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Resumo 

 

Diego José Raposo da Silva; Caracterização físico-química da adsorção de 

concanavalina A em eletrodo de carbono vítreo via espectroscopia de impedância 

eletroquímica. Dissertação de Mestrado; Departamento de Química Fundamental, 

Universidade Federal de Pernambuco, Brasil, setembro de 2013. 

 

A adsorção da concanavalina A desmetalizada em eletrodo de carbono vítreo foi 

estudada através da espectroscopia de impedância eletroquímica, por meio de medidas 

de capacitância e resistência. A capacitância interfacial medida em solução de NaCl 

indicou um recobrimento de proteína constante e em torno de 23% no intervalo de 200 

mV a 800 mV vs. Ag/AgCl. Observou-se uma dispersão dielétrica influenciada pelo 

potencial, atingindo um mínimo em 500 mV vs. Ag/AgCl. Este efeito foi atribuído à 

reorientação dos momentos de dipolo da proteína em função da alteração do campo 

elétrico na interface. Em medidas realizadas na presença de [Fe(CN)6]
3-/4- como sonda 

redox foi possível verificar que a oxidação do eletrodo em potenciais acima de 1,1 V 

aumenta a quantidade de proteína adsorvida. Variando-se a concentração de proteína 

obteve-se uma pseudo-isoterma, e nestas condições a adsorção pôde ser modelada por 

um processo cinético de primeira ordem. Para adsorção por até 5 minutos o processo 

mostrou-se controlado por difusão em soluções à baixa concentração, e através deste 

comportamento pôde-se constatar que os dímeros da concanavalina A são as espécies 

dominantes na adsorção, com uma área de contato de 44 nm2, implicando uma adsorção 

do tipo “side-on”. As medidas de impedância também mostraram que o tratamento 

anódico do eletrodo produz espécies eletroativas na superfície, possivelmente 

responsáveis pelo aumento da adsorção. Por medidas de adsorção realizada em 

diferentes potenciais constatou-se que a carga não é um fator relevante neste processo, 

sendo este provavelmente controlado pelo aumento da hidrofilicidade do eletrodo. 

Considerações sobre o comportamento da concanavalina A nas diferentes condições 

oxidativas levaram a conclusão de que ela deva ser classificada como uma proteína do 

tipo “hard”.   

    

Palavras-chave: Adsorção de proteínas, Concanavalina A, Cinética de adsorção, 

Carbono vítreo 
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Abstract 

 

Diego José Raposo da Silva; Physico-chemical characterization of concanavalin A 

adsorption onto glassy carbon by using electrochemical impedance spectroscopy. 

Master’s Thesis, Departamento de Química Fundamental, Universidade Federal de 

Pernambuco, Brazil, September, 2013. 

 

The adsorption of demetallized concanavalin A onto glassy carbon electrode was 

studied by electrochemical impedance spectroscopy, through capacitance and resistance 

measurements. The interfacial capacitance measured in NaCl solution as a function of 

electrode potential indicated a constant coverage around 23% between 200 mV and 800 

mV vs. Ag/AgCl. It was observed a dielectric dispersion related to potential, reaching a 

minimum at 500 mV vs. Ag/AgCl. This effect was ascribed to protein dipole moment 

reorientation due to changes in the electric field at the interface. Measurements 

performed with the [Fe(CN)6]
3-/4- redox probe shows that the electrode oxidation at 

potentials above 1.1 V increases the amount of protein adsorbed. By changing the 

protein concentration a pseudo-isotherm was obtained, and at those conditions the 

adsorption could be explained by a first order kinetic process. For adsorption up to 5 

minutes the process shows diffusion control in low concentration solutions, and through 

this behavior it was deduced that the concanavalin A dimers dominate the adsorption, 

with a contact area of 44 nm2,  implying a side-on type adsorption. Impedance 

measurements also showed that anodic treatment of electrode produces electroactive 

species on the surface, probably responsible for the adsorption increase. Following the 

adsorption at different potentials it was found that the charge is not relevant in the 

process, which is probably controlled by the hydrophilicity increase on electrode. 

According to the behavior of concanavalin A at the oxidative conditions applied it was 

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

    

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

carbon 
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Lista de Símbolos 

 
Símbolo Definição Unidades 

Г Excesso (ou densidade) superficial mol∙m-2 

n 
Número de moles de uma espécie 

adsorvida 
mol 

A Área total de uma superfície cm2 

Гm 
Excesso (ou densidade) de massa 

superficial 
mg∙m-2 

m Massa do componente adsorvido g 

θ Recobrimento da superfície  

ГS Densidade superficial de monocamada mol∙m-2 

a 
Área de contato do adsorbato com a 

superfície 
nm2 

M Massa molar g∙mol-1 

K 

Razão entre a constante de equilíbrio de 

adsorção em interface gás-sólido e a 

pressão padrão p0 

bar-1 

p Pressão bar 

[A]0 Concentração do adsorbato mol∙L-1 

aS Atividade do solvente mol∙L-1 

K’ 

Razão entre a constante de equilíbrio de 

adsorção em interface sólido-líquido e a 

atividade do solvente 

L∙mol-1 

Δadsμ Potencial químico de adsorção kJ∙mol-1 

T Temperatura K 

J Fluxo difusional mol∙cm-2∙s-1 

t Tempo s ou min 

[P]0 

Concentração inicial de proteína na 

superfície, ou concentração analítica de 

proteína 

mol∙L-1 

D Coeficiente de difusão cm2∙s-1 

A’ 
Fração da superfície disponível para 

adsorção 
 

Z Impedância Ω = J∙s∙C-2 

E Potencial V = J∙C-1 

I Corrente C∙s-1 

ω Frequência angular rad∙Hz ou rad∙s-1 

EDC 
Potencial contínuo aplicado em medidas de 

EIS 
V = J∙C-1 

EAC 
Potencial alternado aplicado em torno de 

um contínuo na EIS 
V = J∙C-1 

Z’ Parte real da impedância Ω = J∙s∙C-2 

Z’’ Parte imaginária da impedância Ω = J∙s∙C-2 

| Z | Módulo da impedância Ω = J∙s∙C-2 

ϕ 
Ângulo de fase entre corrente e potencial 

nas medidas EIS 
graus 

f Frequência Hz ou s-1 

C Capacitância F = C2∙J-1 
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R Resistência Ω = J∙s∙C-2 

Cd Capacitância de dupla-camada F = C2∙J-1 

RΩ Resistência ôhmica ou da solução Ω = J∙s∙C-2 

Rct Resistência de transferência de carga Ω = J∙s∙C-2 

k0 Constante de velocidade padrão cm∙s-1 

C* 
Concentração analítica das espécies 

eletroativas em solução 

mol∙L-1 = 10-3 

mol∙cm-3 

Ea Energia de ativação kJ∙mol-1 

ZW Impedância do elemento de Warburg Ω = J∙s∙C-2 

α 

Constante associada à dispersão do tempo 

de relaxação na interface descrita por um 

elemento de fase constante 

 

Q 
Constante associada ao elemento de fase 

constante tal qual Q (α = 1) = Cd 

F∙s-(1-α) = sα∙Ω-1 = 

C2∙J-1∙s-(1-α) 

σ Coeficiente de transferência de massa F∙s-1/2 = C2∙J-1∙s-1/2 

τ Tempo de relaxação Ω∙F = s 

C0 
Valor esperado da capacitância para 

interfaces com dispersão na capacitância 
F = C2∙J-1 

q Carga C 

qθ 
Carga do eletrodo para um dado 

recobrimento 
C 

qθ=0 Carga do eletrodo sem adsorbato C 

qθ=1 
Carga do eletrodo quando saturado com 

adsorbato 
C 

Cθ 
Capacitância do eletrodo para um dado 

recobrimento a um dado potencial elétrico 
F = C2∙J-1 

Cθ=0 
Capacitância do eletrodo sem adsorbato a 

um dado potencial elétrico 
F = C2∙J-1 

Cθ=1 

Capacitância do eletrodo quando saturado 

com adsorbato para um dado potencial 

elétrico 

F = C2∙J-1 

d 

Distância da ponta da proteína em contato 

com a superfície até o extremo oposto desta 

(na direção normal à superfície) 

nm 

Rθ 
Resistência de transferência de carga para 

um dado recobrimento 
Ω = J∙s∙C-2 

Rθ=0 
Resistência de transferência de carga para 

eletrodo sem adsorbato 
Ω = J∙s∙C-2 

Rθ=1 
Resistência de transferência de carga para 

eletrodo saturado com adsorbato 
Ω = J∙s∙C-2 

EOCP Potencial de circuito aberto V = J∙C-1 

χ2 Qui-quadrado  

p Momento de dipolo C∙m 

X Campo elétrico V∙m-1 = J∙C-1∙m-1 

() 

Orientação “side-on” com momento de 

dipolo da proteína perpendicular ao campo 

elétrico 

 

( || ) 

Orientação “side-on” com momento de 

dipolo da proteína paralelo ao campo 

elétrico 
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0

Pc  
Concentração comum de proteína em 

solução 

mg∙mL-1 

EPA Potencial de pico anódico V = J∙C-1 

ECP Potencial de pico catódico V = J∙C-1 

ΔE 
Diferença entre os potenciais de pico 

anódico e catódico 
V = J∙C-1 

DO Coeficiente de difusão da espécie oxidada cm2∙s-1 

DR Coeficiente de difusão da espécie reduzida cm2∙s-1 

β Coeficiente de transferência complementar  

υ Velocidade de varredura V∙s-1 

0

0k  
Constante de velocidade para processo 

redox 
cm∙s-1 

0

Pk  
Constante de velocidade para processo 

redox após adsorção de proteína 
cm∙s-1 

τ0 Valor esperado do tempo de relaxação s 

f0 Frequência característica Hz ou s-1 
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1 - Introdução 

1.1 - Adsorção de proteínas em interfaces sólido/líquido 

 

1.1.1 – Relevância 

 

Proteínas são macromoléculas indispensáveis na manutenção da vida. Como outros 

polímeros, elas são formadas pela ligação sucessiva de monômeros, neste caso aminoácidos. 

Estas ligações são formadas por reações de condensação de um grupo carboxilato de um 

aminoácido com o grupo amino de outro, formando uma ligação amida, e como os 

aminoácidos apresentam as duas funções, carboxila e amina, essas ligações ditas peptídicas 

podem se estender para uma sequência de aminoácidos. A ordem destes aminoácidos é 

conhecida como estrutura primária da proteína. Diferentemente de outros polímeros, sua 

complexidade estrutural é visualizada/dividida em diferentes níveis. A estrutura secundária é 

caracterizada por motivos estruturais formados pelas interações entre os grupos C=O e N-H 

dos peptídeos através de ligações de hidrogênio. As mais conhecidas estruturas secundárias 

são as α-hélices e as folhas β pregueadas. A organização desses motivos tridimensionalmente 

em toda a proteína é conhecida como estrutura terciária, e neste caso as interações entre as 

cadeias laterais dos aminoácidos (ou resíduos) são incluídas. Por fim, a associação entre 

diferentes cadeias polipeptídicas mantida por interações químicas forma a estrutura 

quaternária [1]. Para exemplificar esta hierarquia estrutural são apresentadas na Figura 1 (a), 

(b), (c) e (d), ao menos parcialmente, as estruturas primária, secundária, terciária e quaternária 

da concanavalina A, proteína envolvida nos estudos descritos neste manuscrito, sendo melhor 

explorada na seção 1.3.  
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(a) 

 

 

(b) 

 

 

 

 

 

 

 

(c)                                                                    (d) 

Figura 1: (a) Primeiros 10 aminoácidos da concanavalina A, representando a estrutura 

primária (átomos simbolizados por esferas segundo a legenda de cores: ● – oxigênio, ● – 

nitrogênio, ● – carbono e ○ – hidrogênio); (b) Fitas β representando a estrutura secundária, 

com algumas ligações de hidrogênio destacadas em vermelho e a seta amarela indicando a 

direção das fitas, ressaltando o antiparalelismo entre elas; (c) Monômero da concanavalina A 

representado a estrutura terciária composta por folhas β pregueadas antiparalelas; (d) Dímero 

como exemplo de estrutura quaternária formada por dois monômeros (cadeias em vermelho e 

azul) unidos por ligações de hidrogênio. Figuras obtidas pelos dados de Bouckaert et al. [2] e 

empregando o software VMD [3]. 

 

Praticamente todas as características inerentes aos organismos vivos são afetadas pelas 

proteínas, da codificação e expressão de material genético a processos metabólicos essenciais 
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[4], alguns deles ocorrendo em interfaces sólido/líquido, como no limite entre membranas e 

solução. Em tecidos, por exemplo, onde as células são mantidas juntas, a ausência de certas 

proteínas e polissacarídeos na superfície celular pode levar a apoptose (autodestruição da 

célula) [5]. Adicionalmente foi demonstrado que estímulos elétricos podem promover a 

regeneração e o crescimento de células nervosas pela sua influência na adsorção de fibrogênio 

[6]. A presença de proteínas na superfície de solos, por outro lado, é necessária para o 

desenvolvimento de ciclos biogeoquímicos, como as glomulinas na fixação de carbono [7].  

De maneira um tanto quanto correlata, a adsorção de proteínas tem sérias implicações na 

medicina. O revestimento de implantes por proteínas do plasma sanguíneo, por exemplo, é a 

primeira etapa na formação de trombos (coágulos sanguíneos no interior dos vasos) na 

superfície do material, pois promove a adsorção de plaquetas, ativando mecanismos de 

coagulação [8, 9]. A trombose resultante deste processo é o grande obstáculo no 

desenvolvimento e implementação de dispositivos médicos mantidos em contato com sangue 

[10]. Em função disso biomateriais que minimizem esta adsorção são muito estudados, como 

o óxido de polietileno (PEO), por sua resistência a formação de filmes protéicos [8, 11]. A 

adsorção de proteínas é um processo essencial na osseointegração de implantes de titânio, 

usados em aplicações ortodônticas ou odontológicas [12, 13], enquanto proteínas da saliva 

formam filmes nos dentes que influenciam significativamente a saúde bucal [14]. 

No que diz respeito a aplicações industriais, a adsorção/desnaturação de proteínas na 

indústria alimentícia leva a grandes prejuízos. Na pasteurização de leite, por exemplo, o 

acúmulo de proteínas nas paredes de containeres de aço inoxidável, especialmente β-

lactoglobulina, leva à formação de depósitos sólidos propícios ao desenvolvimento de 

microorganismos [15, 16]. O entupimento de membranas para microfiltração devido a 

agregados protéicos também é um problema [17].  Na indústria farmacêutica, por outro lado, a 

facilidade com que proteínas adsorvem em superfícies sólidas pode ser usada para sua 

extração de matrizes celulares [18]. 

Para propósitos analíticos, o desenvolvimento de biosensores está profundamente ligado 

a estudos que permitam controlar a adsorção de proteínas, seja em quantidade, orientação ou 

seletividade. Deve-se estabelecer um balanço, de modo que a concentração de proteína 

adsorvida seja alta o suficiente para conferir sensibilidade à técnica, mas de maneira que a 

desnaturação das espécies não a comprometa [19]. A adsorção não controlada de proteínas 

pode levar a problemas como limitações no transporte de microfluidos em dispositivos “Lab-

on-chip” [20, 21], perda de sensibilidade em imunoensaios enzimáticos devido à desnaturação  
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[22, 23] ou orientação não-controlada [24], bioacumulação em biosensores in vivo [25], 

interações não-específicas em microarranjos protéicos [26], entre outros. 

 

1.1.2 - Fatores influentes 

 

 

Segundo Wahlgren e Arnebrant [27], o processo de adsorção de proteínas em superfícies 

é afetado por propriedades/características da superfície, da proteína e da solução. É da 

opinião destes autores que o campo elétrico, ou a carga, na superfície, são referentes à 

interface em si mais do que a qualquer uma das fases, diferentemente da maneira usualmente 

reportada, como uma propriedade da superfície. 

Com relação à superfície, fatores como rugosidade e hidrofobicidade se mostraram 

altamente influentes na adsorção de proteínas. De uma maneira geral, maior hidrofobicidade 

implica maior quantidade de proteína adsorvida [28–30], por causa do aumento de entropia do 

sistema resultante da liberação de moléculas de água em contato com a superfície hidrofóbica 

[30], principal responsável pela facilidade com que proteínas adsorvem em superfícies sólidas 

[31]. A exceção são glicoproteínas, que apresentam comportamento oposto pela grande 

parcela polar externa às proteínas [31]. 

Uma maior rugosidade na superfície favorece a adsorção, pois aumenta a área 

disponível para interações não específicas da proteína, especialmente se as dimensões das 

cavidades correspondem às da proteína, tendo o efeito inverso se as cavidades forem menores 

[32]. Esta interação de proteínas por cavidades pode ser usada inclusive na nanofabricação de 

dispositivos onde as moléculas adsorvem em depressões criadas na superfície [33]. A direta 

proporcionalidade entre rugosidade e quantidade máxima de proteína adsorvida também é 

atribuída à facilitação de orientações da proteína com menor área de contado, aumentando o 

total adsorvido em função disso [34].  

No tocante às características estruturais da proteína, a distribuição e composição de 

aminoácidos, parcela hidrofóbica, formato, estabilidade e tamanho, são informações valiosas 

que permitem explicar certas tendências no processo adsortivo. Atualmente a estrutura 

cristalográfica de uma grande quantidade de proteínas é disponibilizada no servidor do PDB 

(sigla em inglês de “Protein Data Bank”) [35], de modo que estas podem ser visualizadas e 

submetidas a cálculos computacionais em softwares como o VMD (sigla em inglês de “Visual 

Molecular Dynamics”) [3]. Essa acessibilidade é uma vantagem na associação entre estrutura 

e comportamento adsortivo de moléculas tão complexas quanto proteínas.  
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Para polímeros em geral, a quantidade adsorvida é maior para polímeros de maior massa 

molar, mas se torna independente deste fator para polímeros muito longos [36]. Em se 

tratando de proteínas, no entanto, este não parece ser um fator determinante, pois proteínas 

relativamente pequenas podem ser muito mais ativas que grandes [37]. Geralmente as 

moléculas de proteína apresentam um formato elíptico, de modo que geralmente são 

reconhecidos dois tipos de orientação na adsorção: “end-on” (ou “head-on”), com menor área 

de contato e o eixo de maior extensão paralelo ao vetor normal da superfície, ou “side-on”, na 

qual maior área da superfície da proteína está em contato com a superfície, e o eixo de maior 

extensão é perpendicular à normal da superfície. Uma ilustração da concanavalina A na sua 

forma dimérica sob uma superfície de grafeno nas orientações “side-on” e “end-on” é 

apresentada na Figura 2: 

 

(a) 

 

(b) 

Figura 2: Exemplos de conformações (a) “side-on” e (b) “end-on” para o dímero da 

concanavalina A. 
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Por vezes a orientação é estipulada pela quantidade de proteína adsorvida [38], porém a 

variação, dentre outros fatores, da concentração da proteína em solução, influencia na 

conformação das moléculas. Em baixas concentrações há uma preferência pela forma “side-

on”, pois ela maximiza o número de interações entre a proteína e a superfície, enquanto que 

para altas concentrações a forma “end-on” geralmente é majoritária [27, 38, 39]. Se as 

energias livres por unidade de área para a adsorção em diferentes orientações forem próximas, 

é possível estimar a probabilidade de uma dada orientação, de modo que esta probabilidade é 

superior para orientações com maior a área de contato [40].  

Modificações estruturais da proteína após adsorção são influenciadas pela 

hidrofobicidade total da proteína. Neste caso, proteínas altamente hidrofóbicas tendem a ter 

uma estabilidade estrutural menor frente à adsorção, sendo, portanto, chamadas de proteínas 

“soft” [37, 41]. Entre elas estão as albuminas de soro bovino e humano (BSA e HSA), a α-

lactoalbumina, a β-caseína, a hemoglobina e a catalase [31, 38]. Elas adsorvem em superfícies 

hidrofóbicas e hidrofílicas, mesmo que a adsorção seja eletrostaticamente desfavorável. Já 

proteínas estáveis são chamadas de “hard”, e só adsorvem em superfícies hidrofílicas caso 

haja um favorecimento eletrostático (carga da proteína oposta à da superfície) [38, 42]. 

Alguns exemplos deste tipo de proteína são a lisozima, a β-lactoglobulina e a ribonuclease 

[31, 38]. Uma maior hidrofobicidade superficial da proteína, por outro lado, implica num 

aumento da quantidade máxima de proteína adsorvida [37]. 

Dos parâmetros controláveis em solução, os mais estudados são a força iônica e o pH. 

Geralmente o aumento da força iônica implica uma maior quantidade de proteína adsorvida 

[30, 38]. Como a força iônica tem a capacidade de potencializar o caráter eletrostático das 

interações envolvidas, foi observado que no ponto isoelétrico da proteína (pI) a interferência 

da força iônica é mínima (pois a carga líquida da proteína é zero), e em outros pH’s a 

quantidade máxima de proteína adsorvida aumenta com o aumento da força iônica [41], sendo 

o efeito mais pronunciado em superfícies hidrofílicas que em hidrofóbicas [43]. A força 

iônica também pode influenciar dificultando as modificações estruturais das moléculas 

adsorvidas [41], ou favorecendo uma conformação específica, como a “end-on” em 

detrimento da “side-on” para elevadas forças iônicas [37].   

É bem conhecida a tendência de que um máximo de adsorção ocorra em pH’s próximos 

ao pI da proteína, pois a repulsão entre as moléculas na superfície é mínima [27, 31, 44], a 

curva de máximo de adsorção vs. pH exibindo um formato de sino centrada próxima ao pI 

(resultado da competição entre interações eletrostáticas proteína-proteína e proteína-
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superfície) [28, 37, 41]. Alterar o pH muda o estado de protonação de diversos grupos 

funcionais presentes na proteína (além de grupos funcionais na interface, se houverem), 

mudando não só sua carga líquida como a distribuição desta carga. Esta distribuição 

influencia na orientação final da proteína [45, 46] e permite entender, por exemplo, como a 

orientação é modificada para minimizar a energia de interação entre moléculas vizinhas na 

superfície (ver Figura 1 da referência [31]). Esta distribuição superficial de carga pode ser 

obtida através de métodos computacionais baseados na resolução da equação de Poisson-

Boltzmann para proteínas [47, 48], entre eles o APBS (sigla em inglês de “Adaptive Poisson-

Boltzmann Solver”) [49], que fornece uma resolução numérica a partir de arquivos 

depositados no PDB. 

Espera-se que superfícies com cargas opostas a das moléculas de proteína levem a uma 

maior adsorção, mas embora esse efeito seja bastante verificado [50–52], é certo que mesmo 

proteínas com cargas de mesmo sinal que a superfície, ainda que a superfície seja hidrofílica, 

podem adsorver [27]. Isto ocorre porque proteínas “soft” adsorvem dominadas pelo aumento 

de entropia conformacional, de modo que as interações eletrostáticas têm influência 

secundária. Para proteínas “hard” a interação eletrostática pode ser o fator determinante na 

quantidade adsorvida, sobretudo em superfícies hidrofílicas, onde a contribuição entrópica é 

menor ainda [38, 42]. 

Para determinar a carga da superfície usualmente mede-se o potencial de carga zero 

(abreviado em inglês como “PZC”) que, dentre várias abordagens [53], pode ser estimado a 

partir de medidas de capacitância em diferentes potenciais [54]. Potenciais superiores ao PZC 

implicam uma superfície positivamente carregada, e potenciais inferiores, superfícies 

negativamente carregadas. De um modo geral adsorção de ânions (Cl-, Br-, I-)  implica um 

deslocamento catódico (para potenciais mais negativos) do PZC [55], e adsorção de cátions 

(como Tl+ e Cs+) provoca um deslocamento no sentido anódico [56].  

 

1.2 - Carbono Vítreo 

 

A grande estabilidade frente a ataques químicos comparado a outros tipos de carbono e 

o fato de apresentar poros de tamanho muito pequeno (3,5 a 35 nm), bem como o baixo custo 

e a ampla janela de potencial de trabalho, fazem do carbono vítreo (cuja sigla em inglês 

geralmente é GC de “Glassy Carbon”) um material atrativo para a preparação de eletrodos 

inertes [57, 58]. Outra característica interessante neste tipo de superfície em comparação às 
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metálicas é habilidade do carbono de formar fortes ligações covalentes com uma variedade de 

materiais, que tem sido explorada extensivamente para modificações na superfície [59]. 

O eletrodo de carbono vítreo (GCE) precisa ser submetido a um pré-tratamento para 

fornecer resultados reprodutíveis [57]. O mais básico deles é o polimento com alumina, que 

forma valências incompletas nas extremidades do grafeno, permitindo-o reagir com oxigênio 

e água para produzir vários tipos de grupos funcionais oxigenados. Estes grupos estarão 

presentes nos eletrodos de carbono a menos que pré-tratamentos especiais sejam usados. 

Grupos contendo oxigênio como carbonilas, OH fenólicos, lactonas, éteres, e carboxilatos na 

superfície são referidos coletivamente como “óxidos de superfície” ou “óxidos”  [59]. Após 

este tipo de tratamento se espera que a superfície tenha aspecto similar à representação da 

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

convencional com alumina. Adaptado de [60]. 

 

Esta oxidação também pode ocorrer pelo contato da superfície com ácidos ou outros 

agentes oxidantes [57]. Geralmente o polimento leva a uma razão oxigênio/carbono (O/C) 

entre 10-14 %, que pode se manter por horas de exposição ao ar [61]. Os óxidos modificam o 

comportamento da superfície frente à adsorção, cinética de transferência de elétrons e catálise, 

por exemplo [59]. No entanto, algumas reações de transferência de elétrons na interface não 

são sensíveis à formação dos óxidos, como o processo [Fe(CN)6]
3- + e-  [Fe(CN)6]

4-, embora 

seja bastante sensível à adsorção [60]. Com relação ao pré-tratamento do eletrodo, o emprego 

de [Fe(CN)6]
3-/4- em KCl(aq) 1 M tem sido um teste de referência comum para mostrar 

atividade do eletrodo pela medida da constante de velocidade k0, cujos valores ficam entre  

10-4 e 0,14 cm∙s-1 [62].  

O pré-tratamento eletroquímico mais comum é a oxidação por algum período de tempo 

no limite positivo de potencial (também chamada de “ativação” do carbono), geralmente na 

faixa de 1 a 2 V vs. SCE (sigla em inglês para “Saturated Calomel Electrode” = Eletrodo 
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Saturado de Calomelano) [59]. Na verdade tão logo o potencial seja mantido positivo em 

relação a este eletrodo de referência, grupos carbonila e até carboxila são formados [57]. 

Dependendo da duração da anodização pode-se formar na superfície um filme de óxido de 

grafite eletrogerado. Esse filme possui razão O/C abaixo de 0,2, contêm muitos sítios 

aniônicos e é permeável a solventes e moléculas pequenas [59]. Foi reportado que a pré-

anodização em 1,75 V (vs. SCE) por 10 minutos leva a formação de algo em torno de 11 

grupos/Å2 (assumindo reação de 2 elétrons por grupo) [63]. Outra possível alteração 

decorrente da oxidação é a diminuição da hidrofobicidade da superfície após anodização em 

1,5 V vs. Ag/AgCl (NaCl 3 M) [61]. 

 

1.3 - Concanavalina A 

 

1.3.1 - Breve histórico 

 

A concanavalina A (conA) é uma proteína que pertence ao grupo das lectinas, proteínas 

que se aglutinam e/ou precipitam glico-conjugados [64]. Ela foi primeiro isolada como uma 

das globulinas do “jack bean” (Canavalia ensiformis, uma espécie de feijão) por J. B. Sumner 

em 1919 [65] (ganhador do Nobel de química de 1946 por obter a primeira enzima na forma 

cristalina, a urease). Seu ponto isoelétrico foi determinado alguns anos depois como sendo de 

5,5 [66, 67], de modo que a proteína possuiria uma carga líquida negativa em pH fisiológico.  

O potencial da proteína na aglutinação de glóbulos vermelhos (ou eritrócitos) de certos 

animais foi revelado em 1935 [68], o que a tornou a primeira aglutinina obtida na forma 

cristalina [67]. Sabendo que a conA precipita na presença de glicogênio em soluções neutras 

[68], bem como na adição de amido ou sacarose, especulou-se que a atividade da proteína 

seria devido a uma ligação com carboidratos [67]. A precipitação do glicogênio passou a 

indicar a atividade da proteína, e estudos mostraram que sua inativação poderia ser realizada 

pela retirada de íons metálicos essenciais na ligação com o polissacarídeo, notadamente o 

Ca2+ e o Mn2+ [69], embora a presença do segundo não seja obrigatória [70]. Os estudos de 

Goldstein mostraram que a concanavalina A pode se ligar a mono-, oligo- e polissacarídeos 

com grupos hidroxila acessíveis nas posições C-3, C-4 e C-6 de grupos α-D-manopiranosil e  

α-D-glucopiranosil, e a certos resíduos não terminais de manose [71, 72]. 

Discordâncias nas primeiras medidas da massa molar da lectina suscitaram estudos que 

mostraram que o valor observado dependia do pH [73, 74]. Os primeiros estudos de raio-X 

[75–77] e eletroforese [78, 79] revelaram que a proteína é um oligômero composto de 
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unidades monoméricas de algo em torno de 27.000 daltons, existindo como dímero em pH’s 

próximos a 5,0 ou majoritariamente como tetrâmero em condições neutras, proporção 

influenciada pela força iônica e a temperatura do meio [80].   

A conA foi a primeira lectina cujas estruturas primária [81–83] e terciária [81, 84] foram 

determinadas, com 237 aminoácidos por monômero e um arranjo espacial dominado por 

folhas β antiparalelas, como investigações empregando dicroísmo circular indicavam 

previamente [85]. O papel das interações de hidrogênio e outras ligações não-covalentes na 

coesão da estrutura quaternária foi então profundamente estudado [86]. Destes estudos 

constatou-se que as dimensões do monômero são 42 x 40 x 39 Å3 [77, 87], do dímero 30 x 45 

x 80 Å3 [76] (depois 84 x 40 x 39 Å3 [86]) e do tetrâmero ficam em torno de 63 x 87 x 90 Å3 

[75–77, 84, 88]. As dimensões do dímero segundo Waner et al. [40] podem ser aproximadas a 

de um paralelepípedo de dimensões 30 x 45 x 75 Å3, como ilustrado na Figura 4: 

 

                                   (a)                                                                  (b) 

Figura 4: (a) Dimensões aproximadas do dímero da concanavalina A de acordo com 

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

 

1.3.2 - Concanavalina A desmetalizada 

 

Não só a ligação da concanavalina A com carboidratos é reversível - o que a qualifica 

como lectina - mas, uma vez destituída dos metais que atuam como cofatores para a ligação 

carboidrato-proteína, sua atividade pode ser restaurada por exposição a sais destes metais 

[69]. Essa reversibilidade associada à ligação metal-proteína levantou interesses acerca das 

modificações estruturais que ocorriam com a complexação e seu papel na ativação da 

proteína. Como outras lectinas da família Leguminosae precipitam ao serem desmetalizadas, a 

concanavalina A é o único membro da família cujas coordenadas atômicas da estrutura 

4,5 nm 

3,0 nm  

7,5 nm  
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desmetalizada são conhecidas [2]. A chamada apo-concanavalina A (o prefixo apo significa 

“isenta de cofator”) foi primeiro cristalizada por A. Jack e J. Weinzierl em 1971 [89], e possui 

dimensões em torno de 61 x 84 x 91 Å3 (tetrâmero) [2, 89, 90]. A estrutura do tetrâmero, 

similarmente ao da proteína metalizada, tem formato tetraédrico resultante da conjunção dos 

dois dímeros, como ilustrado na Figura 5 a partir da representação dos dados obtidos por 

Bouckaert et al. [2]: 

 

Figura 5: Tetrâmero da apo-concanavalina A, segundo coordenadas atômicas de 

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

 

Estudos da complexação da apo-conA com íons cálcio e manganês realizados por 

Rodney D. Brown III et al. (1977) permitiram inferir a existência de duas formas da conA, 

chamadas “locked” e “unlocked” [91], ou ativa e inativa segundo Bouckaert et al. [2]. A 

barreira de ativação e constante de equilíbrio de conversão da forma “unlocked” para 

“locked” são 22 kcal∙mol-1 e 0,15, respectivamente, de modo que a forma “unlocked” é 

predominante em soluções de apo-conA [91, 92]. Entretanto este equilíbrio é influenciado 

pela presença dos metais, pois a forma “locked” possui maior afinidade pelos íons, levando a 

um domínio desta conformação em soluções da proteína nativa (ou holo-conA). Mostrou-se 
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que a forma “locked” na apo-proteína possui uma interação muito mais forte com sacarídeos 

que a “unlocked” [93], e como a concentração da conformação “locked” na proteína ativada 

pelos metais é aproximadamente 100% [94], esta forma é tida como ativa, e a “unlocked” 

como inativa [2]. Estruturalmente verificou-se que a diferença entre as duas formas ocorre na 

ligação peptídica entre Ala-207 e Asp-208, que é cis na forma “locked” e trans na forma 

“unlocked” [95, 96]. As estruturas apresentadas nas Figuras 1, 2, 4 e 5 são referentes a forma 

“unlocked” (inativa) da apo-concanavalina A, predominante em solução. 

A presença de diferentes formas da conA, como dimérica/tetramérica e 

“locked”/”unlocked”, suscitou estudos mais detalhados na medida do pI da proteína. A 

proteína estruturalmente intacta apresenta pI de 8,35 e 8,15 para dímero e tetrâmero, 

respectivamente. Já a apo-conA desativada apresenta pI 6,5 na forma dimérica, e a ativada de 

6,4 para o dímero e 6,25 para o tetrâmero [97]. Naturalmente observou-se uma tendência do 

dímero possuir um pI ligeiramente superior ao do tetrâmero, em torno de 0,2 unidades de pH. 

 

1.2.3 – Aplicações da concanavalina A e estudos de adsorção 

 

A capacidade da conA de adsorver em superfícies sólidas sem perder substancialmente 

sua especificidade ao ligar-se à carboidratos, uma consequência de sua estabilidade estrutural 

[98], tem permitido seu uso em várias aplicações. A forte interação da conA com carboidratos 

foi aproveitada na construção de multicamadas enzimáticas, camada-por-camada, em 

superfícies de quartzo, platina e carbono vítreo, para aplicações em bioreatores, eletrocatálise 

e biosensores, bem como para detecção de glicose [99–101]. Estas camadas alternam a lectina 

com enzimas, que podem ser modificadas para conter grupos glicosídicos e assim serem 

ancoradas às camadas de conA (embora a abordagem não seja recomendada, por diminuir a 

atividade da enzima). A proteína imobilizada em fibras de microdiálise também mostrou-se 

importante no desenvolvimento dos primeiros detectores de glicose baseados em 

fluorescência  [102, 103], que precedeu um significante aumento nos sensores de glicose in 

vivo para diabéticos empregando a proteína [104]. 

Estudos visando um maior entendimento do processo de adsorção da conA em diversas 

superfícies foram realizados. Em superfícies de Ta2O5 e SiO2 foi verificado que a adsorção da 

conA leva a multicamadas depois de algumas horas, mas as moléculas adsorvidas podem ser 

retiradas quase por completo ao lavar-se a superfície [105]. Waner et al. observaram, via 

microscopia de força atômica, a adsorção da proteína em mica em baixas concentrações da 

proteína, implicando a adsorção de dímeros mesmo em pH 7,3 [40]. Eles desenvolveram um 
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modelo para explicar a distribuição de orientações das moléculas na superfície, sendo uma 

soma de distribuições normais de diferentes orientações, da qual a preferencial foi a “side-

on”. Este modelo prevê que para uma adsorção não seletiva de proteínas, a orientação que 

maximize a área de contato com a superfície é a mais provável de ser observada. Eles 

estimaram dimensões para o dímero (29 x 45 x 59 Å3) e uma energia de interação com 

superfície de -20 kJ∙mol-1 para a orientação favorável. 

No desenvolvimento de multicamadas enzimáticas, a adsorção de concanavalina A foi 

estudada em quartzo, platina e carbono vítreo [99, 100]. A adsorção foi monitorada em função 

de tempo nos dois primeiros casos, e estimou-se para a superfície de quartzo (hidrofóbico) um 

recobrimento percentual de 42% após 10 minutos (adsorção irreversível frente à lavagem com 

o tampão), e algo próximo de uma monocamada na superfície de platina. Considerando o pH, 

foi-se atribuída a adsorção aos tetrâmeros da conA.  

Diniz e Ueta constataram que a adsorção da conA pode ser potencializada pela oxidação 

(química ou eletroquímica) da platina, neste caso formando multicamadas protéicas [106], e 

que a proteína nativa adsorve menos prontamente que a desmetalizada (diferença notável em 

superfícies oxidadas) [107].  Mielczarski et al. estudaram a adsorção de conA em poliestireno 

como superfície hidrofóbica [108] e germânio como hidrofílica [98]. Ele verificaram que em 

pH 4,8 uma camada do dímero na orientação “side-on” é formada sob o poliestireno nos 

primeiros 15 minutos, mas que após 22 horas de adsorção uma mudança para a forma “end-

on” ocorre. Em pH 7,4, por outro lado, há a formação de uma primeira camada de dímeros 

“side-on”, que difundem mais rápido em solução, e posteriormente uma segunda de 

tetrâmeros [108]. Na superfície de germânio, hidrofílica por conter óxidos e hidróxidos na 

superfície, eles observaram comportamento similar, porém uma adsorção mais intensa. Não se 

verificou desorção das moléculas adsorvidas após limpeza com água e NaCl 1 M, porém 

empregando uma solução de SDS (sigla para “Sodium Dodecyl Sulfate”, um forte detergente) 

foi possível retirar boa parte da quantidade de proteína posteriormente adsorvida. Com isso 

constatou-se que, apesar da estabilidade da camada em soluções salinas, a adsorção em 

germânio é de natureza física [98]. 
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1.4 - O estudo do fenômeno da adsorção 

 

1.4.1 – Noções básicas 

 

Antes de discutir os aspectos cinéticos e termodinâmicos da adsorção de proteínas em 

eletrodos sólidos, é importante descrever alguns conceitos básicos envolvendo adsorção. 

Grande parte destas definições foi obtida em literatura especializada [109]. 

A região limite entre duas fases em contato é conhecida como interface. Nela as 

espécies expostas à outra fase apresentam estados energéticos diferentes do das localizadas no 

interior de ambas as fases. O processo de adesão de espécies provenientes de uma das fases na 

interface, de modo que sua concentração seja maior que a do interior da mesma, é 

denominada adsorção. O processo contrário é chamado de desorção. O material no estado 

adsorvido é chamado de adsorbato, e a superfície na qual adsorve de adsorvente (o termo 

em geral é usado para superfícies sólidas, mas pode ser usado para a de líquidos). Em 

condições de equilíbrio à temperatura constante, a relação entre a concentração inicial do 

adsorbato e seu excesso na interface é conhecida como isoterma de adsorção. Essa 

concentração, segundo o tratamento das funções de excesso de Willard Gibbs [110, 111], é 

chamada de excesso (ou densidade) superficial Г, e se há um único adsorbato à baixa 

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

  

An /                                                                                                                                Eq. 1  

 

Em que n é o número de mols da espécie adsorvida e A é a área total da superfície. Por 

vezes o excesso de massa superficial (Гm) é reportado, em que n na Eq. 1 é substituído pela 

massa do componente adsorvido, m. Outra medida da quantidade do adsorvente em isotermas 

de adsorção é o recobrimento da superfície (θ). Ele é uma proporção da quantidade 

adsorvida (Г) em uma dada condição em relação ao esperado (ou observado) para uma 

monocamada (ГS), como descrito pela Eq. 2: 

  

S /                                                                                                                               Eq. 2 

 

Uma adsorção de monocamada ocorre quando todas as espécies adsorvidas estão em 

contato com o adsorvente, a monocamada sendo formada quando todos os sítios disponíveis 

para a adsorção estão ocupados com o adsorbato. Este ponto pode ser chamado de saturação, 
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quando Г = ГS, e consequentemente θ = 1. A Eq. 2 é igualmente válida para multicamadas. 

Quando a adsorção não ocorre em sítios específicos e qualquer região do adsorvente pode ser 

ocupada com o adsorbato, o recobrimento da saturação é equivalente a (a∙NA)-1, em que a 

equivale a área de contato do adsorbato e NA é o número de Avogadro. O recobrimento da 

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

  

AaN


                                                                                                                                Eq. 3 

 

Uma vez que a relação entre Гm e Г é Г = Гm/M, em que M é a massa molar da espécie 

adsorvida, a Eq. 3 pode ser rearranjada para relacionar Гm com θ:  

  

A

m
aN

M
                                                                                                                              Eq. 4 

 

1.4.2 - Isotermas de adsorção 

 

Os primeiros modelos para isotermas de adsorção tiveram como foco a interface sólido-

gás. Um dos mais famosos é o de Irving Langmuir [112–114], deduzido a partir de 

argumentos cinéticos, no qual se assume que: 

 

1) as partículas do adsorbato não interagem entre si (ou no limite em que as interações 

com o adsorvente são muito mais favoráveis); 

2) a superfície é idealmente plana; 

3) a energia de interação adsorvente-adsorbato apresenta um único valor (homogênea); 

4) não há formação de multicamadas; 

5) a adsorção é reversível; 

6) a adsorção ocorre em sítios específicos. 

 

A equação que relaciona a pressão do adsorbato na fase gasosa (p) com o recobrimento 

é: 

 

Kp

Kp




1
                                                                                                                             Eq. 5 
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Em que K é a razão entre a constante de equilíbrio da reação (de adsorção) e a pressão 

padrão p0 [115]. Como equilíbrio implica reversibilidade, a isoterma de Langmuir é 

reversível, ou seja, o aumento da pressão eleva o recobrimento até um patamar, mas a 

diminuição da pressão também permite a desorção completa do adsorbato.  

Outras isotermas foram propostas, para superfícies heterogêneas como a de Temkin 

[116], para adsorbatos interagentes como a de Frumkin/Fowler [117, 118] e para 

multicamadas como a isoterma BET [119].  

Como a aplicação da termodinâmica estatística para a obtenção de isotermas pode se 

valer do uso da aproximação de um solvente primitivo (não-estruturado), a princípio as 

isotermas deduzidas desta forma para interface sólido-gás – como as de Langmuir [120, 121], 

Temkin [122] e Frumkin/Fowler [118, 121] – podem ser empregadas para interfaces sólido-

líquido, substituindo a pressão do adsorbato pela sua concentração (em soluções diluídas) 

[123].  

Além da mudança de p para a concentração do adsorbato, [A]0, as isotermas de adsorção 

em soluções aquosas possuem outro fator que as diferencia das isotermas em fase gasosa, pois 

a atividade do solvente (aS) deve ser considerada. Neste caso a isoterma de Langmuir, por 

exemplo, seria: 

 

0

0

]['1

]['

AK

AK


                                                                                                                       Eq. 6  

 

Em que K’ = (aS)
-1exp(-Δadsμ/RT), sendo Δadsμ o potencial químico de adsorção, R a constante 

dos gases ideais e T a temperatura. 

Para que isotermas deduzidas para interfaces sólido-gás sejam aplicadas em interfaces 

sólido-solução, o tamanho do adsorbato deve ser equivalente ao do solvente, caso contrário as 

isotermas precisam ser modificadas [124–126]. Esta implementação a princípio é necessária 

em se tratando da adsorção de proteínas [127]. 

 

1.4.3 - Aplicação em adsorção de proteínas 

 

Dentre as informações mais relevantes que podem ser obtidas das isotermas de adsorção 

de proteínas estão pistas sobre mecanismos de adsorção, a densidade superficial de saturação, 

e em alguns casos a energia livre do processo [128].  
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As curvas de recobrimento vs. concentração de macromoléculas, inclusive proteínas, 

frequentemente são isotermas de alta afinidade [37], uma vez que polímeros podem adquirir 

muitas conformações estáveis [129]. Neste tipo de curva a quantidade adsorvida é elevada 

mesmo para baixas concentrações de proteína em solução. Deste modo a isoterma apresenta 

uma elevação íngreme seguida de um plateau, ponto em que a superfície está saturada com 

moléculas de proteína [130]. O quão inclinado é o início da isoterma depende da sensibilidade 

da técnica usada para determinar a concentração na superfície [123]. Vários exemplos deste 

tipo de isoterma como resultado da adsorção de proteínas são encontrados na literatura [41, 

42, 44, 131]. Para proteínas “soft” este comportamento quase sempre é observado, apesar de 

que para proteínas compactas uma inclinação inicial finita não é uma exceção [30], como 

observado em adsorção de colágeno em vidro [28]. O conhecimento da densidade superficial 

na região do plateau permite inferir se há formação de uma ou mais camadas, ou algum tipo 

de orientação preferencial da proteína nestas condições, uma vez que os valores de Γ no 

plateau geralmente são próximos ao de uma camada compacta de moléculas lado a lado, na 

orientação “side-on” ou “end-on” [30, 130].  

Os modelos de isoterma usualmente empregados para modelar a adsorção de proteínas 

são os de Langmuir e o de Freundlich [132–136], embora a isoterma de Temkin também 

tenha sido considerada [137, 138]. Há muita discussão em torno do emprego destas isotermas 

para modelar os dados e obter, a partir deles, parâmetros como energia livre de adsorção.  

A isoterma de Langmuir, como descrita na seção anterior, assume certas premissas, as 

quais nem sempre são aceitáveis no caso da adsorção de proteínas. As interações entre 

proteínas não podem ser menosprezadas [30], sobretudo em elevados recobrimentos, onde a 

orientação pode mudar devido a moléculas vizinhas, como no fibrogênio [31, 139]. A 

adsorção na maior parte das superfícies não ocorre em sítios específicos, mas em posições 

randomicamente selecionadas [39], e provavelmente não envolve uma energia única, mas uma 

distribuição de energia [127], além de que a proteína pode adsorver em diferentes posições em 

função da concentração, como discutido anteriormente. As proteínas podem formar 

multicamadas de adsorção (se os monômeros não são solúveis no meio líquido) [39, 140] e, 

mais importante, a adsorção geralmente não é completamente reversível [39], possuindo uma 

parcela adsorvida irreversivelmente que impede um tratamento termodinâmico convencional. 

Deste modo, isotermas reversíveis como as apresentadas anteriormente a princípio não podem 

ser aplicadas em casos em que a desorção não ocorre frente à diluição da concentração de 

adsorbato no meio líquido. Desorção por modificação de pH, força iônica e presença de outras 
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proteínas são fenômenos verificados, mas desorção frente a diluição geralmente não ocorre ou 

ocorre numa velocidade lenta demais, na prática podendo ser desprezada [39, 43, 44].  

A maioria das medidas de isotermas de adsorção podem não ser verdadeiras isotermas 

de equilíbrio, pois leva considerável período de tempo até que o equilíbrio da adsorção de 

proteínas seja atingido [130]. Neste sentido obtêm-se pseudo-isotermas e um pseudo-plateau 

[141]. Assumindo que se obtenha uma isoterma verdadeira, é necessário constatar a 

reversibilidade do processo para obtenção de ∆adsμ. Para isso uma medida completa de 

isoterma de adsorção, ou seja, no sentido ascendente (aumentado a concentração do 

adsorbato) e descendente (diminuindo a concentração do absorbato) deve ser feita. Para uma 

adsorção reversível as curvas ascendente e descendente devem coincidir em todos os valores 

de concentração [37, 142], como ilustrado na Figura 6(a). Embora reversibilidade seja 

comumente observada em adsorção de moléculas pequenas, a adsorção de proteínas 

raramente pode ser tratada como reversível, exceto para proteínas “hard” em superfícies com 

carga oposta a da proteína [38]. Como consequência as isotermas no sentido ascendente e 

descendente não coincidem, com a isoterma descendente sendo de mais alta-afinidade [43, 

142], como ilustrado na Figura 6(b) para um caso extremo de adsorção sem desorção. 

 

 

(a)                                                                (b) 

Figura 6: Isotermas de adsorção completas, ascendente (em azul) e descendente 

(vermelho), para um caso (a) completamente reversível e (b) completamente irreversível. 

Adaptado de Norde et al. [43]. 

 

Para a obtenção da energia livre de adsorção a partir isotermas é necessário um modelo 

de isoterma [115, 143]. Caso seja verificada que a adsorção da proteína numa dada superfície 

é reversível pela medida da isoterma completa, equações como a de Langmuir (Eq. 6) podem 

Γ Γ 

[A]0 [A]0 
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ser usadas [27], como procedeu Roscoe e colaboradores [136]. Caso contrário, ou obtêm-se a 

energia livre a partir da entalpia e da entropia de adsorção medidas por outros métodos [37] 

ou usa-se um modelo de isoterma que considere a adsorção ao menos em parte irreversível, 

seja ela derivada das leis da termodinâmica irreversível [142] ou a partir do equilíbrio 

dinâmico [144]. Neste último caso deduz-se a cinética de velocidade da reação de acordo com 

um mecanismo e resolve-se a equação para tempos infinitamente longos de adsorção [145, 

146]. 

Apesar das ressalvas em empregar o modelo de Langmuir para sistemas irreversíveis, a 

Eq. 6 geralmente promove bons ajustes e pode-se associar K’ não à constante de equilíbrio, 

mas a uma medida da afinidade relativa da proteína pela superfície [37, 130]. 

Interessantemente, estudos em termodinâmica estatística de não-equilíbrio mostraram que a 

isoterma de Langmuir pode ocorrer como resultado da associação de fenômenos difusionais e 

adsortivos [147].  

 

1.5 - Cinética 

 

1.5.1 – Adsorção de proteínas em interface sólido/líquido 

 

Embora a adsorção a partir de soluções seja geralmente estudada em condições de 

equilíbrio em detrimento a estudos cinéticos [148], o inverso ocorre na adsorção de proteínas, 

devido à dificuldade em descrever termodinamicamente a adsorção por meio de modelos de 

isoterma [130, 149]. 

A adsorção de proteínas geralmente é descrita por mecanismos com etapas distintas. 

Estas etapas em geral são: 1) transporte até a superfície (pelo fluxo difusional J), 2) adsorção, 

3) rearranjos estruturais, 4) desprendimento da superfície e 5) transporte para longe da mesma 

[27, 30, 130]. Naturalmente que certos tipos de sistemas não apresentam todos os processos, e 

tipicamente o que se observa é o efeito da limitação da velocidade por um ou mais destes 

eventos. Outras classificações não ordenam as etapas como sendo uma sequência, mas um 

conjunto de tipos de adsorção, em regiões onde ela pode ocorrer reversivelmente (com ou sem 

modificação estrutural) e outras irreversivelmente [150, 151]. De uma maneira geral os 

mecanismos empregados no estudo da adsorção de proteínas são variações dos apresentados 

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

proteínas. Adaptado de Ramsden [39]. 

 

1.5.2 - Difusão 

 

Um dos primeiros a propor uma equação que permitisse relacionar quantidade de 

material adsorvido em função do tempo t para um processo controlado por difusão foi 

Langmuir [152], segundo a Eq. 7: 

 
2/1

0 )/(][2)( DtAt                                                                                                            Eq. 7 

 

Em que D é o coeficiente de difusão do adsorbato. A teoria da adsorção controlada por 

difusão em uma superfície plana na ausência de transporte convectivo foi formalizada por 

Ward e Tordai [153] (para casos onde nem toda colisão causa adsorção), e posteriormente 

generalizada para diferentes geometrias de superfície, com ou sem camada estagnante [148, 

154].  

O transporte das moléculas de proteína é controlado, nos casos mais simples, por 

difusão. Especialmente para baixas concentrações de proteína, observa-se que o transporte 

ocorre de maneira mais lenta que a adsorção em si, de modo que a Eq. 7 mostra-se aplicável, 

como verificado posteriormente em interfaces ar-líquido [155, 156] e sólido-líquido [28, 140, 

150, 157]. No entanto, à medida que a concentração de espécies adsorvidas aumenta na 

superfície as interações entre as moléculas promovem um desvio desta dependência, uma vez 

que a velocidade da adsorção passa a ser limitada pela própria [27, 30].   

A influência do controle difusional na velocidade da reação pode ser verificada a partir 

de um gráfico de Γ(t) vs. t1/2 [28], em que na região de linearidade o coeficiente angular 

assume o valor: 

J 

k1 k-1 

k2 

k 
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2/1 )/(][2)/)(( DAdttd t                                                                                           Eq. 8  

 

1.5.3 - Adsorção 

 

Vários modelos que descrevem a cinética de adsorção de proteínas foram formulados 

segundo mecanismos distintos, dos mais simples, como o de Langmuir [114], aos mais 

complexos, como os de Soderquist e Walton [158] ou o de Lundström e Elwing [151], 

embora se tenha uma preferência pelos modelos mais simples (com menos parâmetros) [31]. 

Se apenas duas formas da proteína estão envolvidas, em solução e adsorvida, pode-se 

descrever a cinética da reação através da equação abaixo: 

  




101 )(][  kPk
dt

d
                                                                                                       Eq. 9 

 

Em que k1 e k-1 são as constantes de velocidade de adsorção e desorção, respectivamente, [P]0 

é a concentração inicial de proteína na superfície e Φ(θ) é uma função que descreve a área da 

superfície acessível para adsorção. Na adsorção em sítios específicos esta função equivale a 1 

– θ, de modo que a Eq. 9 passa a ser:  

  




101 )1(][  kPk
dt

d
                                                                                                   Eq. 10 

 

que foi primeiramente descrita por Langmuir [114], e que no equilíbrio (dθ/dt = 0) leva a 

isoterma de Langmuir se K’ = k1/k-1 (Eq. 6). Outras formas para a função Φ(θ) foram 

propostas, como no modelo RSA (do inglês “Random Sequential Adsorption”), para o caso 

de adsorção em regiões aleatoriamente distribuídas na superfície e na ausência de repulsão 

entre as moléculas [159], ou por uma série de potências de θ cujos coeficientes dependem da 

natureza da adsorção e da geometria das espécies adsorvidas [160]. 

A adsorção de proteínas é com frequência observada e citada como sendo um fenômeno 

irreversível [44, 161], de modo que a quantidade de material adsorvido permanece constante, 

ou varia muito pouco, frente à limpeza da superfície com o solvente [151]. Neste caso k-1 = 0, 

e o recobrimento θt varia com o tempo de acordo com a Eq. 11 (resolução deste e de outros 

modelos cinéticos no APÊNDICE A): 
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tPk

t e 01 ][
1


                                                                                                                     Eq. 11 

 

Este modelo simples foi empregado por Penners et al. [150], embora tenha-se verificado 

que k1 apresenta uma dependência com a concentração de proteína.  

Ao considerar k-1 ≠ 0, alguns trabalhos empregaram a Eq. 10 para modelar a cinética de 

proteínas [138, 162–164], no entanto de uma maneira geral a comunidade científica considera 

seu formalismo inadequado para descrever o fenômeno [31]. O recobrimento é descrito neste 

caso por: 

 

)1(
)][(

][ )][(

101

01 101 tkPk

t e
kPk

Pk







                                                                                      Eq. 12 

 

assumindo-se que [P]0 não varia com tempo (concentração grande o suficiente para gerar um 

processo de pseudo-primeira ordem [138]). 

Outros trabalhos mostraram que é possível considerar este tipo de cinética (de 

Langmuir) acrescida da contribuição do transporte difusional [165, 166]. Bornzin e Miller 

[150] deduziram, inclusive, a seguinte relação: 

  

]}/)/('][2exp[1{ *2/1

0

*

mmm DtAP                                                                            Eq. 13 

 

em que A’ é a fração da superfície disponível para adsorção e Γm
* é a densidade superficial de 

saturação. Empregando-se a Eq. 4, pode-se modificar a Eq. 13 para tornar θ a variável 

dependente: 

   

)/)/('][2exp(1 2/1

0 MDtaNAP A                                                                              Eq. 14 

 

1.5.4 - Desnaturação 

 

Foi observado experimentalmente [131, 167] e obtido teoricamente [168] que a 

desnaturação da proteína adsorvida poderia ser considerada um processo de primeira ordem 

(irreversível). Este comportamento pode ser observado por gráficos de log (ΓS – Γ) vs. t, que 

mostra tendências lineares para processos de primeira ordem [169]. Se duas curvas com 

diferentes coeficientes angulares são detectadas, então adota-se um modelo sequencial. O 
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mais simples envolve uma forma de proteína em solução (P) e duas formas adsorvidas, uma 

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

21
21 PPP kk   foram muito empregados por Caprani et al. [170–173] e Fievet et al. 

[174, 175]. Neste modelo não se considera que a velocidade de formação de P2 seja 

influenciada pela área disponível. Caso a desnaturação ocorra mais rapidamente numa 

superfície sem proteína e diminua de velocidade em altos recobrimentos, o modelo deve ser 

modificado, o que foi feito por Seigel et al. [146]. Modelos sequenciais com mais de três 

estados da proteína também foram explorados [176].  

Se a adsorção é considerada, por outro lado, um processo reversível, o modelo então 

descreve um pré-equilíbrio entre P e P1 e depois uma transformação irreversível de P1 em P2. 

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

 

1.6 - Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

 

A Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (cuja sigla em inglês é “EIS”) é uma 

técnica eletroquímica empregada no estudo de fenômenos interfaciais, geralmente eletrodo-

solução. Suas aplicações são bastante abrangentes, envolvendo desde estudos de mecanismos 

das reações químicas e/ou eletroquímicas que ocorrem na interface até aplicação em 

biosensores [179, 180]. Ela permite investigar reações de transferência de elétrons e/ou 

adsorção de espécies, sendo bastante utilizada em estudos de corrosão e revestimentos 

poliméricos. Algumas grandezas acessíveis a partir da técnica são constantes de velocidade de 

processos redox ou de adsorção, coeficientes de difusão e mobilidade iônica, além da 

constante dielétrica de um dado material [181].  

O desenvolvimento da impedância em sistemas elétricos foi em grande parte devido aos 

trabalhos de Oliver Heaviside (1850-1925) [182]. De acordo com Bockris [183], a impedância 

(Z) é uma espécie de resistência generalizada, que se aplica tanto para diferenças de potencial 

e correntes contínuas (d.c.) quanto alternadas (a.c.). De fato, do mesmo modo que a 

resistência é dada pela razão entre potencial (E) e corrente (I) pela lei de Ohm, a impedância é 

descrita de maneira similar, porém potencial e corrente são funções periódicas descritas no 

domínio de Fourier: 
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
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iZ                                                                                                                     Eq. 15 
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Em que i = (-1)1/2 e ω é a frequência angular do sinal alternado. Tanto potencial quanto 

corrente podem ser controlados em um experimento, embora o modo potenciostático seja 

mais empregado [184]. Neste caso aplica-se um potencial contínuo EDC ao qual se adiciona 

um sinal alternado (geralmente senoidal) de baixa amplitude, EAC Observa-se a corrente de 

resposta do sistema e a medida é convertida em impedância pelo equipamento (de acordo com 

a Eq. 15). Como pode-se medir a impedância para um potencial alternado à diferentes 

frequências, o resultado de uma varredura em certa faixa de frequências é o que caracteriza a 

EIS como uma espectroscopia. 

Como a impedância é um número complexo ela pode ser apresentada de diferentes 

maneiras. Na forma retangular ela é um ponto no espaço em que as abscissas representam a 

parte real (Z’) e as ordenadas representam a parte imaginária (Z’’), de modo que Z = Z’ + iZ’’. 

Na forma polar o módulo da impedância |Z| faz um ângulo de fase ϕ com as abscissas. A 

Figura 8 mostra esquematicamente estas descrições:  

 

 

Figura 8: Representação da impedância no plano complexo pela forma retangular (cor preta) 

e modular (cor azul). 

 

Pelo esquema da Figura 8 é possível obter o ângulo de fase e o módulo da impedância 

pelas reações ϕ = tg-1 [Z’’/Z’] e | Z | = [(Z’)2 + (Z’’)2]1/2, respectivamente. Também é possível 

deduzir a Eq. 16:  

 

)(cos  isenZZ                                                                                                            Eq. 16  

 

de modo que empregando as representações em séries das funções sen ϕ e cos ϕ obtemos a 

forma polar (ou modular) da impedância: Z = |Z|∙eiϕ.  

ϕ 

Z’ 

Z’’ 

|Z| 



     42 

 

Há diversas formas de se construir gráficos em EIS. Um gráfico de |Z’’| vs. Z’ é 

chamado de Nyquist, e é particularmente útil na análise de mecanismos de reação, mas não 

evidencia a frequência f no espectro (f = ω/2π). No plano (ou gráfico) de Bode, por outro lado, 

a frequência figura no eixo das abscissas (em escala logarítmica), enquanto que |ϕ| ou log |Z| 

são apresentados no eixo das ordenadas. O gráfico de |ϕ| vs. log f, por exemplo, é interessante 

para verificação visual da eficiência de ajustes não-lineares nos dados experimentais [179]. 

Outra disposição dos dados pode ser obtida plotando-se Z’ ou Z’’ (em escala logarítmica ou 

não) em função de log f (ou log ω). Este tipo de gráfico foi bastante explorado por Orazem et 

al. [185].   

Em se tratando de sistemas eletroquímicos, a interpretação dos fenômenos que ocorrem 

na interface frequentemente é realizada por meio de circuitos equivalentes, que são circuitos 

elétricos cujo comportamento impedimétrico é análogo ao de interfaces eletroquímicas. Neste 

caso os parâmetros do circuito são ajustados para reproduzir de maneira mais fidedigna os 

dados experimentais, geralmente através de regressão não-linear [186]. Por exemplo: o 

circuito composto por um capacitor com capacitância C em série com um resistor de 

resistência R, chamado circuito RC, pode ser comparado a uma interface eletroquímica que 

possui uma capacitância de dupla-camada elétrica Cd e uma resistência da solução RΩ. Este 

tipo de circuito é chamado de bloqueante ou idealmente polarizável, e é representado na 

Figura 9(a). 

 

 

 

 

 

 

 

                            (a)                                                                     (b) 

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

 

A impedância no circuito RC é descrita pela Eq. 17 [182]: 
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RiZ
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Um sistema eletroquímico que se comporta de maneira análoga a este circuito RC é 

caracterizado por um gráfico de Nyquist no qual os valores de impedância para todo o 

intervalo de frequência apresentam Z’ = R, e a parte imaginária é inversamente proporcional à 

frequência segundo a relação: 

 

C
Z



1
''                                                                                                                             Eq. 18 

 

Quando há transferência de carga na interface designa-se o eletrodo de reativo ou 

idealmente não-polarizável. O circuito mais simples que agrega esta característica é o de um 

capacitor em paralelo com uma resistência de transferência de carga Rct, resultando num arco 

semicircular no gráfico de Nyquist. Esta resistência é tão maior quanto menor a constante de 

velocidade da reação redox (k0) que o elemento de circuito representa. Em condições de baixo 

sobrepotencial ela pode ser obtida aplicando a Eq. 19:  

  

*02 CAkF

RT
Rct                                                                                                                     Eq. 19 

 

em que C* é a concentração dos íons envolvidos no processo de transferência de elétrons na 

interface e F equivale à constante de Faraday. A razão F/RT permite associação entre 

concentrações de íons e voltagens. Para uma temperatura de 25 ºC seu valor é 96485,4 C∙mol-

1/(8,3145 J∙K-1∙mol-1 x 298,16 K) = 38,920 C∙J-1. Como k0 é uma constante de velocidade, é 

proporcional exp[-Ea/RT] (sendo Ea a energia de ativação), de modo que Rct é diretamente 

proporcional à exp[Ea/RT].  

É possível demonstrar que o transporte de massa das espécies eletroativas pode levar a 

um tipo de impedância particular, que para superfícies planas e difusão semi-infinita é 

chamada de impedância de Warburg (ZW). Ela é um dos componentes do conhecido circuito 

de Randles [187], representado na Figura 9(b), que é usado para descrever reações 

eletroquímicas elementares de primeira ordem com EAC em torno do potencial de Nernst 

[188].  

Na maioria dos casos a capacitância de interfaces eletroquímicas não se comporta como 

a de um capacitor elétrico ideal, apresentando o que ficou conhecido como “dispersão na 

capacitância”. Para descrever este comportamento o capacitor do circuito da Figura 9(a), por 
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exemplo, é substituído por um Elemento de Fase Constante (cuja sigla em inglês é CPE, mas 

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

 

Qi
RiZ




)(

1
)(                                                                                                             Eq. 20 

 

em que α e Q (em F∙s-(1-α)) são constantes. Para α = 1, Q equivale à capacitância, uma vez que 

a Eq. 20 é convertida na Eq. 17. Nos gráficos de Nyquist para circuitos RC as medidas de 

impedância possuem o formato de uma reta paralela a |Z’’|, cruzando as abscissas em Z’ = R. 

Na presença de uma dispersão na capacitância esta reta apresenta uma inclinação tão maior 

quanto menor é o valor de α, formando um ângulo menor que 90º com o eixo x. Este 

comportamento pode ser observado na Figura 10:  
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Figura 10: Gráficos de Nyquist e Bode (figura menor) com dados simulados para circuito RQ 

onde RΩ = 100 Ω, Q = 510-6 F∙s-(1-α) e α = 1; 0,9; 0,8 e 0,7. 

 

O ângulo formado com as abscissas equivale a 90ºα, que é o valor para qual tende o 

ângulo de fase em frequências baixas no gráfico de Bode (onde a impedância do CPE 
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domina). O gráfico de Bode em detalhe na Figura 10 mostra esta tendência para diferentes 

valores de α. Na prática 0,7 ≤ α ≤ 0,9 [189]. 

Em se tratando do circuito de Randles, a dispersão da capacitância resulta num 

abaixamento do arco referente à resistência de transferência de carga no gráfico de Nyquist, 

como pode ser observado na Figura 11.  
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Figura 11: Gráficos de Nyquist e Bode (figura menor) com dados simulados para circuito de 

Randles, com RΩ = 100 Ω, Rct = 5 kΩ, Q = 510-6 F∙s-(1-α), σ = 2∙10-4 F∙s-1/2 e α = 1; 0,9; 0,8 e 

0,7. 

 

Neste caso, em baixas frequências a impedância de Warburg domina a impedância 

resultante, levando a uma tendência única para diferentes valores de α. No gráfico de Nyquist 

a presença do elemento de Warburg se reflete no comportamento linear em baixas 

frequências, formando um ângulo de 45º com as abscissas. Este comportamento é devido ao 

fato da impedância de Warburg possuir parte real e imaginária equivalentes: 

  

2/12/1    iZW                                                                                                         Eq. 21 
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Em que σ é o coeficiente de transferência de massa, em F∙s-1/2. 

Em resumo, caso haja dispersão na capacitância, o ajuste não-linear dos dados 

experimentais para obtenção dos parâmetros precisa ser feito considerando os circuitos 

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

 

  

 

 

 

 

 

(a)                                                                          (b) 

Figura 12: Circuito (a) RQ e (b) de Randles com dispersão na capacitância. 

 

Uma alternativa ao ajuste não-linear para a obtenção de parâmetros de elementos do 

circuito é a análise gráfica. Neste caso os dados originais são plotados de maneira a gerar os 

parâmetros de elementos individuais do circuito em determinadas faixas de frequência. 

Orazem et al. [185] desenvolveram métodos gráficos para determinação de α e Q em 

eletrodos bloqueantes e reativos. O valor de Q, por exemplo, pode ser adquirido empregando-

se a Eq. 22, deduzida da Eq. 16 e sabendo-se que |Z| = [Q(ω)α]-1 e ϕ = πα/2: 

  











2''

1 


sen

Z
Q                                                                                                            Eq. 22 

 

De modo que quando α = 1, a Eq. 22 se converte na Eq. 18. Para obter o valor de α basta 

extrair o logaritmo dos dois lados da Eq. 22, verificando-se que –α = d log |Z’’|/ d log ω. Ou 

seja, extrai-se a constante do coeficiente angular de um modelo linear ajustado num gráfico de 

log |Z’’| vs. log ω.  

O significado físico-químico do α tem sido muito discutido ao longo dos anos. Uma das 

abordagens mais conhecidas é a de Brug et al. [190], que sugere que a dispersão na 

capacitância pode ser interpretada em termos de uma distribuição de tempos de relaxação τ = 

RC de circuitos RC em paralelo. Considerando-se que a distribuição era devida a dispersão na 

capacitância foi possível deduzir equações para a capacitância “esperada” C0 em eletrodos 

bloqueantes: 

Rct 

RΩ 

ZW 

Q,α RΩ 

Q,α 
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 /11

0 ])([ 

 RQC                                                                                                               Eq. 23 

 

e reativos: 

 

 /1111

0 ])([ 

  ctRRQC                                                                                                    Eq. 24 

 

A validade do modelo tem sido verificada em diversos sistemas, sobretudo por ser 

suportada em argumentos abrangentes [191–193]. Similarmente ao desvio padrão de uma 

distribuição normal, a distribuição log-normal dos tempos de relaxação usada pelos 

pesquisadores é mais dispersa para menores valores de α, em torno de um valor relacionado às 

capacitâncias calculadas pelas equações 23 e 24. 

Posteriormente L. Nyikos e T. Pajkossy [194], em grande discordância com Brug et al. 

[190], desenvolveram um modelo no qual a dispersão é causada assumidamente por um 

acoplamento entre a resistência da solução e da capacitância de dupla camada provocada pela 

rugosidade, esta podendo ser modelada por geometria fractal segundo conhecidas leis de 

escala, independendo do formato da irregularidade. Os autores deduziram uma fórmula que 

relaciona α com a dimensão fractal da superfície, parâmetro que aumenta de 2 (superfícies 

planas) para um máximo de 3 quando a rugosidade é muito grande. Eles admitiram, porém, 

que outros fatores poderiam influenciar na dispersão. 

L. Nyikos e T. Pajkossy tentaram provar sua equação através de eletrodos montados em 

forma de arranjos fractais (curvas de von Koch) de diferentes dimensões [195], e compararam 

os valores de α esperados para estas dimensões com os obtidos via impedância. Os resultados 

segundo os autores demonstraram a eficácia de seu modelo, mas não sem discordâncias da 

comunidade científica [196–198]. Alguns experimentos em diversas superfícies sólidas cujas 

medidas de dimensão fractal foram realizadas independentemente das medidas de impedância 

mostraram não haver aparente correlação entre dimensão fractal e o valor de α [199]. Críticas 

a respeito deste último experimento também foram feitas por Levie [200], um dos primeiros a 

desenvolver modelos que associam a rugosidade com o valor de α [201]. No entanto 

simulações mostram que efeitos de fractalidade só poderiam ser visualizados em elevadas 

frequências [202, 203]. 

Tamás Pajkossy [204], em uma ampla discussão, mostra que apesar da rugosidade e a 

dispersão da capacitância estarem relacionadas, isso não ocorre como se ambos fossem 
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diretamente proporcionais em quaisquer ocasiões. Realizando alguns experimentos ele 

preparou eletrodos de platina rugosos com baixa dispersão. Ele também ressalta o papel da 

adsorção no aumento da dispersão, a partir de uma revisão de trabalhos anteriores e medidas 

próprias com adsorção de íons cloreto e sulfato, e formula a hipótese de que este efeito é 

maior em superfícies menos homogêneas. Em um trabalho mais recente ele reúne alguns dos 

resultados que obteve até o momento e conclui que a dispersão é causada pela 

inomogeneidade energética da superfície, que pode ser provocada pela rugosidade, e não pela 

dimensionalidade em si [205].  

 

1.6.1 - Aplicações em adsorção de proteínas  

 

De uma maneira geral dois parâmetros eletroquímicos têm sido empregados para medir, 

direta ou indiretamente, o recobrimento de proteínas em eletrodos sólidos: capacitância e 

resistência, sendo o primeiro mais tradicional, uma vez que a obtenção da capacitância foi 

uma das primeiras aplicações da EIS [206, 207]. Em estudos de adsorção de proteínas ela 

geralmente é obtida de maneira aproximada a partir da parte imaginária da impedância, 

segundo a Eq. 18 [136, 138, 170, 171, 174–176, 208] usualmente em estudos de cinética de 

adsorção. 

No estudo da adsorção de moléculas orgânicas neutras, Frumkin propôs, em 1926 [117], 

um modelo baseado em capacitores em paralelo. Deste modelo a seguinte relação pode ser 

deduzida [209, 210]: 

  

)()1( 01010     qqqqqq                                                                     Eq. 25 

 

em que qθ é a carga do eletrodo para um dado recobrimento, sendo qθ=0 e qθ=1 as cargas do 

eletrodo para θ = 0 e 1, respectivamente. Derivando a Eq. 25 com relação ao potencial e 

sabendo que a capacitância Ci = dqi/dE, obtemos a Eq. 26: 
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                                                                                        Eq. 26 

 

Que para dθ/dE ~ 0 resulta na Eq. 27:  
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                                                                                                                   Eq. 27 

 

Esta condição é válida se a janela de potencial observada não promove desorção, como 

em torno do PZC [211, 212]. A Eq. 27 foi largamente empregada no estudo da adsorção de 

proteínas  [136, 138, 171, 172, 208, 213], e uma outra maneira de deduzi-la é apresentada no 

ANEXO A.  

Alguns trabalhos acompanham a adsorção de proteínas a partir da variação da 

capacitância (ΔC) relativa ao valor apresentado pela superfície isenta de adsorbato [50, 171, 

214, 215], ou seja, através da Eq. 28: 

 

0

0 %100||



 






C

CC
C                                                                                                     Eq. 28  

 

É argumentado na literatura que ΔC é na verdade uma medida aproximada do 

recobrimento no caso em que Cθ=0 >> Cθ=1  [172, 174, 175], embora alguns pesquisadores 

mostrem-se contrários a este argumento [216], ressaltando que a variação percentual da 

capacitância está relacionada com θ, mas não é uma medida do mesmo. 

A capacitância após a formação de uma monocamada pode ser grosseiramente estimada 

através do modelo de Helmholtz, segundo a Eq. 29 [170, 174]:  

  

d

A
C P 0

1


                                                                                                                       Eq. 29  

     

Em que εp e ε0 são a constante dielétrica da proteína e a permissividade no vácuo (8,8510-12 

F∙m-1), respectivamente, e d é a espessura da camada de proteína.  

O recobrimento pode ser obtido também a partir das resistências de transferência de 

carga para um par redox usado como sonda antes e depois da adsorção, Rθ=0 e Rθ, segundo a 

Eq. 30: 

  




R

R 01                                                                                                                           Eq. 30 
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Esta equação foi obtida no estudo da formação de monocamadas automontadas [217–

219], e posteriormente empregada em adsorção de proteínas [24]. A demonstração que 

apresentamos no ANEXO B mostra que de fato ela pode ser empregada de maneira geral para 

adsorção, considerando algumas aproximações. Maneiras alternativas de se estudar a adsorção 

de proteínas pela resistência de transferência de carga foram empregadas, como pela variação 

relativa à Rθ=0 [220–222] ou através da interferência da adsorção em reações paralelas 

(levando a uma diminuição da resistência com o aumento da concentração de proteína 

adsorvida) [136, 223, 224].  

 

1.7 - Objetivos 

 

O presente trabalho tem por objetivo principal o estudo da adsorção da apo-

concanavalina A em eletrodo de carbono vítreo através da espectroscopia de impedância 

eletroquímica. Pela quantificação indireta do adsorbato por medidas de capacitância e 

resistência de transferência de carga, pretende-se estudar os aspectos cinéticos da adsorção. 

Tem-se como objetivo também estudar os efeitos de pré-tratamentos (sobretudo oxidativos) 

na superfície e na adsorção, bem como o efeito do potencial elétrico (vs. Ag/AgCl) aplicado 

durante e depois da adsorção.  
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2 - Procedimento experimental 

2.1 – Soluções 

 

Todas as soluções foram preparadas usando água Milli-Q (resistividade 18,2 MΩ∙cm), 

também empregada nos procedimentos de limpeza. Soluções de NaCl (Vetec) foram 

empregadas como eletrólito de suporte. Concanavalina A (Sigma-Aldrich, Tipo IV) foi 

utilizada sem purificação prévia no preparo de soluções em eletrólito. K3[Fe(CN)6] e 

K4[Fe(CN)6].3H2O (Vetec) foram empregados no preparo de soluções em KNO3 (Nuclear) 

(seção 3.2) ou NaCl (seção 3.3), sendo utilizados na verificação da eficácia dos 

procedimentos de limpeza e na detecção indireta de concanavalina A adsorvida (seção 3.3). 

Utilizou-se H2SO4 98% (F. Maia) no preparo de soluções empregadas no procedimento de 

limpeza e ativação eletroquímica. Para o teste de atividade da concanavalina A (seção 3.1) 

soluções foram preparadas a partir de CaCl2.2H2O (Merck) e MnCl2.4H2O (Carlo Erba). 

Neste experimento também foi empregada solução de glicogênio (Sigma-Aldrich, Tipo II). 

2.2 – Aparelhagem 

 

Para o preparo das soluções empregou-se uma balança analítica Sartorius BL210S 

(precisão ±0,1 mg), e a água Milli-Q foi obtida por meio de um sistema de purificação da 

Millipore, modelo Milli-Q Plus. Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas com o 

potenciostato Gamry (potenciostato/galvanostato/ZRA referência 600TM) com as células 

mantidas numa gaiola de Faraday (Gamry Vista Shield). No tratamento do eletrodo valeu-se 

de um ultra-som Unique Ultrasonic Clean, modelo USC-800. Para estudar atividade da 

concanavalina A o ensaio turbidimétrico com glicogênio e proteína ativada, descrito na seção 

2.4.1 e discutido na seção 3.1, foi realizado num espectrofotômetro FEMTO 700 Plus. O pH 

foi medido empregando um pHmetro Quimis, modelo Q-400MT. 

 

2.3 – Células e eletrodos 

 

Três tipos de celas foram utilizados para diferentes finalidades nos experimentos 

descritos adiante. Para limpeza e ativação do eletrodo empregou-se uma cela de vidro de um 

compartimento com tampa de teflon, onde foram realizadas medidas de voltametria cíclica e 

cronoamperometria. As medidas de impedância foram realizadas em uma célula eletroquímica 
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de vidro com dois compartimentos cilíndricos, um com menor raio para o eletrodo de 

referência (RE) e o com maior raio para os eletrodos de trabalho (WE) e auxiliar (CE). As 

células são armazenadas em H2SO4 quando não empregadas nos experimentos, o que é 

especialmente importante para eliminar traços de [Fe(CN)6]
3- ou [Fe(CN)6]

4- verificáveis nas 

medidas de impedância. Nestes dois tipos de célula foi usado um eletrodo de carbono vítreo 

(BAS, 3 mm de diâmetro) como WE, um fio de ouro como CE e Ag/AgCl em KCl saturado 

como RE, para o qual todos os potenciais medidos são referidos.  

Para executar a adsorção de conA conduzida a um potencial aplicado fixo executamos 

uma cronoamperometria em eppendorf, empregando o mesmo WE, mas um fio de ouro 

espiralado como CE e um RE de Ag/AgCl em KCl saturado fora do eppendorf, mas 

conectado a ele por um capilar ligado a uma seringa preenchida com NaCl 0,15 M (no qual o 

RE é mantido submerso em sistema fechado por diafragma). Uma representação esquemática 

deste sistema é apresentada na Figura 13: 

 

 

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

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

 

 

 

 

Eletrodo de trabalho (WE) 

Eletrodo de referência (RE) 

Eletrodo auxiliar (CE) 
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2.4 - Experimentos 

 

2.4.1 – Atividade da Concanavalina A 

 

Para verificar a atividade da concanavalina A preparou-se uma solução 0,4 mg∙mL-1 da 

proteína em Ca2+(aq) e Mn2+(aq) a 3 mM e NaCl 0,15 M. A 1 mL desta solução adicionou-se 

1 mL de glicogênio 0,12 mg∙mL-1 numa cubeta de caminho ótico de 1 cm, e a reação entre a 

concanavalina A e polissacarídeo foi monitorada pela observação da absorbância em 460 nm 

num espectrofotômetro. Acompanhou-se o processo em intervalos de 30 segundos por 1 hora, 

e após o mesmo período mediu-se novamente a absorbância 1 vez para verificar a diferença 

entre esta e a última medida (para garantir a proximidade do equilíbrio).  

 

2.4.2 – Experimentos para medida de capacitância 

 

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

1) Lava-se o WE com água Milli-Q por 10 segundos, seguido de polimento em pano 

com alumina 1 μm por 3 minutos, e posteriormente lava-se por 10 segundos; 

2) O eletrodo é submergido em 50 mL de água Milli-Q em béquer de 100 mL, 

submetendo-se o sistema à ultra-som por 7 minutos, ao fim do qual se lava o eletrodo por 10 

segundos; 

3) Suspende-se o eletrodo em H2SO4 98% (concentrado) por 5 minutos, lavando-se 

intensamente o eletrodo por 10 segundos ao fim deste período; 

4) Antes de finalizar a etapa 3) uma célula de um compartimento é montada com H2SO4 

0,5 M e os eletrodos auxiliar e de referência são submersos após lavados intensamente por 10 

e 20 segundos, respectivamente; 

5) O sistema com os três eletrodos é montado na célula de um compartimento, que é 

fechada com tampa de teflon para as medidas posteriores; 

6) Uma voltametria cíclica numa janela de 0,9 à -0,2 V é realizada por 50 ciclos à 200 

mV∙s-1 e tamanho do passo de 0,5 mV. Este tipo de varredura para uma dada janela de 

potencial será descrito de maneira simplificada como 0,9 → -0,2 → 0,9 V; 

7) Os eletrodos são retirados do sistema e lavados por 10-20 segundos, com especial 

cuidado com o eletrodo de referência, que pode reter ácido no Vycor. Numa cela de dois 

compartimentos uma voltametria cíclica de 0,8 → -0,12 → 0,8 V em [Fe(CN)6]
3- 4 mM / 

KNO3 0,5 M é realizada com velocidade de varredura de 50 mV∙s-1 por 2 ciclos. Caso a 
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diferença de potenciais de pico seja menor que 65 mV dá-se continuidade aos procedimentos, 

caso contrário o procedimento de limpeza é repetido; 

8) Os eletrodos e célula de dois compartimentos são lavados, esta última com ácido 

sulfúrico e água, e medidas de EIS são realizadas em NaCl 0,15 M com freqüências entre 10-1 

e 105 Hz, num potencial EAC de amplitude 5 mV à diferentes potenciais EDC, entre 200 e 800 

mV. Os ensaios a diferentes potenciais são realizados aleatoriamente; 

9) Após adquirir-se os espectros de impedância à diferentes EDC, os eletrodos são 

retirados da célula (e lavados), o de trabalho sendo lavado por 10 segundos e submerso em 

750 μL de conA 0,8 mg∙mL-1 por 40 minutos, ao fim do qual é lavado por 5 segundos e 

inserido na célula de dois compartimentos para medidas de impedância em diferentes EDC, da 

mesma maneira que em 8). 

  

2.4.3 – Experimentos para medida de Rct 

 

O procedimento de limpeza dos eletrodos é o mesmo descrito na seção 2.4.2 entre 1) e 

6). Nos primeiros experimentos descritos na seção 3.3.1 não houve oxidação intensa do 

eletrodo, procedendo-se da seguinte maneira: 

7A) Obtêm-se uma voltametria cíclica em solução [Fe(CN)6]
3-/4- 1mM em NaCl 0,15 M 

numa cela de dois compartimentos, com os mesmos RE e CE (lavados com Milli-Q), no 

sentido 0,8 → -0,12 → 0,8 V (velocidade de 50 mV∙s-1, dois ciclos). Esta não é mais só para 

verificar a eficácia da limpeza do eletrodo, mas também fornece parâmetros que serão 

utilizados posteriormente; 

8A) Sob as mesmas condições é realizada uma medida de impedância na mesma 

solução, com freqüências entre 10-1 a 105 Hz com EAC de amplitude 5 mV e EDC = EOCP 

(potencial de circuito aberto); 

9A) Os eletrodos são retirados e lavados com água Milli-Q, e o WE é imerso em 750 μL 

de uma solução de proteína (entre 0,01 e 0,5 mg∙mL-1 em NaCl 0,15 M) por 5 minutos, depois 

retirado e lavado com água Milli-Q por 5 segundos; 

10A) Medidas de impedância segundo 8A) e de voltametria cíclica segundo 7A) são 

realizadas. 

Na mesma seção 3.3.1 são apresentados resultados para adsorção em uma concentração 

fixa de conA, mas variando-se o tratamento do eletrodo. Este tratamento envolve oxidação da 

superfície, e neste caso repetiu-se os procedimentos de 1) a 5) descritos na seção 2.4.2, 

prosseguindo-se então da seguinte maneira: 
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6B) Uma ciclagem do eletrodo em cela de um compartimento em H2SO4 0,5 M (200 

mV∙s-1, 50 ciclos) numa dada janela de potencial, dependendo do tratamento testado. Em 

seguida uma cronoamperometria num potencial fixo por um determinado tempo é executada. 

Os parâmetros para estes ensaios são especificados para as Condições 1 a 4, descritas na 

Tabela 1 abaixo: 

 

 

Tabela 1: Tratamentos prévios do GCE anteriores à adsorção em conA 0,1 mg∙mL-1 por 

5 minutos 

Tratamento Ciclagem 
Pós-condicionamento 

(cronoamperometria) 

Condição 1 (C1) 0,9 → -0,2 → 0,9 V Sem 

Condição 2 (C2) 1,5 → -0,2 → 1,5 V Sem 

Condição 3 (C3) 1,5 → -0,2 → 1,5 V 5 minutos em 1,1 V 

Condição 4 (C4) 1,5 → -0,2 → 1,5 V 10 minutos em 1,1 V 

 

7B) Obtêm-se uma voltametria cíclica em solução [Fe(CN)6]
3-/4- 1 mM em NaCl 0,15 M 

numa cela de dois compartimentos, com os mesmos RE e CE (lavados com Milli-Q por 20 e 

10 s, respectivamente), num único ciclo 0,5 V → -0,12 → 0,5 V (50 mV∙s-1); 

8B) Na mesma célula é realizada uma medida de impedância de 10-1 a 105 Hz com EAC 

de amplitude 5 mV e EDC = 270 mV ~ EOCP, com um pré-condicionamento em 270 mV; 

9B) Os eletrodos são retirados e lavados com água Milli-Q, e o WE é imerso em 1 mL 

de solução de conA 0,1 mg∙mL-1 (em NaCl 0,15 M) por 5 minutos, depois retirado e lavado 

por 5 segundos; 

10B) Medidas de impedância segundo 8B) e de voltametria cíclica segundo 7B) são 

realizadas nesta ordem. 

Um dos procedimentos, C3, foi escolhido para dar continuidade aos estudos da adsorção 

da conA em GCE, pelas razões descritas na seção 3.3.1. Os diferentes experimentos 

realizados posteriormente envolveram variações deste procedimento, e são resumidas na 

Tabela 2. 
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Tabela 2: Tratamentos do GCE antes da adsorção em conA  

Experimento Seção Modificação em C3 

Verificar desorção 3.3.1 

Após deixar eletrodo em solução de conA 0,1 

mg∙mL-1 (ou em NaCl 0,15 M) por 5 minutos, 

medidas seqüenciais de impedância e voltametria 

são feitas, uma após a outra 

Pseudo-isoterma 3.3.2 

Adsorção por 10 minutos em conA em diferentes 

concentrações: 0 (branco); 0,01; 0,03; 0,05; 0,1 e 

0,2 mg∙mL-1 

Medidas de 

cinética 
3.3.3 

Adsorção é feita submergindo o eletrodo por 

diferentes intervalos de tempo em conA 0,01 

mg∙mL-1 (em NaCl 0,15 M): 10; 30; 60; 300 e 600 

segundos 

Variando potencial 

após adsorção 
3.3.4 

Após 6B), medidas de impedância para diferentes 

EDC, entre 200 e 800 mV, são realizadas em NaCl 

0,15 M (não há etapa de adsorção) 

Variando potencial 

no decorrer da 

adsorção 

3.3.5 

O GCE é submerso em conA 0,1 mg∙mL-1/ NaCl 

0,15 M ou em NaCl 0,15 M (branco) por 10 

minutos,  simultaneamente com a aplicação de 

algum potencial constante via cronoamperometria: 

0; 200; 500; 800 e 1100 mV 

 

2.5 – Cálculos eletrostáticos e modelagens 

 

Para o cálculo da carga da conA em diferentes pH’s empregamos o programa PROPKA 

[225], que a partir das interações eletrostáticas entre resíduos de aminoácidos e vizinhos 

permite o cálculo do pKa dos resíduos ionizáveis e, portanto, o estado de protonação em 

diferentes pH’s. As coordenadas atômicas para a conA desmetalizada “unlocked” obtidas por 

Boukaert et al. [2], cujo conteúdo pode ser acessado no servidor do PDB [35], não apresenta 

hidrogênios precisamente localizados na sua estrutura. A adição destes hidrogênios, carga, 

raio de van der Waals a partir do arquivo .pdb foi realizada empregando o servidor do 

PDB2PQR [226]. Deste procedimento um arquivo .pqr é gerado, e ele foi utilizado para 

calcular a distribuição de potencial eletrostático na proteína por meio do APBS [49], que 
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resolve numericamente a equação linearizada de Poisson-Boltzmann [48]. A visualização do 

perfil de potencial eletrostático da proteína, bem como das coordenadas atômicas da mesma, 

foi possível por meio do software VMD [3].  

Os ajustes de modelos lineares e não-lineares aos dados obtidos foram realizados 

empregando o programa OriginPro 8 SR0 (v8.0724). Para o primeiro caso, o ajuste ótimo é 

obtido pela minimização dos quadrados dos resíduos (solução exata), e no segundo o melhor 

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

3.1 – Atividade da concanavalina A 

 

Antes de verificarmos as propriedades adsortivas da concanavalina A, é necessário 

atestar sua integridade estrutural. Esta característica pode ser associada com sua atividade no 

tocante à interação com carboidratos pois, como é bem sabido, estrutura e atividade em 

enzimas e outras proteínas estão intimamente associados, inclusive no caso da estrutura 

quaternária do tetrâmero da conA [14]. Realizamos o experimento com a proteína ativada 

(complexada com Ca2+ e Mn2+) em solução de glicogênio, como descrito na seção 2.4.1, e 

acompanhamos por turbidimetria a formação da malha de complexos glicogênio-conA [227], 

insolúvel em excesso de conA (excesso de glicogênio solubiliza o complexo) [67]. O gráfico 

da absorbância em função do tempo é apresentado na Figura 14: 
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Figura 14: Gráfico de absorbância em 460 nm vs. tempo da mistura de uma solução de 

conA ativada com glicogênio dissolvido. 

 

Após uma hora a absorbância em 460 nm medida foi de 0,166, e uma hora depois (duas 

horas de reação) praticamente manteu-se inalterada (0,167), indicando que após 1 hora o 

sistema está, para fins práticos, próximo o suficiente do equilíbrio. Observa-se que a 

dependência da absorbância com o tempo é similar aos gráficos observados por Poretz e 
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Goldstein [228], refletindo uma cinética de primeira ordem, como relatado anteriormente para 

esta reação [229, 230]. A constante de velocidade pelo ajuste não-linear dos dados mostrados 

na Figura 14 é de 0,089 min-1, cujo logaritmo neperiano é -2,4, valor próximo aos obtidos por 

Waseen e Salahudin [229]. Deste modo concluímos que a conA empregada tem a estabilidade 

estrutural necessária para dar início aos experimentos de adsorção. 

 

3.2 – Estudos com capacitância  

 

3.2.1 – Avaliação metodológica: obtenção de Q e α 

 

Dentre os modelos para obtenção de capacitância a partir de dados de EIS, a 

aproximação de que a interface se comporta como um capacitor ideal é comum em estudos da 

adsorção de proteínas em eletrodos. Esta aproximação é justificada quando a dispersão da 

capacitância é pequena (α ~ 1). Para verificar se o presente sistema – GCE em NaCl 0,15 M – 

obedece este critério, testamos diferentes métodos para obtenção de α e Q. Os dados de 

impedância foram obtidos após o procedimento de limpeza química e eletroquímica descrita 

na seção 2.4.2. Paralelamente a este estudo metodológico, as medidas foram feitas em 

diferentes potenciais EDC, para verificar a possibilidade de localizar o PZC do GC nestas 

condições e nesta janela de potencial, além de sua possível influência na adsorção da conA. 

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

de 0,2 a 0,8 V, são mostrados nas Figuras 15(a) e 15(b), respectivamente.  
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Figura 15: Gráficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em NaCl 0,15 M em 

potenciais EDC de 200 à 800 mV. 

 

Pelo gráfico de Nyquist fica clara a presença de uma elevada dispersão na capacitância, 

refletida uma inclinação menor que 90º no ângulo formado entre os segmentos gerados pelos 
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pontos experimentais e o eixo Z’. Pelo gráfico de Bode verifica-se que o valor de α deve ficar 

em torno de 78º/90º = 0,87. Deste modo, aparentemente assumir α = 1 pode levar a valores 

equivocados de capacitância. Observa-se também uma certa curvatura nos gráficos de Nyquist 

para potenciais em torno de 200 e especialmente 800 mV. Atribuímos este efeito a reações 

paralelas, o que será discutido adiante. 

Dois métodos para obtenção de Q e α foram comparados. O primeiro deles consiste no 

ajuste não-linear de um modelo de circuito equivalente, neste caso o circuito RQ da Figura 

12(a). Esta abordagem fornece os valores de RΩ, Q e α que melhor se ajustam aos dados 

segundo a minimização dos quadrados dos resíduos. A outra abordagem consiste na obtenção 

gráfica de α a partir do coeficiente angular da curva log |Z’’| vs. log ω, e depois da aplicação 

da Eq. 22 para obtenção de Q. Os resultados obtidos em frequências superiores a 104 Hz não 

foram empregados nestes cálculos, pois revelam sinais de um artefato de alta frequência.  

Para ilustrar os diferentes procedimentos de obtenção mostramos os resultados do ajuste 

não-linear para EDC = 500 mV na Figura 16, enquanto que o gráfico de log |Z’’| vs. log ω com 

o ajuste linear na Figura 17. 
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Figura 16: Gráficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em NaCl 0,15 M e EDC = 500 

mV, em que () representam os valores experimentais e o ajuste não-linear é mostrado em 

linha vermelha. 
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Figura 17: Gráfico de log |Z’’| vs log ω para GCE em NaCl 0,15 M e EDC = 500 mV. 

 

O ajuste exibido na Figura 17 forneceu α = 0,871 e Q = 3,57 μF∙s-(0,129). Considerando os 

ajustes para os outros potenciais aplicados, obtivemos 610-4 < χ2 < 610-3, uma faixa 

razoável para um modelo simples como um RQ. Espera-se que o gráfico de log |Z’’| vs log ω 

apresente um comportamento linear, pois extraindo o logaritmo em ambos os lados da Eq. 22 

obtêm-se: 
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Em que a e b são os coeficientes angular e linear do modelo. O valor de α equivale, portanto, 

à –a, de modo que α = 0,8711 para EDC = 500 mV (ver ajuste na Figura 17). Uma vez 

adquiridos os valores de α a partir de duas metodologias, os resultados são comparados na 

Figura 18 para a faixa de potenciais estudada.  
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Figura 18: Comparação dos valores de α obtidos a partir de diferentes métodos: () 

pelo ajuste não-linear de um circuito RQ e () pelo coeficiente angular de um modelo linear 

ajustado nos gráficos de log |Z’’| vs. log ω. 

 

Os valores de α variam de 0,83 a 0,88, passando por um máximo em 600 mV, referente 

a um mínimo de dispersão dos tempos de relaxação na superfície. Essa dispersão aumenta 

para potenciais mais catódicos, onde observa-se uma queda de α. Acreditamos que a reação de 

redução do oxigênio dissolvido é responsável por este comportamento (O2(aq) + 2H2O(l) + 

4e-  4OH-(aq), E0 ~ 180 mV vs. Ag/AgCl). Evidências desta reação podem ser observadas a 

partir de algumas medidas de impedância para potenciais catódicos abaixo de 200 mV, devido 

à formação de um arco no gráfico de Nyquist, e de um sinal alargado no de Bode, que podem 

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

potenciais abaixo de 200 mV. 

 

Foi possível verificar através de uma voltametria cíclica em NaCl 0,15 M, após o 

mesmo procedimento de limpeza do eletrodo, que a reação interfere já em potenciais 

superiores à 0 mV, como pode-se constatar através do gráfico da Figura 20. 
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Figura 20: Voltametria cíclica em GCE e NaCl 0,15 M , com velocidade de varredura 

de 10 mV∙s-1, 0,9 → -0,2 → 0,9 V (1 ciclo). 
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Acreditamos, portanto, que reações de transferência de elétrons influenciam no valor de 

α, tendendo a reduzi-lo, deste modo aumentando a dispersão na capacitância, efeito que pode 

ser constatado em diferentes trabalhos na literatura [231–236].  

A medida gráfica de Q, segundo Orazem et al. [185], consiste no emprego da Eq. 22, o 

que geraria em princípio um valor constante de Q para todo o intervalo de frequência. Eles 

mostraram experimentalmente que a abordagem é válida para circuitos que apresentam Rct, 

como o da Figura 12(b), usando a média de Q obtido em frequências altas (entre 103 e 104 

Hz). Apesar de terem verificado por simulação que toda a faixa de frequência poderia ser 

usada para estimar Q em eletrodos bloqueantes, os autores não apresentaram resultados 

experimentais que corroborassem a previsão. Em busca desta confirmação, obtivemos Q a 

partir dos valores de α obtidos graficamente para diferentes frequências, e os dispomos no 

gráfico 3D da Figura 21, em função do potencial EDC e da frequência f. 
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Figura 21: Gráfico 3D dos valores de Q obtidos a partir da Eq. 22, em função de EDC e 

de f. As linhas em vermelho foram obtidas empregando a Eq. 32. 
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Observa-se na Figura 21 que, em geral, os valores de Q são maiores para potenciais 

próximos de 200 mV, e apresentam um mínimo em 600 mV, começando a aumentar em 

potenciais maiores. Em potenciais acima de 350 mV os valores de Q são constantes ao longo 

de uma ampla faixa de frequência, mas mostram oscilações pronunciadas em potenciais 

inferiores.  

Para extrair um único valor de Q considerando todo intervalo de frequências, uma faixa 

de frequência em que Q é aproximadamente constante pode ser escolhida, segundo o 

procedimento de Orazem et al. [185], em seguida extraindo-se a média nesta faixa. Aplicamos 

este método para os valores de Q entre 10-1 e 104 Hz. Devido às oscilações observadas na 

Figura 21, especialmente em baixos potenciais, propomos um método alternativo para cálculo 

de Q. Ele consiste no rearranjo da Eq. 31 para expressar Q em função dos parâmetros a e b:  
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Os valores de Q segundo este método são independentes da frequência, e são mostrados 

como linhas horizontais na Figura 21, aparentemente representando o valor esperado de Q 

caso os dados experimentais levassem a um gráfico log |Z’’| vs. log ω perfeitamente linear. A 

Figura 22 compara os valores de Q obtidos através dos três procedimentos descritos acima. 
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Figura 22: Comparação dos valores de Q estimados pelo ajuste não-linear de um 

circuito RQ, pela média dos valores para diferentes frequências segundo a Eq. 22 e através da 

Eq. 32. 
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Como pode-se observar, os valores de Q para diferentes potenciais na Figura 22 

mostraram-se bastante próximos, o que pode indicar a consistência dos procedimentos 

empregados. Constata-se também, pela comparação da Figura 22 com a Figura 18, uma 

aparente relação inversa entre Q e α. De fato pode-se verificar que, de acordo com a Eq. 23, 

um aumento de Q para um dado valor de C0 corresponde a um decréscimo de α [191]. Isto 

implica que a dispersão da capacitância não pode ser atribuída unicamente ao α, mas ao Q 

também.  

Na discussão subsequente (seção 3.2.2) os valores de α apresentados são calculados de 

acordo com o procedimento de Orazem et al., e o valor de Q foi estimado pela extração dos 

parâmetros do ajuste linear (Eq. 32). Diferentemente do ajuste não-linear de um circuito RQ, 

as estimativas gráficas não forçam um circuito para descrever os dados, mas permitem a 

observação de elementos de circuito em diferentes faixas de frequência dos dados de 

impedância. A preferência pelo procedimento linear para o cálculo de Q, comparado à média 

aritmética proposta por Orazem et al., se deve ao fato de que a extração deste tipo de média 

assumiria que as oscilações se distribuíssem normalmente, o que não é necessariamente 

verdadeiro (sobretudo no caso em que as medidas a cada frequência não são independentes). 

É importante ressaltar neste ponto que o uso de Q para descrever a capacitância de 

dupla-camada pode levar a interpretações errôneas [190, 194], exceto para altos valores de α, 

como mostram os resultados obtidos por Neves et al. [232]. O sistema em questão – GCE em 

NaCl(aq) – mostra alta dispersão na capacitância, de modo que esta aproximação não pode ser 

usada. Para estimar a capacitância da interface nos valemos, portanto, do emprego da Eq. 23. 

A resistência da solução, neste caso, foi obtida através de um ajuste linear dos dados num 

gráfico de Z’ vs, Z’’, entre 103 a 104 Hz. Um exemplo deste ajuste é apresentado na Figura 23, 

para EDC = 500 mV. Esta abordagem gráfica leva a valores de RΩ que são comparáveis aos 

valores obtidos por ajuste não-linear, como pode-se observar no gráfico da Figura 24, onde 

obteve-se um coeficiente angular próximo de 1 entre os valores obtidos por diferentes 

abordagens para os diferentes potenciais medidos. 
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Figura 23: Gráfico de Z’ vs. Z’’ para GCE em NaCl 0,15 M para obtenção de RΩ pelo 

coeficiente linear da curva para EDC = 500 mV. 
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Figura 24: Comparação dos valores de RΩ obtidos a partir do coeficiente linear dos dados de 

Z’ vs. Z’’ e a partir do ajuste não-linear do circuito RQ em diferentes potenciais. 
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3.2.2 – Adsorção de concanavalina A 

 

Após a obtenção dos dados de impedância que permitiram a obtenção de RΩ, Q e α 

segundo a discussão precedente, o eletrodo foi submergido em solução 0,8 mg∙mL-1 de conA 

por 40 minutos, como descrito na etapa 9) da seção 2.4.2. Os valores de C0 (normalizados 

pela área do eletrodo A) antes e depois da adsorção da proteína e a diferença percentual ΔC 

(segundo a Eq. 28) são mostrados nas Figuras 25(a) e 25(b), respectivamente. 
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Figura 25: Valores de (a) C0 para o GCE em NaCl 0,15 M com e sem proteína e (b) ΔC 

para EDC entre 200 e 800 mV. 

 

Ambas as curvas da Figura 25(a) apresentam um mínimo em aproximadamente 600 mV, 

exibindo uma capacitância em torno de 16 µF∙cm-2 para o eletrodo sem proteína e de 12,5 

µF∙cm-2 para o eletrodo com proteína neste potencial. Este mínimo provavelmente não se 

deve ao PZC pelos seguintes motivos: 

1) A solução eletrolítica não é diluída (NaCl 0,15 M); 

2) O PZC do GC em NaF(aq) é 70 mV [237], e adsorção aniônica (esperada neste caso 

pela presença de Cl-), leva a um deslocamento do PZC para potenciais mais 

negativos [238], de modo que provavelmente o PZC em NaCl seria inferior a 70 

mV; 

3) Se o Cl- adsorve em GC, a reação de troca dos íons Cl- pela proteína adsorvida 

causaria um deslocamento do PZC (no caso de uma proteína neutra, para potenciais 

mais positivos), e o mínimo da Figura 25(a) não apresenta este deslocamento. 

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

do eletrodo esteja positivamente carregada. Adicionalmente, pode-se observar na Figura 25(a) 
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que a adsorção da conA promove uma queda da capacitância, mas o perfil da curva em função 

do potencial permanece o mesmo. Este comportamento é confirmado pelo gráfico da Figura 

25(b), em que é possível observar que a queda de capacitância causada pela proteína 

adsorvida é aproximadamente constante para toda a faixa de potencial. Para estudar a 

dependência do recobrimento em função do potencial através da Eq. 27, é necessário estimar 

primeiro o valor de Cθ=1 através da Eq. 29, por exemplo. Nas condições empregadas (pH 6), é 

esperado encontrar uma maior quantidade de dímeros em solução [80]. Para orientações 

“side-on” e “end-on” os valores de d são de aproximadamente 30 e 75 Å, respectivamente 

(ver Figura 4(b)) [40]. A constante dielétrica dentro de proteínas geralmente é obtidas partir 

de cálculos computacionais, e o tema é rapidamente debatido por Löffler et al. [239]. 

Empregando a estimativa dos autores de 15 para a constante, obtemos Cθ=1 = 0,3 μF∙cm-2 para 

orientação “side-on” e 0,1 μF∙cm-2 para a “end-on” (empregando A = π∙[(3/2)∙10-1cm]2 = 

0,071 cm2). Estes valores diferem em 3 vezes, mas como em ambos os casos Cθ=1 << Cθ=0 

(entre 21 e 16 μF∙cm-2), o recobrimento obtido pela Eq. 27 não permite distinguir 

(numericamente) qual das orientações é a mais provável, isto sem considerar que a Eq. 29 é 

uma aproximação grosseira. O recobrimento em função do potencial segundo a Eq. 27 (e 

usando Cθ=1 = 0,3 μF∙cm-2) é exibido na Figura 26. 
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Figura 26: Recobrimento de conA em GCE calculado segundo a Eq. 27 em função do 

potencial EDC. 
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Observa-se que o gráfico da Figura 26 assemelha-se ao da Figura 25(b), pois θ ∙100% ≈ 

ΔC devido ao fato de que Cθ=0 >> Cθ=1, como discutido anteriormente. Observa-se que 

aparentemente não há influência do potencial na camada adsorvida, como uma desorção 

induzida pela variação de potencial. Isso é confirmado pelo coeficiente de correlação de 

Spearman (APÊNDICE B.1) para os dados da Figura 26, não significativo num nível de 

confiança de 95%, de modo que não há indícios detectáveis da influência de EDC em θ. O 

valor médio de θ calculado é de 0,23±0,02, e com este baixo recobrimento, espera-se que a 

orientação da proteína seja “side-on”, para maximizar as interações com o adsorvente, 

orientação favorável do dímero da conA em outras superfícies [40, 98, 106, 108].  

Além da capacitância, verificamos que o valor de α apresenta uma influência não 

convencional das moléculas adsorvidas. Em função disto são mostrados os valores de α antes 

e depois da adsorção e o de Δα (calculado de maneira análoga à ΔC) vs. o potencial nas 

Figuras 27(a) e 27(b), respectivamente:  
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Figura 27: Gráfico dos valores de (a) α antes e depois da adsorção de conA e de (b) Δα em 

função do potencial EDC. 

 

A adsorção de conA aparentemente tem o efeito de aumentar os valores de α para toda a 

faixa de potencial, diminuindo a dispersão na capacitância. No entanto, diferentemente do 

efeito da adsorção em C0, a diminuição desta dispersão aparentemente sofre influência do 

potencial, como pode ser observado na Figura 27(b), de maneira que quanto maior o potencial 

menor o efeito da proteína na diminuição da dispersão. Em outras palavras, para maiores 

potenciais a dispersão na capacitância resultante da proteína é maior. Esta aparente 

tendência foi avaliada pela extração do coeficiente de correlação de Spearman, que neste caso 
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é de -0,67, sendo significativo num nível de confiança de 95%. O valor é negativo porque a 

contribuição da camada adsorvida na diminuição da dispersão é maior em potenciais 

próximos a 200 mV, mas ela cai com o aumento de EDC, chegando a um mínimo em torno de 

500 mV e então mantendo-se constante. A tendência monotônica assemelha-se a uma função 

exponencial, que para comparação visual é ajustada na Figura 27(b). Como a variação 

percentual da capacitância não se mostrou dependente do potencial, acredita-se que algum 

processo verificável pelas mudanças em Δα não interfere na espessura da camada adsorvida 

(pelo menos de maneira não detectável nos dados obtidos). Deste modo, mudanças de 

orientação, como de “side-on” para “end-on”, não poderiam ser responsáveis pelo efeito em 

Δα, pois promoveriam variações na capacitância ao mudar a espessura da camada devido à 

variação de EDC. Considerando que o momento de dipolo (p) de proteínas pode influenciar na 

orientação de equilíbrio das moléculas adsorvidas [45], formulou-se a hipótese de que a 

reorientação dos dipolos da proteína em função da variação do campo elétrico na interface (X) 

resultasse no comportamento observado na Figura 27(b). Neste ponto uma análise mais 

focada nas propriedades eletrostáticas da proteína foi realizada. 

Os dímeros da conA possuem um pI de aproximadamente 6,5 [97], o que implica que as 

moléculas em solução de NaCl 0,15 M (pH 6,0) devam estar positivamente carregadas, mas 

quase neutras. Baseado nas coordenadas atômicas fornecidas por Bouckaert et al. [2] no PDB, 

estimamos a carga líquida do dímero demetalizado em função do pH empregando o software 

PROPKA [225]. Os resultados são mostrados na Figura 28, incluindo os mesmos cálculos 

para o tetrâmero. 
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Figura 28: Carga (em unidades da carga elementar) em função do pH para dímero e 

tetrâmero demetalizados. 
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Observa-se que a estimativa do pI = 7 para dímero e tetrâmero da conA não difere muito 

do observado experimentalmente. A próxima etapa é descrever o perfil eletrostático 

superficial da proteína, o que pôde ser feito empregando o software APBS [49]. A 

visualização do mapa de potencial eletrostático para o dímero através do software VMD [3] é 

mostrada na Figura 29.   

 

(a) 

 

(b) 

 

(c) 

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

regiões positivamente carregadas em azul e negativamente carregadas em vermelho. 

 

Observa-se nas representações da Figura 29 que a proteína possui boa parte das faces 

“side-on” positivamente carregadas (Figura 29 (a) e (c)), mas na região que une os dímeros no 

sentido perpendicular ao eixo de maior extensão podemos verificar uma área negativamente 
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carregada (Figura 29 (b)). Ela cruza o dímero, formando linhas de campo elétrico que 

delineiam o dipolo elétrico da proteína, como pode ser observado na Figura 30.  

 

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

 

Em função do posicionamento do dipolo da proteína (perpendicular ao eixo de maior 

extensão), é possível ver que mudanças de orientação do dipolo elétrico em relação ao campo 

elétrico na interface podem ocorrer de maneira a não serem detectadas pelas mudanças na 

capacitância. Para um aumento de potencial, espera-se que um maior número de moléculas 

tenha seu dipolo alinhado paralelamente ao campo elétrico da superfície, de modo a 

influenciar a dispersão da capacitância na interface, como sumarizado no esquema da Figura 

31. 



     75 

 

 

Figura 31: Esquema representando interpretações acerca da influência do potencial na 

capacitância e no valor de α. 

 

Esta reorientação promovida por mudanças no potencial não é nova na eletroquímica, 

sendo observada, por exemplo, em moléculas de água nestas condições [240]. Na tentativa de 

propor um modelo para explicar a influência das moléculas adsorvidas e possivelmente seus 

dipolos em α, é preciso considerar primeiramente o controverso significado de α. Já foi 

demonstrado experimentalmente que um aumento na heterogeneidade da distribuição de 

energia na superfície leva a um aumento na dispersão da capacitância [189, 205]. Empregando 

esta interpretação, e a suposição de as mudanças de orientação da conA levam a uma 

dependência de Δα com o potencial, é razoável supor que proporção de moléculas em uma 

dada orientação em relação às outras influencia na dispersão da energia na superfície. 

Propomos, portanto, que a população de proteína na orientação () (ver Figura 31) é 

majoritária em baixos potenciais, mas com o aumento do potencial as moléculas são 

polarizadas e mudam para a orientação ( || ), que passa a ser dominante em potenciais altos 

(EDC > 500 mV). De acordo com esta interpretação, a orientação () é menos energética 

eletrostaticamente, permitindo minimização através de interações eletrostáticas entre as 

moléculas, o que não ocorre na orientação ( || ). Com o aumento de X, a distribuição 
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homogênea de proteínas na orientação de equilíbrio () é distorcida, pois algumas moléculas 

começam a se polarizar, o que resulta no aumento da dispersão resultante da proteína, de 

modo que em elevados potenciais o valor de α aumenta menos que em baixos potenciais após 

a adsorção. Para explicar o perfil aparentemente exponencial observado na Figura 27 (b) 

consideramos que há uma relação entre a reorientação dos dipolos induzida pela mudança do 

potencial e a distribuição de Boltzmann. Os pormenores deste modelo são descritos no 

ANEXO C. 

 

3.3 – Estudos com resistência  

 

3.3.1 – Primeiros ensaios 

 

Como um dos objetivos do presente trabalho envolve a quantificação das proteínas 

adsorvidas, o procedimento de determinação via capacitância, apesar de bastante usado, tem 

limitações inerentes a pouca variação deste parâmetro em relação a Cθ=0 com a adsorção. Em 

experimentos no qual adiciona-se um par redox ao eletrólito, por outro lado, as variações na 

resistência de transferência de elétrons podem chegar a 4 ordens de grandeza. Em função disto 

modificamos o procedimento, de maneira que as medidas de impedância fossem feitas em 

uma solução de [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM na mesma solução eletrolítica. Nesta 

abordagem a verificação da adsorção da proteína se dá pela interferência do adsorbato na 

reação de transferência de elétrons entre as espécies redox. Nos primeiros testes a adsorção foi 

realizada submergindo o eletrodo por 5 minutos em soluções de diferentes concentrações de 

conA, 0

Pc , de 0,01 a 0,5 mg∙mL-1. Considerando que a voltametria altera a superfície de 

maneira mais agressiva que a EIS [241], a ordem escolhida das medidas antes da adsorção foi 

primeiro a voltametria e posteriormente a análise de impedância, e após a adsorção a ordem 

das medidas é invertida, realizando-se primeiramente a impedância (uma técnica mais 

sensível que a voltametria e nosso foco no estudo da adsorção) e depois uma nova 

voltametria. As voltametrias cíclicas antes e depois da adsorção das soluções a diferentes 

concentrações da concanavalina A são apresentadas na Figura 32: 

 



     77 

 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

-2,0x10
-5

-1,0x10
-5

0,0

1,0x10
-5

2,0x10
-5

C
o

rr
e

n
te

 I
 /

 A

Potencial E / V

  0,1 mg mL
-1

  0,01 mg mL
-1

  0,03 mg mL
-1

  0,5 mg mL
-1

  0,05 mg mL
-1

  0,3 mg mL
-1

 

Figura 32: Voltametrias cíclicas do GCE em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM e NaCl 0,15 M 

antes (linhas tracejadas) e depois (linhas sólidas) da submersão do eletrodo em soluções de 

conA em diferentes concentrações (diferentes cores). 

 

Observando-se as voltametrias cíclicas da Figura 32 pode-se constatar uma baixa 

adsorção da conA nestas condições pela comparação com a literatura [51, 106, 242], como 

verificado anteriormente nos estudos de capacitância (seção anterior). Isso se reflete na 

semelhança entre as voltametrias antes e depois da adsorção. 

A quantidade de proteína adsorvida pode ser associada com variações na separação dos 

potenciais de pico anódico (EPA) e catódico (ECP), dada pela diferença entre os potenciais 

onde um máximo e um mínimo de corrente ocorrem, respectivamente: ΔE =EPA – ECP. As 

medidas deste parâmetro para diferentes concentrações de proteína são mostradas no gráfico 

da Figura 33. 
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Figura 33: Diferenças de potenciais de pico para GCE em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-  

1 mM e NaCl 0,15 M antes e depois da adsorção de conA. 

 

Em regimes quasi-reversíveis o valor de ΔE está relacionado com a constante de 

velocidade padrão, k0, que indica a relativa “facilidade” na transferência de elétrons, ou o 

quão rápido o sistema atinge o equilíbrio [243]. Observando, como exemplo, o caso da 

adsorção em 0,5 mg∙mL-1 de proteína, o valor de ΔE ~ 66 mV é modificado para ΔE ~ 84 mV, 

com a proteína aumentando a irreversibilidade da reação de transferência de elétrons, 

tornando-a mais “difícil” ou ativada. Este fenômeno se reflete na resistência de transferência 

de carga obtida a partir de dados de impedância, como veremos logo mais. Estimativas de k0 

para sistemas quasi-reversíveis podem ser feitas empregando a Eq. 33 [244]: 
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                                                                                                        Eq. 33 

 

sendo ψ um parâmetro obtido numericamente para diferentes ΔE, DO e DR são os coeficientes 

de difusão das espécies oxidada e reduzida no par redox, respectivamente, β é o coeficiente de 

transferência complementar e υ é a velocidade de varredura na voltametria cíclica. No 

presente caso a espécie oxidada é [Fe(CN)6]
3- e a reduzida é [Fe(CN)6]

4-, cujos coeficientes de 

difusão são DO =  8,9610-6 cm2∙s-1 e DR = 7,3510-6 cm2∙s-1 [245], respectivamente. O 

valores de ψ (com β = 0,5) para  ΔE = 66 mV e ΔE = 84 mV são 4 e 1 [244], respectivamente. 
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A partir da Eq. 33 pode-se calcular os valores de k0 para o eletrodo antes ( 0

0k ) e depois ( 0

Pk ) 

da adsorção de conA. Porém não é necessário calcular as duas constantes independentemente, 

pois a relação entre elas é facilmente deduzida sabendo os respectivos valores de ψ, ψ0 e ψP:  
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No presente caso ψ0/ ψP = 4, de modo que k0 para o eletrodo sem proteína é 4 vezes 

superior ao obtido após adsorção de conA 0,5 mg∙mL-1 por 5 minutos. Deste modo a camada 

adsorvida diminui em 4 vezes a velocidade do processo de transferência de elétrons neste 

caso. Esta variação no k0 é relativamente pequena considerando que diferentes tratamentos do 

eletrodo promovem variações em ordens de grandeza. Calculando o valor de k0 para o 

eletrodo sem proteína: 

 

4/1

2/111126

2/)1(

2/1
0

0
)35,7/96,8(

)sV050,0V920,38scm1096,81416,3(4

)/(

)( 










RO

O

DD

fD
k  

120

0 scm108,2  k  

 

Considerando as outras medidas de voltametria antes da adsorção obtêm-se 

aproximadamente 210-2 ≤ k0 ≤ 310-2 cm∙s-1, dentro da faixa observada para eletrodo 

submetido unicamente a um polimento com a alumina (10-2 à 10-3 cm∙s-1) [246].  

Os gráficos de Nyquist e Bode obtidos para diferentes concentrações de proteína 

empregadas podem ser observados nas Figuras 34(a) e 34(b). As curvas obtidas antes da 

adsorção são mostradas como uma média de cinco medidas, e as barras de erro representam 

intervalos de confiança de 95%.   
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Figura 34: Gráficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM e 

NaCl 0,15 M antes e depois da adsorção de conA em diferentes concentrações. 

 

No gráfico de Nyquist da Figura 34(a) observa-se um progressivo aumento do arco em 

altas frequências associado a processos redox em função da adsorção da proteína. Um maior 

arco corresponde a uma maior resistência de transferência de carga, resultado da diminuição 
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da velocidade de transferência de elétrons na interface pois a proteína adsorvida dificulta o 

processo, aumentando sua energia de ativação. De maneira análoga, a área disponível/efetiva 

para a reação redox ocorrer diminui pela obstrução da proteína, e um decréscimo em A na Eq. 

19 implica um aumento em Rct. No gráfico de Bode da Figura 34(b) observa-se que o máximo 

entre 102 e 103 Hz é maior para concentrações superiores de proteína, e a frequência onde há 

um máximo é deslocada para valores menores como resultado do aumento da resistência de 

transferência de carga. Os resultados obtidos após a adsorção em 0,01 mg∙mL-1 não 

correspondem ao esperado, exibindo uma Rct inferior a do branco mesmo sem adsorção de 

proteína. Atribuímos este fato a não ocorrência da adsorção neste ensaio, de modo que este 

dado não é analisado junto com os outros segundo procedimento descrito mais adiante. 

Observa-se nos gráficos de Nyquist e Bode acima que para baixas frequências a 

impedância exibe comportamento característico de processos difusionais, como um segmento 

linear com 45º de inclinação no gráfico de Nyquist, não coincidentemente o ângulo para o 

qual os dados no gráfico de Bode tendem para f → 0. Este e outros comportamentos típicos de 

diferentes elementos de circuito são evidenciados no gráfico de Nyquist da Figura 35, 

correspondente aos dados médios para medidas antes da adsorção apresentados previamente 

na Figura 34(a).  
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Figura 35: Gráfico de Nyquist para média de cinco medidas feitas com GCE em [Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6]
4- 1 mM e NaCl 0,15 M antes da adsorção em conA. 
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Visivelmente no gráfico de Nyquist o comportamento linear para baixas frequências 

representa o elemento de Warburg para impedância difusional semi-infinita, caracterizado 

pela relação Z’ = |Z’’|, resultando em uma reta de coeficiente angular próximo a 1 para baixas 

frequências. Uma resistência da solução em torno de 100 Ω domina a parte real da impedância 

a altas frequências, e a suave curvatura no gráfico de Nyquist pode ser interpretada como 

resultado de um processo redox que possui uma barreira de ativação proporcional à Rct ~ 236 

Ω. A inclinação deste arco de aproximadamente 18º revela que usar um capacitor como 

elemento de circuito levaria a ajustes inadequados. Neste caso um elemento de fase constante 

seria necessário para considerar este comportamento, que resulta do fato de que α ≠ 1. Como a 

análise gráfica empregada na seção anterior não permite a extração dos parâmetros referentes 

a uma interface reativa, decidimos estudar o presente sistema implementando um ajuste não-

linear dos dados para um circuito equivalente apropriado. Um circuito que emprega todos os 

elementos acima descritos é o apresentado na Figura 12(b) (Randles com CPE ao invés de um 

capacitor ideal). Os dados foram ajustados através do software Zview, e a comparação entre 

os dados experimentais e os previstos pelo modelo pode ser feita pela observação do gráfico 

de Bode na Figura 36. 
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Figura 36: Gráfico de Bode para GCE em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM e NaCl 0,15 

M em que os dados experimentais (pontos) são comparados com resultado de ajuste não-

linear (linhas) para o modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 12(b). Os dados 

antes da adsorção são apresentados como uma média de cinco medidas e os respectivos 

intervalos de confiança.  
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Os ajustes para as medidas de impedância antes da adsorção foram feitos 

independentemente, e posteriormente as médias dos valores dos parâmetros obtidos foram 

calculadas. A avaliação dos ajustes é feita por meio do gráfico de Bode porque os pontos 

obtidos para diferentes frequências são igualmente espaçados, permitindo ver com mais 

clareza a qualidade do ajuste do que pela observação de gráficos de Nyquist, por exemplo. Os 

ajustes apresentaram 510-4 < χ2 < 710-4 mesmo considerando o fato de que o ajuste inclui 

um artefato de alta frequência acima de 104 Hz, o que indica que o modelo escolhido descreve 

bem o comportamento geral dos dados.  

Os parâmetros médios para os ajustes dos dados de antes da adsorção foram RΩ = 103±3 

Ω, Rct = 237±17 Ω, σ = (2,03±0,09) 10-4 s1/2∙Ω-1, α = 0,78±0,01 e Q = (1,0±0,3)10-5 

s0,78∙Ω-1. A média de 237 Ω para a resistência de transferência de carga pode ser usada para 

estimar a área do eletrodo antes da adsorção, usando k0 ~ 210-2 cm∙s-1 (estimada na página 

62) na Eq. 19: 
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Uma área dentro da esperada de 0,071 cm2, considerando os erros, que foram calculados 

pela equação de propagação de erros para multiplicação/divisão.  

No gráfico de Rct vs. 0

Pc  podemos observar um aumento da variável dependente com a 

quantidade de conA adsorvida no gráfico da Figura 37. 
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Figura 37: Resistência de transferência de carga obtida por ajuste não-linear do circuito 

equivalente da Figura 12(b) nos dados obtidos para GCE em [Fe(CN)6]
3-/Fe(CN)6]

4- 1 mM e 

NaCl 0,15 M em função da concentração de conA em solução usada na adsorção. 
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O gráfico da Figura 37 assemelha-se qualitativamente ao de ΔE vs. 0

Pc  apresentado na 

Figura 33. Isso possivelmente indica uma coerência nos experimentos executados, uma vez 

que as medidas de voltametria e de impedância são técnicas independentes. Adicionalmente, 

tanto ΔE quanto Rct aumentam quando k0 decresce em função da adsorção. Os valores de Rct 

no gráfico acima aumentam para maiores valores de 0

Pc , como discutido anteriormente pela 

observação dos arcos em alta frequência do gráfico de Nyquist da Figura 34(a). No entanto, 

aparentemente a faixa de concentração não é alta o bastante para que um patamar em Rct seja 

alcançado. O máximo valor de Rct, em torno de 600 Ω para 0

Pc = 0,5 mg∙mL-1, é relativamente 

baixo quando comparado com valores encontrados na literatura, como por exemplo para 

adsorção de conA em platina, de ~6 kΩ [107]. Este fato se deve a uma baixa adsorção da 

proteína nas condições empregadas, como observado previamente por meio das medidas de 

capacitância e das voltametrias cíclicas na presença de sonda redox. Tendo em vista que este 

fator dificulta a obtenção de medidas consistentes de quantidade de proteína adsorvida, pois 

apresentam comportamento muito próximo da adsorção de impurezas e do comportamento em 

NaCl 0,15 M sem proteína (branco), objetivou-se aumentar a eficiência da adsorção 

modificando o preparo da superfície do eletrodo.  

Testamos diferentes condições do preparo do eletrodo, referidas como C1 (limpeza 

idêntica à usada até o momento), C2, C3 e C4, descritas na Tabela 1. Diferente de C1, as 

metodologias C2, C3 e C4 empregam algum procedimento oxidativo, ampliando a janela de 

potencial para valores mais positivos na voltametria cíclica em H2SO4 0,5 M, e acrescentando 

ou não um pós-condicionamento do eletrodo na mesma solução, aplicando um potencial 

constante de 1,1 V por 5 ou 10 minutos. A adsorção de conA foi realizada da mesma maneira 

que antes, pela submersão do eletrodo por 5 minutos em uma solução 0,1 mg∙mL-1, 

realizando-se medidas de impedância e voltametria cíclica (na mesma ordem relatada 

anteriormente) antes e depois da adsorção. 

 As voltametrias cíclicas para diferentes tratamentos do eletrodo são apresentadas na 

Figura 38. 
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Figura 38: Voltamogramas cíclicos em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- e NaCl 0,15 M para 

diferentes condições de preparo do GCE, observações feitas depois da adsorção de conA em 

solução 0,1 mg∙mL-1. 

 

Fica claro pelos gráficos acima que os tratamentos a altos potenciais, especialmente com 

pós-condicionamento, aumentam consideravelmente ΔE para reação do par redox após a 

adsorção da proteína. Esta diminuição da reversibilidade na transferência de elétrons pode ser 

atribuída ao aumento na quantidade de proteína adsorvida. Enquanto que a quantidade de 

proteína adsorvida após C1 diminui k0 em 4 vezes, os tratamentos anódicos promovem um 

aumento no recobrimento o suficiente para que k0 diminua em aproximadamente 40 vezes. 

Observa-se também uma queda das correntes de pico catódico e anódico, devido à obstrução 

causada pela proteína na interface. 

Dentre os tratamentos oxidativos, os que empregaram uma cronoamperometria em 1,1 V 

levaram a uma adsorção mais eficiente em comparação aos outros. Para estudos posteriores 

nós escolhemos o tratamento C3, que consiste numa voltametria cíclica entre -0,2 e 1,5 V, 

seguida de cronoamperometria por 5 minutos. Uma das primeiras observações que fizemos a 

respeito desta metodologia é que os resultados de voltametria e de impedância para medidas 

repetidas apresentavam um grande dispersão antes e depois da adsorção da proteína. Isso pode 

ser constatado pelos gráficos de Bode da Figura 39, medidos nas mesmas condições: 
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                            (a)                                                                (b) 

Figura 39: Gráficos de Bode para medidas repetidas em GCE e [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 

1 mM e NaCl 0,15 M obtidas (a) antes e (b) depois da adsorção de conA em solução 0,1 

mg∙mL-1 nos primeiros testes com tratamento C3. 

 

A princípio cogitou-se que a dispersão dos resultados antes da adsorção influenciava na 

falta de repetitividade dos dados obtidos após a adsorção. Porém o acréscimo de cuidado no 

tratamento do eletrodo frente à adsorção de impurezas permitiu uma grande diminuição na 

dispersão dos gráficos de impedância (e voltametria) antes da adsorção, enquanto que a 

dificuldade em controlar a repetitividade após a adsorção permaneceu, e nós atribuímos isso a 

desnaturação da proteína. Isso porque, como mostraremos posteriormente, essa dispersão é 

maior para maiores valores de 0

Pc . 

Realizamos ensaios usando a mesma concentração de proteína (0,1 mg∙mL-1), porém 

fazendo medidas sequenciais de voltametria e impedância para observarmos se ocorreria uma 

diminuição em Rct ou em ΔE após um certo número de medidas, sinalizando uma desorção da 

proteína. Três destas medidas consecutivas são apresentadas na Figura 40, em comparação 

com um experimento no qual a solução de proteína é substituída por água Milli-Q, como um 

branco.  
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Figura 40: Medidas seqüenciais de impedância e voltametria após submersão do GCE 

em conA 0,1 mg∙mL-1 (Replicatas 3-5) ou água Milli-Q (Branco), acompanhadas por 

mudanças em (a) Rct e (b) ΔE segundo análise de dados obtidos em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 

mM e NaCl 0,15 M. 

 

Observa-se que ΔE e Rct aumentam mesmo sem proteína. Isso provavelmente ocorre 

devido à adsorção de impurezas no decorrer da aquisição dos dados [192]. Para o eletrodo 

com proteína adsorvida observa-se que na terceira medida sequencial (após algo em torno de 

15 minutos) Rct parece alcançar um patamar. Isso pode ser um indício de a proteína chega a 

um limite em que a desnaturação já não influencia mais tanto na área disponível para 

transferência de elétrons no eletrodo. As variações em ΔE também exibem esse 

comportamento, porém com um patamar menos pronunciado. Como não se verificou 

diminuição de Rct ou de ΔE nesta faixa temporal acreditamos que a quantidade de proteína 

desorvida é mínima até então. Cogitou-se que mesmo com Rct aumentando a desorção poderia 

ocorrer de modo que a desnaturação cobrisse a área rapidamente de modo a “mascarar” o 

efeito das moléculas que desorvem. No entanto a velocidade de desorção de proteínas é 

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

 

3.3.2 - Pseudo-isoterma 

 

Com a constatação de que a quantidade de proteína desorvida é mínima, continuamos 

com análises ex-situ da camada adsorvida em soluções de [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-. O modelo 

apresentado no ANEXO D permite estabelecer uma relação entre Rct e o recobrimento (θ), de 

acordo com a seguinte equação: 
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em que Rθ, Rθ=1 e Rθ=0 são as resistências de transferência de carga à um dado recobrimento, 

com o eletrodo saturado de proteína e após o eletrodo ter sido submetido a uma solução salina 

isenta de proteína pelo mesmo tempo em que Rθ é obtido (branco), respectivamente. Fazendo 

a aproximação de que Rθ=1 >> Rθ=0, a Eq. 34 converte-se na Eq. 30. Ou seja, a Eq. 30 pode ser 

usada como uma aproximação caso não se tenha acesso a Rθ=1, embora se suponha que seja 

suficientemente grande em relação à Rθ=0. 

Aplicando a condição oxidativa escolhida anteriormente (C3), realizamos a adsorção da 

conA a partir de soluções com diferentes concentrações da proteína (entre 0,01 e 0,2 mg∙mL-1, 

além do branco, empregando NaCl 0,15 M) por um tempo de 10 minutos. Ajustes não-

lineares baseados no modelo de circuito equivalente da Figura 12(b) foram feitos e, dentre 

outros parâmetros, extraiu-se a resistência de transferência de carga. Os ajustes levaram a 

valores de χ2 em torno 610-4, e alguns deles são comparados com os valores experimentais 

na Figura 41. O gráfico das resistências obtida dos ajustes em função da concentração de 

conA é mostrado na Figura 42, com todas as replicatas. 

10
-1

10
0

10
1

10
2

10
3

10
4

10
5

0

10

20

30

40

50

60

c
P

0
 Branco 

 0,01 mg mL
-1

 0,03 mg mL
-1

 0,05 mg mL
-1

 0,1 mg mL
-1

 0,2 mg mL
-1

| 

 |
 /

 g
ra

u
s

Frequência f / Hz  

Figura 41: Gráficos de Bode para GCE em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM e NaCl 0,15 

M antes (□) e depois (■) da adsorção em soluções de conA em diferentes concentrações 

(diferente cores). 
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Figura 42: Resistências de transferência de carga em função da concentração de conA, 

calculadas pelo ajuste do modelo representado na Figura 12(b), a partir de dados de GCE em 

[Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM e NaCl 0,15 M. 

 

O gráfico de Bode da Figura 41 apresenta uma tendência do ângulo de fase no ponto de 

máximo aumentar com a concentração de proteína, bem como de se deslocar para frequências 

menores. Este comportamento, observado anteriormente em eletrodo não-oxidado, foi 

atribuído ao aumento de Rct promovido pela interferência da adsorção na reação entre 

[Fe(CN)6]
3- e [Fe(CN)6]

4-. Para justificar porque é razoável afirmar que a mudança na 

capacitância tem efeito secundário neste deslocamento, consideramos que a frequência onde o 

máximo ângulo de fase é observado, chamada frequência característica (f0), é inversamente 

proporcional ao tempo de relaxação, τ0. Como a impedância de Warburg influencia a 

impedância em baixas freqüências, o tempo de relaxação do processo faradáico é descrito pela 

equação τ0 = Rct∙Cd (consideramos Cd = C0) [248]. A capacitância da interface tipicamente 

decresce com a adsorção de proteínas. Um decréscimo na capacitância da interface decorrente 

de uma maior quantidade de moléculas adsorvidas promoveria um deslocamento de f0 para 

valores maiores, não menores, pois f0  1/τ0  1/C0. Como este fato não é observado, 

acredita-se que a influência da variação na resistência de transferência de carga é superior. 

Observa-se na Figura 42 que a medida em que se emprega uma concentração inicial de 

conA cada vez maior, há um aumento da resistência de transferência de carga. Este efeito, 

como discutido anteriormente, possivelmente se deve ao aumento da energia de ativação no 
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processo redox pela obstrução que a proteína causa ao aderir à superfície. Nota-se que após 10 

minutos em NaCl 0,15 M a resistência Rθ=0 fica em torno de 0,5±0,1 kΩ (95% de confiança). 

Se assumirmos que o patamar referente à saturação do eletrodo para uma dada concentração é 

alcançado em 0,2 mg∙mL-1, o valor de Rθ=1 seria de 5±3 kΩ. Os grandes intervalos de 

confiança são reflexo do pequeno número de medidas e da grande variação nos valores de 

resistência aludidos anteriormente. Verifica-se na Figura 42 uma tendência de que maiores 

valores de 0

Pc  (e Rθ) impliquem uma maior variação dos resultados. A isso creditamos o efeito 

da desnaturação irregular das moléculas de proteína, que tem um efeito tão maior quanto mais 

moléculas dificultam a reação do par redox de sonda. Independente disso, aparentemente Rθ=0 

fica em torno de 10% do valor de Rθ=1, o que talvez justificasse o uso da Eq. 30 (válida para 

Rθ=1 >> Rθ=0). No entanto, devido ao fato de uma equação de descrição mais ampla (Eq. 34) 

ter seus parâmetros acessíveis, a empregamos para obter o recobrimento em função da 

concentração de proteína, resultando no gráfico da Figura 43. 

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

 Valores originais

 Médias

R
e
c
o
b
ri

m
e
n
to

 

c
P

0
  / mg.mL

-1

 

Figura 43: Recobrimento segundo Eq. 34 em função da concentração de conA na 

solução em que o GCE foi submerso por 10 minutos. 

 

Como o tempo de 10 minutos de adsorção é relativamente pouco quando comparado 

com as abordagens encontradas na literatura, em que geralmente a adsorção se estende por 

horas, consideramos a princípio este tipo de gráfico como uma pseudo-isoterma. De qualquer 

modo é notável que mesmo a baixas concentrações de proteína o recobrimento é próximo do 
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máximo, caracterizando uma adsorção de alta-afinidade. Pode-se verificar que, em oposição 

às medidas de resistência de transferência de carga, a dispersão aumenta para menores 

concentrações de proteína. Isso ocorre porque no modelo (Eq. 34) o valor do recobrimento é 

inversamente proporcional a Rθ, o mesmo ocorrendo na Eq. 30 (não usada até o momento). Se 

assumirmos que o ponto de saturação na adsorção da proteína leva a um revestimento 

completo do eletrodo, o valor de para θ = 1 implica, segundo a Eq. 3, que Γ(θ = 1) = ΓS = 

(a∙NA)-1 no máximo de adsorção para monocamada. Usando a estimativa de a = 33,75 nm2 

(“side-on”) obtemos uma densidade superficial em torno de 510-12 mol∙cm-2 ou 1,3 mg∙m-2 

(usando M = 25622,6 g∙mol-1 [2]). Este valor está dentro do esperado para a adsorção de uma 

proteína globular [38], mas é uma estimativa baseada na premissa de que há um recobrimento 

completo da superfície no ponto de saturação. 

Para uma avaliação mais mecanística dos dados referentes à pseudo-isoterma, 

consideramos que a dependência de θ com 0

Pc  pode refletir um comportamento cinético 

específico para o tempo de adsorção fixo t0 = 10 minutos. Após este intervalo de tempo é 

razoável afirmar que a limitação da adsorção não é mais controlada difusionalmente, inclusive 

evidências serão posteriormente apresentadas confirmando esta premissa. Segue-se, portanto, 

que processos como adsorção e desorção dominam a velocidade da reação. Porém o processo 

desortivo não foi detectado nesta escala de tempo nos experimentos previamente discutidos 

(Figura 40), de modo que a adsorção deve dominar o processo. O modelo mais simples que 

considera a adsorção como limitante da reação é o de uma transformação irreversível (com 

constante de velocidade k1) da molécula de proteína trazida por difusão, P, em uma espécie 

caracteristicamente adsorvida na superfície S, (P‒S). De acordo com a Eq. 11, que expressa o 

comportamento cinético segundo este mecanismo, espera-se que o θ = 1-exp{-(t0∙k1)
0

Pc }, com 

0

Pc  proporcional a [P]0, e o ajuste do modelo aos dados é apresentado na Figura 44, com o 

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

com 95% de confiança) em azul. 
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Figura 44: Modelo cinético segundo mecanismo P+S  1k
P‒S ajustado nos dados 

obtidos em condições pseudo-isotérmicas, em que a adsorção ocorre por um tempo fixo de 10 

minutos. 

 

Observa-se pela Figura 44 que o modelo aparentemente parece satisfatório, embora 

muitos outros possam o ser. Com o intuito não de provar estatisticamente sua validade (para 

este conjunto de dados), mas de possivelmente descartá-lo como possibilidade de mecanismo 

plausível, realizou-se o teste da falta de ajuste, cuja descrição mais detalhada é apresentada no 

APÊNDICE B.2. Em poucas palavras, ele permite verificar se a variância (informação) não 

explicada difere (num certo nível de significância) da dispersão natural do sistema. Caso as 

variâncias sejam consideradas significativamente distintas, algum comportamento sistemático 

não explicado pelo modelo precisa ser considerado na equação de ajuste, caso contrário o 

modelo é considerado não ajustado. No presente caso, F = 0,784, que é menor que o tabelado 

2,901 (95% de confiança), de modo que as variâncias da falta de ajuste e do erro puro não são 

distinguíveis neste nível de confiança, e o modelo está ajustado. Não podemos descartá-lo, 

portanto, empregando esta ferramenta. Rigorosamente outras avaliações estatísticas do 

modelo devem ser feitas, mas para o presente fim nos deteremos a esta, considerando-a 

suficiente para permitir uma interpretação físico-química dos resultados.   

O ajuste da Eq. 12 (cinética de Langmuir) aos dados acima resultou em valores de k1 >> 

k-1, como esperado para uma adsorção praticamente irreversível. Na verdade, para k1 >> k-1, a 
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Eq. 12 se converte na Eq. 11. A Eq. 14 é indistinguível da Eq. 11 pela variação de 0

Pc , e 

alguns comentários sobre o modelo sequencial de duas etapas devem ser feitos. Apesar de seu 

extensivo uso na literatura através de uma equação com duas funções exponenciais, 

recomenda-se cuidado em sua aplicação. Isto porque supõe-se que θ = θ1 + θ2, sendo θ1 e θ2 

os recobrimentos referentes às formas P1 e P2, respectivamente. As equações diferenciais que 

descrevem este sistema geralmente são expressas como se segue: 
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A primeira falha nesta descrição está na independência da primeira etapa (P  1k
P1) 

com a concentração de proteína na solução, [P]0. Modificando a primeira equação diferencial 

para incluir esta dependência: 
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Observe que, se θ = θ1 + θ2, as equações acima se reduzem à mesma que governa o 

processo de primeira ordem previamente ajustado aos dados (Eq. 11): 
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Deste modo a aplicação deste modelo sequencial de duas etapas levaria ao sequencial de 

uma etapa se a soma dos recobrimentos é tomada como medida do recobrimento total. 

Obviamente que a resolução da equação acima fornece uma dependência de θ com t 

envolvendo uma função exponencial, não a soma de duas. Em função destas considerações, os 

parâmetros do ajuste da Eq. 11 nos dados de cinética são os únicos discutidos a seguir.  

Uma constante de velocidade de 15±2 (mg∙mL-1)-1 min-1 implica um tempo de meio 

recobrimento de 28 segundos para adsorção realizada em uma solução 0,1 mg∙mL-1 de conA, 

ou de 4,6 minutos para adsorção em 0,01 mg∙mL-1, indicando que uma escolha t0 = 10 
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minutos leva a condições aproximadamente isotérmicas de adsorção da conA em GC, pois a 

adsorção é muito rápida. Este fato foi observado de outra maneira pelo nosso grupo, pois na 

tentativa de fazer medidas de adsorção em diferentes intervalos de tempo, a imersão do 

eletrodo em uma solução 0,1 mg∙mL-1 de conA por 1 minuto já levou a um perfil de 

impedância muito próximo ao dos gráficos para tempos um pouco mais longos, como 5 

minutos. Uma alternativa cogitada no intuito de verificar a cinética de adsorção propriamente 

dita foi a redução de 0

Pc . Empregamos, portanto, soluções 0,01 mg∙mL-1, e os resultados que 

obtivemos neste tipo de experimento são apresentados na seção seguinte. 

As estimativas do modelo ajustado para a pseudo-isoterma mostram que, no tocante a 

adsorção da conA desmetalizada, a adsorção em carbono vítreo é eficiente no eletrodo 

oxidado. Segundo este modelo, não são necessários longos intervalos de tempo para alcançar 

as proximidades da saturação do eletrodo, tornando mais práticos estudos em condições de 

equilíbrio, ou para aplicações de filmes protéicos, especialmente porque a adsorção é rápida e 

a desorção é mínima.  

 

3.3.3 – Cinética de adsorção 

 

Realizamos a adsorção de conA no GCE submergindo-o em uma solução de 

concentração 0,01 mg∙mL-1 por diferentes intervalos de tempo, e depois fazendo as medidas 

em uma solução com o par redox, como descrito mais detalhadamente na seção 2.4.3 (Tabela 

2). Os primeiros resultados de impedância e voltametria (realizadas nesta ordem após a 

adsorção) são apresentados na Figura 45(a) e 45(b), respectivamente.  
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Figura 45: (a) Gráficos de Bode (com ajustes) e (b) voltametrias cíclicas obtidas para 

GCE em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM e NaCl 0,15 M depois da adsorção de conA 0,01 

mg∙mL-1 por diferentes intervalos de tempo. 
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No gráfico de Bode pode-se observar um aumento gradativo no sinal referente à 

transferência de elétrons do par redox, em função da diminuição da velocidade da reação pela 

obstrução causada pelas moléculas de proteína, o que também se reflete no aumento de ΔE 

para maiores concentrações de proteína adsorvida. A corrente trocada na interface diminui, o 

que leva ao abaixamento das correntes de pico catódico e anódico, como se observa na Figura 

45(b).  

Através do ajuste não-linear dos dados apresentados na Figura 45(a) (mais algumas 

outras medidas) para o circuito de Randles com CPE foi possível estimar os valores de Rct 

referentes a cada um dos ensaios. Pode-se, portanto, obter θ de acordo com a Eq. 34, usando o 

mesmo Rθ=1 na análise da pseudo-isoterma (seção 3.3.2) e tomando como Rθ=0 a resistência do 

menor valor medido, após 10 s de adsorção. O gráfico de θ em função de t é apresentado na 

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

em conA 0,01 mg∙mL-1. 

 

O gráfico de θ em função de t mostra o crescimento do recobrimento na medida em que 

o eletrodo passa mais tempo em contato com a solução, mas a partir de 5 minutos 

aparentemente há o começo de uma limitação na quantidade de proteína adsorvida, 

caracterizada por um patamar para tempos mais elevados. Para verificar influências do 

transporte difusional na adsorção, observamos um gráfico de θ vs. t1/2 e constatamos um 

comportamento linear até 5 minutos. Isso implica que o transporte difusional limita a 

velocidade da reação até este intervalo de tempo, que é relativamente longo considerando os 
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dados de Dulm e Norde (~ 0,5 min) [157], mas equivalente ao encontrado por Young et al. na 

adsorção de fibrogênio [140]. O gráfico de θ vs. t1/2 neste intervalo de tempo é apresentado na 

Figura 47, juntamente com um modelo linear que mostrou-se ajustado para este conjunto de 

dados (F = 0,014 < 4,757 = F0).  
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Figura 47: Gráfico de θ, obtido a partir da Eq. 34, em função de t1/2 para os dados 

obtidos até 5 minutos de adsorção, com linha vermelha indicando o ajuste linear e linha 

tracejada evidenciando os intervalos de predição do modelo.  

 

A presença do transporte difusional permite a aplicação da Eq. 7 para a obtenção do 

coeficiente de difusão da proteína a partir do coeficiente angular do modelo linear ajustado 

acima. Porém vamos usá-la em conjunção com a Eq. 3 para obter a área de contato da 

proteína. Espera-se que para o dímero seja em torno de 33,75 nm2 [40] (maior área 

representada na Figura 4(b)) e para o tetrâmero podemos considerá-lo inferior ao dobro disso, 

ou seja, entre 33,75 e 67,5 nm2. Considerando o coeficiente de difusão do tetrâmero igual a 

5,2010-7 cm2∙s-1 e o previamente citado de 6,2010-7 cm2∙s-1 para o dímero [249], o 

coeficiente angular de 0,046 obtido implica que a = 44 nm2 para a adsorção de dímeros e a = 

96 nm2 para de tetrâmeros. Enquanto que a área de contato estimada para o dímero é próxima 

do esperado, a do tetrâmero excede em muito, de modo que se ele se dividisse em dímeros (a 

~ 67,5 nm2) chegaria próximo de 2/3 da área obtida no cálculo. Este fato é uma evidência do 

previamente presumido pelas condições da solução: que dímeros (ao menos majoritariamente) 

são responsáveis pela adsorção observada. Esta área de contato que obtivemos também pode 
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ser usada para uma medida mais apurada da densidade superficial no patamar estimada em 

torno de 1,3 mg∙m-2 para aproximadamente 1 mg∙m-2 (substituindo a = 33,75 nm2 por 44 

nm2).  

Na tentativa de modelar toda a curva da Figura 46 testamos o modelo da Eq. 14, porém 

o ajuste não mostrou-se satisfatório. Isso implica que em baixas concentrações o acoplamento 

entre transporte difusional com um processo de primeira ordem não descreve a adsorção da 

conA em carbono vítreo. Em altas concentrações e tempos de adsorção, entretanto, verificou-

se pelos dados da pseudo-isoterma que o processo irreversível descreve bem o recobrimento 

em função da concentração de conA. Ou seja, para diferentes concentrações de proteína os 

mecanismos parecem ser distintos, ilustrando a complexidade envolvida no estudo da 

adsorção destes polímeros. 

 

3.3.4 – Investigando o efeito da oxidação 

 

Comparando os resultados da adsorção de conA em GC a partir de uma solução 0,1 

mg∙mL-1, pôde-se constatar que ocorre um aumento considerável da interação da proteína com 

o eletrodo após o procedimento oxidativo. Esta comparação é feita nos gráficos de Bode da 

Figura 48, após adsorção 10 minutos (com duplicatas). 
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Figura 48: Gráficos de Bode para GCE em [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- 1 mM e NaCl 0,15 M 

após procedimentos C1 ou C3, antes (símbolos abertos) e depois (símbolos fechados) da 

adsorção em conA 0,1 mg∙mL-1 por 10 minutos. 
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Os gráficos de Bode mostram uma grande diferença na quantidade de proteína adsorvida 

em função do procedimento adotado. Por haver mais proteína no eletrodo previamente 

oxidado, a resistência de transferência de carga estimada após a adsorção é muito superior à 

verificada após o procedimento C1. Outra conseqüência é um deslocamento na frequência 

característica (f0) para valores menores. No entanto este deslocamento é superior ao observado 

nos experimentos anteriores, variando-se 0

Pc . Como o tempo de relaxação τ0  1/f0, mas é 

diretamente proporcional à capacitância C0, uma diminuição em f0 pode ser resultante da 

elevação da capacitância, além da resistência. Esta hipótese parece consistente, considerando 

que a capacitância aumenta muito após o procedimento oxidativo, como será mostrado mais 

adiante. 

Como citado anteriormente na seção 1.2, a oxidação do GCE aumenta a sua 

hidrofilicidade pela formação de grupos funcionais oxigenados como carbonilas e carboxilas. 

Deste modo o aumento na quantidade de conA adsorvida pode ser resultante do aumento da 

hidrofilicidade da superfície devido à oxidação. Por outro lado deve-se considerar que o 

aumento do número de grupos funcionais poderia implicar um maior número de ligações 

químicas, supondo que estas fossem formadas, entre grupos na superfície e as moléculas de 

proteína. Ou ainda um resultado dos dois efeitos, hidrofilicidade e ligação química. Uma 

maneira de testar estas possibilidades seria tentando-se remover a proteína com uma solução 

de surfactante, como Dong et al. [98] procederam em superfícies de germânio, de modo que a 

desorção da conA indicaria uma adsorção física.  

Considerando a formação de espécies redox na interface, realizamos o procedimento de 

oxidação C3 e logo após executamos medidas de impedância em NaCl 0,15 M (sem par redox 

como sonda) em diferentes EDC. Os gráficos de Nyquist e Bode são apresentados nas Figuras 

49(a) e 49(b), respectivamente. 
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Figura 49: Gráficos de (a) Nyquist e (b) Bode para GCE em NaCl 0,15 M após 

oxidação do eletrodo através do tratamento C3. 

 

Pode-se observar claramente que existe uma distinção entre os gráficos da Figura 15, 

obtidos a partir do eletrodo não-oxidado, e os da Figura 49. Os gráficos de Nyquist da Figura 

49(a) apresentam uma curvatura semelhante à observada na presença de processos redox, e o 

comportamento a baixas frequências se assemelha ao observado em interfaces bloqueantes. 

Isto não é observado em eletrodos não-oxidados, cujo comportamento linear no gráfico de 

Nyquist revela a não existência de grupos eletroativos na interface (Figura 15(b)). Os gráficos 
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de Bode na Figura 49(b) também apresentam bandas similares às observadas na presença de 

reações na interface, porém num ângulo de fase elevado a baixas frequências. Interpreta-se 

que grupos funcionais formados na interface sejam responsáveis por este comportamento.  

A abordagem gráfica para obtenção da capacitância empregada na seção 3.2.1 pode ser 

usada para interfaces reativas e bloqueantes, portanto extraímos as capacitâncias após a 

oxidação do eletrodo a partir dos gráficos de log |Z’’| vs. log ω, escolhendo uma faixa de alta 

frequência (fora do artefato), exemplificados pelo ajuste para EDC = 500 mV apresentado na 

Figura 50. 
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Figura 50: Gráfico de log |Z’’| vs log ω para GCE em NaCl 0,15 M e EDC = 500 mV 

após procedimento oxidativo C3. 

 

Empregando a abordagem anteriormente utilizada para o caso de interface bloqueante 

(pelo uso da Eq. 32), calculamos os valores de Q e de α para a faixa de potenciais estudada. A 

faixa de frequência usada foi de ~60 à 3 kHz. Os gráficos de Q e de α em função do potencial 

antes da adsorção de conA são apresentados e comparados com os dados sem oxidação 

(mostrados anteriormente na seção 3.2.1) nas Figuras 51(a) e 51(b), respectivamente. 
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Figura 51: Gráficos de (a) Q e (b) α obtidos para o GCE em NaCl 0,15 M, com eletrodo 

submetido ou não previamente à oxidação. 

 

Observa-se que os valores de Q para o eletrodo oxidado seguem um perfil próximo ao 

do eletrodo não-oxidado, mas com valores superiores. Os valores de α para o eletrodo oxidado 

são ligeiramente superiores aos do eletrodo não-oxidado, indicando que a dispersão da 

capacitância no primeiro é menor, representando uma superfície energeticamente mais 

uniforme. Por outro lado a influência dos tratamentos na dispersão se aproxima em potenciais 

em torno do máximo em 600 mV (potencial de mínima capacitância entre 200 e 800 mV para 

eletrodo não-oxidado).  

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

tratamento C3 são comparados com os obtidos para o eletrodo não-oxidado na Figura 52. 
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Figura 52: Capacitância para GCE em NaCl 0,15 M para eletrodo submetido ou não ao 

procedimento oxidativo C3. 

 

Confirma-se pelos resultados apresentados na Figura 52 que a capacitância após a 

oxidação aumenta muito. Podemos considerar que há um aumento da carga armazenada no 

eletrodo na forma de grupos funcionais em diferentes estados de oxidação e protonação, 

resultado no efeito observado. Ou seja, além do efeito da hidrofilicidade, também seria 

possível que grupos funcionais carregados pudessem contribuir de maneira relevante para o 

aumento da adsorção da proteína após a oxidação. Tendo em vista esta última possibilidade 

realizamos ensaios descritos na seção 3.3.5. 

 

3.3.5 – Investigando efeito da carga da superfície durante adsorção 

 

Para estudar o efeito da carga da interface na quantidade de proteína adsorvida no 

eletrodo após certo intervalo de tempo, a adsorção foi conduzida numa interface eletrificada. 

Isso foi realizado aplicando diferentes potenciais elétricos (em relação ao RE) no momento da 

imersão do eletrodo numa solução de conA. As condições experimentais são melhor descritas 

na seção 2.4.3 (Tabela 2), mas as medidas foram realizadas empregando um eletrodo de 

referência conectado por um capilar à solução de proteína, e um fio de ouro como CE (ver 

Figura 13). Para obter o recobrimento a partir deste tipo de experimento tivemos que fazer 

algumas considerações. Como acreditamos que para diferentes potenciais a máxima 

quantidade de proteína não é necessariamente a mesma, provavelmente Rθ=1 = h(E), de modo 

que deveríamos fazer uma isoterma para cada potencial para estimar o cada valor de Rθ=1 e 
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assim empregar a Eq. 34 para obter o recobrimento. No entanto, supondo que Rθ=1 >> Rθ=0 em 

todos os potenciais, poderíamos empregar a Eq. 30 como uma aproximação (para mais 

detalhes, consultar dedução no ANEXO D). Nesta equação só é necessária a medida de Rθ e 

de Rθ=0. Por isso além de executarmos medidas da adsorção (numa concentração de conA 

igual a 0,1 mg∙mL-1), realizamos ensaios para obter a resistência de transferência de carga 

após o eletrodo ter sido submetido ao mesmo potencial por 10 minutos, porém em NaCl 0,15 

M (para obter Rθ=0). O mesmo foi feito, naturalmente, com soluções de proteína, e após o 

procedimento as medidas de impedância e voltametria na presença do par redox [Fe(CN)6]
3-

/[Fe(CN)6]
4- foram realizadas. Os potenciais aplicados ficaram entre 0 mV a 1100 mV, e os 

resultados das resistências medidas após a adsorção e dos recobrimentos em função do 

potencial são mostrados na Figura 53(a) e 53(b), respectivamente. 
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Figura 53: Valores de (a) Rθ e (b) θ para diferentes potenciais aplicados no momento da 

adsorção em conA 0,1 mg∙mL-1 por 10 minutos 

 

A Figura 53(a) mostra que os valores de resistências de transferência de carga variam 

mais para potenciais extremos, o que pode se dever a influência de reações paralelas 

discutidas na seção 3.2.1, especialmente a reação de redução de oxigênio em baixos 

potenciais e da oxidação da superfície em elevados potenciais. Um dos valores de resistência 

observado foi muito baixo, na faixa de 1,5 kΩ, e como Rθ=0 ~ 0,5 kΩ neste caso, o valor de θ 

obtido foi anomalamente baixo, um pouco acima de 0,6. Pela observação da Figura 53(b) 

observamos que seu comportamento se diferencia da tendência inerente aos outros pontos, 

sendo portanto desconsiderando nas discussões subsequentes.  

Nos gráficos da Figura 53 observa-se que os valores médios de resistência em função do 

potencial, bem como do recobrimento, apresentam um mínimo entre 500 e 600 mV, que pode 
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estar relacionado com o mínimo de capacitância observado tanto no eletrodo oxidado quanto 

no não-oxidado. Se de fato estiver, a variação do recobrimento com o potencial ser 

semelhante ao perfil de capacitância vs. potencial é um indício de que a adsorção não é 

controlada pela carga, caso contrário mais carga levaria a uma maior (ou menor) quantidade 

de proteína adsorvida de maneira contínua (sem mínimos). Resultados similares foram 

obtidos por Mieke et al. [250], mostrando que a adsorção de lisozima em diferentes potenciais 

em ouro tinha perfil muito próximo às medidas de capacitância, interpretando de maneira 

similar, que a carga não era o fator mais influente na quantidade de proteína adsorvida. Isso 

indica que a conA, quase neutra, tem adsorção promovida pela hidrofilicidade da superfície.   

Para finalizar, pretendemos discutir se os resultados apresentados nas seções 

precedentes permitem avaliar se a conA é uma proteína “soft” ou “hard”. Em proteínas “soft” 

a parte interna da proteína se expõe a superfícies hidrofóbicas, liberando as moléculas de água 

instáveis na superfície sem desestabilizar a parte interna da proteína, também hidrofóbica. 

Neste caso a adsorção é dominada pelo aumento de entropia do sistema. Como a conA 

adsorve mais em superfícies hidrofílicas, a interação entre a parte externa da proteína com a 

superfície é a responsável pela adsorção. Esta interação é forte o suficiente para retirar as 

moléculas de água fortemente ligadas à superfície hidrofílica. Ou seja, nestas condições é 

preferível que a conA maximize as interações com a superfície minimizando, porém, a 

exposição da parte apolar interna. Isso limita a desnaturação da proteína, mantendo certa 

estabilidade estrutural, o que não ocorre na adsorção de proteínas “soft”. Deste modo a 

proteína seria considerada “hard”. Para proteínas “hard”, a adsorção ocorre majoritariamente 

por interações eletrostáticas, às vezes só ocorrendo quando proteína e superfície possuem 

cargas opostas. Porém no pH estudado a conA é aproximadamente neutra, de modo que a 

carga da superfície não surtiria efeito na adsorção. Comprovamos este fato nos experimentos 

descritos nesta seção, onde a adsorção é realizada em diferente potenciais. Para futuros 

experimentos seria preferível estudar a adsorção em pH baixo, em torno de 4, sendo possível 

obter a proteína positivamente carregada e, caso ela fosse “hard”, o aumento do potencial 

levaria a uma menor quantidade adsorvida (repulsão eletrostática superfície-proteína), 

enquanto que baixos potenciais levariam a uma maior adsorção.   

Do ponto de vista estrutural as folhas β pregueadas são formadas por interações entre as 

fitas β ao longo de toda a estrutura da proteína. Este fato confere estabilidade à mesma frente 

à desnaturação pois múltiplas ligações de hidrogênio entre as fitas sustentam sua estrutura. 

Este fator provavelmente confere propriedades diferenciais a conA e outras lectinas no 
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tocante a adsorção quando comparadas com outras proteínas, e provavelmente levam a conA 

a adotar um comportamento do tipo “hard”.  

As considerações acima são particularmente interessantes na construção de biosensores, 

pois a proteína adsorvida deve manter certa atividade, o que implica que deve ter certa 

estabilidade estrutural. A interação entre a proteína e açúcares, por exemplo, não poderia ser 

usada com esta finalidade se a proteína fosse “soft”.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     107 

 

4 - Conclusões 

 

A adsorção da conA foi realizada em carbono vítreo, e diferentes parâmetros obtidos a 

partir da espectroscopia de impedância eletroquímica foram usados para quantificar a proteína 

adsorvida e para observar a influência de alguns fatores no processo adsortivo. Pela 

observação da capacitância e sua dispersão após a adsorção em função da variação do 

potencial vs. Ag/AgCl obteve-se recobrimento de 23% constante entre 200 mV e 800 mV. A 

dispersão na capacitância relativa à proteína aumenta para maiores potenciais e estabiliza em 

600 mV, possivelmente devido à reorientação do dipolo elétrico da conA. A dispersão na 

energia entre diferentes estados de moléculas polarizadas levaria a um aumento na dispersão 

na capacitância.   

Em interface reativa, usando uma sonda redox, verificou-se que a adsorção aumenta 

consideravelmente após a anodização do eletrodo (por meio de voltametria cíclica e 

cronoamperometria em H2SO4 0,5 M). Esta constatação é particularmente interessante no 

desenvolvimento de biosensores, pois a quantidade de proteína adsorvida deve ser 

suficientemente grande para que a sensibilidade da técnica seja apreciável. A superfície de 

carbono vítreo mostra-se, portanto, versátil na construção de dispositivos eletroquímicos 

baseados em camadas protéicas.   

Escolhendo-se um dos pré-tratamentos oxidativos, variou-se a concentração das 

soluções de conA, e a partir de uma pseudo-isoterma constatou-se que a cinética da adsorção 

é de primeira ordem. O mecanismo difere em baixas concentrações, como pôde-se verificar 

através do recobrimento em diferentes tempos de adsorção, o processo mostrando-se 

controlado por difusão. As medidas de cinética permitiram verificar que as moléculas 

adsorvidas são majoritariamente diméricas. A adsorção por 10 minutos em soluções de conA 

com concentrações superiores à 0,01 mg∙mL-1 é o suficiente para obter a saturação do eletrodo 

oxidado, informação útil para o desenvolvimento multicamadas protéicas com a proteína, 

tema de estudos recentes.  

Medidas de impedância após a oxidação revelaram um grande aumento na capacitância 

e indícios de espécies eletroativas geradas na superfície. Experimentos com adsorção 

conduzida em diferentes potenciais mostraram uma aparente correlação entre o recobrimento 

e a capacitância, indicando que a carga da interface não controla a adsorção. Acredita-se, 

portanto, que a diminuição na hidrofobicidade do eletrodo após a formação dos grupos seja o 

fator responsável pelo aumento da adsorção após tratamento anódico. 



     108 

 

A preferência da conA por superfícies hidrofílicas mostra que é energeticamente mais 

favorável para proteína adsorver menos em superfícies hidrofóbicas, no caso carbono não-

oxidado, do que desnaturar o suficiente para expor sua parte interna hidrofóbica. Esta 

característica, bem como a estrutura peculiar da proteína, remete a sua estabilidade estrutural, 

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

APÊNDICE A – Modelos de cinética de adsorção 

 

APÊNDICE A.1 – Sequencial de uma etapa 

 

Considere o seguinte processo de adsorção de uma espécie P em uma superfície S, 

gerando uma espécie adsorvida P‒S, processo elementar regido por uma constante de 

equilíbrio k1. A reação é ilustrada abaixo com a respectiva equação diferencial que governa o 

processo elementar, assumindo adsorção em sítios específicos: 

 

Resolvendo a equação diferencial via integração para as condições de contorno θ(t = 0) 

= 0 e θ(t) = θt: 

 

tPktPk
dt
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APÊNDICE A.2 – Modelo de Langmuir 

 

Similar ao processo descrito no APÊNDICE A.1, o modelo de Langmuir tem um 

processo desortivo adicional de primeira ordem, cuja constante de velocidade é k-1 neste caso. 

Deste modo temos um processo tal qual ilustrado abaixo, com sua respectiva equação 

diferencial. 
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Assume-se que [P]0 não varia com tempo (concentração grande o suficiente para gerar 

um processo de pseudo-primeira ordem). Neste caso a equação diferencial pode ser resolvida 

via integração: 
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APÊNDICE B – Ferramentas estatísticas 

 

APÊNDICE B.1 - Teste de correlação de Spearman 

 

Para testar a independência entre duas variáveis randômicas quando a associação entre 

elas não é necessariamente linear frequentemente calcula-se o coeficiente de correlação de 

postos de Spearman, ρ [251]. Ao invés de usar os valores de x e y e suas médias para calcular 

a correlação de acordo com Pearson (para associações lineares), faz-se o mesmo, mas com o 

chamado posto de cada variável. Os postos para cada valor de cada variável são resultantes de 

um ordenamento numérico. Num conjunto x1, x2,... xN, por exemplo, o menor valor de x 

recebe posto 1, o segundo menor 2, e assim sucessivamente. Deste modo a cada valor xi 

corresponde um posto R(xi) de 1 até N (no APÊNDICE B N não equivale ao número total de 

sítios disponíveis para adsorção, mas sim ao número total de medidas). O mesmo é feito com 

o conjunto y1, y2,... yN, sendo que para cada yi há um R(yi). Caso não existam valores de x ou 

de y que coincidam, o coeficiente ρ pode ser calculado pela equação abaixo: 
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O ρ de Spearman é insensível a certos tipos de dependências, como as não-monotônicas 

[252]. Para avaliar a significância usam-se testes de hipótese unilaterais e bilaterais. Caso 

deseje-se verificar se há uma tendência de que y aumente para maiores valores de x, compara-

se o valor de ρ com o tabelado na literatura para  = 0,05 e um dado N [253]. Caso seja maior 

a correlação é significativa. Para se investigar a possibilidade de que a tendência contrária é 

significativa, o valor obtido de ρ (negativo) deve ser menor que o negativo do valor tabelado 

para  = 0,05. Ambos os testes são unilaterais, verificando uma tendência única. Já se o 

objetivo é investigar alguma correlação, seja negativa ou positiva, compara-se o |ρ| com o 

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

 

APÊNDICE B.2 - Teste da Falta de Ajuste 

 

Este teste visa verificar a adequação de um modelo a partir de um teste F, no qual são 

comparadas as variância que o modelo não prevê (da falta de ajuste) com a variância 

resultante da dispersão natural no sistema (do erro puro). Ele é aplicável tanto a modelos 

lineares quanto não lineares, com ou sem replicatas [255–257]. No presente caso suporemos 

que as replicatas estão presentes.  

Seja N o número total de observações, em que para cada valor de uma variável 

dependente y corresponde a outro na independente x. Para o valor de x1 são medidos os 

valores 
111211 ,...,, nyyy  (n1 replicatas), neste que é chamado de nível 1. Se forem escolhidas M 

variáveis independentes, teremos M níveis, até o valor de xM, que apresenta nM replicatas 

(
MMnMM yyy ,...,, 21 ). O valor médio para cada nível é dado por

iny , de modo que para cada 

nível i há um valor médio. A diferença entre um valor de yik qualquer (k = 1, 2, ..., ni) e a 

média em seu nível i é dado por iik yy  , e a soma dos quadrados destas diferenças é o que se 

chama de soma quadrática do erro puro (SQep), segundo a fórmula abaixo: 
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O número de graus de liberdade desta soma quadrática (vep) equivale a N – M, de modo 

que a variância associada ao erro puro é SQep/(N – M), geralmente chamada de média 

quadrática do erro puro (MQep): 
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                                                                                         Eq. 36 

 

Uma função não-linear que descreve y em função de x e de um conjunto de p parâmetros 

Ω1, Ω2,..., Ωp é representada por f(xi,Ω), em que i = 1,2,..., M. Uma estimativa dos parâmetros 

é obtida por métodos iterativos (como o Levenberg-Marquardt), fornecendo p ˆ,...,ˆ,ˆ
21 . 

Levanta-se a hipótese nula de que o valor esperado de yik seja equivalente a )ˆ,( ixf . Logo 

calcula-se a diferença entre os valores yik e o valor previsto segundo o modelo não-linear, 

)ˆ,( ixf . Somando-se os quadrados destas diferenças obtemos o resíduo do modelo na forma 

de soma quadrática residual (SQr): 
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A soma quadrática residual pode ser separada na parcela residual natural do sistema 

(SQep) acrescida do resíduo deixado pelo modelo, a soma quadrática da falta de ajuste (SQfaj). 

Logo SQfaj pode ser obtida subtraindo SQep de SQr: 
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O número de graus de liberdade desta soma quadrática (vfaj) é M – p, de modo que a 

média quadrática da falta de ajuste (MQfaj) é dada pela Eq. 38: 
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                                                                                  Eq. 37 

 

Neste ponto as variâncias MQep e MQfaj são comparadas estatisticamente através de um 

teste de hipótese. O resíduo que o modelo não consegue reproduzir (MQfaj) não deve diferir 

significativamente do resíduo natural do sistema (MQep) para que ele seja considerado 

ajustado. Caso haja uma diferença entre elas, possivelmente o modelo não reproduz algum 

comportamento sistemático na forma de alguma funcionalidade não considerada no modelo. 

Por exemplo, usar um modelo linear para modelar uma parábola resulta em resíduos com 
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formato parabólico. Esta tendência sistemática não considerada pelo modelo não é da mesma 

natureza da variação natural (a princípio aleatória) do sistema. Deste modo o modelo não 

estaria ajustado, necessitando de um termo quadrático adicional neste exemplo.  

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

de F num nível de confiança escolhido (95% por exemplo) para vfaj e vep graus de liberdade, 

respectivamente, encontra-se 05,0α

,0 FF 
epfaj vv  (para um teste bilateral). Se F > F0 as variâncias 

diferem, e consequentemente o modelo não está ajustado, pois o resíduo por ele deixado não é 

puramente aleatório. Por outro lado se F < F0, MQfaj não difere significativamente de MQep, de 

modo que o modelo está ajustado. Caso vários modelos sejam comparados (desde que um não 

se converta no outro por modificação nos parâmetros), os que se mostram ajustados com 

menores valores de F são preferíveis aos com os maiores valores de F [258]. 
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ANEXOS 

ANEXO A – Dedução alternativa do recobrimento em função da 

capacitância 

 

Suponhamos que numa superfície existam N sítios, e que a capacitância medida nestas 

condições seja Cθ=0. Após a adsorção Nads destes sítios são ocupados com o adsorbato, 

gerando uma capacitância Cθ, e para um sistema em que todos os sítios estão ocupados, 

obtemos uma capacitância Cθ=1. Com estas afirmações determinamos os limites (ou condições 

de contorno) para nossa função que relaciona θ com C, de modo que quando θ → 0, Cθ → 

Cθ=0, e similarmente quando θ → 1, Cθ → Cθ=1. Se considerarmos que a cada sítio 

corresponde uma capacitância, e que todas estão em paralelo, teríamos uma representação 

semelhante à apresentada abaixo: 

 

 

               Cθ=0                                   Cθ                                   Cθ=1 

 

Como a capacitância resultante de um conjunto em paralelo é a soma das capacitâncias, 

poderíamos obter a capacitância de um sítio desocupado (Cθ=0’) dividindo a capacitância total 

na superfície sem adsorbato pelo número de sítios: Cθ=0’ = Cθ=0 / N. De maneira similar 

seríamos capazes de obter a capacitância para um sítio ocupado (Cθ=1’) a partir da 

capacitância resultante de uma superfície com todos os sítios ocupados: Cθ=1’ = Cθ=1 / N. Em 

um recobrimento parcial a capacitância resultante (Cθ) é obtida pela soma de todas as 

capacitâncias em paralelo, isto é, a soma de todas as capacitâncias referentes aos sítios 

desocupados com as dos sítios ocupados. A soma de todas as capacitâncias dos sítios 

desocupados equivale a Cθ=0’(N – Nads) (soma de todos os N-Nads sítios desocupados), e a das 

capacitâncias dos sítios ocupados igual a Cθ=1’Nads. A capacitância resultante é, portanto: 
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e lembrando que θ = Nads/N: 
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Uma função C(θ) que obedece às condições impostas: C(θ = 0) = Cθ=0 e C(θ = 1) = Cθ=1. 

Rearranjando a função obtemos a Eq. 27. Uma outra maneira de obter a mesma relação é 

considerar Cθ como uma média ponderada das capacitâncias limites, Cθ=0 e Cθ=1, em que os 

pesos são os números de sítios desocupados e ocupados, respectivamente: 
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ANEXO B – Dedução do recobrimento em função da resistência via modelo 

eletroquímico 

 

Suponha uma reação de transferência de elétrons na interface, como [Fe(CN)6]
3- + e-  

[Fe(CN)6]
4-. Na superfície de área A, completamente isenta do adsorbato em questão, a reação 

na interface implica uma resistência de transferência de carga Rct(antes). Com a adsorção, a 

área recoberta pela espécie adsorvida não permite a transferência de elétrons através dela, de 

modo que a área disponível para a reação redox é menor, sendo subtraída por um fator 

proporcional ao número de moléculas adsorvidas Nads, multiplicado pela a área de contado do 

adsorbato com a superfície a. Neste caso a resistência à transferência de carga aumenta para 

Rct(depois). 

 

 

 

Esse modelo assume implicitamente que não existe transferência de elétrons através do 

adsorbato (como através de tunelamento), que 1 molécula de adsorbato corresponde a 1 área a 

(não considera a formação de multicamadas nem ancoramento de proteínas) e que existe uma 

orientação preferencial do adsorbado o suficiente para que exista só uma área de contato a. 

área A área a 

[Fe(CN)6]4- [Fe(CN)6]3- 

área A-a∙Nads 

[Fe(CN)6]4- [Fe(CN)6]3- 

Rct(antes) Rct(depois) 
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Empregando a Eq. 19, a razão entre as duas resistências acima citadas fornece a seguinte 

relação: 

 

 

 

 

 

                                                 

 

O recobrimento percentual é equivalente ao número de sítios ocupados pelo número 

total de sítios, de maneira que segundo nosso modelo essa razão equivale à área ocupada pelo 

adsorbato (a∙N) dividida pela área total (A). O recobrimento pode ser obtido, portanto, em 

função das resistências de transferência de carga: 
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O que equivale, naturalmente, à Eq. 30. Algumas das falhas deste modelo, além das 

limitações impostas na sua dedução, é que se espera que para uma monocamada a resistência 

de transferência de carga aumente infinitamente, portanto para recobrimentos elevados ele 

seria particularmente falho. 

ANEXO C – Associação entre distribuição de Boltzmann e orientações de 

moléculas adsorvidas em interface eletrizada 

 

Se há um intercâmbio entre as orientações com dipolo paralelo e perpendicular ao 

campo elétrico, podemos dizer que a razão entre as respectivas populações nos referidos 

estados, η|| e η, é proporcional a diferença de energia entre elas. Neste caso, assumindo um 

modelo simplesmente elétrico, esta diferença de energia é p∙X∙[cos(0º)-cos(90º)] = p∙X. Deste 

modo a equação de Boltzmann para este caso seria:  
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O campo elétrico está relacionado à carga q uma vez que X = q / (Aεε0), e esta pode ser 

obtida pela variação da capacitância com o potencial: 

dECq
E

E 0

 

em E0 é o PZC. A variação na capacitância causada pela proteína é constante ao longo da 

faixa de potencial estudada, de modo que o comportamento das curvas de capacitância vs. 

potencial antes e depois da adsorção pode ser interpretado como no seguinte modelo, no qual 

a capacitância da proteína (CP) é arranjada em paralelo com a capacitância da solução (CS), 

mas só esta última varia com o potencial:    

 

Neste caso a capacitância após a adsorção da proteína seria a soma C = CS + CP, que 

varia com o potencial porque CS é uma função de EDC, embora CP não seja. Isso implica que a 

diferença C – CS fornece CP, que por ser independente do potencial, pode ser retirada da 

integral que relaciona capacitância e carga, gerando a relação q = CP∙(E-E0). 

Consequentemente, a seguinte relação pode ser derivada: 
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Em que η0 = exp(γE0) e γ = pCθ/(kTAεPε0).  

O valor de CP/A pôde ser estimado dos nossos dados pela média dos valores de (C - 

Cθ=0) para os diferentes potenciais, gerando um valor de 39,410-3 F∙m-2 (importante lembrar 

que neste caso θ = 0,23). Para empregar as equações deduzidas acima nos resultados que 

obtivemos temos que supor que o decaimento supostamente exponencial observado na Figura 

CS 

CP 

CS 
 

EDC 
CP 
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27(b) seja referente à mudança de população das moléculas em diferentes orientações, e que 

este processo promove uma variação na distribuição energética da superfície de modo que 

influencia o valor de α. Postulamos que a relação entre α e a distribuição energética é direta, 

premissa que pode não ser verdadeira, embora isso não invalide o modelo, mas sua aplicação 

nos resultados obtidos nos presentes experimentos. Porém, assumindo esta premissa, o valor 

Ω3 obtido por ajuste não linear para uma função exponencial y = Ω1 + Ω2exp(Ω3x) nos dados 

da Figura 27(b) poderia fornecer uma estimativa dos valores de εP ou de p. Como 

empregamos previamente εP = 15, usamos este valor para estimar p. Ele pode ser obtido, 

portanto, através da equação abaixo: 

  

γ = pCP/(kTAεPε0) => p = γ(kTεPε0)/(CP/A)  

 

Se usarmos o valor de Ω3 = (1/0,14) obtido pelo ajuste da função exponencial dos dados 

como uma estimativa de γ, temos que: 

 

 p = γ(kTεPε0)/(CP/A)   
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O momento de dipolo elétrico de proteínas geralmente se situa na faixa de centenas de 

Debyes [259], de modo que o valor estimado é relativamente baixo. Deve-se levar em conta, 

entretanto, que empregamos CP para θ = 0,23 no cálculo. É de se esperar que só seria possível 

estimar valores razoáveis de momento de dipolo da proteína quanto houvesse a formação de 

uma monocamada. Experimentos verificando as curvas de Δα vs. EDC para diferentes 

recobrimentos mostrariam, neste caso, uma queda menos abrupta para concentrações menores 

de proteína adsorvida, levando a observação de maiores momentos de dipolo estimados. 

 

ANEXO D - Dedução do recobrimento em função da resistência via modelo 

elétrico 

 

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

com sítios desocupados, cuja corrente que os perpassam é '0i , e sítios ocupados cuja 
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corrente é '1i , como resultado de uma diferença de potencial E através de resistências Rθ=0’ e 

Rθ=1’, como representado na figura abaixo: 

 

Considerando que a corrente total é a soma das correntes em paralelo, é possível obter 

relação análoga à deduzida para capacitâncias no ANEXO A (pois a capacitância resultante de 

capacitâncias em paralelo também é a soma das capacitâncias individuais): 
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Considerando a lei de Ohm: 
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É importante notar que para Rθ=1 >> Rθ=0, θ ≈ 1 − Rθ=0/Rθ, que é a mesma relação 

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

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

resistência observada não seja infinitamente grande.  
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