solução de cit c foi deixada em contato com a monocamada do 

anticorpo pelo tempo de 10 minutos, com o fluxo parado. Dando sequência na 

construção do biosensor, foram injetadas várias concentrações em diferentes 

experimentos realizados (50 nM até 0,001nM). Todos os experimentos seguiram a 

mesma metodologia, apenas, com suas concentrações diferentes. Então injetou-se 

500 µL de cit c, e com o fluxo desligado, aguardaram-se em média 10 minutos, para 

as devidas interações entre antígeno-anticorpo ocorrerem. Logo após, reiniciou-se o 

fluxo de tampão para verificação da ligação entre as biomoléculas e remoção do 

remanescente não adsorvido. Após a estabilização da linha base, foi realizado 

novamente esse procedimento, por mais duas vezes. Depois das duas últimas 

injeções, monitorou-se a estabilização da linha base e encerrou-se o experimento. 

Então, coletou-se todos os dados do SPRi, para serem tratados no programa Origin 

7.0.  
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3.8 Estimativa do limite de detecção de cit c por SPRi, com blindagem 

da superfície de ouro com BSA, sem o sensor de membrana 

 

Este protocolo foi realizado, com o intuito de se avaliar o limite mínimo, em 

termos de concentração, da capacidade de interação do antígeno citocromo c no 

seu anticorpo anti cit c; que é passível de detecção pelo biosensor sem membrana. 

Como descrito no item 3.7, também foram executadas várias injeções de cit c em 

diversas concentrações (50nM, 1nM, 0,1nM, 0,01nM e 0,001nM). 

Utilizou-se BSA como agente de blindagem da superfície de ouro. 

Inicialmente efetuou-se a limpeza do prisma em solução piranha, e em seguida, o 

mesmo foi acoplado ao SPRi, e com as calibrações realizadas, iniciou-se o 

experimento. Ligou-se o fluxo de tampão fosfato, e após alguns minutos com a linha 

base estabilizada, injetou-se BSA; desligou-se o fluxo de tampão e aguardou-se as 

interações com o ouro. Então, iniciou-se o fluxo para a remoção do BSA não ligado. 

Repetiu-se por mais duas vezes o mesmo procedimento, para cobrir totalmente a 

superfície de ouro com BSA e evitar a ligação não específica do cit c com a 

superfície de ouro (Fasman, 1976), (Lori & Hanawa, 2004) e (Hirayama et al., 1990). 

Passado alguns minutos, para a linha base se estabilizar, injetou-se anti cit c, 

desligou-se o fluxo, para a interação das duas proteínas, e novamente, ligou-se o 

fluxo, para lavagem. Após a estabilização da linha base, injetou-se cit c e desligou-

se o fluxo, para que as interações especificas de antígeno-anticorpo ocorressem. 

Ligou-se o fluxo novamente para lavagem das moléculas não ligadas.  
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3.9 Cálculo da sensibilidade do sensor e estimativa do Limite de 

Detecção (LOD) 

 

A sensibilidade é o intervalo de concentração linear das curvas de calibração 

no estado estacionário determinada pelo gráfico de (ΔR)/C ou (ΔR)/log C/C0 versus 

log C/C0. A sensibilidade descreve o quanto a resposta (refletividade) varia com a 

variação da concentração do analito e, pode ser expressa como a inclinação da 

curva analítica (coeficiente angular). O limite de detecção é o mínimo de 

concentração da substância em análise que pode ser detectada (Fatibello & 

Capelato, 1992). 

 Limites de Detecção (LOD – do inglês Limit of Detection é indicativo da 

sensibilidade instrumental para um determinado analito (Yeatman, 1996); (Kunz, U. 

et at., 1996). LOD foi calculado segundo a definição da IUPAC, a partir da equação 

4: 

 

onde m é o coeficiente angular da reta obtida da curva, sb a estimativa do desvio 

padrão da curva e k, uma constante estatística. O uso de k = 3 permite um nível de 

confiança de 99,8%, para uma medida assumindo distribuição normal. Para o 

cálculo do desvio padrão do branco, utilizou-se cerca de cem valores de refletividade 

da tabela de dados (refletividade em função do tempo) e, calculou-se a média e o 

desvio padrão (tabela 1). O limite de detecção foi calculado através das equações 

das retas, obtidas das curvas analíticas (Miller & Miller, 1993).   
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Tabela 1. Valores obtidos dos cálculos da média de variação de refletividade e desvio padrão 

do branco (Gráficos das figuras 39 e 45). 

Valores para o cálculo 
do LOD 

Sensor de 
Membrana 

Sensor de BSA 

Média de cem valores de 
refletividade 

45,0914 45,7933 

Desvio padrão do branco 0,8017 0,5318 

 

 

 

3.10  Cálculo das espessuras das camadas e quantidade de material        

adsorvido 

 

 É possível obter a espessura e a quantidade de material adsorvido por SPRi, 

através das relações das variáveis de mudança de reflectância d(%R) em função da 

concentração (dc) [d(%R)/dc], e da variação do índice de refração em função da 

concentração (dn/dc). Para isso é necessário que a refletividade seja convertida em 

índice de refração (Ivanov, 1988).  

 Suraniti et al., (2007) e Tumolo, (2008) calcularam curvas de calibração 

monitorando diferentes concentrações de sacarose (utilizada como padrão, já que a 

mesma não se liga no ouro). Obtiveram o valor de d(%R)/dc = 421,87 cm3.g-1. A 

razão entre valores de d(%R)/dc da sacarose e dn/dc do analito em questão, resulta 

em um parâmetro de calibração igual a Δ(%R)/Δn. Este valor pode ser utilizado na 

conversão dos valores de reflectância obtidos no SPRi em valores de índice de 

refração, e dessa maneira, proceder com os cálculos para obtenção da espessura 

do filme e quantidade de material adsorvido.  

 Calculou-se inicialmente o valor de (ld), a extensão de decaimento 

característico do campo eletromagnético evanescente, através da equação 3. O 

comprimento de onda do feixe luminoso no SPRi é de 635 nm. O valor de (ld) foi 
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calculado em cada experimento, uma vez que o mesmo varia conforme a espécie 

que esta sendo analisada. A obtenção dos valores de espessura (d) das camadas é 

possível pela equação 5.   

 

A quantidade de material adsorvido (Γ) (em mg.m-2, ng.mm-2 ou moléculas. 

cm-2) foi obtida utilizando-se a equação 6 (De Feijter & Benjamins, 1978). 

 

 

Onde (d) é a espessura da camada adsorvida (em nm), (na) é o índice de 

refração do adsorbato, (nb) é o índice de refração do solvente ou tampão, (neff) é o 

valor de índice de refração monitorado pelo equipamento de SPR e o dn/dC é a 

variação do índice de refração em função da concentração.  

De acordo com a (tabela 2), aplicou-se os referidos valores nas equações 

mencionadas acima, para a obtenção das espessuras e quantidades de material 

adsorvido. 

 

Tabela 2. Valores de Índice de refração (n) e dn/dC obtidos na literatura. 

a) Medzon et al., (1971). 

b) Huang et al., (2003), Sorlier et al., (2003), Fujimoto et al., (2002). 

c) Lingler et al., (1997), Plant, (1995), Richter et al., (2003), Ross et al., (2001). 

d) Herron et al., (1992), Swann et al.,(2004), Stayton et al., (1999).  

e) Weast et al., (1979), (Yeung et al., (1999). 

f) Fasman, (1976). 

Amostra 
 
 
 
 
 
 

Índice de refração (n) dn/dC (g/cm3) 

Tampão Acetato 
a 

 
 

1,3336 ---- 

Tampão Hepes 
a 

1,3335 ---- 

Tampão Fosfato 
a 

1,3333 ---- 

Quitosana 
b 

1,5 0,154 

BSA
f
 1,52 0,183 

Fosfolipídeos 
c 

1,46 0,182 

Estreptoavidina 
d 

1,52 0,185 

Anti Cit c 
e 

1,5 0,183 

Citocromo c 
e 

1,62 0,180 



59 
 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Obtenção de um suporte hidrofílico, com base na modificação da 

superfície com biopolímero 

 

Durante o período de desenvolvimento de uma nova metodologia para 

funcionalizar superfícies metálicas e, com o objetivo de desenvolver um biosensor 

de membranas, foram analisadas várias estratégias com a finalidade de se encontrar 

um suporte adequado que se ligasse na superfície de ouro e que oferecesse 

sustentação e estabilidade para a bicamada de fosfolipídeo biotinilado. 

Considerando estratégias conhecidas da literatura e também do nosso grupo 

a aplicação de alquil-tióis de cadeia longa (Tumolo e Baptista, 2008), ligação da 

proteína Albumina de Soro Bovino (do inglês Bovine Serum Albumin – BSA) (Gobi et 

al., 2004), de dendrímeros PAMAM (Zucolotto et al., 2005) e de poli-lisina (Benìtez et 

al., 2002), (Suraniti et al., 2007), não se mostraram adequados para os nossos 

objetivos; pois esses sistemas ou formavam uma bicamada de membrana mista (do 

inglês Hybrid Mambrane Bilayer - HBM) ou multicamadas e agregados lipídicos 

(Walter, Steer e Blumenthal, 1986). Optou-se por fazer testes com a quitosana, já 

que a mesma possui grupos químicos que podem interagir com fosfolipídeos, porém 

sem carga residual em pH ~ 7.0, dificultando a formação de multicamadas e 

facilitando a formação de uma bicamada acima do filme de quitosana. 

Nas figuras 24 e 25 são mostrados os espectros de infravermelho em pastilha 

de KBr, e em seguida os espectros de infravermelho na lamínula de ouro, com 

quitosana adsorvida. 
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Figura 24 – Espectro de infravermelho da quitosana em pastilha de KBr. A intensidade é dada 

em porcentagem de transmitância em função do número de onda. 

 

O espectro da figura 24 apresenta uma banda característica do biopolímero 

quitosana em 3450 cm-1 como conseqüência dos grupos OH ligados na estrutura, e 

as ligações intra e intermoleculares presentes na própria cadeia e entre cadeias. A 

banda de 2900 cm-1 refere-se à deformação axial do grupo CH2. Outra absorção 

comum da quitosana é uma banda forte em 1074 cm-1, que é atribuída à deformação 

axial C—O—C do anel glicopiranosídeo. A absorção referente à ligação beta 

glicosídica entre os carbonos 1 e 4 ocorre em 1161 cm-1. As absorções em 1423 e 

1380 cm-1 representam a deformação angular de CH2 e CH, respectivamente. A 

banda denominada de amida I, com número de onda em 1656 cm-1, indica a 

deformação axial de C=O e N—H associados a pontes de hidrogênio. A intensidade 

de absorção dessa banda está diretamente ligada ao grau de desacetilação do 

biopolímero (Silverstein et al., 2000). 
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Figura 25 – Espectro de infravermelho da quitosana adsorvida sobre a lamínula de ouro. A 

intensidade é dada em porcentagem de transmitância em função do número de onda. 

 

O espectro da figura 25 confirma a estrutura química da quitosana em forma 

de filme fino sobre a lamínula de ouro, com apenas algumas diferenças, 

principalmente na forma e intensidade dos picos. A banda de OH, em 3450 cm-1, se 

torna mais intensa (absorbância em 1,56 u.a.) devido à presença de grupos OH 

remanescentes da água da diluição com ácido acético. A banda fina que aparece em 

2360 cm-1 é característica de gás CO2 (Silverstein et al., 2000). Segundo (Müller et 

al., 1998) e (Pavia et al. 2000) o aumento de intensidade de absorbância (2,3 u.a.) 

em 1656 cm-1 se deve a possível formação de pontes de hidrogênio do grupo N—H 

da amida I com OH remanescente da umidade da água junto ao ácido acético que 

dissolveu a quitosana. As outras bandas ratificam a presença de moléculas de 

quitosana na superfície de ouro da lamínula. 
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Análises qualitativas do filme de quitosana em lamínulas de ouro foram 

realizadas utilizando a técnica de Microscopia Eletrônica de Varredura - MEV. As 

figuras 26 e 27 mostram, respectivamente, as micrografias obtidas das lamínulas; (o 

branco) e a lamínula com quitosana depositada (protocolo 3.4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 – Micrografia eletrônica de varredura. A imagem mostra uma lamínula de ouro utilizada 

como amostra branca (branco). Notam-se pequenos defeitos de nível atômico na superfície durante a 

deposição do ouro por Sputtering. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 – Micrografia eletrônica de varredura. Lamínula de ouro coberta com um filme de 

quitosana. Nota-se a formação de uma superfície nanoporosa, em forma de montanhas e vales. 
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A superfície de quitosana encontrada é formada por núcleos parcialmente 

circulares distribuídos ao longo do filme configurando uma estrutura do tipo 

―montanhas e vales‖. Esses núcleos são provavelmente, aglomerados de cadeias 

poliméricas resultantes da interação em meio aquoso e da subseqüente deposição 

conjunta sobre o substrato sólido de ouro. Segundo Claesson (Claesson et al., 

1992), uma característica comum deste filme em escala nanométrica é uma 

topografia irregular e nanoporosa. 

Após a identificação da adsorção de quitosana na superfície metálica, partiu-

se para os testes com a técnica de SPRi, com o intuito de se obter informações das 

interações do biopolímero, com filme nanomolecular. A figura 28 mostra a cinética 

de adsorção da quitosana em superfície de ouro, de acordo com o protocolo 3.4.5. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção de quitosana. São 

indicados os momentos de injeção da quitosana (10mg/mL). As injeções de tampão indicadas 

referem-se ao tampão Acetato 50 mM em pH 4,0. 
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Pode-se observar na figura 28, que a injeção das soluções de quitosana em 

meio ácido, causam mudança na refletividade da superfície de ouro/tampão. Na 

faixa de pH entre 3,5 a 4,0, os grupos amino (NH2) estão protonados (NH3
+) e 

portanto, essas cargas fazem com que o biopolímero assuma uma determinada 

conformação molecular estendida, lhe conferindo muitos pontos de interação com a 

superfície e consequentemente maior eficiência de adsorção (Oss, Van Good & 

Chaudhury, 1986). 

Nas imagens de SPRi, o clareamento (aumento de refletividade) de uma 

determinada região em comparação com outra, indica a ocorrência de adsorção. As 

imagens da figura 29 mostram que, do momento anterior à injeção da quitosana 

(imagem A) até 25 minutos após o início da adsorção (imagem C) ocorrem variações 

na imagem, que é mais clara em (C) do que em (A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 – Imagens obtidas por SPRi na adsorção de quitosana sobre o eletrodo de ouro. (A) 

Prisma antes da injeção de quitosana, (B) Prisma após 10 minutos de adsorção da quitosana, (C) 

Prisma após a última lavagem com tampão acetato. 

 

Utilizando as equações 5 e 6 no cálculo da espessura da camada de 

quitosana e quantidade de material adsorvido, em meio ácido, e admitindo-se os 
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valores de (Δ(%R) = 4,0), (Δ(%R)/Δn = 2739,41), (neff = 1,3350), (nb = nAcetato 

50mM = 1,3336) e (na = nQuitosana = 1,50 (Huang et al., (2003), Sorlier et al., 

(2003) e Fujimoto et al., (2002)) calculou-se que a monocamada de quitosana tinha 

9,0 Å (0,9 nm) de espessura e a quantidade de material adsorvido era  de 1,001 

ng/mm2 (tabela 3). 

 

Tabela 3. Valores obtidos na formação de uma monocamada de quitosana. 

Spot 7 (Preto) Monocamada de Quitosana 

Δ(%R) 4,0 

Δ(%R)/Δn 2739,41 

neff 1,3350 

nb = nAcetato 50mM 1,3336 

na = nQuitosana 1,5 

Espessura (nm ou Å) 0,9 nm ou 9,0 Å 

Quantidade de material adsorvido (ng/mm
2
) 1,01 ng/mm

2
 

 

Consultando a literatura, verificou-se que os valores de espessura e 

quantidade de material adsorvido obtidos neste trabalho, são compatíveis com uma 

monocamada de quitosana. Outros trabalhos publicados indicam espessuras 

variando de 7 Å a 10Å para uma monocamada de quitosana, dependendo do grau 

de desacetilação (Huang et al., (2003), Sorlier et al., (2003) e Fujimoto et al., (2002)). 

 

4.2 Formação de camadas fosfolipídicas sobre uma superfície de ouro 

modificada: um sistema mimético de membranas biológicas 

 

A camada de quitosana ligada na superfície do ouro proporciona um suporte 

para acomodação dos lipossomos e uma ―blindagem‖ à superfície de ouro, de forma 

a prevenir o contato direto entre as biomoléculas a serem estudas (como as 

proteínas anti cit c e cit c) e a superfície metálica. Após a modificação da superfície 
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de ouro, foi então, estudado se ocorre, e de que maneira acontece, a ligação entre a 

quitosana e os fosfolipídeos. A eficácia desse sistema multicamadas 

(quitosana/fosfolipídeos) na adsorção de vesículas foi descrito anteriormente (Fäldt, 

Bergenstähl & Claesson (1993); Oss, Van, Good & Chaudhury (1986)). No entanto, é 

importante fazer uma caracterização considerando os lipídeos e a quitosana que 

serão empregados neste projeto. Desta forma, testamos a viabilidade de utilização 

da quitosana como suporte para adsorção de lipossomos constituídos de 1,2-

dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-Biotinil (N-Biotinil PE) e L--Fosfatidil-DL-

Glicerol (PG), para formação de mono ou bicamadas miméticas. Foram realizados 

experimentos qualitativos e quantitativos através das técnicas de FT-IR e SPRi, 

respectivamente.  

Inicialmente foi obtido o espectro de infravermelho, do fosfolipídeo em pastilha 

de KBr,  preparado de acordo com o protocolo 3.4.4, como mostra a figura 30. As 

bandas entre 3450 e 3224 cm-1 representam a deformação axial de OH associada a 

pontes de hidrogênio. As absorções na faixa de 2931 a 2854 cm-1 estão associadas 

à deformação axial de C—H alifático. A banda em 2360 cm-1 é característica de gás 

CO2. A banda em 1735 cm-1 é representado pela deformação axial de grupos 

ésteres alifático, tal como, C=O e C—O. A absorção em 1647 cm-1 refere-se à 

deformação axial de intensidade fraca da ligação insaturada de grupos etilenos C=C. 

A banda de absorção em 1465 cm-1 destaca a deformação angular dos grupos C—H 

e CH2. Duas absorções de extrema importância são as que ocorrem em 1245 cm-1 e 

entre 723 e 817 cm-1, pois representam a deformação axial de grupos fosfatos 

alifático P=O, P—O e P—O—C, respectivamente; característicos de fosfolipídeos. 

As bandas em 1064 cm-1 e 1020 cm-1, representam respectivamente, a deformação 
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axial de C—O—C e a deformação axial de amina primária C—N (Silverstein et al., 

2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 30 – Espectro de infravermelho da pastilha de KBr de PG /N-Biotinil PE. A intensidade é 

dada em porcentagem de transmitância em função do número de onda. 

 

O espectro de infravermelho apresentado na figura 31 demonstra a formação 

das camadas moleculares de quitosana e lipídeo, de acordo com o protocolo 3.4.4. 

A banda de 3450 cm-1 representa as hidroxilas associadas a pontes de hidrogênio, 

tanto da quitosana quanto do fosfolipídeo. A absorção em 2927 cm-1 e 2854 cm-1 

referem-se à deformação axial de C—H do fosfolipídeo e da quitosana, 

respectivamente. Em 2360 cm-1, esse número de onda indica absorção do gás CO2. 

Duas bandas importantes que representam o fosfolipídeo foram identificadas em 

1735 cm-1, que se refere à deformação axial de ésteres alifáticos C=O e C—O, e a 

outra em 821 cm-1, que se refere à deformação axial de P—O—C. Também a banda 

em 1458 cm-1, relativo à deformação axial de C—H e CH2, ratifica a presença do 
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fosfolipídeo. As bandas de amida I, números de onda 1656 cm-1 e 1650 cm-1 com 

deformação axial de C=O e N—H, e a do anel glicopiranosídeo, em 1074 cm-1, com 

deformação axial de C—O—O, e a ligação C—C—N, em 1380 cm1, confirmam a 

presença da quitosana (Silverstein et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31 – Espectro de infravermelho caracterizando a adsorção do fosfolipídeo na quitosana, 

tendo como substrato uma lamínula de ouro. A intensidade é dada em porcentagem de 

transmitância em função do número de onda. 

 

As formas e intensidades das bandas do filme de quitosana e fosfolipídeo 

podem ser explicadas pelo modo de adsorção durante a formação das mesmas na 

superfície de ouro. O micro ambiente é altamente influenciado por um arranjo 

geométrico dos principais grupos funcionais que compõem essas biomoléculas, tais 

como, amida, amina, fosfato, hidroxila; que sofrem fenômenos chamados de ―efeitos 

de vizinhança‖, caracterizados por forças intra e intermoleculares, determinando 
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assim suas conformações e orientações moleculares Fang et al., (2001); Chittur et 

al., (1986); e Müller et al., (2001)). 

Após a comprovação da formação das camadas de quitosana e fosfolipídeo, 

determinou-se quantitativamente, através da técnica de SPRi, a adsorção do 

fosfolipídeo sobre a quitosana. O gráfico da figura 32 esboça a cinética de adsorção 

do polissacarídeo e dos fosfolipídeos, de acordo com o protocolo 3.4.5. Nota-se que 

ocorre uma grande variação da refletividade quando uma solução de fosfolipídeo 

composta por lipossomos de N-Biotinil PE / PG entra em contato com a camada de 

quitosana. Verifica-se que mesmo após a lavagem com tampão, a camada de 

fosfolipídeo mantém-se ligada na quitosana. De acordo com Richter & Brisson 

(2003) e Naumann et al. (2003) ocorrem interações eletrostáticas entre as moléculas 

de quitosana e o fosfolipídeo aniônico presente nas vesículas. Huang et al., (2003), 

Sorlier et al., (2003), Fang et al., (2001) definem que os policátions, como a 

quitosana, não só induzem a agregação de vesículas compostas, no mínimo de 10% 

de lipídio aniônico, tal como, o Fosfatidil Glicerol – PG, como também, promovem a 

fusão destas vesículas. Estes autores relataram também as condições necessárias 

para que cada um destes processos ocorra, sendo que o mecanismo de interação 

passa pela desintegração, se houver sítios suficientes nos lipossomos para 

interagirem com uma quantidade também suficiente de quitosana, e haverá a fusão 

se a neutralização de cargas ocorrer. 
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Figura 32 – Variação da refletividade em função do tempo durante a adsorção dos 

fosfolipídeos formados por PG / N-Biotinil PE em meio tamponado sobre monocamada de 

quitosana. São indicados os momentos das adsorções dos fosfolipídeos. As injeções de tampão 

indicadas referem-se ao tampão Hepes 5 mM em pH 7,4 . 

 

Através das equações 5 e 6 foram calculados, a espessura da camada de 

fosfolipídeo e a sua quantidade adsorvida (tabela 4). Obtém-se o valor de 34,5 Å 

(3,45 nm) para a espessura e 2,399 ng/mm2 para a quantidade de material 

adsorvido. 

Tabela 4. Valores obtidos para uma bicamada de fosfolipídeos. 

Spot 3 (Rosa) Bicamada de Fosfolipídeos 

(%ΔR) 8,0 

(%ΔR)/Δn 2317,96 

neff 1,3368 

nb = nHepes 5mM 1,3335 

na = nFosfolipídeos 1,46 

Espessura (nm ou Å) 3,45 nm ou 34,5 Å 

Quantidade de material adsorvido (ng/mm
2
) 2,399 ng/mm

2
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Consultando a literatura verificou-se que as espessuras das monocamadas de 

fosfolipídeos têm valores variando de 16 Å a 19 Å. O valor da espessura do filme de 

lipídeo em 34,5 Å é compatível com a formação de uma bicamada (Williams et al, 

(1997), Lingler et al. (1997), Plant (1995) e Richter & Brisson (2003)). 

Conclui-se através dos resultados obtidos e de consultas na literatura, que o 

sistema escolhido e caracterizado [quitosana + fosfolipídeo (N-Biotinil PE / PG)] 

resulta na formação de uma monocamada de quitosana sobre o eletrodo de ouro, e 

de uma bicamada de fosfolipídeo adsorvido na quitosana. Esse sistema apresenta 

vantagens perante outros modelos na formação de um ambiente mimético de 

membrana celular, tais como, aqueles descritos por Benitez & Jimenez (2002), 

Tumolo e Baptista (2008), nos quais, utilizaram filmes de poli-eletrólitos (Poli-lisina + 

Heparina + Poli-lisina) e ao final, verificaram que ocorre a agregação descontrolada 

das vesículas na camada de Poli-lisina, prejudicando a formação de monocamadas 

ou bicamadas lipídicas. Comparativamente às HBMs, essa construção também 

apresenta vantagens, pois se trata de uma bicamada lipídica, e não de uma híbrida 

(tiol hidrofóbico/fosfolipídeo), sendo assim, um modelo mais próximo ao real.  

 

4.3 Estudo da adsorção e desorção de estreptoavidina em fosfolipídeos 

marcados com biotina  

 

Após desenvolver uma metodologia para funcionalizar o sensor com a 

bicamada de fosfolipídeo, buscou-se uma estratégia para quantificar a concentração 

do citocromo c. Quimicamente essa estratégia constitui-se de utilizar a grande 

afinidade entre a biotina e a estreptoavidina ((Green et al., (1990-2000) e Herron et 

al., (1992)). 
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O lipídeo contendo biotina liga a estreptoavidina, que age como um ligante da 

próxima  monocamada, pois a estreptoavidina têm quatro sítios ligantes equivalentes 

para a biotina, permitindo a construção de mais camadas moleculares (Jung et al., 

2000). O complexo biotina-estreptoavidina possui uma constante de afinidade de 

1015 L/mol. O grande valor dessa constante deve-se a um reconhecimento 

molecular, mediado por pontes de hidrogênio, forças de Van der Waals e efeito 

hidrofóbico entre as cadeias laterais de aminoácidos específicos, que compõem as 

duas proteínas (Herron et al., 1992). Esta é uma estratégia muito utilizada na 

literatura para a construção de filmes moleculares (Stayton et al., 1999). Sendo 

assim, dando sequência na construção do biosensor, foram realizados experimentos 

injetando-se estreptoavidina sob a bicamada de fosfolipídeo biotinilado, como 

descrito no protocolo 3.5. 

Observe na figura 33 que depois da injeção de estreptoavidina, 73 minutos 

após o início, há aumento na refletividade, indicando que houve ligação nas 

moléculas de biotina dos fosfolipídeos.  
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Figura 33 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema multicamadas formado por quitosana / PG : N-Biotinil PE /  

estreptoavidina, em meio tamponado. São indicados os momentos das adsorções de cada 

componente. Na última etapa ocorre a saturação da monocamada de estreptoavidina. As injeções de 

tampão indicadas referem-se aos tampões Acetato 50mM em pH 4,0, Hepes 5 mM em pH 7,4 e 

Fosfato 50mM em pH 7,4 . 

 

Aplicando as equações 5 e 6 foram calculados a espessura da camada e a 

quantidade de material adsorvido de estreptoavidina, obtendo-se o valor de 48,9 Å 

(4,89 nm) para a espessura e 3,089 ng/mm2 de quantidade de material adsorvido 

(tabela 5). Este valor de espessura corresponde a uma monocamada, de acordo 

com os trabalhos de (Paudler & Riegler (1992)), os quais indicam espessuras 

variando de 45 a 50 Å para uma monocamada de estreptoavidina. 
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Tabela 5. Valores obtidos para uma camada de estreptoavidina. 

Spot 2 – (Vermelho) Monocamada de Estreptoavidina 

(%ΔR) 10,0 

(%ΔR)/Δn 2280,37 

neff 1,3376 

nb = nFosfato 50mM 1,3333 

na = nEstreptoavidina 1,45 

Espessura (nm ou Å) 4,89 nm ou 48,9 Å 

Quantidade de material adsorvido (ng/mm
2
) 3,089 ng/mm

2
 

 

Para comprovar a especificidade da interação com a biotina, foi realizado um 

estudo com fosfolipídeos não marcados com biotina, que está apresentado no 

gráfico mostrado na figura 34. 

Analisando o resultado obtido na ausência de fosfolipídeo biotinilado (figura 

34), observa-se que ocorre um aumento na refletividade, após a injeção de solução 

de estreptoavidina 0,15mM (90 minutos).  Entretanto, visualiza-se que após a 

lavagem com tampão fosfato (100 minutos), a refletividade decresce ao patamar 

anterior à injeção de estreptoavidina. Isso comprova que a estreptoavidina não 

interage com lipídeo que não possui biotina. Portanto, pode-se concluir que a 

presença da biotina marcada no fosfolipídeo é de fundamental importância para a 

interação com estreptoavidina e para a continuidade no desenvolvimento do 

biosensor. 
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Figura 34 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema multicamadas formado por Quitosana / N, N-Dimetil PE : PG / 

Estreptoavidina em meio tamponado. São indicados os momentos das adsorções de cada 

componente. Neste experimento, o fosfolipídeo não está marcado com biotina. As injeções de tampão 

indicadas referem-se aos tampões Acetato 50mM em pH 4,0, Hepes 5 mM em pH 7,4 e Fosfato 

50mM em pH 7,4 . 

 

4.4 Imunosensor Anti Cit c, marcado com biotina, imobilizado por 

estreptoavidina 

 

O gráfico da figura 35 ilustra a cinética de adsorção do anti cit c na 

estreptoavidina, de acordo com o protocolo experimental 3.6. Nos tempos de 104 e 

120 minutos, as injeções de anti cit c, causam aumento de refletividade 

caracterizando sua adsorção na monocamada de estreptoavidina. Após a lavagem 

com tampão fosfato (127 minutos), observa-se a formação da camada de anti cit c.  
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Figura 35 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema multicamadas formado por Quitosana / N-Biotinil PE : PG / 

Estreptoavidina / Anti Cit c, todos em meio tamponado. São indicados os momentos das 

adsorções de cada componente. As injeções de tampão indicadas referem-se aos tampões Acetato 

50mM em pH 4,0, Hepes 5 mM em pH 7,4 e Fosfato 50mM em pH 7,4 . 

 

Calculou-se a variação de refletividade para cada injeção de anti cit c, em que 

na primeira obteve-se (%ΔR1)= 2,0 e na segunda (%ΔR2)= 3,0, totalizando um 

(%ΔRTotal)= 5,0. Através desses valores de variação de refletividade, calculou-se a 

quantidade de anti cit c adsorvido para cada etapa, em que (ΔR%1) Γ1= 0,57 ng/mm2, 

(ΔR%2) Γ2= 0,94 ng/mm2 obtendo-se um total de (%ΔRTotal)  ΓTotal= 1,51 ng/mm2. A 

tabela 6 demonstra os valores descritos anteriormente.  
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Tabela 6. Valores obtidos de variação de refletividade e quantidade de material adsorvido. 

Spot 7 – (Preto) 
Anti cit c 

[10mg/mL] 

(%ΔR1) 1ª Injeção 2,0 

(%ΔR2) 2ª Injeção 3,0 

(%ΔR) Total 5,0  

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 1ª Injeção 0,57 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 2ª Injeção 0,94 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) Total 1,51 

 

Conclui-se que a estratégia desenvolvida para imobilizar o anticorpo sobre a 

bicamada lipídica, mantendo-o afastado da superfície de ouro foi alcançada; 

finalizando desse modo, a construção do biosensor. O anti cit c irá reconhecer o cit 

c, detectando a sua concentração mínima por reconhecimento bioquímico, através 

da técnica espectroscópica de SPRi.  

 

4.5 Estudo da associação do antígeno cit c, com sensor de membrana, 

contendo anticorpo anti cit c ligado através da interação 

biotina/estreptoavidina   

 

Nesta etapa, apresentam-se as cinéticas de adsorção de todas as etapas de 

construção do biosensor, descritas previamente, incluindo também a parte final na 

qual o cit c é injetado com concentrações variando de 50nM a 0,001nM. 

Estão apresentadas na figura 36 as mudanças de refletividade após a injeção 

de cit c 50 nM nos tempos 150 minutos, 167 minutos e 182 minutos. Observa-se que 

após cada injeção, a linha base mantém-se em um patamar de refletividade acima 

da linha base anterior, caracterizando a ligação irreversível das duas proteínas. Note 

também que, a variação de refletividade de cit c varia de acordo com a injeção, 

sendo que, na primeira fica em torno de (%ΔR1)= 2,5, na segunda em torno de 
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(%ΔR2)= 1,25 e a terceira também em torno de (%ΔR3)= 1,25. No total, tem-se 

aproximadamente um (%ΔRTotal)= 5,0, com pequena variação entre os diferentes 

spots. Esses valores são equivalentes a adsorção de cit c (ΔR%1) Γ1= 0,76 ng/mm2, 

(ΔR%2) Γ2= 0,38 ng/mm2, (%ΔR3) Γ3= 0,38 ng/mm2 e (%ΔRTotal)  ΓTotal= 1,52 ng/mm2 

respectivamente. A tabela 7 ilustra os valores acima descritos. Comparando-se os 

valores de quantidade de material adsorvido da primeira e terceira injeção da tabela 

7, nota-se que o valor da terceira injeção cai pela metade do valor da primeira. Isso 

ocorre provavelmente devido à saturação dos sítios de ligação do anti cit c.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipídeo biotinilado / estreptoavidina / 

anti cit c / cit c 50nM, todos em meio tamponado. São indicados os momentos das adsorções 

de cada componente.  
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Tabela 7. Valores obtidos de variação de refletividade e quantidade de material adsorvido. 

Spot 8 – (Verde Musgo) Cit c [50nM] 

(%ΔR1) 1ª Injeção 2,5 

(%ΔR2) 2ª Injeção 1,25 

(%ΔR3) 3ª Injeção 1,25 

(%ΔR) Total 5,0  

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 1ª Injeção 0,76 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 2ª Injeção 0,38 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 3ª Injeção 0,38 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) Total 1,52 

 

Repetiu-se o mesmo experimento, porém utilizando 1nM de concentração de 

cit c (figura 37). Obteve-se os valores de (%ΔR1)= 1,5, (%ΔR2)= 1,0 e (%ΔR3)= 0,5; no 

total, tem-se aproximadamente um (%ΔRTotal)= 3,0. Após os tempos de injeção (157 

minutos, 174 minutos e 190 minutos) observa-se, uma diferença nos patamares das 

linhas bases, antes e depois das injeções, sinalizando a ligação das biomoléculas. A 

tabela 8 mostra os valores de cit c adsorvido.  Note que a concentração de cit c 

adsorvida quando se injeta 1 nM (0,87ng/mm2) é apenas 57% inferior a 

concentração de cit c que se adsorve após a injeção de solução 50 vezes mais 

concentrada (50nM) de cit c (1,52ng/mm2).  A falta de proporcionalidade é comum 

em análises quantitativas dependentes de anticorpos e é devido às altas constantes 

de afinidades e facilidade em saturar os sítios de ligação na superfície.  
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Figura 37 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipídeo biotinilado / estreptoavidina / 

anti cit c / cit c 1nM, todos em meio tamponado. São indicados os momentos das adsorções de 

cada componente.  

 

 

Tabela 8. Valores obtidos de variação de refletividade e quantidade de material adsorvido. 

Spot 4 – (Verde claro) Cit c [1nM]  

(%ΔR1) 1ª Injeção 1,5 

(%ΔR2) 2ª Injeção 1,0 

(%ΔR3) 3ª Injeção 0,5 

(%ΔR) Total 3,0 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 1ª Injeção 0,44 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 2ª Injeção 0,29 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 3ª Injeção 0,14 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) Total 0,87 
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Figura 38 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipídeo biotinilado / estreptoavidina / 

anti cit c / cit c 0,1nM, todos em meio tamponado. São indicados os momentos das adsorções de 

cada componente.  

Diminuindo-se ainda mais a concentração de cit c (0,1nM), observa-se pelo 

gráfico da figura 38 que houve mudanças dos valores de ΔR%, após as injeções nos 

tempos 155 minutos, 170 minutos e 186 minutos. Alcançou-se os valores (%ΔR1)= 

1,25, (%ΔR2)= 1,0 e (%ΔR3)= 0,5; no total, tem-se aproximadamente um (%ΔRTotal)= 

2,75. A tabela 9 demonstra os valores de cit c adsorvido no biosensor. 

Tabela 9. Valores obtidos de variação de refletividade e quantidade de material adsorvido. 

Spot 8 – (Verde musgo) Cit c [0,1nM] 

(%ΔR) 1ª Injeção 1,25 

(%ΔR) 2ª Injeção 1,0 

(%ΔR) 3ª Injeção 0,5 

(%ΔR) Total 2,75 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 1ª Injeção 0,37 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 2ª Injeção 0,29 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 3ª Injeção 0,14 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) Total 0,80 
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Observa-se na figura 39 nos tempos 153 minutos, 166 minutos e 177 minutos, 

onde se efetuou as injeções de cit c 0,01nM, que ainda ocorreu uma diferença de 

refletividade. Obteve-se os valores de variação de refletividade (%ΔR1)= 1,25, 

(%ΔR2)= 0,5 e (%ΔR3)= 0,25; no total, tem-se aproximadamente um (%ΔRTotal)= 2,0, 

totalizando a adsorção de 0,58ng/mm2 de cit-c. A tabela 10 ilustra os valores de cit c 

adsorvido no biosensor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipídeo biotinilado / estreptoavidina / 

anti cit c / cit c 0,01nM, todos em meio tamponado. São indicados os momentos das adsorções de 

cada componente.  

 

Tabela 10. Valores obtidos de variação de refletividade e quantidade de material adsorvido. 

Spot 8 – (Verde musgo) Cit c [0,01nM] 

(%ΔR) 1ª Injeção 1,25 

(%ΔR) 2ª Injeção 0,5 

(%ΔR) 3ª Injeção 0,25 

(%ΔR) Total 2,0 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 1ª Injeção 0,37 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 2ª Injeção 0,14 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) 3ª Injeção 0,07 

Quantidade de material adsorvido (Γ) (ng/mm
2
) Total 0,58 
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Diminui-se mais dez vezes a concentração e de cit c injetando-se (0,001nM). 

Nota-se na figura 40 que até o tempo 148 minutos, instante esse que antecede as 

duas injeções de cit c, ocorre às adsorções das biomoléculas, porém após as 

lavagens com tampão fosfato (tempos 156 minutos e 166 minutos após a injeção) a 

refletividade diminui até um patamar abaixo da linha base anterior das injeções; 

indicando que não ocorreram interações fortes suficientes para manter o cit c ligado 

ao anti cit c por longos períodos de tempo.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40– Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipídeo biotinilado / estreptoavidina / 

anti cit c / cit c 0,001nM (1pM), todos em meio tamponado. São indicados os momentos das 

adsorções de cada componente.  

 

A figura 41 apresenta um gráfico de regressão linear (escala de ln no eixo x) 

dos valores de variação de refletividade em função da concentração de cit c para o 

sensor de membrana. Apresenta também, uma equação linear onde se obteve o 

valor da sensibilidade do sensor; e através do protocolo 3.9, calculou-se o limite de 
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detecção. A tabela 11 mostra os valores calculados do limite de detecção e 

sensibilidade para o sensor de membrana. Devido à característica do sensor 

baseado em superfície com anticorpo saturável, foi necessário graficar os dados na 

escala ln para se obter uma curva linear. O valor de LOD calculado considerando a 

medida de desvio padrão do branco em 0,8017 em unidades de refletividade 

(materiais e métodos) foi de 7 nmol.L-1. Esta medida de LOD subestima a 

capacidade de detecção do cit c e ocorre devido à saturação dos anticorpos da 

superfície. Note que este valor é muito maior do que a concentração de 10-11 mol.L-1, 

que foi  claramente medida no sensor com resposta de 2 unidades de reflectância. 

Sendo assim, a melhor estimativa do limite de detecção do sensor nas condições 

testadas é o próprio valor de 10-11 mol.L-1 de cit c. Pela mesma razão é importante 

também considerar, como medida comparativa da capacidade analítica do sensor, a 

concentração de cit c que se ligou no sensor na menor concentração injetada. Para 

o sensor de membrana este valor foi de 0.58 ng.mm-2, ou 5,3 x 10-14 mols.mm-2, na 

injeção de 10-11mol.L-1 de cit c.  
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Figura 41 – Valores linearizados (ln) de concentração de cit c em função da variação de 

refletividade (%ΔR) (Sensor de membrana). Cit c [50nM] = (%ΔR) 5,0), cit c [1nM] = (%ΔR) 3,0, 

cit c [0,1nM] = (%ΔR) 2,75, cit c [0,01nM] = (%ΔR) 2,0. Os valores de refletividade foram obtidos 

através das cinéticas de adsorção de cit c nos gráficos das figuras 36 a 39. Não se considerou o 

gráfico da figura 40, já que não houve adsorção de cit c.   

  

Tabela 11. Valores obtidos de limite de detecção (LOD) e sensibilidade. 

 

 

 

 

 

4.6 Biosensor alternativo construído pela interação eletrostática de anti 

cit c com BSA. 

  

Com o intuito de se testar um biosensor alternativo onde o desenho molecular 

fosse simplificado, decidiu-se testar a detecção de citocromo c pelo seu anticorpo, 

adsorvido diretamente sobre uma camada de BSA que neutraliza o filme de ouro e 

também liga anti cit c por interação eletrostática (figura 42). Nesta construção, a 

interação do anticorpo com a superfície ocorre ao acaso, e não é garantido a 

Biosensor 
Sensibilidade 

(nmol 
-1

L) 

 
Limite de Detecção (LOD) 

(nmol.L
-1

 ou nM) 

Sensor de 
membrana 

0,343 7,01 
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posição preferencial do anticorpo com relação à superfície, ao contrario da 

construção anterior onde a interação anti cit c com a superfície é direcionada pela 

interação estreptoavidina/biotina. BSA na faixa de pH 7,4 é carregada 

negativamente, podendo interagir com a proteína anti cit c por interação eletrostática 

(Norde & Lyklema, (1978), Haynes, Sliwinski & Norde (1994) e Norde (1986)). BSA 

interage fortemente com a superfície de ouro, através de ligações covalentes dos 

átomos de enxofre (--S--) dos grupos cisteínas (Fasman, (1976), Nori & Hanawa, 

(2004) e Hirayama et al., (1990)). Há 35 resíduos de cisteína na cadeia de BSA, 

sendo 17 ligações dissulfeto, fazendo com que essa proteína grande tenha afinidade 

pela superfície de ouro (Nori e Hanawa, (2004); Hirayama et al., (1990)). 

 

 

 

 

 

Figura 42 – Desenho esquemático da adsorção dos átomos de enxofre (--S--) através das 

pontes dissulfeto da cadeia de BSA com a superfície de ouro; e da BSA com as 

imunoproteínas anti cit c e cit c, todas em meio fosfato tamponado com pH 7,4. Notam-se as 

cargas do campo elétrico formado durante as interações.   

Para facilitar a visualização dos resultados obtidos, referentes aos 

experimentos realizados com BSA, Anti Cit c e Cit c, os gráficos e tabelas a seguir, 

foram escalonados por ordem de concentração de cit c, do maior para o menor 

(50nM até 0,001nM). Os valores de concentração de BSA (10mg/mL) e anti cit c 

(10mg/mL) mantiveram-se sempre os mesmos.  

Observa-se na figura 43, que ocorre variação nos valores de ΔR, após as três 

injeções da solução de BSA, a qual está relacionada à ocorrência de adsorção da 
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mesma na superfície de ouro. Nota-se que mesmo com as injeções de tampão 

fosfato, não há perda de BSA. Com as duas injeções da solução de anti cit c, nos 

tempos 28 e 38 minutos, verifica-se a variação de ΔR, indicando que houve 

interação entre as duas proteínas. Mesmo com a lavagem com tampão fosfato (33 e 

43 minutos), para remoção de moléculas de anticorpo não ligadas, não houve perda 

significativa de anticorpo. Note que a quantidade de anti cit c adsorvido na superfície 

(1,22 ng.mm-2) foi um pouco menor (24%) do que aquela medida para o sensor de 

membrana (1,51 ng.mm-2, tabela 6, p. 77). Nos tempos 48 e 57 minutos foram 

realizados duas injeções de 500µL de cit c. Os valores de adsorções obtidos para 

cada proteína são mostrados na tabela 12.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit c / Cit c (50nM), todos em meio 

tamponado com pH 7,4. São indicados os momentos das adsorções de cada componente. Nota-se 

a diferença de refletividade para o cit c ao final do experimento. 
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Tabela 12. Valores das adsorções obtidos para cada proteína. 

Spot 7 – Preto 
Monocamada de BSA 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Anti Cit c 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Cit c 

[50nM] 

Variação de 
Refletividade (%ΔR) 3,0 4,0 4,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

1,10 1,22 1,27 

Espessura (nm ou Å) 0,92 nm ou 9,2 Å ------------ ------------ 

 
 

A tabela 13 ilustra uma comparação entre os dois biosensores, de valores de 

variação de refletividade e de adsorção do anti cit c e do cit c. Note que os valores 

obtidos para as duas imunoproteínas estão próximos, indicando que a interação 

eletrostática também é capaz de ligar e manter as moléculas de anti cit c. No 

entanto, tanto a quantidade de anti cit c, quanto de cit c adsorvido após a injeção de 

50 nmol.L-1 é ~25% superior no caso do sensor de membrana. 

 

Tabela 13. Valores comparativos das cinéticas de adsorção das duas imunoproteínas entre os 
dois biosensores. 

Sensor de 
membrana  

X 
Sensor de BSA 

Anti cit c 
[10mg/mL] 

Sensor de membrana 
(Spot 8) 

 

Anti cit c 
[10mg/mL] 

Sensor de BSA 
(Spot 7 ) 

 

Cit c 
[50nM] 

Sensor de membrana 
(Spot 8) 

 

Cit c 
[50nM] 

Sensor de BSA 
(Spot 7 ) 

 
Variação de 

Refletividade (%ΔR) 
5,0 4,0 5,0 4,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

1,51 1,22 1,52 1,27 

 

A figura 44 apresenta a cinética de adsorção das três proteínas para uma 

concentração de 1nM de cit c. Observa-se que nos tempos 10, 17, 22, 28 e 38 

minutos, ocorrem variações na refletividade, após as injeções de BSA e anti cit, 

respectivamente. Nos tempos 48 e 57 minutos, registram-se as injeções de cit c, e a 

diferença de refletividade. Nota-se que ocorreu adsorção entre anti cit c e cit c. A 
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tabela 14 mostra os resultados de quantidade de material adsorvido para cada 

biomolécula.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit c / Cit c (1nM), todos em meio tamponado. 

São indicados os momentos das adsorções de cada componente. Nota-se a diferença de refletividade 

para o cit c ao final do experimento.  

 

Tabela 14. Valores das adsorções obtidas para cada proteína. 

Spot 7 – Preto 
Monocamada de BSA 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Anti Cit c 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Cit c 

[1nM] 

Variação de 
Refletividade (%ΔR) 

3,0 4,0 3,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

1,10 1,22 0,87 

Espessura (nm ou Å) 0,92 nm ou 9,2 Å ------------ ------------ 

 

Os valores comparativos de variação de refletividade e adsorção para o anti 

cit c e o cit c, obtidos entre os dois biosensores, estão apresentados na tabela 15. 
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Note que ambos os sensores reconhecem cit c de maneira equivalente, 

apresentando uma variação de refletividade igual (%ΔR= 3,0). 

Tabela 15. Valores comparativos das cinéticas de adsorção de cit c (1nM) entre os dois 
biosensores. 

Sensor de 
membrana  

X 
Sensor de BSA 

Cit c 
[1nM] 

Sensor de membrana 
(Spot 8) 

 

Cit c 
[1nM] 

Sensor de BSA 
(Spot 7 ) 

 
Variação de 

Refletividade (%ΔR) 
3,0 3,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

0,87 0,87 

 

Testou-se também a resposta à concentração de cit c de 0,1 nmol.L-1. 

Observa-se no gráfico da figura 45, nos tempos 48 e 58 minutos, as duas injeções 

de 500µL de solução de cit c, em que houve diferença de refletividade e posterior 

adsorção de cit c. A tabela 16 mostra os valores obtidos de variação de refletividade 

e adsorção.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 45– Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit c / Cit c (0,1nM), todos em meio 

tamponado. São indicados os momentos das adsorções de cada componente. Nota-se a diferença 

de refletividade para o cit c ao final do experimento.  
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Tabela 16. Valores das adsorções obtidas para cada proteína. 

Spot 2 – Vermelho 
Monocamada de BSA 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Anti Cit c 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Cit c 

[0,1nM] 

Variação de 
Refletividade (%ΔR) 

3,0 4,0 2,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

1,10 1,22 0,58 

Espessura (nm ou Å) 0,92 nm ou 9,2 Å ------------ ------------ 

 

Pode-se verificar, na tabela 17, os valores de variação de refletividade e 

quantidade de material adsorvido para cit c. Observa-se a quantidade de cit c 

adsorvido no sensor de membrana é substancialmente (38%) maior do que no 

sensor de BSA.  

 Tabela 17. Valores comparativos das cinéticas de adsorção das duas imunoproteínas entre os 
dois biosensores 

Sensor de 
membrana  

X 
Sensor de BSA 

Cit c 
[0,1nM] 

Sensor de membrana 
(Spot 8) 

 

Cit c 
[0,1nM] 

Sensor de BSA 
(Spot 2 ) 

 
Variação de 

Refletividade (%ΔR) 
2,75 2,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

0,80 0,58 

 

No gráfico da figura 46 apresenta-se nos tempos 51 e 62 minutos as duas 

injeções de 0,01nmol.L-1 cit c. Verifica-se que após os referidos tempos, ainda ocorre 

diferença de refletividade (%ΔR= 1,0), comprovando que houve ligação entre o anti 

cit c e cit c. Os valores de adsorções obtidos para cada proteína são mostrados na 

tabela 18, e os valores de (%ΔR) e (Γ) para cit c, entre os dois biosensores estão 

ilustrados na tabela 19. Note que o sensor de membrana apresentou um sinal duas 

vezes maior do que o de BSA após a injeção de 0,01 nmol.L-1 de cit c. 
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Figura 46 – Variação da refletividade em função do tempo de adsorção para cada um dos 

componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit c / Cit c (0,01nM), todos em meio 

tamponado. São indicados os momentos das adsorções de cada componente. Nota-se a diferença 

de refletividade para o cit c ao final do experimento.  

 

Tabela 18. Valores das adsorções obtidas para cada proteína. 

Spot 2 – Vermelho 
Monocamada de BSA 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Anti Cit c 

[10mg/mL] 

Adsorção de 
saturação de Cit c 

[0,01nM] 

Variação de 
Refletividade (%ΔR) 

3,0 4,0 1,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

1,10 1,22 0,29 

Espessura (nm ou Å) 0,92 nm ou 9,2 Å ------------ ------------ 

 

Tabela 19. Valores comparativos das cinéticas de adsorção de cit c entre os dois biosensores 

 
Sensor de 
membrana  

X 
Sensor de BSA 

Cit c 
[0,01nM] 

Sensor de membrana 
(Spot 8) 

 

Cit c 
[0,01nM] 

Sensor de BSA 
(Spot 2 ) 

 
Variação de 

Refletividade (%ΔR) 
2,0 1,0 

Quantidade de 
material adsorvido (Γ) 

(ng/mm
2
) 

0,58 0,29 
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A figura 47 apresenta um gráfico de regressão linear dos valores de variação 

de refletividade em função da concentração de cit c para o sensor de BSA. 

Apresenta também, uma equação linear onde se obteve o valor da sensibilidade do 

sensor; e através do protocolo 3.9, calculou-se o limite de detecção utilizando o valor 

de 0,5318 como desvio padrão do branco (tabela 1). A tabela 20 mostra os valores 

calculados do limite de detecção e sensibilidade para o sensor de BSA. Devido ao 

fato do desvio padrão do branco ser consideravelmente menor no sensor de BSA 

(pelo menos nesta medida que foi realizada), o LOD calculado foi menor para o 

sensor de BSA (4,53 comparado com 7,01). No entanto, este valor de LOD é 

também muito maior do que a concentração de cit c (0,01nmol.L-1), que foi injetada e 

que teve resposta clara e reprodutível no sensor de BSA. A razão desta disparidade 

é a mesma daquela citada para o sensor de membrana, ou seja, saturação dos 

anticorpos da superfície que afetam a linearidade da curva analítica. Sendo assim, 

utilizou-se como LOD o valor obtido, que na prática foi a menor concentração 

detectável, que é igual ao do sensor de membrana (0,01nmol.L-1). 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 47 – Valores linearizados (ln) de concentração de cit c em função da variação de 

refletividade (%ΔR) (Sensor de BSA). Cit c [50nM] = (%ΔR) 4,0), cit c [1nM] = (%ΔR) 3,0, cit c 

[0,1nM] = (%ΔR) 2,0, cit c [0,01nM] = (%ΔR) 1,0. Os valores de refletividade foram obtidos através 

das cinéticas de adsorção de cit c nos gráficos das figuras 42 a 45. 
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 Tabela 20. Valores obtidos de limite de detecção (LOD) e sensibilidade. 

  

 

 

 

Analisando as figuras 43, 44, 45 e 46 nota-se a similaridade dos resultados 

obtidos para o sensor de membrana e de BSA. Em todos os resultados 

experimentais apresentados as curvas seguem um padrão característico de variação 

de refletividade e adsorção, indicando sua reprodutibilidade. Porém, quando se 

efetua uma análise comparando as variações de refletividade e quantidades 

adsorvidas de cit c, entre os dois biosensores (tabelas 11, 15 e 17), observa-se que 

o sensor de membrana consegue ligar mais cit c do que o sensor de BSA. De fato, o 

sensor de membrana apresentou sinal proporcionalmente maior quanto menor foi a 

concentração de cit c injetado. Por exemplo, na concentração de 0,01nmol.L-1 de cit 

c injetado a resposta obtida no sensor de membrana foi o dobro daquela obtida no 

sensor de BSA. O fato da resposta do sensor de membrana comparada à resposta 

do sensor de BSA ser proporcionalmente maior quanto menor a concentração de cit 

c injetado, indica a superioridade do sensor de membrana e pode estar relacionado 

com a maior quantidade de anti-cit c adsorvido, bem como, com a melhor 

organização do anticorpo no caso do biosensor de membrana. No entanto, ambos 

os sensores funcionam adequadamente e a utilização de um ou de outro depende 

de questões de custo benefício, uma vez que o sensor de BSA é menos custoso. É 

importante enfatizar que ambos os sensores apresentam uma resposta 

consideravelmente melhor do que o teste normalmente utilizado para detectar cit c 

(western blotting, ~nmol.L-1). Desta forma, no caso dos sensores de SPR poder-se-ia 

Biosensor 
Sensibilidade 

(nmol/L ou nM) 

 
Limite de Detecção (LOD) 

(nmol/L ou nM) 

Sensor de 
BSA 

0,352 4,53 
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utilizar uma quantidade de células 100 vezes menor do que aquela que se utiliza 

para normalmente fazer dosagens de cit c. 
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5 CONCLUSÕES FINAIS  

 

Verificamos que a metodologia desenvolvida para detectar cit c é válida, de 

acordo com os resultados obtidos, e aqueles disponíveis na literatura para 

imunoensaios. 

 Através de estudos físico-químicos de superfície, demonstramos que a 

estrutura química do carboidrato quitosana tende a adsorver facilmente sobre a 

superfície de ouro, de acordo com o pH, formando uma monocamada nanoporosa. 

Ainda nesse estudo, identificamos uma estratégia de sustentação para uma 

bicamada fosfolipídica contendo lipídeo biotinilado, íntegra e homogênea, revelando 

uma vantagem sobre sistemas multicamadas de polieletrólitos e de membranas de 

bicamada híbrida (HBMs). A adsorção de estreptoavidina sobre o fosfolipídeo 

marcado com biotina, e a adsorção do anticorpo marcado com biotina sobre a 

estreptoavidina, possibilitou a construção de um biosensor estável e sensível. 

Dois sensores de cit c foram construídos, um sensor de membrana e o outro 

de BSA. O estudo da sensibilidade de cit c por SPRi com as duas construções, 

mostrou a sensibilidade e reprodutibilidade da técnica, e também, a sua vantagem 

sobre os demais métodos analíticos utilizados em imunoensaios. Para os dois 

sensores o limite de detecção de cit c atingido foi de 10-11 mol/L, já que os 

experimentos executados com cit c com concentração de 10-12 mol/L, mostraram 

que não houve ligação entre o antígeno e anticorpo. Os valores de LOD obtidos 

encontram-se dentro dos padrões descritos na literatura para SPR, 10-8 mol/L até 10-

12 mol/L (Luo & Huang, (2009) e (Song et al., (2004)). O estudo de adsorção e 

desorção de cit em anti cit c indicou que o sensor de membrana apresenta resposta 

superior (2x), especialmente na menor concentração injetada. Esta resposta 
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diferenciada foi justificada pela maior densidade superficial de anticorpo e melhor 

organização do mesmo no sensor de membrana. 
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