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Resumo 

Esta tese de doutorado foi dedicada à investigação do modo como a técnica de 

espectroscopia de impedância elétrica (EIE) poderia ser usada para acompanhar os processos 

de mudanças conformacionais de macromoléculas biológicas, como proteínas e DNA. Para 

isso, usamos como sistemas modelos a proteína albumina do soro bovino (BSA), e a formação 

do complexo polianilina/DNA (PANI/DNA). Com a caracterização de soluções de DNA e 

BSA por EIE e sua modelagem elétrica convenientemente descrita pelo circuito de Randles (e 

sua variante), foram determinados os parâmetros relevantes para descrição dos fenômenos de 

desnaturação e de agregação da proteína e da precipitação do complexo PANI/DNA. As 

informações obtidas sobre a solubilidade desses últimos complexos são de grande utilidade 

para o entendimento dos mecanismos de interação entre cadeias de DNA e de polímeros 

condutores. Do mesmo ponto de vista da EIE, as sucessivas mudanças da conformação da 

proteína e os detalhes da cinética de sua agregação na interação com surfactantes foram 

adequadamente correlacionados com a característica elétrica do circuito de Randles das 

soluções correspondentes. Finalmente, estudos iniciais foram estendidos para a análise dos 

processos de fibrilação de proteínas. Para todos os problemas abordados, o uso da resistência 

de transferência de carga elétrica (RCT) (um parâmetro do circuito de Randles) nos permite 

sugerir ser a técnica de EIE apropriada para caracterizar as diferentes mudanças 

conformacionais envolvidas em fenômenos que resultam da interação de biomoléculas com 

moléculas de prova. Assim, ela se confirma como um método competitivo quando comparado 

ao uso da fluorescência e da absorção UV-Vis (técnicas rotineiramente adotadas para a análise 

desses problemas). 

 Palavras-chave: Proteína. DNA. Mudanças conformacionais. Fibrilação, 

Espectroscopia de impedância elétrica. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Abstract 

This doctoral thesis was devoted to the investigation of the technique of electrical 

impedance spectroscopy as an alternative method to assess conformational changes of 

biological macromolecules, such as proteins and DNA. For this, we used protein bovine 

serum albumin (BSA), and the formation of polyaniline (PANI)/DNA complexes as model 

systems. With the characterization of DNA and BSA solutions by Electrical Impedance 

Spectroscopy (EIS) and their electrical modeling conveniently described by the Randles 

circuit (and its variant), we determined the relevant characteristics of phenomena such as the 

denaturation and aggregation of proteins (BSA), and polymer/DNA complex formation 

(PANI/DNA). As a result of this approach we identified the existence of different interaction 

regimes between the chains of polyaniline and DNA molecules that are dependent on the 

concentration of PANI/DNA and the existence of equilibrium conditions which separate 

regions of precipitation/stability the PANI/DNA complex. Also from this point of view, the 

modes of interaction BSA / surfactants involved in the conformation changes well as typical 

stages associated with fibrillation kinetics were adequately correlated with the electric 

characteristic of the Randles circuit. In all studies carry out in this thesis, the analysis of the 

electric charge transfer resistance behavior (RCT) (a parameter of the Randles circuit) when 

confronted with the results obtained by standard techniques showed that the EIS presents 

reliable and some comparative advantages. These results allow us to provide an adequate and 

competitive alternative to conventional methods such as UV-Visible absorption, fluorescence 

and the use of probe molecules.  

Keywords: Protein. DNA. Unfolding.  Fibrillation. Electrical impedance spectroscopy. 
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Capítulo 1 - Introdução  

Esta tese é dedicada à implementação da espectroscopia de impedância elétrica (EIE) 

como técnica regular para o estudo de fenômenos biológicos resultantes de interações entre 

biomoléculas como proteínas e ácido desoxirribonucleico (DNA), com polímeros condutores 

e moléculas anfifílicas (surfactantes). Para tanto, dois importantes fenômenos biológicos 

foram escolhidos para serem estudados através do uso da EIE: i) mecanismos de interação 

entre moléculas de DNA e cadeias de polímeros condutores, e ii) processos de desdobramento 

e fibrilação de proteínas. O mecanismo de interação de moléculas de DNA com cadeias 

poliméricas é um importante problema a ser abordado, uma vez que materiais híbridos do tipo 

(polímero condutor)/(nanopartículas metálicas) têm sido usados no grupo de Polímeros Não-

Convencionais do Departamento de Física da Universidade Federal de Pernambuco como 

plataformas para o diagnóstico e identificação de doenças contagiosas. Nesse sentido, é 

importante buscar as condições que otimizam as interações entre esses materiais híbridos. Já o 

processo de desdobramento de proteínas é outro importante fenômeno ligado às mudanças na 

organização molecular (ou conformação) de proteínas que trazem consigo relação direta com 

as funções biológicas desempenhadas pela proteína, o que confirma a relevância desse estudo. 

Da mesma forma, o processo de fibrilação de proteínas, também resultante de mudanças 

conformacionais específicas dessas moléculas, é de interesse por conta de sua estreita relação 

com doenças conhecidas por amiloidoses, como, por exemplo, mal de Alzheimer, mal de 

Parkinson, diabete tipo II e catarata, entre outras (SELKOE, 2003). Além disso, as 

conformações adotadas pela macromolécula durante esses processos resultam em ótimos 

moldes 3-D para a formação e organização de nanoestruturas com grandes possibilidades para 

aplicações em diferentes áreas, desde biosensores a células solares (BOLISETTY et al., 2012;  

MEIER; LIFINCEV; WELLAND, 2015;  WANG; LI; ZHONG, 2015a;2015b). Portanto, 

entender, aperfeiçoar e propor novos métodos e técnicas de identificação são passos 

importantes na direção de uma investigação mais completa desses problemas de interesse.  

Nesse sentido, a proposta desta tese é aplicar a espectroscopia de impedância elétrica 

(EIE) como uma técnica de caracterização alternativa e/ou complementar às metodologias 

tradicionalmente usadas para o estudo desses problemas, como dicroísmo circular, 

espectroscopia no infravermelho (FTIR), espectroscopia Raman, e as espectroscopias no 
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ultravioleta-visível (UV-Vis) e de fluorescência. A EIE se baseia na medida da resposta 

elétrica da amostra de interesse (corrente elétrica) no domínio da frequência quando um 

pequeno estímulo (potencial elétrico oscilante no tempo) é aplicado sobre ela. Com essa 

metodologia, a EIE é uma técnica versátil tanto em física do estado sólido quanto em física da 

matéria mole, uma vez que diferentes características de uma amostra (tais como transporte de 

carga elétrica (iônico e eletrônico), dupla camada elétrica e processos de relaxação e de 

difusão de massa) podem ser identificados por meio de analogias entre a resposta observada e 

aquela oferecida por circuitos elétricos equivalentes. Em física da matéria mole (como é o 

caso deste trabalho), a EIE é uma técnica conveniente para investigar os mecanismos de 

agregação em moléculas anfifílicas
1
 (tais como, concentração micelar crítica, ponto de névoa, 

ponto de Krafft em surfactantes, concentração de agregação crítica em corantes) (ARAUJO et 

al., 2010;  DE LIMA, S. V.; DE OLIVEIRA, 2010;  DE OLIVEIRA, H. P.; OLIVEIRA; DE 

MELO, 2006;  LIMA; OLIVEIRA, 2010). Propriedades anfifílicas são também características 

das proteínas e como tal estão envolvidas na ocorrência de processos de agregação em muitos 

processos biológicos. Sendo assim, naturalmente esta tese se propõe estender o uso de EIE 

para a descrição de fenômenos biológicos e mostrar sua capacidade para fornecer importantes 

contribuições para o entendimento dos problemas biológicos estudados. 

Então os objetivos desta tese são: 

Objetivo Geral: 

1) Examinar o uso da espectroscopia de impedância elétrica como técnica alternativa 

e/ou complementar para o estudo de processos biológicos relacionados à formação de 

complexos polímeros condutores/DNA, a fibrilação e mudanças conformacionais de 

proteínas.  

                                                 
1
 As moléculas anfifílicas consistem tipicamente de uma porção hidrofílica polar com afinidade com 

moléculas de água (iônica ou não iônica), conhecida como cabeça polar, ligada a uma cadeia hidrofóbica que não 

apresenta interação com moléculas de água (formada por hidrocarbonetos). 
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Objetivos Específicos: 

1) Utilizar a técnica de EIE para estudar os mecanismos de interação entre moléculas de 

DNA(consideradas como poliânion) e de polianilina (policátion) com diferentes 

estados de oxidação, tanto na ausência quanto na presença de nanopartículas de ouro.  

2) Estudar por meio da EIE as mudanças na organização molecular de uma proteína 

modelo (BSA) induzidas pelo aumento progressivo da concentração de um surfactante 

seja ele de natureza catiônica, aniônica ou não iônica. 

3) Caracterizar a cinética de fibrilação da proteína BSA induzida pela temperatura, 

usando a EIE como uma alternativa viável e competitiva às técnicas já estabelecidas. 

Como acima explicitado, os objetos de estudo desta tese são: proteínas, DNA e a 

espectroscopia de impedância elétrica. Por essa razão, no Capítulo 2 é apresentada uma 

descrição dos diferentes níveis possíveis de organização molecular das proteínas e de seus 

processos de auto-organização e agregação, bem como examinar a estrutura e organização das 

cadeias de DNA. Já no Capítulo 3 é apresentada a técnica de espectroscopia de impedância 

elétrica, com enfoque nos seus princípios e fundamentos físico-matemáticos que tornam esta 

técnica versátil para caracterizar a natureza microscópica da auto agregação de biomoléculas. 

Nos Capítulos 4 e 5os resultados e conclusões relacionados a formação dos complexos de 

polialianilina/DNA foram abordados com enfoque na caracterização por EIE. Já os Capítulos 

6 e 7 foram dedicados aos estudos dos processos de desnaturação e fibrilação relacionados à 

proteína BSA. Por fim, o capítulo 8 traz as conclusões finais e perspectivas deste trabalho de 

tese. 
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Capítulo 2 – Biomoléculas: Proteínas e seus processos de 

auto-organização;DNA e sua estrutura 

Proteínas são biomoléculas responsáveis por uma quantidade inumerável de tarefas, 

tais como, controle de metabolismo, transporte de outras moléculas, construção de tecidos, 

divisão celular, entre outras (KRATZ, 2009;  NELSON; COX, 2013). Para desempenhar essa 

diversidade de funções, as proteínas guardam uma estreita especificidade na relação entre a 

função a ser desempenhada e a correspondente conformação adotada. O termo conformação 

diz respeito à organização 3-D de uma proteína resultante de um delicado balanço entre 

diferentes tipos de interações intramoleculares. Quando essa organização é alcançada, 

dizemos que a proteína está na sua estrutura nativa e quimicamente ativa para exercer uma 

função biológica específica. Do contrário, a organização mesmo que perfeita pode trazer uma 

série de problemas, alguns dos quais podem ser relacionados à diferentes doenças. Portanto, 

estudar a natureza das interações que levam à má formação ou mesmo ao rompimento da 

estrutura 3-D das proteínas é fundamental para o entendimento da origem de problemas 

ocasionados pela perda da conformação de uma proteína. Para isso, antes de qualquer coisa é 

preciso ter em conta a composição e as interações que promovem à auto-organização de uma 

proteína.  

2.1 - Proteínas: Composição  

Do ponto de vista de sua composição, proteínas são constituídas de unidades básicas 

(aminoácidos) dispostas ao longo da cadeia polimérica proteica, chamada de polipeptídio 

(SNEPPEN; ZOCCHI, 2005). Os aminoácidos (Figura 2.1) são moléculas orgânicas com uma 

estrutura básica composta por uma cadeia principal formada por um átomo de carbono central 

(denotado por C) ligado a um grupo amina, a um grupo carboxila e a um átomo de 

hidrogênio e por uma cadeia lateral, que especifica cada um dos vinte aminoácidos 

conhecidos e que lhes conferem características de polaridade por conta da presença de grupos 

hidrofóbicos, hidrofílicos e eletricamente carregados (FINKELSTEIN; PTITSYN, 2002;  

SNEPPEN; ZOCCHI, 2005). 
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Figura 2.1 - Estrutura dos 20 aminoácidos. Em azul, o grupo amina, em vermelho, o grupo 

carboxila, e em verde, a cadeia lateral de: 1) Glicina, 2) Valina, 3) Leucina, 4) Isoleucina, 

5)Metionina, 6) Triptofano, 7) Fenilalanina, 8) Prolina, 9) Alanina, 10) Serina, 11) treonina, 

12) Cisteina, 13)Tirosina, 14) Asparagina, 15) Glutamina, 16) Ácido Aspártico, 17) Ácido 

Glutâmico, 18) Lisina, 19) Arginina, 20) Histidina. 

Tipicamente, os aminoácidos polares e eletricamente carregados são hidrofílicos, ou 

seja, têm afinidade por moléculas de água devido a interações do tipo dipolo-dipolo e dipolo-

carga, estabelecidas entre as moléculas de água e a cadeia lateral do aminoácido (BARRETT; 

ELMORE, 1998). Já os aminoácidos não polares são, por natureza, hidrofóbicos e tendem a 

se agregar por meio de interações ditas como hidrofóbicas, formando aglomerados que 

minimizam o contato entre a cadeia lateral e as moléculas de água (BARRETT; ELMORE, 

1998).  

Os aminoácidos da categoria dos eletricamente carregados possuem grupos nas 

cadeias laterais que são ionizáveis, conforme as condições de pH do meio ao qual estes 

estiverem expostos (BARRETT; ELMORE, 1998). Em outras palavras, isto significa dizer 

que a carga elétrica líquida de uma proteína depende do número de grupo ionizáveis, a um 

dado valor de pH. Para cada proteína existe um valor característico de pH, conhecido como 

ponto isoelétrico, para o qual sua carga global é nula. Assim para valores de pH abaixo do 
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ponto isoelétrico, a proteína tem carga efetiva positiva, enquanto que em pHs acima do ponto 

isoelétrico, a carga global da proteína é negativa. Dessa forma, a carga elétrica global de uma 

proteína está associada à diferença entre o valor de pH no meio e o ponto isoelétrico da 

proteína (PACE; GRIMSLEY; SCHOLTZ, 2009).  

Graças às distintas características dos aminoácidos, uma proteína tem a capacidade de 

se auto-organizar de forma a criar seções quimicamente responsáveis por certa função. Esse 

processo de auto-organização da macromolécula, conhecido como dobramento da proteína, 

(ou enovelamento proteico) é razoavelmente complexo. Portanto é conveniente separar esse 

processo em quatro diferentes níveis de estruturação como detalhado abaixo: estrutura 

primária, secundária, terciária e quaternária. A Figura 2.2 resume estes níveis de organização, 

que serão descritos em detalhe nas seções 2.2- 2.5 com enfoque nas diferentes interações que 

levam à formação dessas estruturas. 

 

Figura 2.2 - Diferentes níveis de organização  molecular de uma proteína. Adaptada de 

(Amino Acids, Proteins, and Enzymes, 2015).  

2.2 - Estrutura primária de uma proteína 

A estrutura primária, que é única e exclusiva para cada proteína, corresponde à 

sequência de aminoácidos ao longo da cadeia polipeptídica formada como resultado de 

reações de condensação entre os aminoácidos. Nessas reações, uma molécula de água é 

perdida para cada par de aminoácidos, devido à interação do grupo carboxila do aminoácido 

com o grupo amina do outro aminoácido, e uma subsequente ligação covalente C-N 

(conhecida como ligação peptídica) é formada na cadeia principal (Figura 2.3(A)). Pela razão 

de ocorrer a perda de moléculas de água, se diz que na estrutura primária existem apenas 

resíduos de aminoácidos, sendo a sequência destes resíduos ao longo da cadeia polipeptídica 
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um elemento determinante para a formação da estrutura secundária, uma vez que essa 

estrutura envolve apenas interações entre grupos presentes na cadeia principal de cada 

resíduo.  

 

Figura 2.3 - (A) Formação da estrutura primária de uma proteína. (B) Recorte da cadeia de 

um polipeptídeo mostrando as rotações permitidas e restrições da estrutura primária; em 

azul, as ligações que são livres para rotacionar; em verde, os átomos e ligações restritos a 

um mesmo plano. 

Em geral, a estrutura primária da proteína consiste de uma sequência determinada pelo 

código genético do organismo, contendo cerca de 100 a 1000 resíduos de aminoácidos 

(FINKELSTEIN; PTITSYN, 2002). Essa sequência se caracteriza por ter 2 graus de 

liberdade, o que lhe permite ter uma boa flexibilidade graças às rotações  e em torno das 

ligações C-C e N-C, respectivamente (ver Figura 2.3(B)) (FINKELSTEIN; PTITSYN, 

2002;  KRATZ, 2009;  SNEPPEN; ZOCCHI, 2005). Em contrapartida, as ligações mostradas 

em verde na Figura 2.3 (B) são restritas ao mesmo plano, o que faz com que somente certas 

combinações de  e possam ocorrer em uma conformação da proteína. 

2.3 - Estruturas secundárias de uma proteína 

Tipicamente, essas estruturas são arranjos espaciais com formas bem definidas (alfa-

hélice, folha-beta, etc., como mostrado na Figura 2.4) mantidas por ligações de hidrogênio 
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entre os átomos de oxigênio do grupo carboxila e hidrogênio do grupo amina da cadeia 

principal (KRATZ, 2009;  SNEPPEN; ZOCCHI, 2005). 

A estrutura alfa-hélice forma uma espiral regular com orientação para a direita e se 

caracteriza por ter os ângulos  e definidos na Figura 2.3(B) com valores 

aproximadamente iguais a - 60° e 50°, respectivamente (PETSKO; RINGE, 2004). Esses 

ângulos são resultados das duas ligações de hidrogênio (pontos pontilhados na Figura 2.4) 

estabelecida entre um resíduo e o quarto resíduo subsequente da estrutura primária, de 

maneira que em uma volta da hélice corresponde a cerca de 3,6 resíduos de aminoácidos. 

Outra propriedade importante é o fato de que a cadeia lateral dos aminoácidos se projeta para 

fora do eixo da hélice. Como ao longo da alfa-hélice existem tanto cadeias laterais 

hidrofóbicas quanto hidrofílicas, em geral um conjunto de alfa-hélices se auto-agrega por 

meio de interações hidrofóbicas, de forma a expulsar moléculas de água dos contatos 

hidrofóbicos e manter as cadeias laterais hidrofílicas expostas à água.  

 

Figura 2.4 - Principais estruturas secundárias. Adaptada de (Module 3: Basic Science, 

Biology Core, 2015). 

Por sua vez, as folhas-beta são formadas por extensos segmentos da cadeia do 

polipeptídio (cerca de 3-10 resíduos) dispostos paralelamente ou antiparalelamente (ou, 
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ocasionalmente, de forma misturada (PETSKO; RINGE, 2004)), e que são mantidos ligados 

entre si por meio de pontes de hidrogênio. Ao contrário da alfa-hélice, as ligações de 

hidrogênios na folha-beta envolvem resíduos distantes um do outro na sequência primária, 

como mostra a Figura 2.4. Os extensos segmentos da cadeia polipeptídica, conhecidos como 

fitas têm sua disposição definida pela orientação das ligações peptídicas (C-N) (PETSKO; 

RINGE, 2004). Por exemplo, na folha-beta da Figura 2.4, o segmento da esquerda (fita- 

esquerda) tem as ligações C-N em sentido contrário à fita- da direita e, portanto, tais fitas 

são antiparalelas entre si. Além disso, as cadeias laterais são projetadas na mesma direção, 

mas em sentidos opostos. Para a configuração paralela, todas as ligações C-N são paralelas 

entre si e as cadeias laterais estão dispostas no mesmo sentido. As fitas se distanciam uma da 

outra por cerca de 4,8 Å e os ângulos  e têm valores iguais a 150° e -135° para a 

configuração antiparalela e 135° e -120° para a paralela (NELSON; COX, 2013;  SNEPPEN; 

ZOCCHI, 2005).Uma importante informação relacionada à folha-beta é o fato de que doenças 

relacionadas a mudanças na conformação de proteínas (conhecidas como amiloidoses) 

apresentam como consequência agregados intermoleculares com alto percentual dessa 

estrutura secundária (RAMBARAN; SERPELL, 2008).  

 Outras estruturas incomuns, consideradas como secundárias, são voltas (do inglês 

turn) e espirais randômicas, que são formas distorcidas que a cadeia polipeptídica pode 

apresentar, especialmente quando perdem sua capacidade de exercer uma dada função. 

Enquanto as voltas são fundamentais para unir pares de fita-beta, as espirais randômicas 

representam a principal forma encontrada por uma proteína que perde sua estrutura nativa 

original. 

É importante ter em conta que o percentual de cada uma das estruturas secundárias em 

uma proteína varia conforme a função a ser por ela exercida e as condições ambientais, tais 

como pH, temperatura, entre outras. Técnicas experimentais, como o dicroísmo circular 

(WHITMORE; WALLACE, 2008), espectroscopia de infravermelho (GOORMAGHTIGH; 

RUYSSCHAERT; RAUSSENS, 2006;  NAVEA et al., 2006), ressonância magnética nuclear 

(WÜTHRICH et al., 1991), são normalmente usadas para identificar o percentual de estrutura 

secundária das proteínas. Por exemplo, em pH 7,4, a albumina do soro bovino (BSA), 

proteína  usada ao longo desta tese, apresenta 68% de alfa-hélice, 18% de folha-beta e 14% de 

dobras e espirais randômicas (REED et al., 1975).   
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2.4 - Estrutura terciária de uma proteína 

Essa organização espacial representa a conformação da proteína como um todo, 

resultante do empacotamento de alfa-hélices e folhas-beta devido somente a interações entre 

cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos, como pode ser visto na Figura 2.5. Como dito 

na Seção 2.1, cada aminoácido tem uma cadeia lateral com polaridade bem definida, o que 

obriga a estrutura secundária a se organizar em solução, de forma a minimizar o número de 

possibilidades de contatos entre seções hidrofóbicas da cadeia peptídica com as moléculas de 

água. Nesse processo de se auto-organizar, a cadeia polipeptídica alcança níveis de 

estruturação compacta conhecidos como estruturas terciárias.  

 

Figura 2.5 - Principais interações envolvendo cadeias laterais de aminoácidos responsáveis 

pela formação da estrutura terciária. Adaptada de (B for Biology: Biomolecules of the Cell - 

Proteins, 2015). 

Em muitos casos, a estrutura terciária é o último estágio em três dimensões (3-D) do 

dobramento da cadeia polipeptídica. Duas categorias baseadas na forma 3-D da estrutura 

terciária são encontradas: as globulares e as fibrilares. Enquanto as proteínas globulares se 

organizam em formas arredondadas, as fibrilares adotam formas cilíndricas (KRATZ, 2009). 

Por desempenhar tarefas diferentes, essas duas estruturas terciárias se diferenciam uma da 

outra pelo percentual de estruturas secundárias presentes em cada uma delas, uma vez que, 

como já foi dito, existe uma estreita relação entre conformação e atividade de uma proteína. 
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Como mostrado na Figura 2.5, as estruturas terciárias são mantidas por interações 

entre átomos das cadeias laterais próximas uma da outra, que podem ser do tipo: 

 Ponte de dissulfeto: Os aminoácidos cisteína contêm um grupo tiol (-SH) na cadeia 

lateral e, quando dois destes grupos estão próximos entre si, ocorre uma ligação covalente 

entre os dois átomos de enxofre (-S-S-), a qual é mantida mesmo quando a proteína é 

desnaturada
2
. 

 Ligações iônicas: Numa cadeia polipeptídica existem aminoácidos cujos grupos laterais 

se encontram ionizados em meio aquoso, podendo, portanto, interagir entre si quando 

estão próximos um do outro. A natureza dessa interação é eletrostática e, por serem de 

fraca intensidade, essas ligações são perdidas quando a proteína passa pelo processo de 

desnaturação da sua estrutura. 

 Ligações de Hidrogênio: Na estrutura terciária, diferentemente da estrutura secundária, 

as ligações de hidrogênio ocorrem entre grupos laterais dos aminoácidos envolvendo os 

átomos de oxigênio ou nitrogênio com hidrogênio. Esse tipo de ligação também é de fraca 

intensidade, e por isso elas são rompidas quando a proteína perde sua estrutura nativa. 

 Interações hidrofóbicas: Nestas interações, grupos não-polares da cadeia lateral tendem 

a se aproximar para minimizar o contato com a água. Dessa forma, em meio aquoso, a 

proteína forma uma estrutura compacta com aminoácidos hidrofóbicos localizados no 

interior dessas estruturas. Esse tipo de interação é considerado como a principal força que 

conduz a proteína a colapsar em uma dada estrutura terciária. No entanto, como a natureza 

dessa força é de fraca intensidade, essas interações são perdidas quando uma mudança 

ambiental provoca a desnaturação da proteína.  

2.5 - Estrutura quaternária de uma proteína 

Este nível de organização é caracterizado por uma aglomeração segundo o qual as 

subunidades são formadas por estruturas terciárias. Isto significa dizer que este tipo de arranjo 

molecular é restrito apenas a proteínas constituídas por duas ou mais cadeias polipeptídicas 

que formem distintas estruturas terciárias. Um exemplo clássico deste tipo de estrutura é a 

                                                 
2
 A palavra desnaturada diz respeito ao processo em que diferentes agentes químicos e ambientais 

levam a proteína a perder sua estrutura nativa e é um dos objetos desta tese, sendo visto com mais detalhes na 

Seção 2.6 e no  Capítulo 6. 
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hemoglobina, uma importante proteína responsável pelo transporte de oxigênio na corrente 

sanguínea e que é composta por quatro subunidades semelhantes de mioglobina. 

2.6 - Processos de desnaturação e agregação das proteínas 

A organização estrutural de uma proteína, que é caracterizada por sua estrutura 

quaternária em umas, e pela estrutura terciária em outras, representa sua conformação final ou 

nativa, no jargão da Biologia. Portanto, o fenômeno de desnaturação envolve a transformação 

de estruturas bem definidas, resultantes do balanço de diferentes tipos de interações 

(mostradas nas Seções 2.2 - 2.5), para um estado desnaturado desordenado 3-D da proteína. 

As principais causas para esta transformação são mudanças nas condições ambientais, tais 

como mudança de temperatura, ou de pH, ou a presença de moléculas como ureia e 

surfactantes. O efeito de surfactantes sobre a estrutura de uma proteína é detalhado no 

Capítulo 6, onde é mostrado como a EIE pode fornecer as informações relevantes desta 

interação.  

Já os processos de agregação de uma proteína podem ser descritos como sendo de dois 

tipos: formação de agregados amorfos e desordenados, ou de agregados ordenados, na forma 

de fibrilas (DOBSON, 2003). Agregados desordenados normalmente resultam de um rápido 

processo de desnaturação, com posterior crescimento de forma randômica de grandes 

agregados, que tendem a precipitar da solução. Em condições normais, a formação de 

agregados amorfos não chega a ser problema do ponto de vista da saúde, uma vez que o 

sistema de defesa celular tem a capacidade de detectar e descartar este tipo de agregado 

(DOBSON, 2003;  DOBSON; ŠALI; KARPLUS, 1998).  

Por sua vez, a formação de agregados ordenados de fibrilas é um processo lento, uma 

vez que a cinética correspondente envolve uma sucessão de etapas como a desnaturação 

parcial da proteína, nucleação, formação de agregados filamentares chamados de protofíbrilas 

e, finalmente, a formação de fibrilas, como mostrado na Figura 2.6. Inicialmente, moléculas 

de proteína parcialmente desnaturada se associam para formar núcleos estáveis, os quais por 

sua vez atuam como moldes para que outras moléculas parcialmente desnaturadas se 

organizem, formando longos filamentos de proteínas conhecidos como protofibrilas. 

Finalmente, outras moléculas de proteínas parcialmente desnaturadas se associam às 

protofibrilas para formar as fibrilas (LEE et al., 2007).  
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Figura 2.6 - Esquema da cinética de fibrilação de uma proteína caracterizada pelos estágio 

lento, de crescimento das fibrilas e a fase de equilíbrio. Adaptada de (WILSON; YERBURY; 

POON, 2008). 

Uma característica peculiar às fibrilas é o alto conteúdo de arranjos de folha-beta que 

são mantidos por meio de ligações de hidrogênio entre grupos amina e o grupo carboxila da 

cadeia principal dos resíduos de aminoácidos. Em termos de cinética de fibrilação, 

usualmente existe um estágio lento, uma fase de alongamento das fibrilas até que seja atingido 

um equilíbrio de fase, no qual todas as fibrilas estão enfim formadas. Diferentemente dos 

agregados amorfos de proteínas, a formação de fibrilas in vivo está associada com inúmeras 

doenças, tais como mal de Alzheimer, mal de Parkinson, diabete tipo II e catarata, que têm 

diferentes origens (SELKOE, 2003). In vitro, o processo de fibrilação ocorre quando a 

proteína é exposta a mudanças provocadas por baixos valores de pH, ou elevadas temperatura, 

ou pela adição de desnaturantes (NILSSON, M. R., 2004).   

Nesta tese, nossa principal contribuição foi termos sido capazes de mostrar que a 

espectroscopia de impedância elétrica pode ser também usada como um método capaz de 

mapear mudanças na conformação de uma proteína BSA induzidas por surfactantes, ao 
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mesmo tempo em que é possível acompanhar a cinética de formação de fibrilas induzidas por 

temperatura, como será visto no Capítulo 6.  

2.7 - A molécula de DNA e sua estrutura 

A molécula de DNA pode ser considerada como um polímero de cadeia longa, cuja 

unidade monomérica é o chamada nucleotídeo. O nucleotídeo é constituído de três unidades 

básicas, como mostrado na Figura 2.7: um grupo fosfato, um açúcar e uma base nitrogenada 

(CALLADINE et al., 2004). Os nucleotídeos podem ser de quatro tipos, a depender da 

natureza da base nitrogenada (citosina, guanina, timina e adenina) ligada ao grupo açúcar 

(desoxirribose).   

 

 

Figura 2.7 - Moléculas constituintes  da unidade monomérica do DNA. Grupo fosfato em azul 

escuro, desoxirribose em laranja, adenina em vermelho, guanina em azul claro, timina em 

verde e citosina em violeta. 

Do ponto de vista da organização molecular, o DNA possui dois níveis de 

conformação na sua estrutura: a estrutura primária, formada pela ligação entre os nucleotídeos 

que levam à geração de cadeia polimérica conhecida com fita simples de DNA, e a estrutura 
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secundária, que por sua vez representa a união de duas fitas simples de DNA através de 

pontes de hidrogênio estabelecidas entre as bases nitrogenadas que se organizam na 

conformação 3-D de uma dupla-hélice (Figura 2.8 (a)). 

A formação da fita simples de DNA (estrutura primária) é o resultado de reações de 

condensação entre os nucleotídeos. Nessas reações, como discutido na Seção 2.2, uma 

molécula de água é perdida para cada par de nucleotídeos, devido à interação do grupo fosfato 

de um nucleotídeo com o carbono 3’ (ver Figura 2.7) da desoxirribose de outro nucleotídeo, 

com posterior formação de uma ligação covalente conhecida como ligação fosfodiéster 

(Figura 2.8 (b)). Devido a esta característica, a arquitetura molecular da estrutura primária tem 

como peculiaridades o fato de que os carbonos 5’ e 3’ do desoxirribose indicam o início e o 

fim da cadeia simples de DNA, e a alternância de fosfatos e açúcares ao longo da mesma 

(KRATZ, 2009), como mostrado na Figura 2.8 (b). Essa forma de organização da estrutura 

primária é fundamental para padronização da sequência do código genético do DNA.  

 

Figura 2.8 - (a) Dupla hélice do DNA. (b) Orientação antiparalela das fitas de DNA. 

Adaptada de (STAVELEY, 2015). 

Por sua vez, a estrutura secundária corresponde às ligações entre as fitas simples de 

DNA, que são mantidas por meio de pontes de hidrogênio (linhas pontilhadas azuis na Figura 

2.8) entre as bases nitrogenadas. Essas pontes são estabelecidas de forma específica, que pode 
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ser descrita por um mecanismo tipo chave - fechadura, o que significa dizer que uma dada 

base nitrogenada só interage, de forma exclusiva, via ponte de hidrogênio com outra base 

nitrogenada bem definida, como em um quebra-cabeça. Assim, a base nitrogenada adenina 

(A) só se liga com a base nitrogenada timina (T), formando duas pontes de hidrogênio. Da 

mesma forma a guanina (G) só se liga à citosina (C), por meio de três pontes de hidrogênio. É 

importante notar que na estrutura secundária as duas cadeias simples são antiparalelas entre si 

(ver Figura 2.8 (b)), e têm a estabilidade dependente da temperatura, de tal forma que quando 

uma solução de DNA é, por exemplo, aquecida, ocorre um processo conhecido como sua 

desnaturação , que corresponde ao rompimento das pontes de hidrogênio e, por consequência, 

à separação das duas fitas de DNA. A temperatura em que esse processo ocorre é dependente 

de diversos fatores, tais como comprimento da cadeia de DNA (quanto mais curta, menor será 

a temperatura de desnaturação), composição dos pares de base na sequência de DNA (como 

os pares de base CG e AT formam três e duas de pontes de hidrogênio, respectivamente, um 

percentual maior de CG dificulta a desnaturação), concentração de sais (uma alta 

concentração de sais estabiliza as cadeias de DNA, o que torna mais difícil separar as duas 

fitas e aumenta a temperatura de desnaturação), etc. (KHANDELWAL; 

BHYRAVABHOTLA, 2010). 

O processo que leva à formação da estrutura secundária do DNA é a base para o 

fenômeno conhecido como hibridização, que serve de princípio para muitas metodologias em 

biologia molecular, especialmente na identificação de doenças contagiosas. A essência para 

desenvolvimento de biossensores para reconhecimento de doenças é a complementaridade 

estabelecida entre as bases nitrogenadas das fitas isoladas. Em outras palavras, vários 

biossensores partem do princípio de que duas fitas de DNA com sequências complementares 

tendem a formar uma fita dupla e, por isso, lançam mão de alguma propriedade físico–

químico (como a reação de polimerase ou a ocorrência de fluorescência, por exemplo) para 

identificar a ocorrência do processo de hibridização. Em geral, como protocolo para 

biossensores, um segmento de fita simples do DNA (sonda) do agente contagioso é ancorado 

em um substrato e, posteriormente, exposto a uma solução contendo DNA desnaturado (ou 

seja, aquecida de modo a exibir fitas simples) de um paciente. Assim, se o material genômico 

extraído do paciente apresentar uma seção complementar à sonda, ocorrerá a hibridização, o 

que significa dizer que paciente está contaminado pela presença do DNA do agente infeccioso 

da doença. Do contrário, não haveria complementaridade, e, portanto, o paciente estaria livre 
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da doença. Assim, a especificidade na interação entre as bases nitrogenadas é uma informação 

essencial para transcrever todas as informações de contágio de um individuo, sendo a chave 

para a moderna biologia molecular (O’DONNELL, 2012). 

Do ponto de vista de propriedades físico-químicas, a presença dos grupos fosfatos ao 

longo da sua cadeia faz com que a molécula de DNA seja um polieletrólito de carga negativa 

(MANNING, 1978). Assim, o DNA se comporta como uma molécula adequada para interagir 

eletrostaticamente com moléculas com excesso de cargas positivas (como surfactantes) ou 

mesmo com policátions, como a forma protonada de polianilina (DE LIMA, SANDRO V. et 

al., 2015;  HAGEN et al., 2006;  LIANG et al., 2012;  OUCHEN et al., 2012), de modo que 

essas interações podem ser usadas para indicar a hibridização de cadeias simples. Além disso, 

este tipo de interação traz consigo novos fenômenos como mudanças na estabilidade das 

cadeias de DNA, como será mostrado nos Capítulos 4 e 5, onde o efeito da concentração 

relativa poliânion (DNA)/policátion(polianilina) é fator fundamental para manter as cadeias 

de DNA estáveis em solução. 
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Capítulo 3 - Espectroscopia de impedância elétrica 

3.1 - Breve Histórico 

Ao longo da história, a técnica de espectroscopia de impedância elétrica tem sido 

usada para a caracterização de soluções iônicas, semicondutores, e materiais dielétricos, e no 

estudo de processos eletroquímicos, entre outros (BARTON; DAVIS; HIGSON, 2008;  

BAYFORD, 2006;  BOGOMOLOVA et al., 2009;  CHINAGLIA, D. L. et al., 2008;  

KASSANOS et al., 2008;  OH et al., 2008;  TSEKENIS; GARIFALLOU; DAVIS; 

MILLNER; GIBSON; et al., 2008;  TSEKENIS; GARIFALLOU; DAVIS; MILLNER; 

PINACHO; et al., 2008). Recentemente, o número crescente de publicações (como mostrado 

na Figura 3.1) voltadas para descrição de propriedades de materiais por meio da 

espectroscopia de impedância elétrica indica o considerável interesse e a progressiva 

consolidação dessa técnica na comunidade acadêmica. 

 

Figura 3.1 - Número de publicações e citações de trabalhos relacionados a espectroscopia de 

impedância elétrica nos últimos vinte anos (Web of Science, 2015).  

A espectroscopia de impedância elétrica foi usada pela primeira vez no final do século 

XIX por Oliver Heaviside em seus estudos de desenvolvimento do telégrafo e da teoria de 

circuitos elétricos (ORAZEM; TRIBOLLET, 2011). Com a introdução de inovadores recursos 

matemáticos, como transformada de Laplace, Heaviside foi capaz de resolver equações 
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diferenciais integrais, consideradas na época um problema de difícil resolução (DE LIMA, S. 

V., 2010). Tais equações são recorrentes em problemas relacionados a circuitos elétricos e 

exigem tratamentos matemáticos nem sempre triviais. Em 1872, ao introduzir as 

transformadas de Laplace e Fourier em problemas desse tipo, Heaviside conseguiu simplificar 

a resolução destes problemas ao transformar equações diferenciais-integrais em equações 

algébricas de mais fácil resolução (MACDONALD, J. R., 1992). Uma peculiaridade nesta 

transformação é o fato de que equações diferenciais-integrais no domínio do tempo mudam 

para equações algébricas no domínio da frequência (s) de Laplace. Isto é extremamente 

importante na espectroscopia de impedância elétrica, onde todas as análises são realizadas no 

domínio da frequência.  

Do ponto de vista da caracterização de materiais, os primeiros trabalhos que aplicaram 

a espectroscopia de impedância foram realizados em 1894, por Nernst, na medição das 

constantes dielétricas de soluções eletrolíticas e de fluidos orgânicos, e em 1902, por 

Finkelstein, no estudo da resposta dielétrica de óxidos (ORAZEM; TRIBOLLET, 2011).  

Os trabalhos de Emil Gabriel Warburg (realizados em 1899), sobre a impedância em 

processos de difusão e a introdução de circuitos elétricos equivalentes para descrever o 

comportamento de materiais, representaram outro passo importante no entendimento de 

diferentes sistemas (MACDONALD, D. D., 2006). Da mesma forma, os irmãos R. S. Cole e 

K. S. Cole também contribuíram para melhor compreensão das propriedades de materiais, ao 

introduzirem em 1941 a representação complexa da constante dielétrica (relações de Cole-

Cole) (ORAZEM; TRIBOLLET, 2011) e o elemento de fase constante (CPE) para estudar o 

desvio no comportamento capacitivo de sistemas reais. Relações como as de Kramers-Kronig, 

Maxwell-Wagner e Burgeman–Hanai, que são usadas para validar medidas em dielétricos, 

também contribuíram para o estabelecimento da espectroscopia elétrica ao longo dos anos 

(MACDONALD, D. D., 2006;  MACDONALD, J. R., 1992;  ORAZEM; TRIBOLLET, 

2011). 

 Atualmente, a EIE se tornou uma ferramenta versátil de caracterização em diversas 

áreas de pesquisas, tais como estudo de membranas, suspensão sanguínea, tecidos biológicos, 

reações eletroquímicas em interfaces, corrosões, sistemas coloidais, entre outros 

(BARSOUKOV; MACDONALD, 2005;  DEAN et al., 2008). Nesta tese, cujos objetos de 
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estudos são as interações de moléculas biológicas com polímeros e surfactantes, novas 

possibilidades e perspectivas nessa direção serão analisadas. 

3.2 - Comportamento elétrico/dielétrico de materiais 

Em geral, do ponto de vista elétrico os materiais são constituídos tanto de portadores 

de cargas livres, como elétrons e íons, quanto de portadores de cargas ligadas, como dipolos. 

As propriedades elétricas observadas são resultantes da contribuição de cada um destes 

portadores. Assim, se um campo elétrico é aplicado a um material, os portadores de carga 

livres irão se mover na direção desse campo, enquanto que os dipolos serão parcialmente 

orientados também nessa direção. Estes dois eventos levam ao fluxo de portadores de cargas 

livres conhecido como densidade de corrente elétrica, e à polarização elétrica para portadores 

de cargas ligadas, como mostrado na Figura 3.2. 

 

Figura 3.2 - Efeito do campo elétrico nos portadores de carga elétrica. Adaptada de 

(Dielectric and Impedance Spectroscopy, 2015). 

A polarização elétrica resultante do deslocamento translacional e rotacional de dipolos 

pode ser de diferentes naturezas, de acordo com o fenômeno estudado. Assim, podemos ter : 

Polarização eletrônica: Neste tipo de polarização, momentos de dipolos são induzidos, como 

resultado do deslocamento de elétrons de suas posições de equilíbrio em relação ao núcleo 

atômico, o que é causado pelo campo elétrico aplicado (KAO, 2004). 

Polarização atômica: É também uma polarização induzida encontrada em moléculas 

formadas por dois átomos diferentes na molécula. Neste caso, o deslocamento mútuo entre os 
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átomos presentes em uma molécula se deve à ação do campo elétrico externo, o que promove 

o aparecimento do dipolo induzido (KIM; TADOKORO, 2007). 

Polarização dipolar: Diferentemente dos dois tipos de polarização anteriores, a polarização 

dipolar resulta da rotação de dipolos moleculares permanentes ou de segmentos das 

moléculas, por efeito da ação do campo elétrico (FULAY; LEE, 2013;  MOLITON, 2007). 

Polarização iônica: Essa polarização resulta do deslocamento relativo de ânions e cátions (de 

origem intrínseca ou extrínseca) sob o efeito de um campo elétrico aplicado (MITCHELL, 

2004).  

Polarização interfacial: Esse tipo de polarização resulta do acúmulo de íons na interface 

solução-eletrodo, devido à alta condutividade do meio ou da interface entre duas fases de uma 

dada amostra que exiba contorno de grão ou regiões distintas com propriedades elétricas 

diferentes (KREMER; SCHÖNHALS, 2003). Nos experimentos realizados para o estudo da 

mudança de conformação de proteínas induzidas por surfactantes,  esse tipo de polarização foi 

recorrente.  

Quando um potencial alternado é aplicado (este é o caso da espectroscopia de 

impedância elétrica), uma inversão periódica no sentido da polarização elétrica ocorre por 

conta da constante mudança no sentido do campo elétrico, o que leva os dipolos (induzidos ou 

permanentes) a se reorientarem para uma nova posição de equilíbrio. Essa reorientação exige 

um tempo mínimo (tmin) que é dependente da massa dos portadores de cargas. Assim, para as 

polarizações atômica e eletrônica, esta reorientação é rápida, sendo quase instantânea (10
-13

 - 

10
-15

 s) por conta da pequena massa dos elétrons e átomos. Por outro lado, as polarizações 

dipolares e iônicas apresentam reorientações bem mais lentas (10
-4 

- 10
-9

 s), uma vez que 

envolvem movimentos cooperativos de dipolos ou de segmentos das moléculas, que possuem 

massas muito maiores que a eletrônica e são sujeitos à fricção de moléculas circundantes. 

O processo de reorientação é chamado de relaxação dielétrica, enquanto que o tempo 

mínimo necessário para o novo realinhamento, que é dependente da estrutura molecular, é 

conhecido como tempo de relaxação, ou tempo característico (τ). Assim, se a frequência 

angular (𝜔) do potencial aplicado for maior que a frequência angular de relaxação (𝜔𝑟𝑒𝑙 =
1

𝜏
), 

ou seja, se o tempo em que o campo elétrico muda de sentido é menor que τ, os dipolos não se 
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reorientam com a mudança do campo elétrico, o que causa uma diminuição da polarização 

para frequências maiores que 𝜔𝑟𝑒𝑙. 

Em geral, os materiais não exibem um único tempo de relaxação, mas um conjunto de 

tempos característicos para cada uma das polarizações envolvidas. Assim, as polarizações 

eletrônicas possuem tempos de relaxação extremamente curtos, com frequências de relaxação 

características na faixa da radiação do visível 10
15

-10
16 

Hz (BOOß-BAVNBEK et al., 2011;  

KAR, 2013). Já as polarizações atômicas e iônicas têm relaxações que predominam na região 

do infravermelho (10
11

-10
13 

Hz) (CHANDA; ROY, 2006;  KAR, 2013). Por outro lado, as 

polarizações dipolares têm sua relaxação ocorrendo normalmente em frequências 

intermediárias (10
4
-10

9
 Hz), uma vez que dependem de fatores tais como organização 

molecular, segmento da molécula responsável pelo dipolo, complexidade molecular, interação 

entre moléculas e da viscosidade do meio (BOOß-BAVNBEK et al., 2011;  CHANDA; ROY, 

2006). Por fim, para a polarização interfacial, a relaxação ocorre em baixas frequências 

(inferiores a 10
2 

Hz) (BARTNIKAS, 1994;  KAR, 2013).  

A Figura 3.3 mostra a dependência da polarização com a frequência, com as setas 

indicando a faixa de relaxações para cada uma das polarizações descritas nesta Seção.  

 

Figura 3.3 - Dependência da polarização elétrica com frequência.Adaptada de (ANDERSON 

et al., 2004). 

O intervalo de frequência usado nos experimentos desta tese foi de (1-10
6
) Hz, o que 

significa dizer que, em termos de relaxações, poderão ser observadas polarizações dipolar e 

interfacial.   

O transporte de carga livre representa outro fator que deve ser levado em conta quando 

propriedades elétricas de materiais são caracterizadas. Sob a influência do campo elétrico, 

cargas iônicas e eletrônicas irão se mover em direção aos eletrodos. No caminho, essas cargas 
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dissipam energia sob a forma de calor, devido a diferentes mecanismos de colisões com o 

meio. Por conta destas colisões, cada material tem uma resistência inerente que também 

contribui para sua impedância elétrica. 

Resumindo, de um ponto de vista energético, ao se incidir sobre um material o campo 

elétrico oscilante causa dois efeitos principais: energia é dissipada, devido tanto a colisões 

quanto ao atrito viscoso que os dipolos moleculares e espécies iônicas sofrem ao se 

orientarem e migrarem sob influência do campo elétrico, e também pode ser armazenada, 

devido ao acúmulo de cargas no material, em uma magnitude que é dependente do número de 

cargas elétricas e da capacidade dos dipolos do material se orientarem com o campo elétrico 

oscilante na faixa de frequência utilizada na medida.  

Como será visto na próxima seção, estas duas contribuições podem ser facilmente 

separadas na espectroscopia de impedância elétrica pelo uso das ferramentas matemáticas 

adequadas.  

3.3 - Fundamentos físico-matemáticos da EIE 

Do ponto de vista experimental, a essência da espectroscopia de impedância elétrica se 

baseia na medida da resposta elétrica (a corrente elétrica, que por conveniência é escrita na 

forma da Eq. (3.1)) que uma amostra oferece ao ser estimulada por uma perturbação elétrica 

oscilante no tempo (o potencial elétrico, convenientemente escrito na forma da Eq. (3.2)) (DE 

OLIVEIRA, HELINANDO P, 2004). Essa perturbação é de pequena amplitude, de forma que 

a amostra é estimulada na proximidade de seu estado de equilíbrio. Nessas condições, os 

fenômenos investigados podem ser considerados como lineares, ou seja, o estímulo e a 

resposta são proporcionais entre si, respeitam o princípio da superposição e são caracterizados 

por um atraso da resposta em relação ao estímulo (DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004;  

KUBO, 1957). 

 𝑖(𝑡) = 𝑖0𝑒𝑗(𝜔𝑡+𝜃) (3. 1) 

   e    𝑉(𝑡) = 𝑉0𝑒𝑗𝜔𝑡              , (3. 2) 
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onde V0, 𝑖0, 𝜔, θ, t e 𝑗 correspondem à amplitude do potencial elétrico, à amplitude da 

corrente elétrica, à frequência angular de oscilação, ao ângulo de fase entre a resposta e o 

estímulo ao tempo e j = √−1, respectivamente.  

Como foi mencionado na seção anterior, o conceito de impedância elétrica leva em 

consideração a dissipação de energia, a capacidade de polarização do meio e a o atraso entre 

perturbação (potencial) e a resposta (corrente) na forma de ângulo de fase θ, como mostra a 

Figura 3.4. Assim, as informações que caracterizam um material são completamente 

fornecidas pelos valores da impedância e pelo ângulo de fase, de forma similar a um circuito 

de corrente alternada. Então, é necessário o entendimento das características dos elementos 

que compõem um circuito elétrico. 

 

Figura 3.4 - Função corrente e potencial com função tempo e o ângulo de fase. 

Em um circuito elétrico, cada elemento (resistor, capacitor, indutor e outros) possui 

características próprias relacionadas a determinado fenômeno físico, as quais podem ser 

descritas a partir da energia total no circuito. O resistor descreve processos de dissipação de 

energia relacionados ao efeito Joule em um dado meio e, portanto, a impedância corresponde 

à resistência que o resistor oferece ao transporte de carga elétrica. Um capacitor é um 

elemento que armazena energia no campo elétrico devido ao acúmulo de cargas em uma dada 

região do sistema. Assim, no regime de corrente contínua, um capacitor funciona como um 
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circuito aberto, isto é, não deixa passar a corrente elétrica; no entanto, quando o capacitor está 

sujeito a um potencial elétrico que depende do tempo, as cargas elétricas passam de uma placa 

para outra, conforme a frequência do potencial aplicado e, neste contexto, aparece a corrente 

alternada. Então se a frequência aumentar, mais cargas atravessam as placas em um dado 

tempo, ou seja, ocorre um fluxo maior de corrente, o que faz com que o impedimento à 

passagem de corrente (impedância elétrica) diminua. Portanto, a impedância de um capacitor 

é dependente da frequência. Já um indutor é composto um fio condutor, disposto em uma 

dada geometria, que armazena a energia em campo magnético, devido a variações temporais 

da corrente elétrica neste fio (CHINAGLIA, D. et al., 2008). Sabemos que, segundo a lei de 

Faraday, a tensão induzida em um indutor é proporcional ao módulo da variação de corrente. 

Mas, segundo a lei de Lenz, a tensão induzida tem sempre polaridade contrária à variação de 

corrente. Assim, quando uma fonte de alimentação submete os terminais do indutor a um 

potencial alternado, a variação de corrente é proporcional a este potencial, mas o potencial 

induzido no indutor tem sentido contrário ao potencial da fonte. Quando a variação da 

corrente da fonte está aumentando, o potencial induzido contribui para o movimento dos 

elétrons no sentido contrário da corrente, de forma a se opor a essa variação. Já quando a 

variação da corrente diminui, o potencial induzido empurra mais elétrons no sentido da 

corrente, de modo a resistir à variação de corrente. Esta oposição à mudança na corrente é que 

define a impedância do indutor, a qual também é dependente da frequência, como veremos a 

seguir.  

Matematicamente, a impedância elétrica é definida em termos do potencial elétrico e 

da corrente elétrica no domínio do tempo na forma (LVOVICH, 2012): 

 
𝑍(𝑡) =

𝑉(𝑡)

𝑖(𝑡)
              , 

(3. 3) 

onde 𝑍(𝑡) é a impedância elétrica, 𝑉(𝑡) o potencial elétrico 𝑖(𝑡) a corrente elétrica e 𝑡 é o 

tempo.  

Assim, das definições dos potenciais elétricos (descritos no conjunto de Eqs. (3.4)-(6)) 

para um resistor, um capacitor e um indutor, é possível encontrar a impedância 

correspondente a cada um desses elementos, ou seja, 
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 𝑉𝐶(𝑡) =

𝑄(𝑡)

𝐶
 =

∫ 𝑖(𝑡)𝑑𝑡

𝐶
 =  𝑍𝐶(𝑡)𝑖(𝑡) (𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑒𝑚 𝑢𝑚 𝑐𝑎𝑝𝑎𝑐𝑖𝑡𝑜𝑟) 

(3. 4) 

  𝑉𝑅(𝑡) = 𝑅. 𝑖(𝑡)  =  𝑍𝑅(𝑡)𝑖(𝑡)                    (𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑒𝑚 𝑢𝑚 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑠𝑡𝑜𝑟) (3. 5) 

 
 𝑉𝐿(𝑡) = 𝐿

𝑑𝑖(𝑡)

𝑑𝑡
 = 𝑍𝐿(𝑡)𝑖(𝑡)                       (𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑒𝑚 𝑢𝑚 𝑖𝑛𝑑𝑢𝑡𝑜𝑟)  , 

(3. 6) 

onde Q(t), C, ZC(t), R, ZR(t), L e ZL(t) descrevem, no tempo t, a carga elétrica, a 

capacitância,  a impedância do capacitor, a resistência, a impedância do resistor, a indutância 

e a impedância do indutor, respectivamente.  

Outra forma de análise da impedância elétrica é descrever seu resultado no domínio da 

frequência (nesta tese todos os dados são descritos neste domínio), sendo então necessária 

uma mudança da variável tempo para frequência nas Eqs. (3.4)-(6). Uma forma conveniente 

de fazer isso é aplicar a transformada de Laplace, definindo a impedância como uma função 

de um parâmetro s (escrito em termos da frequência), ou seja;  

 
 𝑍(𝑠) =

𝑉(𝑠)

𝑖(𝑠)
              , 

(3. 7) 

com V(s) e a 𝑖(𝑠) sendo, respectivamente, o potencial e a corrente no domínio s escritos em 

termos da transformada de Laplace, como 

 
𝑉(𝑠) = 𝐿[𝑉(𝑡)] = ∫ 𝑉(𝑡)𝑒−𝑠𝑡𝑑𝑡 

∞

0

 
(3. 8) 

 
  e   𝑖(𝑠) = 𝐿[𝑖(𝑡)] = ∫ 𝑖(𝑡)𝑒−𝑠𝑡𝑑𝑡              

∞

0

, 
(3. 9) 

onde L[] corresponde à transformada de Laplace, e s é um número complexo.  

Aplicando a transformada de Laplace ao conjunto das Eqs. (3.4)-(3.6), é possível 

determinar a impedância no domínio s. Para tanto, o uso das seguintes propriedades da 

transformada de Laplace de uma função 𝑓(𝑡) e sua derivada, descritas pela Eqs. (3.10)-(3.11), 

se faz necessário: 

 
𝐿 [

𝑑𝑓

𝑑𝑡
(𝑡)] = ∫

𝑑𝑓

𝑑𝑡
(𝑡)𝑒−𝑠𝑡𝑑𝑡 = 𝑠𝐹(𝑠) − 𝑓(0)

∞

0

 
(3. 10) 
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              𝐿 [∫ 𝑓(𝑡)𝑑𝑡] = ∫ (∫ 𝑓(𝑡)𝑑𝑡) 𝑒−𝑠𝑡𝑑𝑡 =

𝐹(𝑠)

𝑠
               

∞

0

, 
(3. 11) 

com  a frequência complexa de Laplace descrita na forma 𝑠 = 𝜎 + 𝑗𝜔, sendo que a parte real 

𝜎 está relacionada ao termo de amortecimento da perturbação aplicada, enquanto que a parte 

imaginária 𝜔 descreve a periocidade desta perturbação (GHOSH, S. P. C., A. K., 2010). 

Tendo em conta essas propriedades e considerando que 𝑖(0) = 0, é possível escrever 

os potenciais de cada elemento como uma função da frequência s. Além disso, como 

mostrado nas Eqs. (3.1)-(3.2), a perturbação é tipicamente uma função periódica sem termo de 

amortecimento, de forma que a frequência 𝑠 assume a forma 𝑠 = 𝑗𝜔. Assim, podemos 

escrever os potenciais para cada elemento com uma função da frequência 𝜔 do potencial 

aplicado em termos das Eqs. (3.12)-(3.14); 

 
𝑉𝐶(𝑠) =

𝑖(𝑠)

𝑠𝐶
 =

−𝑗𝑖(𝑗𝜔)

𝜔𝐶
              , 

(3. 12) 

                                                   𝑉𝑅(𝑠) = 𝑅𝑖(𝑠) =  𝑅𝑖(𝑗𝜔) (3. 13) 

                               e      𝑉𝐿(𝑠) = 𝑖(𝑠)𝑠𝐿 =  𝑗𝜔𝐿𝑖(𝑗𝜔). (3. 14) 

Com as informações anteriores, e o conjunto de Eqs. (3.12)-(3.14), a impedância elétrica 

associada a cada elemento como função da frequência 𝜔 adota a forma mostrada na Tabela 

3.1.  

Tabela 3.1 - Elementos de circuito com suas respectivas impedâncias. 

Como pode ser visto, a impedância no domínio da frequência para os três elementos 

pode ser convenientemente tratada com base no formalismo de números complexos, com a 

parte real descrevendo propriedades elétricas de resistores, e a parte imaginária o 

comportamento de capacitores e indutores. Em sistemas reais, é natural pensar em uma 

generalização que considere a combinação entre estes elementos, na qual a parte real da 

Elemento  Representação   Impedância no domínio ω  Ângulo de fase (𝜽) 

Resistor     𝐑 𝟎 

Capacitor  
−

𝒋

𝝎𝑪
 

𝝅

𝟐
 

Indutor     𝒋𝝎𝑳             −
𝝅

𝟐
 

R

Element Freedom Value Error Error %

R Fixed(X) 0 N/A N/A

Data File:

Circuit Model File:

Mode: Run Simulation / Freq. Range (0,001 - 1000000)

Maximum Iterations: 100

Optimization Iterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus

C

Element Freedom Value Error Error %

C Fixed(X) 0 N/A N/A

Data File:

Circuit Model File:

Mode: Run Simulation / Freq. Range (0,001 - 1000000)

Maximum Iterations: 100

Optimization Iterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus

L

Element Freedom Value Error Error %

L Fixed(X) 0 N/A N/A

Data File:

Circuit Model File:

Mode: Run Simulation / Freq. Range (0,001 - 1000000)

Maximum Iterations: 100

Optimization Iterations: 0

Type of Fitting: Complex

Type of Weighting: Calc-Modulus
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impedância esteja relacionada com a dissipação de energia na forma de calor e a parte 

imaginária da impedância associada ao armazenamento de energia no campo elétrico e/ou 

magnético. 

Essa generalização da impedância no domínio da frequência pode ser facilmente 

determinada pela aplicação da transformada de Laplace
3
 nas Eqs. (3.1)-(3.2), ou seja,  

 
𝑍(𝑠) =

𝑉(𝑠)

𝑖(𝑠)
 =

𝐿[𝑉0𝑒𝑗𝜔𝑡]

𝐿[𝐼0𝑒𝑗(𝜔𝑡+𝜃)]
 =  

𝑉0

𝐼0
𝑒−𝑗𝜃. 

(3. 15) 

Manipulando a Eq. (3.15), é possível escrever 𝑍(𝜔) na forma; 

 𝑍 (𝜔) = 𝑍′ − 𝑗𝑍′′        , (3. 16) 

onde 𝑍′ =
𝑉0

𝐼0
𝑐𝑜𝑠 𝜃 e 𝑍′′ = −

𝑉0

𝐼0
𝑠𝑒𝑛 𝜃 são, respectivamente, as partes real e imaginária da 

impedância elétrica. 

Assim, o ângulo de fase relacionado à defasagem entre a corrente e o potencial é dado 

por 

 
𝜃 = 𝑡𝑔−1

𝑍′′

𝑍′
. 

(3. 17) 

O ângulo de fase para os elementos de circuitos resistor, capacitor e indutor é 

apresentado na Tabela 3.1. 

3.4 - Representação e análise da espectroscopia de impedância elétrica 

Em geral, em termos de visualização gráfica, tanto representações cartesianas quanto 

polares são usadas para apresentar o resultado de uma medida da espectroscopia de 

impedância elétrica. Na representação cartesiana, conhecida como diagrama de Bode, 

parâmetros como |𝑍|, 𝑍′, 𝑍′′, 𝜃 são plotados em função da frequência em escala logarítmica 

(como exemplo, ver a Figura 3.6 A) (CHINAGLIA, D. L. et al., 2008). Já a representação 

polar (mais conhecida como diagrama de Nyquist) descreve a relação entre 𝑍′′ e 𝑍′ (𝑍′′x 𝑍′) 

(ver Figura 3.6 B), como exemplo) com a frequência de forma implícita, já que cada ponto no 

diagrama de Nyquist representa a impedância em uma dada frequência (CHINAGLIA, D. L. 

                                                 
3
 𝐿[𝑒𝑎𝑡] =

1

𝑠−𝑎
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et al., 2008). Ambas as apresentações são necessárias para descrever diferentes aspectos de 

uma mesma medição. O diagrama de Nyquist permite possíveis informações sobre os 

elementos elétricos que caracterizam uma amostra, sendo, portanto, uma forma direta de 

estabelecer analogias com circuitos elétricos equivalentes. Por sua vez, o diagrama de Bode 

fornece informações sobre processos de relaxação que ocorrem em uma amostra de interesse. 

A análise da EIE pode ser feito de duas formas: usando distribuição de tempo de 

relaxação ou fazendo analogia com circuitos elétricos equivalentes. A primeira forma 

considera relações de dispersão, usando a permissividade elétrica complexa como parâmetro e 

as funções de distribuição, tais como Cole-Cole, Davidson-Cole, Havriliak-Negami e 

Maxwell-Wagner para avaliar a fenomenologia em um meio (ASAMI, 2002;  KOHN; 

SCHRÖTER; THURN-ALBRECHT, 2009). Por outro lado, a abordagem por circuito elétrico 

equivalente consiste em traçar analogias entre a resposta de uma dada amostra com a resposta 

de um circuito elétrico conhecido. Essa maneira de analisar os resultados tem a vantagem de 

mapear propriedades que podem ser associadas: a) ao material em si (propriedades do 

volume), tais como condutividade, constante dielétrica, mobilidade de cargas, concentração 

de equilíbrio de cargas (BONANOS; PISSIS; MACDONALD, 2002), taxa de 

geração/recombinação de cargas em células solares (FABREGAT-SANTIAGO et al., 2011) e 

b) à interface entre o material e o eletrodo (propriedades interfaciais), tais como capacitância 

da região interfacial, coeficiente de difusão, injeção e acumulação de carga (CHINAGLIA, D. 

L. et al., 2008;  DAMOS et al., 2004). Nesse caso, é essencial levar em conta o processo 

físico-químico dominante para encontrar o circuito elétrico mais adequado que ajuste os 

dados experimentais e, portanto, torne possível caracterizar tanto as propriedades de volume 

quanto as interfaciais. 

Nesta tese, todas as análises dos resultados são feitas através da comparação da 

resposta de circuitos elétricos equivalentes, tendo por base os resultados obtidos em cada 

experimento realizado. Assim, se faz necessário desde já descrever alguns circuitos que serão 

importantes para o entendimento dos processos estudados nesta tese.  
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Figura 3.5 - Circuito RC em paralelo. 

Um circuito fundamental neste sentido é o circuito RC em paralelo (Figura 3.5), 

devido à sua relevância para a descrição de processos de relaxação. Na verdade, cada uma das 

distintas polarizações existentes em um material pode ser identificada com a resposta total de 

um conjunto de circuito RC paralelo que representa a associação em série de diversos 

circuitos RC paralelo. Portanto, analisar o comportamento de um circuito RC paralelo é 

fundamental para compreender os diferentes mecanismos de polarização e transporte. Neste 

circuito modelo, a capacitância C descreve o acúmulo de cargas na interface 

eletrodo/eletrólito enquanto que R caracteriza a resistência ao fluxo de cargas nesta mesma 

interface. 

Considerando a conservação da carga e da energia em um circuito elétrico descrito 

pelas leis de Kirchhoff, e tendo em conta as informações contidas na Tabela 3.1, a impedância 

equivalente do circuito RC paralelo é dada por 

 1

𝑍
=

1

𝑍𝑅
+

1

𝑍𝐶
=

1

𝑅
+

1

1
𝑗𝜔𝐶

. 
(3. 18) 

Rescrevendo a Eq. (3.18) tem-se,  

 
𝑍 =

𝑅

1 + 𝜔2𝜏2
−

𝑗𝜔𝑅𝜏

1 + 𝜔2𝜏2 
              , 

(3. 19) 

 
com   𝑍′ =

𝑅

1 + 𝜔2𝜏2
                , 

(3. 20) 

 
  e        𝑍′′ = −

𝜔𝑅𝜏

1 + 𝜔2𝜏2
              , 

(3. 21) 
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onde 𝜏 = 𝑅𝐶 é o tempo característico do circuito definido pela condição 
𝑑(−𝑍′′)

𝑑𝜔
= 0  

 e relacionado com a frequência de relaxação 𝜔𝑟𝑒𝑙 =
1

𝑅𝐶
 de uma dada polarização. Como 

condições limites, tem-se que em 𝜔 → 0, a impedância equivalente é 𝑍 → 𝑅, enquanto que 

para 𝜔 → ∞, 𝑍 → 0. Na Figura 3.6 são apresentados os diagramas de Bode e Nyquist para o 

circuito RC paralelo com esses limites. 

 

Figura 3.6 - Diagramas de Bode (A) e de Nyquist (B) para um circuito RC em paralelo, 

representando sistemas com um único tempo característico. 

O circuito de Randles (DE LIMA, SANDRO V. et al., 2015) (Figura 3.7) é outro 

importante circuito elétrico equivalente, dada a sua capacidade de caracterizar o 

comportamento de soluções iônicas, coloidais, sólidos e de processos do tipo oxidação e 

difusão.  

 

Figura 3.7 - Circuito de Randles. 

No circuito de Randles, as propriedades do volume normalmente são descritas por 

uma resistência elétrica de volume (RS) associada a condutividade eletrônica ou iônica no 

meio. Já as interações que ocorrem na interface eletrodo/solução ( tais como acúmulo e 
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correntes faradáicas) são mapeadas pela resistência de transferência de carga (RCT) e pela 

capacitância de dupla camada elétrica (CDL). 

Figura 3.8  - A) Diagrama de Bode e B) Diagrama de Nyquist para um circuito de Randles. 

A impedância deste circuito é descrito pela Eq. (3.22) (DE OLIVEIRA, HELINANDO 

P.; DE MELO, 2011). 

 
𝑍 = 𝑅𝑆 +

𝑅𝐶𝑇

1 + 𝜔2𝜏2
−

𝑗𝜔𝜏𝑅𝐶𝑇

1 + 𝜔2𝜏2
  . 

(3. 22) 

Na Figura 3.8 são mostrados os diagramas de Bode e Nyquist do circuito de Randles, 

bem como seu comportamento elétrico, nos limites quando ω → ∞ (𝑍 → 𝑅𝑆) e quando ω → 0 

(𝑍 → 𝑅𝑠 + 𝑅𝐶𝑇). 

Para entender as características do circuito de Randles, é preciso analisar o 

comportamento dos íons e das moléculas de água em uma solução, na ausência e na presença 

de um campo elétrico externo. Na ausência de um campo elétrico externo, os íons e as 

moléculas de água se encontram em equilíbrio térmico e sujeitos a forças cuja média temporal 

independe da direção e da localização na solução. Em outras palavras, os íons positivos e 

negativos estão distribuídos de maneira uniforme na solução e os dipolos permanentes das 

moléculas de água orientados aleatoriamente. Já quando um campo elétrico é aplicado, íons e 

dipolos se organizam ao longo da proximidade da interface eletrodo/solução, formando 

camadas de distribuição, como mostrado na Figura 3.9. Nas proximidades dos eletrodos, uma 

monocamada, denominada de camada de hidratação (CH), se forma devido à orientação dos 

dipolos da água pelo campo elétrico. Já os íons atraídos pelos eletrodos se depositam sob a 
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camada de hidratação, do que resulta uma segunda camada, chamada de camada de Helmholtz 

(CHMZ) (COSGROVE, 2010). Essas duas camadas de cargas são denominadas de dupla 

camada elétrica e se comportam de maneira equivalente a um capacitor de placas paralelas 

(capacitância de dupla camada elétrica (CDL)). Em regiões mais distantes da interface, os íons 

estão semiligados e distribuídos de forma difusa na chamada camada de Gouy-Chapman 

(CGCH) (COSGROVE, 2010). Assim a capacitância total da solução corresponde à 

associação em série das capacitâncias da dupla camada elétrica e a da camada de Gouy-

Chapman. Em termos do transporte de carga, o movimento de portadores de cargas na região 

de Gouy-Chapman é limitado pela resistência de transferência de cargas (RCT), enquanto que 

os íons livres distribuídos no volume da solução estão sujeitos a uma resistência elétrica de 

volume (RS) que caracteriza a condutividade iônica da solução.  

 

 

Figura 3.9 - Distribuição de íons na proximidade da interface eletrodo/solução, mostrando a 

camada de hidratação (CH), a camada de Helmholtz (CHMZ) e a camada de Gouy-Chapman 

(CGCH). Adaptada de (Double layer (interfacial) - Wikipedia, the free encyclopedia, 2015). 
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A camada de Helmoltz é mais pronunciada no regime de baixa agitação térmica, onde 

as cargas estão sob a ação do potencial do eletrodo e uniformemente distribuídas na interface, 

formando um típico capacitor de placas paralelas (PERELMAN; GINOSAR, 2008). Sob o 

efeito da agitação térmica, as cargas passam a se posicionar na camada de Gouy-Chapman 

conforme a distribuição de Boltzmann, e os efeitos da temperatura passam a ser relevantes.  

Em diversas situações, a dupla camada elétrica não se comporta como um capacitor 

ideal devido a efeitos da rugosidade ou da não uniformidade das propriedades interfaciais 

eletrodo-solução, tais como nos casos em que exista saliências, subcamadas, ou não-

homogeneidade de cargas elétricas, e ainda quando da presença de espécies absorvidas, entre 

outros (BARSOUKOV; MACDONALD, 2005). Devido a esse desvio do comportamento de 

um capacitor ideal, a impedância da amostra pode apresentar como característica uma 

depressão na parte imaginária nos diagramas de Nyquist, como mostrado na Figura 3.10.  

 

 

Sistema real

-Z
''
(



Z'()

Sistema ideal

 

Figura 3.10 - Comparação entre o comportamento ideal e real da dupla camada elétrica. 

Nenhum dos elementos de circuito conhecidos é capaz de ajustar bem este fenômeno.  

Um recurso puramente matemático, conhecido como elemento de fase constante (CPE), foi 

implementado pelos irmãos Cole para lidar com este desvio no comportamento de capacitor, e 

vem sendo usado aos longos dos anos como importante ferramenta de análise 

(BARSOUKOV; MACDONALD, 2005;  MACDONALD, J. R., 1992). A impedância do 

CPE, definida pela Eq. (3.23), tem como peculiaridade o fato de que o expoente n está 
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relacionado ao ângulo de fase na forma 𝜃 = 𝑛
𝜋

2
; podendo assumir valores no intervalo -1≤ n 

≥1. Outra peculiaridade importante é que, para certos valores de n, a impedância de CPE 

expressa, exatamente, a impedância dos elementos de circuitos mostrados na Tabela 3.1.  

 
𝑍𝐶𝑃𝐸 =

𝐴𝑜

(𝑗𝜔)𝑛
 , 

(3. 23) 

onde Ao é uma constante de proporcionalidade  e 𝜔 a frequência angular. 

Este fato é esperado, tendo em conta a relação que o expoente n guarda com o ângulo 

de fase. Assim considerando os valores de ângulos de fase apresentados na Tabela 3.1 e o 

significado da constante 𝐴𝑜, é possível estabelecer, em cada caso, para quais valores n deve 

assumir para descrever determinado fenômeno físico. A Tabela 3.2 traz um resumo de alguns 

fenômenos físicos e os respectivos assumidos por n. 

 

Tabela 3.2 - Comportamento do elemento de fase constante (CPE) para diferentes valores de 

n com ε=0.2, adaptada de (YUAN et al., 2009). 

 

Valores 

de n 

Propriedade 

elétrica 

Constante 

Ao 

Fenômeno 

0 Resistência (R) 𝑅 Dissipação de energia na 

forma de calor 

1 Capacitância (C) 1

𝐶
 

Energia armazenada no 

campo elétrico 

-1 Indutância (L) 𝐿 Energia armazenada no 

campo magnético 

0+ε Resistência 

/Indutância 
𝑅/𝐿 Resistência distorcida 

associada à condutância da 

nuvem iônica ou 

relacionada com energia 

magnética/ eletrostática 

1-ε Capacitância 1

𝐶
 

Desvio da capacitância 

devido distribuição e 

acúmulo de cargas ou 

rugosidade na superfície do 

eletrodo. 

-1+ε Indutância 𝐿 Distorção da indutância 
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Capítulo 4 - O uso da espectroscopia de impedância 

elétrica como método alternativo para estudar a formação 

de complexos polianilina/DNA 

Avanços recentes na área de nanobiotecnologia voltados para teste de diagnóstico de 

doenças têm sido acompanhados por desenvolvimentos de plataformas miniaturizadas para a 

identificação de macromoléculas, tais como DNA, com alta sensibilidade e especificidade 

(GIAVAZZI et al., 2014;  RODRIGO et al., 2014). Do ponto de vista químico, uma molécula 

de DNA pode ser considerada como um poliânion, podendo se ligar com outras moléculas via 

interações eletrostáticas via grupos fosfatos e/ou ligações de hidrogênio via base nitrogenadas 

(YU, S. et al., 2008) (BHATTACHARYA, S.; MANDAL, 1997;  CAO, W. et al., 2006). 

Nesse sentido, o desenvolvimento de novos protocolos para a determinação e quantificação de 

DNA baseados na reação entre DNA e moléculas catiônicas, tais como surfactantes e/ou 

polímeros, são alternativas promissoras aos testes de diagnósticos comerciais disponíveis 

(HONG et al., 2006;  MEDINA LLAMAS et al., 2014). Além disso, é importante considerar 

que devido à carga negativa dos grupos fosfatos, as moléculas de DNA podem ser 

consideradas um semicondutor tipo-n que, com uma subsequente interação com um 

semicondutor tipo-p (como polianilina protonada em meio ácido) levam à formação de 

complexos com potencial para uso no desenvolvimento de novos diodos orgânicos de emissão 

de luz (OLED) (LEONES et al., 2012). 

A depender do estado de oxidação (leucoemeraldina, esmeraldina, pernigranilina) e do 

grau de dopagem (sal ou base) (protonação no jargão da química), a polianilina (PANI) pode 

se apresentar como uma molécula de cadeias longas carregadas positivamente (DE 

ALBUQUERQUE et al., 2004). Por essa razão, a polianilina tem sido repetidas vezes usada 

como alternativa para o estudo de interação com macromoléculas como o DNA (ARORA et 

al., 2007;  HU et al., 2013;  WANG, XINXING et al., 2015;  ZHANG et al., 2007). Um fator 

importante para este tipo de interação é a estabilidade de ambas as moléculas em um dado 

solvente.  A solubilidade da PANI depende das condições ambientais, como a polaridade do 

solvente. Por exemplo, PANI no estado sal de esmeraldina tem limitada solubilidade em água. 

Nessa direção, diversos trabalhos mostram que a dopagem dos grupos iminas presentes na 
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base de esmeraldina por ácidos orgânicos, resulta em cadeias carregadas positivamente e com 

solubilidade razoável em solventes de baixa polaridade (BHADRA et al., 2009;  PETROVA 

et al., 2011;  YOON; YOON; KIM, 2011). Por outro lado, as moléculas de DNA se 

caracterizam por terem solubilidade limitada em solventes orgânicos, especialmente aqueles 

de baixa polaridade. Portanto, a aplicabilidade de métodos de diagnósticos baseados em 

polianilina demanda em primeiro lugar uma boa escolha do solvente, e em segundo lugar o 

entendimento dos mecanismos de interação das cadeias de PANI com as fitas de DNA. 

Comumente, para elucidar os mecanismos de interação de moléculas desse tipo, técnicas 

convencionais de espectroscopia óticas, tais como absorção e fluorescência na região do 

ultravioleta ao visível, são usadas. Neste capítulo, a espectroscopia de impedância elétrica é 

aplicada como um método alternativo para investigar a formação de complexos PANI/DNA 

em soluções de clorofórmio (um solvente de baixa polaridade) contendo os complexos DNA/ 

brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) (um surfactante eficaz para estabilizar as moléculas 

de DNA no clorofórmio) e PANI/ ácido dodecilbenzeno sulfônico (DBSA) ( um molécula que 

atua como dopante e com um surfactante que estabiliza a cadeia de PANI no clorofórmio). Ao 

longo do capítulo são apresentados argumentos em favor deste método alternativo usando 

circuitos elétricos equivalentes. 

4.1 - Materiais e Métodos 

4.1.2 - Materiais 

Em todos os experimentos realizados, a anilina, o persulfato de amônio, o hidróxido de 

amônio, o ácido clorídrico (HCl), o DNA do timo do bezerro tipo XV, com peso molecular de 

8418000 g/mol (PORSCH et al., 2009), (aproximadamente 13000 pares de bases), o brometo 

de cetiltrimetilamônio (CTAB), o ácido dodecilbenzeno sulfônico (DBSA) e o clorofórmio 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Com exceção da anilina, todos os reagentes foram 

usados como recebidos. Neste caso, antes da síntese da polianilina, a anilina foi destilada a 

vácuo para sua completa purificação. 



54 

 

 

 

 

 4.1.3 - Métodos 

Síntese de sal e base esmeraldina.  

Para a síntese de polianilina, 0,2 mL de anilina destilada foi dissolvido em 50 mL de 

HCl (1,0 M em água) à temperatura ambiente. Em seguida, o oxidante persulfato de amónio 

(2,85 g) foi dissolvido em 50 mL de água deionizada e cuidadosamente gotejado na solução 

contendo anilina. A mistura foi mantida em agitação magnética durante 24 horas para 

completar a reação de polimerização, o que leva à formação de precipitados de sal de 

esmeraldina, facilmente averiguada pela coloração esverdeada característica deste estado. O 

precipitado formado na reação foi então lavado com HCl (0,2 M) e com uma solução 

acetona/água na proporção 1:1 em volume. Posteriormente, o sal de esmeraldina foi 

submetido a um processo de secagem à vácuo a uma temperatura de 60 °C. Finalmente, o sal 

de esmeraldina foi convertido na base esmeraldina com auxílo de uma solução de hidróxido 

de amônio (0,1 M) usado como agente desdopante. Visualmente ocorre uma mudança de cor 

na solução, de verde para azul, o que é um indicativo da conversão do sal para a base 

esmeraldina. A solução de base de esmeraldina foi filtrada para coletar o precipitado, que foi 

posteriormente lavado com água e acetona e seco a vácuo em 60 °C. 

Síntese dos complexos PANI/DBSA e DNA/CTAB 

Para preparar complexos de PANI/DBSA com razoável estabilidade no clorofórmio as 

referências (CAO, Y.; QIU; SMITH, 1995a;  CAO, Y.; SMITH; HEEGER, 1992;  LOKSHIN 

et al., 2003;  SERGEEV et al., 2003) foram usadas como roteiro da síntese. Segundo essas 

referências, a condição que promove a melhor estabilidade do complexo em clorofórmio é 

aquela cuja mistura de PANI e DBSA tem uma razão estequiométrica entre átomo de Enxofre 

(S) do DBSA e o do átomo de Nitrogênio (N) da PANI igual a 0,75 ([S]/[N]=0,75), o que 

significa dizer que a razão molar [PANI]/[DBSA]=1:160. Levando em conta estas 

considerações, 5 mg de PANI com estado de oxidação base esmeraldina foi misturado com 

14,2 mg de DBSA em 20 mL de clorofórmio e agitado vagarosamente durante 24 horas. A 

solução resultante é caracterizada pela mudança da cor de azul para verde, como resultado de 
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reação de protonação (dopagem), que converte PANI base esmeraldina para PANI sal de 

esmeraldina, como mostra a Figura 4.1. Essa solução foi usada como solução-mãe nos 

experimentos que nos permitiram avaliar quais os mecanismos de interação dominantes entre 

PANI e DNA. 

 

Figura 4.1 - Esquema de protonação da PANI-EB com DBSA levando a formação do 

complexo PANI-ES. 

 O complexo resultante PANI/DBSA é solúvel em solventes de baixa polaridade, tais 

como clorofórmio, devido à molécula de DBSA atuar tanto como dopante quanto como 

surfactante, e assim, graça à sua cauda hidrofóbica, que tem afinidade por grupos não polares 

presentes na molécula do solvente, as cadeias de PANI se tornam estáveis no meio (AFZAL 

et al., 2010). 

Para preparar o complexo DNA/CTAB com uma boa estabilidade em solventes de 

baixa polaridade, como o clorofórmio, a relação estequiométrica de uma molécula de 

surfactante (ou um átomo de N de CTAB) por cada grupo fosfato (P) do DNA (isto é, 

[N]/[P]=1) foi usada conforme procedimentos já estabelecido (BHATTACHARYA, S.; 

MANDAL, 1997;  IJIRO; OKAHATA, 1992;  PYSHKINA, O. A.; SERGEYEV, V. G., 

2012). Tendo em vista esta condição, o complexo DNA/CTAB foi preparado por uma reação 

de precipitação em água. Para isso, CTAB e DNA foram dissolvidos, em separado, em um 

volume de 5 mL de água deionizada. Posteriormente, a solução de DNA foi gotejada 

vagorosamente dentro da solução de CTAB, levando à formação de complexos DNA/CTAB, 

com subsequente precipitação devido à pouca estabilidade deste complexo em água uma vez 
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que a cabeça hidrofílica do CTAB interage com os grupos fosfato de DNA, neutralizando as 

cadeias deste, e a cauda hidrofóbica por não tem afinidade com moléculas de agua induz  a 

perda da estabilidade das fitas de DNA (SERGEEV et al., 2003). O complexo DNA/CTAB 

foi então completamente separado da solução através de centrifugação e posterior retirada do 

sobrenadante. Por fim, o aglomerado de DNA/CTAB resultante da centrifugação foi seco a 

vácuo durante três dias. Após este período, o pó de DNA/CTAB foi dissolvido em 

clorofórmio para preparar a solução-mãe a ser usada nos experimentos essenciais deste 

capítulo.  

De maneira similar ao complexo PANI/DBSA, a solubilidade do complexo 

DNA/CTAB em clorofórmio é favorecida pela interação das moléculas do surfactante com 

cada um dos grupos fosfatos do DNA e também pelo caráter hidrofóbico da cauda do 

surfactante, que providencia a estabilidade necessária do complexo no meio 

(BHATTACHARYA, S.; MANDAL, 1997;  IJIRO; OKAHATA, 1992).  

Procedimentos  

Para realizar os experimentos, uma alíquota fixa da solução-mãe do complexo 

PANI/DBSA foi misturada a alíquotas crescentes da solução-mãe do complexo DNA/CTAB 

em diferentes razões estequiométricas de [P]DNA/[N]PANI (de 0 a 2,75), o que corresponde a 

uma razão molar de 0 to 1:1350 para [DNA]/[PANI]. Após a mistura, as soluções foram 

centrifugadas em uma rotação 4000 rpm durante 4 min em todos os experimentos, para retirar 

o precipitado formado e o sobrenadante usado para análises por diferentes técnicas discutidas 

neste capítulo. 

Técnicas experimentais 

Para a análise ótica, 1 mL das soluções sobrenadante com diferentes razão 

estequiométricas foi colocado em uma cubeta de quartzo (com caminho ótico de 1 cm) para a 

medida da absorbância na faixa de 250 nm a 900 nm, usando o espectrômetro DR 5000 

(Hach, EUA).  
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Figura 4.2 - Montagem experimental das medidas de impedância elétrica. 

Um procedimento similar foi adotado nas medidas de espectroscopia de impedância 

elétrica. Para isso, 1 ml de sobrenadante foi colocado no porta amostra 12962A (Hampshire, 

Reino Unido) com disposição de eletrodo na forma de placas paralelas conectadas ao conjunto 

analisador de impedância 1260 dotado de uma interface dielétrica 1296 (Hampshire, Reino 

Unido), como mostra a Figura 4.2. Uma tensão AC com amplitude de 10 mV foi aplicada 

entre os terminais dos eletrodos e a medida de impedância elétrica foi realizada no intervalo 

de frequência de 1Hz a 1MHz. 

Para medidas de infravermelho (FTIR) realizadas no espectrômetro Prestige-2 

(Shimadzu, Japão), foi usada uma pastilha de brometo de potássio (KBr) contendo 1 mg de 

precipitado na razão estequiométrica [P]DNA/[N]PANI=1. Imagens de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) foram coletadas no microscópio TM1000 (Hitachi, Japão) com tensão de 

operação igual a 20 kV no Instituto de Pesquisa em Ciência dos Materiais da Universidade 

Federal do Vale do São Francisco.  
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4.2 - Resultados  

4.2.1 - Análise MEV 

As micrografias de MEV fornecem informações qualitativas sobre o grau de 

porosidade e rugosidade da superfície dos complexos analisados. Assim, na Figura 4.3 são 

mostradas as micrografias da PANI pura (descrita como PANI na Figura 4.3), dos complexos 

PANI/DBSA, DNA/CTAB e do complexo PANI/DNA formado na razão estequiométrica 

[P]DNA/[N]PANI=1. Claramente, a PANI apresenta uma morfologia de agregados com um alto 

grau de porosidade. Por outro lado, ao atuar como um agente dopante da PANI (HABA et al., 

1999), o DBSA promove uma plasticidade maior na matriz polimérica e melhora a rugosidade 

da PANI (ver micrografia PANI/DBSA na Figura 4.3).  

 

Figura 4.3 - Micrografias de PANI pura e dos complexos PANI/DBSA, DNA/CTAB e 

PANI/DNA. 

O complexo DNA/CTAB apresenta uma morfologia compacta mutilamelar, que é 

característica deste tipo de complexo (PYSHKINA, O.; SERGEYEV, V., 2012). Do ponto 

PANI PANI/DBSA 

DNA/CTAB COMPLEXO DNA/CTAB 
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qualitativo a micrografia do complexo PANI/DNA, se faz evidente que tal complexo conserva 

muitos aspectos da morfologia da polianilina pura (ver comparação nas microscopias da 

Figura 4.3), ou seja, neste caso não há a formação de uma estrutura multilamelar 

(característica típica no complexo DNA/CTAB) e sobressai o aspecto da polianilina. Um nível 

intermediário de rugosidade entre a PANI pura e o complexo PANI/DBSA é observado no 

complexo PANI/DNA, o que pode ser atribuído à presença de DBSA residual neste 

complexo, que foi confirmado pela análise de FTIR da seção 4.2.2. 

4.2.2 - Análise de infravermelho 

Uma técnica importante para oferecer informações relevantes sobre o nível de 

interação entre as cadeias de PANI e as fitas da DNA é a espectroscopia na região do 

infravermelho. Assim, na Figura 4.4 é mostrado um espectro típico de FTIR para DNA puro, 

PANI puro e do precipitado resultante da mistura dos complexos PANI/DBSA e DNA/CTAB 

na razão estequiométrica [P]DNA/[N]PANI=1. As bandas de FTIR de cada composto com suas 

respectivas vibrações são mostrados na Tabela 4.1.  

 

Figura 4.4 - Espectros de infravermelho de DNA puro, PANI puro e do complexo PANI/DNA. 
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k(cm
-1

) DNA
4
 k(cm

-1
) PANI

 5
 k(cm

-1
) PANI/DNA

6 
 

961 Estiramento C-C da 

desoxirribose 
820 Flexão fora do plano 

no C-H aromático 
832 Flexão fora do plano no 

C-H aromático 

1016 Estiramento C-O da 

desoxirribose 
1143 Modo de Vibração de 

B-NH
+
=Q ou B-

NH
+•

-B 

1008 Estiramento –S=O do 

DBSA 

1063 Estiramento P-O/C-

desoxirribose 
1245 Estiramento C–N

+•
 na 

estrutura de pólaron 
1040 Estiramento –S=O do 

DBSA 

1094 Estiramento 

simétrico PO2
-
 

1303 Estiramento C-N 

amina aromática 

secundária. 

1137 Modo de vibração de B-

NH
+
=Q ou B-NH

+•
-B; 

Estiramento C-O da 

desoxirribose 

1237 Estiramento 

assimétrico PO2
-
 

1479 Estiramento do anel 

benzenóide 
1187 Flexão no plano (B) C-

H 

1371 Estiramento C-N da 

citosina e guanina 
1566 Estiramento do anel 

quinóide 
1208 Estiramento assimétrico 

PO2
-
; Estiramento C–

N
+•

 na estrutura de 

pôlaron 

1416 Deformação C-H, N-

H; estiramento C-N 
  1306 Estiramento C-N amina 

aromática secundária. 

1483 Vibração do anel da 

citosina/guanina 

  1400 Deformação C-H, N-H; 

estiramento C-N 

 

1532 Vibração no plano na 

guanina e citosina 

  1464 Vibração do anel da 

citosina/guanina; 

Estiramento do anel 

benzenoide 

1604 Vibração no plano da 

adenina 

  1599 Estiramento C=O 

citosina/timina; 

vibração no plano da 

timina 

1649 Estiramento C=O 

citosina/timina; 

vibração no plano da 

timina 

  1642 Estiramento C=O da 

guanina/timina; N-H 

timina 

1692 Estiramento C=O da 

guanina/timina; N-H 

timina 

    

Tabela 4.1 - Assinaturas características de infravermelho do DNA puro, PANI pura do 

complexo PANI/DNA. 

                                                 
4
 (ALEX; DUPUIS, 1989;  ARAKAWA et al., 2000;  DOVBESHKO et al., 2000;  GUO et al., 2009;  

MOHAMED et al., 2012;  OUAMEUR; TAJMIR-RIAHI, 2004;  SARKAR; MANDAL, 2012;  SUN et al., 

2007;  WATSON et al., 2013).  

 
5
 (AMARNATH; PALANIAPPAN, 2005;  BOYER et al., 2000;  CHO et al., 2004;  KANG, E.; NEOH; 

TAN, 1998;  SANCHES et al., 2011;  TANG et al., 1988;  TRCHOVÁ; STEJSKAL, 2011;  ZENG; KO, 1998) 

 
6
 (ALEX; DUPUIS, 1989;  AMARNATH; PALANIAPPAN, 2005;  ARAKAWA et al., 2000;  BOYER 

et al., 2000;  CHO et al., 2004;  DOVBESHKO et al., 2000;  GALIANI et al., 2007;  GUO et al., 2009;  KANG, 

E. et al., 1998;  MOHAMED et al., 2012;  OUAMEUR; TAJMIR-RIAHI, 2004;  SANCHES et al., 2011;  

SARKAR; MANDAL, 2012;  SUN et al., 2007;  TANG et al., 1988;  TRCHOVÁ; STEJSKAL, 2011;  

WATSON et al., 2013;  ZENG; KO, 1998). 
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Da análise dos dados da Tabela 4.1 e dos espectros apresentados na Figura 4.4, é 

possível concluir que as bandas características da PANI em 1303 cm
-1

 (banda do estiramento 

C-N) (ANSARI; MOHAMMAD, 2012;  HAN, D. X. et al., 2005), em 1566 cm
-1

 (estiramento 

do anel quinóide) e em 1479 cm
-1

 (estiramento do anel benzenóide) estão presentes tanto na 

PANI pura quanto no precipitado. Em outras palavras, isto indica que o precipitado, resultante 

da mistura dos complexos DNA/CTAB e PANI/DBSA, contém PANI, ou seja as cadeias de 

DNA promovem a perda da estabilidade das moléculas de polianilina e leva a sua precipitação 

na forma do complexo PANI/DNA. Outro fato que pode ser constatado é que a formação do 

complexo PANI/DNA não altera o estado de oxidação de polianilina, uma vez que tanto no 

caso puro quanto no complexo os espectros de infravermelho apresentam bandas 

características do sal de esmeraldina. 

Para buscar entender melhor quais seriam as interações fundamentais para 

precipitação, é necessário também examinar as características do espectro do DNA puro. No 

espectro do DNA puro, os picos em 961 cm
-1 

e 1063 cm
-1

 correspondem aos estiramentos de 

C-C e P-O/C-O da desoxirribose, enquanto que os picos em 1094 cm
-1

 e 1237 cm
-1

 são as 

assinaturas características do estiramento simétrico e assimétrico do PO2
-
 presentes no grupo 

fosfato (JANGIR et al., 2011;  JANGIR et al., 2010). Além disso, na faixa ampla de 1550 cm
-

1 
a 1750 cm

-1 
tem-se os picos característicos das bases nitrogenadas guanina, timina, adenina e 

citosina.  

Comparando os espectros de infravermelho da Figura 4.4 com os dados contidos na 

Tabela 4.1, verifica-se que no complexo PANI/DNA a existência dos picos em 1008 e 1040 

cm-1 (estiramento –S=O) indica a presença de DBSA residual no complexo PANI/DNA, o 

que confirma a hipótese adiantada na seção anterior sobre a existência do nível intermediário 

na rugosidade do complexo PANI/DNA (Figura 4.3). É possível verificar que a assinatura 

vibracional dos grupos quinóides da PANI se sobrepõe em uma larga faixa ao espectro FTIR 

do DNA puro. Mesmo assim, se for tomada a faixa de 1550 cm
-1 

a 1750 cm
-1

, é possível obter 

evidências de que existe uma interação entre as cadeias de PANI e as fitas do DNA. Neste 

intervalo, os picos em 1649 cm
-1

 (estiramento C = O da citosina/timina e vibração no plano da 

timina) (MOHAMED et al., 2012) e 1692 cm
-1

 (estiramento C = O da guanina/timina e 

estiramento N-H da timina) (WATSON et al., 2013) no DNA puro são deslocados 

respectivamente para 1599 cm
-1

 e 1642 cm
-1

, no complexo PANI/DNA. Isso pode ser tomado 
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como uma evidência que o fenômeno de precipitação da PANI em solução é de fato induzido 

pela interação do policátion PANI com o poliânion DNA.  

4.2.3 - Análise de UV-Vis 

Na busca do entendimento e de um melhor detalhamento do nível de interação entre as 

fitas de DNA e as cadeias de PANI, o conhecimento do espectro de absorção no UV-Vis é 

fundamental para uma análise quantitativa do problema. Tendo em conta este fato, os 

espectros UV-Vis (mostrados na Figura 4.5) da solução sobrenadante em diferentes razões 

estequiométricas [P] DNA/ [N] PANI oferecem informações sobre a estabilidade de PANI em 

solução. Em outras palavras, as mudanças observadas na intensidade da absorbância UV-Vis 

indicam como a interação entre DNA/CTAB e PANI/DBSA, bem como a razão [P] 

DNA/[N]PANI, afeta a concentração de moléculas de PANI estáveis em solução.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5 - Espectros dos sobrenadantes das misturas dos complexos PANI/DBSA e 

DNA/CTAB em diferentes razões estequiométricas do [P]DNA/[N]PANI. No detalhe, o espectro 

UV-Vis da solução PANI/DBSA com suas bandas características. 
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O típico espectro UV-Vis da solução PANI/DBSA mostrado no detalhe da Figura 4.5 

apresenta uma banda de absorção em 330 nm, um ombro em 430 nm e outra banda de 790 

nm, correspondendo, respectivamente, a transições * do anel benzenóide, transições 

pólaron–e transições -pólaron. Essas bandas confirmam que, no presente trabalho, a 

PANI se apresenta no estado de oxidação de sal de esmeraldina. Portanto, uma simples 

observação de um dos picos da PANI traz informações importantes sobre como a interação 

PANI/DNA influencia na estabilidade das cadeias de PANI, uma vez que a medida da 

absorbância fornece informações quantitativas da presença de moléculas de PANI em 

solução. Uma discussão sobre como a presença das moléculas de PANI em solução é afetada 

pela razão [P] DNA/[N] é feita com maior riqueza de detalhes na Seção 4.3.  

 

4.2.4 - Análise de EIE 

O uso da EIE para investigar processos microscópicos em física da matéria frágil, tais 

como concentração micelar crítica (CMC) em surfactantes, concentração de agregação crítica 

(CAC) em corantes e transições em surfactantes induzidas por temperatura (ARAUJO et al., 

2010;  DE LIMA, S. V.; DE OLIVEIRA, 2010;  DE OLIVEIRA, HELINANDO P.; DE 

MELO, 2011;  DE OLIVEIRA, H. P. et al., 2006) é um tema bem estabelecido no grupo de 

Polímeros Não-Convencionais do Departamento de Física da Universidade Federal de 

Pernambuco.  

No sentido de ampliar os limites de aplicabilidade dessa técnica, o tema central deste 

capítulo é verificar a possibilidade de uso da EIE para acompanhar a formação de complexos 

DNA/polímeros, tendo em conta que tanto os mecanismos de transporte de carga, bem como a 

polarização de dipolos serão afetados durante a formação dos complexos. Em termos da 

magnitude da impedância, é possível delimitar dois extremos no estudo do complexo 

PANI/DNA: um nível alto de impedância que caracteriza a resposta tipicamente do solvente 

(clorofórmio), como resultado do alto grau de precipitação do complexo PANI/DNA e um 

baixo nível de impedância associado à PANI estável em solução. Em outras palavras, isso 

significa dizer que podemos associar um regime baixo de impedância à dispersão do 

complexo PANI/DBSA em solução, enquanto que um alto valor de impedância caracteriza a 
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resposta de PANI/DBSA residual ainda presente em solução quando o complexo PANI/DNA 

é formado.  

Para exemplificar o exposto acima, apresentamos na Figura 4.6, um mapa 3-D onde 

pode ser observado como a mudança na razão estequiométrica [P]DNA/[N]PANI, causada pela 

introdução de DNA/CTAB na solução de PANI/DBSA, e variação no valor da frequência do 

potencial aplicado, influenciam a parte real da impedância da solução sobrenadante. Ao 

analisar o espectro de impedância (Z’ x log(f) na Figura 4.6) é possível verificar duas regiões 

distintas: uma, em baixa frequência, que se deve à resposta de cargas livres, e outra, em alta 

frequência, cuja principal contribuição vem da resposta de cargas ligadas (dipolos). 

 

Figura 4.6 - Mapa 3D da parte real da impedância da soluções sobrenadantes que 

caracterizam a formação de complexos PANI/DNA como função da frequência aplicada e 

razão [P]DNA/[N]PANI. 

Neste caso, a região do espectro de impedância elétrica mais adequada para avaliar a 

resposta dielétrica do complexo é aquela referente à resposta de cargas livres, pois a alta 

condutividade da PANI/DBSA (como indicado pelo mínimo valor da resposta Z’ em [P]DNA 

/[N]PANI=0 na Figura 4.6) contribui para o transporte de carga induzido pelo campo elétrico 
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aplicado. Como esperado, quando o complexo PANI/DNA é formado, uma quantidade menor 

de moléculas de PANI permanece em solução e, portanto, um aumento na resposta de 

impedância deve ocorrer. Nesse regime, a parte real da impedância progressivamente aumenta 

com o aumento da concentração de DNA/CTAB introduzida em solução, até que seja 

alcançado um máximo bem definido em [P] DNA/ [N] PANI = 1(ver resposta Z’ x[P]/[N] na 

Figura 4.6). Acima desse limite, a introdução de mais DNA/CTAB é acompanhada pela 

redução no nível de impedância da solução, devido ao fato que nesta condição ocorre um 

aumento na quantidade dos complexos PANI/DBSA e DNA/CTAB (como pode ser 

confirmado pela comparação com as medidas óticas da Seção 4.2.4) disperso na solução, o 

que naturalmente torna a solução mais condutora. 

Figura 4.7 - Diagrama de Nyquist das soluções sobrenadantes que caracterizam a formação 

de complexos PANI/DNA como função da razão [P]DNA/[N]PANI e, no detalhe, o circuito de 

Randles usado como modelo equivalente dos dados experimentais. As linhas correspondem 

aos resultados dos ajustes feitos usando circuito modelo. 

Analisando este problema do ponto de vista do diagrama de Nyquist mostrado na 

Figura 4.7, é evidente que o processo de relaxação na faixa de frequência examinada possui 
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apenas um semicírculo, o que indica que nesse intervalo de frequência existe apenas um único 

tempo característico de relaxação, que é associado aos dipolos presentes na solução, uma vez 

que a frequência de relaxação se encontra na faixa de 10
3
-10

6
 Hz. Além disso, é nítido que 

diâmetro do diagrama de Nyquist varia conforme a razão [P]DNA/[N]PANI. Isto aponta para a 

hipótese de que a análise dos resultados, a partir da modelagem de circuito elétrico 

equivalente, oferece algum parâmetro que, assim como a absorbância, é também dependente 

dos mecanismos de interação entre os complexos PANI/DBSA e DNA/CTAB, responsável 

pela formação do complexo PANI/DNA. Em outras palavras, isto significa dizer que ao usar a 

abordagem de circuito elétrico equivalente para modelar a resposta elétrica da solução 

sobrenadante, é possível caracterizar os mecanismos de interação PANI/DNA.  

Como pode ser visto, o circuito elétrico que melhor ajusta aos dados experimentais 

(como mostra a linha em vermelho da Figura 4.7) é o circuito de Randles, para o qual a 

impedância equivalente é dada pela Eq. 3.22 e os valores determinados a partir do ajuste são 

apresentados na Tabela 4.2. Portanto, é de esperar que algum parâmetro desse circuito 

(resistência de solução-RS, resistência de transferência de cargas-RCT ou capacitância -C
7
  

possa ser usado para caracterizar a dependência da solubilidade das cadeias de PANI com a 

razão estequiométrica [P]DNA/[N]PANI. 

  Tabela 4.2 – Valores dos parâmetros do circuito de Randles usado para modelar os dados 

experimentais em diferentes razões de [P]DNA/[N]PANI. 

                                                 
7
 Aqui a capacitância total representa a associação em série das capacitâncias da dupla camada elétrica e 

da camada de Gouy-Chapman como descrito na seção 3.4. 

[P] DNA/ [N]PANI RS () RCT () C (pF) 

0,00   38,30 ± 4,73 38486 ± 57 128,00 ± 0,20 

0,25 114,60 ± 3,51 98502 ± 56   71,50 ± 0,05 

0,5 272,20 ± 6,80 178290 ± 103   39,60 ± 0,03 

0,75 124,20 ± 6,63 171060 ± 100   41,80 ± 0,03 

1,00 271,40 ± 8,12 314800 ± 134   24,70 ± 0,02 

1,25 133,90 ± 10,02 312850 ± 157   24,20 ± 0,02 

1,50 169,20 ± 9,01 257010 ± 142   29,50 ± 0,02 

1,75 231,90 ± 8,37 223250 ± 121   31,40 ± 0,02 

2,00 273,10 ± 5,14 150060 ± 81   50,50 ± 0,03 

2,25 109,00 ± 6,18 176600 ± 94    41,7 ± 0,03 

2,75 154,40 ± 9,31 233360 ± 154    34,1 ± 0,03 
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Como esperado, o parâmetro que melhor transmite a ideia explicitada no parágrafo 

anterior é a resistência de transferência de carga, RCT, uma vez que essa está diretamente 

relacionada ao diâmetro do semicírculo dos diagramas de Nyquist. Para ilustrar isto, na Figura 

4.8 é mostrada uma comparação entre a dependência da RCT e a absorbância (em 790 nm) do 

sobrenadante com a razão [P]DNA/[N]PANI. Na Figura 4.8 é fácil observar que tanto a RCT 

quanto a absorbância mostram uma forte dependência em função da razão [P]DNA/[N]PANI. 

Com a progressiva adição de complexo DNA/CTAB na solução do complexo PANI/DBSA, a 

RCT [absorbância] da solução sobrenadante nitidamente aumenta [diminui], no regime de 

baixa razão estequiométrica [P]DNA/[N]PANI, o que significa dizer que a quantidade de PANI 

estável em solução está sendo progressivamente reduzida.  

 

Figura 4.8 - Comparação de como a absorbância (em 790nm) e a resistência de 

transferência de carga elétrica das soluções sobrenadante varia como função da razão 

estequiométrica [P]DNA/[N]PANI. As linhas são apenas guias para olhos. 

A explicação para esse fenômeno, na faixa de razão [P]DNA/[N]PANI analisada, tem base 

no fato que devido à forte interação eletrostática de cargas opostas do DNA e PANI, o 

complexo PANI/DNA é progressivamente formado. Por sua vez, o complexo PANI/DNA tem 

estabilidade limitada em solução devido à falta de afinidade do DNA e da PANI com o 
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clorofórmio, e isto explica a ocorrência da precipitação do complexo PANI/DNA que leva a 

uma redução drástica da concentração de moléculas estáveis de PANI no meio líquido. Este 

processo ocorre até a condição [P]DNA/[N]PANI=1 ser alcançada (ver Figura 4.8), o que 

significar dizer que o máximo de precipitação ocorre nessa condição. Surpreendentemente, a 

adição do complexo DNA/CTAB na condição acima de [P]DNA/[N]PANI=1 na solução do 

complexo PANI/DBSA resulta na diminuição da RCT ( ou aumento da absorbância) da solução 

sobrenadante, o que significa dizer que a PANI se resolubiliza, indicando que passa a ocorrer 

uma conversão parcial do complexo PANI/DNA nos complexos PANI/DBSA e DNA/CTAB, 

já que estes apresentam uma melhor estabilidade em clorofórmio. Uma nova inversão volta a 

ocorrer, com um mínimo [máximo] na resistência de transferência de carga [absorbância] 

sendo observado. Isso permite definir uma nova condição de equilíbrio, caracterizada pelo 

aumento da agregação do complexo PANI/DNA. Portanto, é evidente que a absorbância e a 

RCT exibem uma complementaridade entre si (mas com derivada oposta), e, então, podemos 

concluir que essas duas grandezas físicas fornecem informações análogas sobre os processos 

envolvendo a formação de complexos polímeros/biomoléculas.  

4.3 - Discussão 

Desde o início, nossa proposta foi de avaliar a EIE como uma técnica conveniente para 

investigar interações eletrostáticas entre macromoléculas, que poderia ser vista como um 

método complementar e/ou alternativo à espectroscopia de absorção UV-Vis. Na Seção 4.2.4 

foi mostrado que realmente isso acontece, de modo que EIE tem potencial de ser aplicado em 

estudos relacionados a macromoléculas. 

 Neste estudo, do ponto de vista do uso da EIE é preciso considerar que a redução 

(aumento) na concentração relativa de PANI/DBSA em solução afeta a resistência de 

transferência de carga e estabelece pontos de máximos e mínimos nas curvas de RCT e 

absorbância (ver Figura 4.8), que representam claras condições de equilíbrio e separam, uma 

da outra, regiões com transporte de carga bem diferente. Assim, antes de alcançar o primeiro 

extremo (máximo em RCT e mínimo na absorbância) o transporte de cargas elétrica através da 

solução se torna progressivamente restrito, devido ao decréscimo na concentração livre de 

moléculas da PANI em solução, conduzindo assim a um mais alto valor de RCT. Já após o 

primeiro extremo, quando o número de moléculas de PANI em solução aumenta (o que pode 
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ser comprovado pelo aumento da absorbância), claramente o transporte de carga elétrica é 

facilitado, o que leva a uma diminuição na RCT. Uma nova inversão nas curvas da Figura 4.8 

resulta no aumento da RCT, o que indica que menos cadeias de PANI estão dispersas em 

solução como resultado do processo de precipitação, que mais uma vez volta ser o processo 

dominante. Portanto, a partir de cada extremo nas curvas da Figura 4.8 fica definido um tipo 

de reação (reação 1 ou 2, conforme o esquema apresentado na Figura 4.9) que passa a 

dominar na solução a cada ciclo. Isto significa dizer que a adição de DNA a cada novo ciclo 

de reação influencia de maneira menos significativa nas propriedades óticas e dielétricas das 

soluções de sobrenadante, ou seja, a cada novo ciclo fica mais difícil converter os complexos 

PANI/DBSA e DNA/CTAB em PANI/DNA, e vice-versa. 

O esquema mostrado na Figura 4.9 leva em conta reações de troca iônica que ocorrem 

na interação entre os complexos DNA/CTAB e PANI/DBSA em determinadas condições da 

razão estequiométrica [P] DNA/[N]PANI. A reação do Tipo 1 domina enquanto a condição [P] 

DNA/[N]PANI < 1 é satisfeita, já que nesse caso a interação entre os complexos PANI/DBSA e 

DNA/CTAB se dá por reações de troca iônica envolvendo os ânions DNA e DBSA com os 

cátions PANI e CTAB, que contribuem para maximizar a formação do complexo PANI/DNA, 

e com sua consequente precipitação em solução. Para a condição 1<[P] DNA/[N]PANI ]<1,75 

ocorre uma redução da precipitação da PANI da solução, o que pode ser caracterizado por 

uma nova reação, definida como Tipo 2, na qual a conversão parcial do complexo PANI/DNA 

para PANI/DBSA (que é mais estável em solução) prevalece sobre a reação do Tipo 1. Neste 

caso, há uma preferência da PANI em complexar com DBSA, ou seja, ocorrem reações 

parciais de troca iônica entre o poliânion DNA e o ânion DBSA, que levam à conversão 

parcial do complexo PANI/DNA nos outros dois complexos (PANI/DBSA e DNA/CTAB). 

Para valores de [P] DNA/[N]PANI>1,75, a reação de precipitação prevalece sobre a reação de 

conversão, o que caracteriza novamente a reação do Tipo 1. Em resumo, a cada ciclo o 

aumento progressivo na razão [P] DNA/[N]PANI conduz à substituição da reação do Tipo 1 pela 

reação do Tipo 2 e vice-versa, o que provoca processo de precipitação (reação do Tipo 1) ou 

conversão (reação do Tipo 2), a depender da razão [P] DNA/[N]PANI.  
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Figura 4.9 - Representação esquemática para os mecanismos de formação do complexo 

PANI/DNA. 

4.3 - Conclusão 

Neste capítulo, os aspectos relevantes para a formação do complexo PANI/DNA em 

solventes de baixa polaridade foram investigados do ponto de vista não convencional do uso 

da EIE. Dentre aspectos, a forte interação entre as cadeias de PANI e as moléculas de DNA 

conduz à formação do complexo de PANI/DNA, cuja solubilidade no clorofórmio é altamente 

sensível aos valores da razão estequiométrica [P] DNA/[N]PANI. Em outras palavras, a 

concentração do polímero condutor dispersa em solução varia de forma tão peculiar que as 

propriedades óticas e elétricas do meio são afetadas. Dessa maneira, a resposta elétrica da 

solução sobrenadante depende do grau de complexação de PANI/DNA, uma vez que essa 
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solução apresenta diferenças nos níveis de impedância conforme a  ocorrência ou não da 

precipitação desse complexo como processo dominante. Nesse sentido, as informações 

peculiares à reação de complexação fornecidas pelo uso de espectroscopia de impedância 

eléctrica mostram uma clara complementaridade com a espectroscopia de absorção UV-Vis. 

Portanto, essa complementaridade é uma evidência a favor da metodologia proposta neste 

capitulo, o que significa dizer que de fato, a EIE se constitui em uma forma adequada para 

estudar esse importante fenômeno da física da matéria frágil. 
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Capítulo 5 - A formação de complexo DNA/nanocompósito 

polianilina/(nanopartículas de ouro) estudada por 

espectroscopia de impedância elétrica
8
 

Diante dos resultados animadores apresentados no capítulo anterior, o problema da 

formação de complexos DNA/polímero catiônico foi estendido ao caso dos nanocompósitos 

fluorescentes polianilina/(nanopartícula metálica) sintetizados nos últimos anos no grupo 

Polímeros Não-Convencionais. O interesse neste problema é entender a natureza das 

interações envolvidas nos testes de diagnósticos de doenças infeciosas realizado no grupo. A 

compreensão da natureza das interações é um passo fundamental em direção à otimização 

desses testes de modo a torná-los viáveis frente aos testes comerciais já estabelecidos.  

O compósito polianilina/(nanopartículas de ouro) (PANI-Au) preparados no grupo 

apresenta uma fluorescência exacerbada quando comparado com a polianilina pura (De Melo 

et al., 2012; Santos et al., 2013), o que o torna viável para novas aplicações. Dentre elas, os 

resultados desenvolvidos até o momento mostram que esses materiais são promissores como 

marcadores de biomoléculas como DNA, devido a sua capacidade de se ligar 

eletrostaticamente a moléculas aniônicas em certas regiões de pH. Dada essa característica, 

esses materiais têm se mostrado promissores para o desenvolvimento dos testes de 

diagnóstico rápido de doenças conhecidos como Teste ELINOR. Como ponto de partida, 

sabe-se que as interações coulombianas, de natureza não específica, estabelecidas entre PANI-

Au e o DNA são pontos chave para a otimização desses testes.  

Para fundamentar essa hipótese, é preciso ter em conta as etapas fundamentais do 

Teste ELINOR. De maneira simplificada, o teste Elinor é baseado no seguinte protocolo:  

a) um segmento curto, conhecido como sonda, de fita simples do DNA do agente infeccioso a 

ser determinado é ancorado sobre um substrato sólido,  

                                                 
8
 O tema deste capítulo é extensão do capítulo anterior, que por questões de organização é apresentado 

como um capítulo à parte. 
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b) um volume pequeno de uma solução contendo o material genético do paciente é aquecido 

(para induzir a separação das fitas do DNA) e, posteriormente, gotejado sobre o substrato 

contendo a sonda,  

c) duas possibilidades podem ocorrer quando as fitas simples do DNA do paciente encontram 

com a sonda ancorada no substrato: um segmento do DNA do paciente é complementar à 

sonda e ocorrerá à hibridização (neste caso, o teste será positivo) ou não existe nenhum 

segmento complementar e o DNA do paciente não será capturado pela sonda (teste negativo), 

d) um pequeno volume do nanocompósito PANI-Au (com cadeias carregadas positivamente) 

é gotejado sob o substrato e se liga eletrostaticamente às fitas de DNA do paciente e à sonda, 

e) ao ser lavado o substrato com água corrente, as cadeias de nanocompósito ligadas às fitas 

de DNA do paciente com nenhum segmento complementar à sonda serão retiradas do 

substrato. Se o DNA do paciente possui uma seção complementar à sonda, uma quantidade 

relativamente bem maior do nanocompósito permanecerá no substrato, devido à ligação entre 

as fitas de DNA e a sonda. 

f) finalmente o substrato é submetido à excitação em 350 nm com emissão em 480 nm. A 

diferença na intensidade de emissão de fluorescência na região do verde entre o resultado 

positivo e negativo será visualmente observada e, portanto, indicará se o paciente está ou não 

infectado. 

Como pode ser visto, os passos e) e f) são fundamentais para o teste, uma vez que os 

mecanismos de interação entre o DNA o nanocompósito PANI-Au podem levar à formação 

de complexos que não se ligam fortemente à sonda ou ao substrato e que, por isso, serão 

arrastados para fora do substrato durante o processo de lavagem. A ocorrência desse 

fenômeno comprometeria a leitura por fluorescência e levaria o usuário a concluir que o teste, 

embora verdadeiramente positivo, teria um resultado falso negativo, ou seja, mesmo o 

paciente estando infectado, o resultado do teste seria como negativo. Portanto, entender os 

mecanismos de interação entre nanocompósito e DNA e identificar seus parâmetros 

determinantes é uma importante contribuição para o desenvolvimento do procedimento mais 

adequado a ser adotado no teste ELINOR. Portanto, o objetivo principal deste capítulo é 

examinar a influência da variação da concentração relativa do DNA/nanocompósito na 

interação eletrostática estabelecida em solução. Para esse estudo, as propriedades óticas e 

elétricas das soluções de PANI-Au/DNA, determinadas através da espectroscopia de 
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fluorescência, UV-Vis e de impedância elétrica, foram examinadas e usadas como parâmetros 

de interação.  

5.1 - Materiais e Métodos 

5.1.1 - Materiais 

 Anilina, ácido tetracloroaurico (III) (HAuCI4·3H2O), 3-mercaptopropiltrimetoxisilano 

(MPTS), desoxirribonucleico (DNA) do timo do bezerro tipo XV, brometo de 

dodeciltrimetilamônio (DTAB), ácido dodecil benzeno sulfônico  (DBSA), e clorofórmio 

foram adquiridos na Sigma-Aldrich (EUA) e o ácido clorídrico obtido junto a Dinâmica 

(Brasil). Com exceção da anilina, todos os reagentes foram usados como recebidos. A anilina 

usada para a síntese do nanocompósito foi destilada pela adoção do mesmo procedimento 

discutido na Seção 4.1.2. 

5.1.2 - Métodos 

Síntese do nanocompósito PANI-Au  

Para realizar a síntese do nanocompósito, anilina (0.030 mol/L), MPTS (6.46 × 10
-2

 

mol/L) e ácido tetracloroáurico (III) (HAuCI4·3H2O) (0.81 mmol/L) foram misturados em 

etanol. Para completa polimerização da anilina na presença do ácido tetracloroáurico como 

agente oxidante e consequente formação do nanocompósito PANI-Au, a mistura foi deixada 

sob agitação magnética durante 48 horas (DE MELO; DE ANDRADE; DOS SANTOS, 

2012). Posteriormente, a solução com o nanocompósito foi centrifugada durante 10 minutos 

em 12.000 RPM para remover MPTS em excesso. 
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 Dispersão do nanocompósito PANI-Au em clorofórmio. 

Por conta da baixa solubilidade do DNA em etanol (que é o solvente usual do 

nanocompósito), foi necessário escolher um solvente para o qual tanto o DNA quanto o 

nanocompósito tivessem uma boa estabilidade. No capítulo anterior vimos que, quando 

complexado com surfactantes catiônicos, o DNA possui uma boa dispersão em clorofórmio. 

Por isso, o clorofórmio foi usado como solvente comum, o que exige a solubilização do 

nanocompósito nesse mesmo solvente. Dessa forma o nanocompósito PANI-Au foi 

solubilizado no clorofórmio de maneira similar ao que foi originalmente reportado por 

Sergeev (LOKSHIN et al., 2003;  SERGEEV et al., 2003). Uma alíquota do nanocompósito 

PANI-Au em etanol foi colocado em um béquer para total evaporação do solvente e obtenção 

do nanocompósito em pó. Posteriormente, clorofórmio em pH ácido (pH = 2.5 ajustado com 

alíquotas de HCl ) foi adicionado ao béquer contendo o nanocompósito para tornar as cadeias 

de polianilina positivamente carregadas. Finalmente, o DBSA foi adicionado na solução de 

PANI-Au, em uma razão estequiométrica de [S] DBSA/[N]PANI-Au=0.75, para promover a 

completa solubilização do nanocompósito PANI-Au em clorofórmio. Essa solução foi usada 

como solução estoque em todos os experimentos realizados no presente capítulo.          

Síntese do complexo DNA/DTAB 

De maneira similar ao complexo DNA/CTAB do Capítulo 4, a síntese do complexo 

DNA/DTAB foi realizada gotejando uma solução aquosa de DNA em uma solução aquosa de 

DTAB na razão estequiométrica [P]DNA/[N]DTAB= 1,0. Como resultado da mistura, ocorre 

a precipitação do complexo DNA/DTAB, que foi então separado da solução por 

centrifugação, coletado e então seco sob vácuo durante três dias. O complexo DNA/DTAB foi 

finalmente completamente solubilizado em clorofórmio e usado como solução estoque em 

todos os experimentos realizados.                                                                   



76 

 

 

 

 

Procedimentos 

Para realizar as medidas deste capítulo, uma alíquota fixa da solução-mãe do 

complexo PANI-Au/DBSA foi misturada à alíquotas crescentes da solução estoque do 

complexo DNA/DTAB segundo diferentes razões estequiométricas [P]DNA/[N]PANI-Au(de 0 a 

3,33). Para ter apenas o nanocompósito disperso em solução, todas as misturas foram 

centrifugadas e então um volume de 1mL do sobrenadante foi usado em todas as medidas 

óticas e elétricas. 

Técnicas experimentais 

As medidas de absorbância no UV-Vis no intervalo de comprimento de onda de 250 

nm a 800 nm foram realizadas colocando a solução sobrenadante em uma cubeta de quartzo 

de caminho ótico de 1 cm, posteriormente posicionada em um espectrômetro CIRRUS 80 MB 

(Femto, BRASIL). Já as medidas de fluorescência foram executadas no espectrofluorímetro 

modelo PC1 (ISS, EUA) excitando a solução no comprimento de onda 350 nm e com emissão 

no intervalo de comprimento de onda de 370 nm a 550 nm. Para caracterização elétrica, o 

analisador de impedância Solartron1260 (Hampshire, Reino Unido) conectado à interface 

dielétrica 1296 e ao sistema de eletrodo porta amostra 1262 (Hampshire, Reino Unido) foi 

usado. Uma tensão AC com amplitude de 10 mV, operando no intervalo de frequência de 1 

Hz a 1 MHz, foi aplicada nos eletrodos paralelamente dispostos para caracterizar 

eletricamente a solução sobrenadante.                 

5.2 - Resultados 

5.2.1 - Análise UV-Vis  

O espectro de absorbância do nanocompósito PANI-Au/DBSA mostrado na Figura 5.1 

revela a presença de duas bandas de absorção. A banda centrada em 318 nm corresponde a 

assinatura da transição no benzenóide (GUPTA; JANA; MEIKAP, 2010;  HUANG; 
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LIN, 2009;  SUBRAMANIAN; PADIYAN, 2008). Já a banda em 365 nm corresponde à 

protonação da cadeia da polianilina (SAHARAN; DHAWAN, 2014), o que indica que as 

cadeias da PANI estão positivamente carregadas. As duas bandas centradas nos picos de 318 

nm e 365 nm mostram que a polianilina presente no nanocompósito está no estado de 

oxidação correspondente à forma de sal de leucoemeraldina.  

 

Figura 5.1- Espectro de absorção UV-Vis do complexo PANI-Au/DBSA, onde se destaca seus 

picos característicos (linhas tracejadas). 

Com relação às nanopartículas de ouro, a não existência de uma banda característica 

de plásmons (em geral, presente em torno do intervalo de comprimento de onda de 500 nm a 

600 nm) no espectro UV-Vis do nanocompósito PANI-Au está diretamente ligada ao 

diâmetro das partículas de ouro presentes em solução. De acordo com trabalhos realizados no 

grupo de Polímeros Não-Convencionais (SANTOS, R. F. et al., 2013), o diâmetro médio das 

partículas de ouro está na faixa de 2-3 nm. É conhecido que a banda de plásmons apresenta 

uma dependência com o tamanho de partículas, sendo as oscilações desta banda fortemente 

amortecidas para tamanhos de partículas menores que 5 nm, desaparecendo completamente 

para partículas em torno de 2 nm (KLIMOV, 2003). Assim, a não existência da banda de 
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plásmons no espectro do nanocompósito pode ser explicada pelo tamanho de partículas de 

ouro encontradas na matriz polimérica, como mostrado pelos resultados encontrados. 

Outro fato que pode ser notado, nos espectros mostrados na Figura 5.2, é a 

dependência da absorção do nanocompósito PANI-Au com a razão estequiométrica 

[P]DNA/[N]PANI-Au, em uma maneira similar ao que fora discutido no Capítulo 4. Isto indica que 

a interação entre as fitas de DNA e PANI-Au promove uma progressiva complexação entre as 

cadeias da polianilina e as moléculas de DNA, o que induz mudanças na estabilidade das 

cadeias de PANI leucoemeraldina, da mesma forma do que foi observado para as cadeias de 

PANI sal esmeraldina examinadas no Capítulo 4. A seção 5.3 detalha as similaridades e 

diferenças entre os resultados encontrados ao longo dos dois capítulos. 

 

Figura 5.2 – Espectros característicos de absorção UV-Vis das soluções sobrenadante em 

diferentes razões estequiométrica [P]DNA/[N]PANI-Au. 

5.2.2 - Análise de fluorescência 

Como mostrado na Figura 5.3, um típico pico de alta intensidade de emissão aparece 

em 440 nm quando a solução do complexo PANI-Au/DBSA é excitada em 350 nm. Esse pico 
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se deve à excitação dos elétrons π dos anéis benzenóides presentes na polianilina, que é 

seguida da emissão de fluorescência, como resultado do decaimento dos elétrons do estado 

excitado (conhecido como orbital π*) para o estado fundamental (orbital π). Na verdade, a 

intensidade de emissão de fluorescência da polianilina pode ser explicada através da 

proporção entre os grupos benzenóide/amina (C6H4NH) e os grupos quinóide/imina (C6H4N) 

na sua estrutura molecular. Enquanto os grupos benzenóides são unidades fluorescentes, 

graças à transição  os grupos quinóides são unidades que tendem a extinguir a emissão 

de fluorescência causada pelos grupos benzenóides, já que favorecem a dissipação de energia 

intramolecular (AMRITHESH et al., 2008a;  SHIMANO; MACDIARMID, 2001). Se for 

levado em conta o espectro de absorção do nanocompósito PANI-Au apresentado na Figura 

5.1, tem-se com clareza que a única assinatura relacionada aos grupos mencionados acima é 

aquela correspondente à unidade benzenóide/amina, o que significa dizer que o estado 

leucoesmeraldina presente no nanocompósito é responsável pela intensidade exacerbada de 

emissão de fluorescência (AMRITHESH et al., 2008a;2008b;  GUPTA et al., 2010;  

SHIMANO; MACDIARMID, 2001).  

 

Figura 5.3 - Espectro de emissão de fluorescência da solução sobrenadante resultante da 

mistura dos complexos PANI-Au/DBSA e DNA/DTAB para diferentes razões estequiométrica 

[P]DNA/[N]PANI-Au. 
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 É evidente na Figura 5.3 que a adição do complexo DNA/DTAB na solução do complexo 

PANI-Au/DBSA promove uma mudança na resposta de fluorescência da solução 

sobrenadante (o que é consistente com a análise de UV-Vis) e mostra que a interação entre o 

DNA e o nanocompósito PANI-Au resulta na mudança da estabilidade das cadeias de PANI 

leucoesmeraldina em solução.  

5.2.3 - Análise de EIE  

Do ponto de vista elétrico, na Figura 5.4 é mostrado o diagrama de Nyquist da solução 

sobrenadante em diferentes razões estequiométricas [P] DNA/[N]PANI-Au. Claramente, a 

existência de um único semicírculo indica um simples processo de relaxação para a faixa de 

frequências analisada, que, como dito na Seção 3.2, está relacionada à polarização dos dipolos 

presentes em solução. 

 

Figura 5.4 - Diagrama de Nyquist da solução sobrenadante resultante da mistura dos 

complexos PANI-Au/DBSA e DNA/DTAB em função da razão [P]DNA/[N]PANI-Au. As linhas 

correspondem aos ajustes feitos usando o circuito equivalente apresentado no detalhe. 
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É importante notar que a mudança do diâmetro do semicírculo com a variação da 

razão [P]DNA/[N]PANI-Au indiretamente indica que o parâmetro resistência de transferência de 

carga (RCT) é dependente dessa razão. Tendo em conta essa informação, é natural pensar que 

o melhor ajuste para os dados experimentais é o uso do circuito de Randles como circuito 

elétrico equivalente, o que pode ser confirmado pela comparação (ver Figura 5.4) entre os 

dados experimentais (pontos) e as linhas vermelhas (resposta do circuito Randles cujos 

valores dos parâmetros são mostrados na Tabela 5.1). Assim, a identificação da resistência de 

transferência de carga elétrica como um parâmetro importante para a descrição da interação 

entre DNA e o nanocompósito PANI-Au possibilita o uso da espectroscopia de impedância 

elétrica como uma ferramenta adequada para examinar os mecanismos microscópicos 

dominantes nessa interação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5.1  – Valores dos parâmetros do circuito de Randles usado para modelar os dados 

experimentais em diferentes razões de [P]DNA/[N]PANI-Au. 

Para mostrar a validade dessa hipótese, na Figura 5.5 é apresentada uma comparação 

entre os resultados obtidos usando a espectroscopia de impedância elétrica (técnica 

alternativa), a espectroscopia de absorção no UV-Vis e a espectroscopia de fluorescência 

(ambas consideradas aqui como técnicas padrão). Nessa comparação, a resistência de 

transferência de carga (EIE), a intensidade de absorbância em 318 nm (correspondente à 

transição do anel benzenóide) e a intensidade de emissão de fluorescência em 440 nm 

[P]DNA/[N]PANI-Au RS () RCT (M) C (pF) 

0,00 9357 ± 150 24,80 ± 0,04 4,320 ± 0,005 

0,33 11494 ± 173 41,50 ± 0,09 4,100 ± 0,005 

0,66 7131 ± 165 47,10 ± 0,10 4,320 ± 0,006 

1,00 6676 ± 196 49,20 ± 0,10 4,210 ± 0,006 

1,33 7976 ± 145 41,40 ± 0,08 4,300 ± 0,005 

1,66 8106 ± 110 40,30 ± 0,06 4,340 ± 0,003 

2,00 7027 ± 465 43,00 ± 0,10 4,030 ± 0,010 

2,33 6928 ± 269 46,00 ± 0,13 4,040 ± 0,008 

2,66 7081 ± 166 50,60 ± 0,12 4,220 ± 0,005 

3,00 7074 ± 159 49,40 ± 0,09 4,230 ± 0,005 

3,33 7627 ± 184 51,80 ± 0,13 4,190 ± 0,006 



82 

 

 

 

 

da solução sobrenadante, resultante da mistura dos complexos PANI-Au/DBSA e 

DNA/DTAB apresentam uma delicada dependência com a variação da concentração relativa 

dos grupos fosfatos do DNA/átomos de nitrogênio da PANI leucoesmeradina. Isto indica que 

as condições de equilíbrio das cadeias de leucoesmeraldina em solução, definidas pelos 

pontos de máximos e mínimos nos gráficos da Figura 5.5, são bem próximas umas das outras, 

de forma que o aumento na concentração de DNA na solução do nanocompósito PANI-Au 

promove mudanças drásticas na estabilidade das cadeias de PANI. 

 

Figura 5.5 - Comparação entre a resposta de absorbância em 318 nm, intensidade de 

fluorescência em 440 nm e a resistência de transferência de carga da solução sobrenadante 

resultante da mistura dos complexos PANI-Au/DBSA e DNA/DTAB em função da razão 

[P]DNA/[N]PANI-Au. As linhas são apenas guias para os olhos.  
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5.3 - Discussão 

Apesar da similaridade entre o comportamento do nanocompósito PANI-Au 

examinado neste capítulo e o estudo feito no Capítulo 4, é preciso levar em conta o estado da 

PANI em cada caso: a polianilina do Capítulo 4 tem estado de oxidação sal de esmeraldina, 

enquanto que neste capítulo está na forma leucoesmeraldina. Isso significa dizer que o 

fenômeno de protonação que torna as cadeias polianilina positivamente carregadas envolve 

partes distintas da molécula em cada caso. Para entender isto, é preciso considerar a estrutura 

química geral da molécula da polianilina e examinar as diferenças no processo de protonação 

que levam à conversão de polianilina base esmeraldina para sal de esmeraldina (caso do 

Capítulo 4) e de polianilina leucoesmeraldina base para leucoesmeraldina sal (caso deste 

capítulo) (ver Figura 5.6). Como conhecido, a molécula de polianilina possui duas 

características distintas que se repetem ao longo da cadeia polimérica: uma parte da molécula 

apresenta unidade reduzida (C6H4NH), enquanto que a outra contém unidade na forma 

oxidada (C6H4N) (ver a Figura 5.6A). No caso da polianilina esmeraldina (Capítulo 4), a 

estrutura química se caracteriza por apresentar exatamente 50 % de cada uma dessas unidades 

(Figura 5.6B). Já a polianilina leucoesmeraldina tem estrutura química com unidades 

totalmente reduzidas (Figura 5.6 C). 

 A protonação ocorre pela interação de H
+
 com N do grupo amina da unidade reduzida 

e/ou N do grupo imina da unidade oxidada e depende fortemente do estado de oxidação da 

polianilina e do pH do meio, uma vez que os mecanismos de protonação via grupo amina e 

imina são diferentes (NEOH; KANG; TAN, 1992). Por essa razão, a protonação do estado de 

oxidação esmeraldina (Capítulo 4) e leucoesmeraldina (neste capítulo) são distintas 

(MENARDO et al., 1988;  NAKAJIMA et al., 1989;  NEOH et al., 1992). A protonação da 

base esmeraldina ocorre preferencialmente no grupo imina e é completa para a razão 

estequiométrica [S]DBSA/[N]PANI =0,75 (CAO, Y.; QIU; SMITH, 1995b) usada no capítulo 

anterior. Já para a leucoesmeraldina, a protonação ocorre exclusivamente no grupo amina, que 

se torna parcialmente protonado (cerca de 25% de nitrogênio presentes na cadeia) para o 

pH=2,5 usado neste capítulo (KANG, E. T. et al., 1990;  PING et al., 1997). Isto significa 

dizer que se a concentração de N é a mesma para soluções de leucoesmeraldina e esmeraldina, 
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a protonação no mesmo pH levará à esmeraldina a apresentar mais grupos carregados que a 

leucoesmeraldina.  

 

 

Figura 5.6 – A) Estrutura química geral da polianilina. B) Conversão da base esmeraldina 

para sal esmeraldina através da protonação por ácidos. C) Conversão da base 

leucoesmeraldina para sal leucoesmeraldina através da protonação por ácidos. 

Mesmo com essa diferença na formação de radicais catiônicos no caso da 

leucoemeraldina, os fenômenos induzidos pela adição de DNA são similares ao observado 

quando do uso da PANI esmeraldina, como pode ser visto pela comparação mostrada na 

Figura 5.5. Isso significa dizer que, mesmo com a polianilina estando com grau de protonação 

distinto, é possível estabelecer paralelos entre os resultados encontrados neste Capítulo e no 

anterior, tendo em conta que cada extremo (máximo/mínimo) separa regiões bem especificas 

de estabilidade das cadeias de leucoesmeraldina. Na faixa de razão estequiométrica 

[P]DNA/[N]PANI-Au≤1, o aumento[ diminuição] progressivo da resistência de transferência de 
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carga [absorbância, fluorescência] indica a perda gradual da estabilidade do nanocompósito 

da solução devido à forte interação eletrostática estabelecida entre poliânion DNA e o 

policátion leucoesmeraldina. Essa interação pode ser compreendida levando em conta a 

ocorrência de reações de troca iônica que pode ser estabelecidas como resultado da mistura 

entre os complexo DNA/DTAB e PANI-Au/DBSA. Cada ânion DBSA no complexo PANI-

Au/DBSA realiza reações de troca com o poliânion DNA, do que resulta a formação dos 

complexos DBSA/DTAB e PANI-Au/DNA, sendo que último apresenta baixa estabilidade 

em clorofórmio com consequente precipitação, como fica nítido pela diminuição da absorção 

e fluorescência das soluções sobrenadante. Em termos das propriedades dielétricas, a perda de 

estabilidade conduz a mudanças na interface eletrodo/solução, o que pode ser entendido 

quando se considera que o transporte de cargas nessa interface está diretamente relacionado 

com o número de portadores de íons, poliíons e dipolos presente em solução. Assim, é 

possível concluir que monitorar as mudanças na RCT é uma maneira eficaz de acompanhar a 

formação de complexos instáveis de PANI-Au/DNA, uma vez que o processo de precipitação 

conduz à diminuição no número de portadores de carga em solução. Mesmo que a adição de 

alíquotas DNA/DTAB na solução promova de início um aumento na concentração de 

portadores de cargas, o processo de agregação/precipitação do complexo PANI-Au/DNA faz 

com que, no balanço global, o transporte de carga na interface eletrodo/solução termina por 

diminuir devido a um número menor de cargas elétrica dispersas na solução final. 

É interessante observar que a existência de dois pontos de inversão, que é uma 

característica de qualquer uma das curvas da Figura 5.5, está relacionada a mudanças na 

dispersão das cadeias de leucoesmeraldina em clorofórmio. Na primeira inversão, em 

[P]DNA/[N]PANI-Au= 1, a diminuição da resistência de transferência de cargas pode ser 

associada a uma melhora na estabilidade das cadeias de DNA e PANI, como evidenciado 

pelas medidas de absorção/fluorescência. Isso significa dizer que o efeito do aumento no valor 

da razão [P]DNA/[N]PANI-Au, acima deste primeiro extremo é estabelecer novamente a formação 

de complexos PANI-Au/DBSA e DNA/DTAB, uma vez que essas formas são as mais 

estáveis com que o DNA e aPANI podem se apresentar em clorofórmio, graça à presença da 

cauda hidrofóbica dos surfactantes DBSA e DTAB, respectivamente. Portanto, é evidente que 

a conversão parcial do complexo PANI-Au/DNA para PANI-Au/DBSA e DNA/DTAB passa 

a ser o efeito predominante em solução na condição analisada. O segundo ponto de inversão 

aponta para uma perda parcial da solubilidade das cadeias de DNA e PANI, o que significa 
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dizer que, novamente, o complexo PANI-Au/DNA se torna dominante na solução e termina 

por precipitar, devido a sua baixa estabilidade, provocada pelo afastamento dos surfactantes 

das cadeias de PANI e DNA.  

Em resumo, a análise dos mecanismos de interação entre as moléculas de DNA e o 

nanocompósito PANI-Au mostram a existência de três regimes característicos: um primeiro, 

em que a interação entre polieletrólitos de natureza eletrostática oposta promove a formação 

do complexo instável PANI-Au/DNA, um segundo, caracterizado pela melhora na 

solubilidade das moléculas de DNA e PANI, e um outro, que novamente leva a uma perda da 

estabilidade das macromoléculas em clorofórmio. 

Os resultados acima mostram que a formação de precipitado PANI-Au/DNA é o 

fenômeno dominante em certa faixa de valores da razão estequiométrica [P]DNA/[N]PANI-Au, 

que poderia, portanto, vir a se tornar um parâmetro limitante para a aplicação do protocolo do 

teste ELINOR. A formação desses precipitados é um fator relevante no estabelecimento do 

teste ELINOR, uma vez que durante o processo de lavagem do substrato (uma das etapas 

finais do protocolo) esses precipitados são retirados do substrato, comprometendo assim a 

leitura por fluorescência. Por exemplo, isso pode levar o usuário a indicar o teste como 

negativo uma amostra de fato positiva (ou seja, causando um resultado falso negativo para o 

teste). Assim, mesmo que o paciente esteja infectado, por conta do processo de precipitação, o 

usuário do teste poderá indicá-lo como negativo. Esse é o ponto chave para o reconhecimento 

de doenças e este estudo aponta para novas e adequadas possibilidades em direção a 

estratégias que otimizem o teste Elinor.  

5.4 - Conclusão 

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a formação de 

precipitados/complexos de nanocompósitos PANI-Au/DNA ocorre ou não, a depender da 

faixa de valores da razão estequiométrica [P]DNA/[N]PANI-Au. Além disso, os resultados 

indicam que uma maneira conveniente de acompanhar a formação desses complexos é usar a 

EIE, já que as interações estabelecidas entre o nanocompósito PANI-Au e a molécula de DNA 

influenciam diretamente na resposta elétrica da interface eletrodo/solução. De forma similar, 

tanto a intensidade de absorbância quanto a da fluorescência da solução são extremamente 
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afetadas por essas interações. Essa peculiaridade é facilmente identificada uma vez que a 

existência de extremos nas curvas da Figura 5.5 indica as condições de equilíbrio que separam 

as regiões de razoável estabilidade dos complexos PANI-Au/DBSA e de DNA/DTAB no 

meio daquela em que ocorre a precipitação do complexo PANI/DNA. O conhecimento dessas 

regiões é fundamental para estabelecer novos rumos e protocolos mais adequados para o teste 

ELINOR, uma vez que fica estabelecido para quais faixas de razão estequiométrica 

[P]DNA/[N]PANI-Au ocorre a precipitação de complexos PANI-Au/DNA, sendo esse um fator 

que deve ser levado em conta durante o processo de lavagem realizado no protocolo ELINOR. 

Os dois próximos capítulos desta tese foram dedicados no estudo dos fenômenos 

relacionados às proteínas, onde serão abordados processos referentes à proteína albumina do 

soro bovino (BSA). No Capítulo 6 será descrito o processo de desnaturação da BSA, enquanto 

que no Capítulo 7 estudaremos o fenômeno de fibrilação da BSA, ambos analisados sobre o 

ponto de vista da EIE.  
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Capítulo 6 – Uso da espectroscopia de impedância elétrica 

para análise das mudanças conformacionais em proteínas, 

induzidas por surfactantes 

Como mencionado no Capítulo 2, a organização estrutural (conformação) de uma 

proteína e suas funções estão intimamente interligadas, de tal forma que existam mudanças na 

organização molecular de uma proteína que a podem induzir perdas das suas propriedades 

físico-químicas. Como mencionado na Seção 2.6, mudanças nas condições do ambiente 

microscópico, tais como temperatura, pH, presença de surfactantes e de outras moléculas, 

resultam no “desenovelamento” ou desnaturação da cadeia polipeptídica, causando profundas 

alterações na conformação da proteína. Normalmente, técnicas tais como fluorescência, 

dicroísmo circular, ressonância magnética nuclear, e calorimetria diferencial de varredura 

(ANAND; JASH; MUKHERJEE, 2010;2011;  DE; GIRIGOSWAMI; DAS, 2005;  GHOSH, 

S. et al., 2014;  TAHERI-KAFRANI; BORDBAR, 2014) são usadas com a finalidade de 

acompanhar essas mudanças conformacionais de uma proteína. Neste capítulo, é examinada a 

capacidade da espectroscopia de impedância elétrica ser usada como uma técnica adequada 

para identificar as diferentes conformações da proteína albumina do soro bovino (BSA), 

induzidas por sua interação com surfactantes de natureza eletrostática distinta. Diversos 

trabalhos relatando essas interações foram publicados nos últimos anos (DEEP; 

AHLUWALIA, 2001;  FAUSTINO; CALADO; GARCIA-RIO, 2009;  GOSPODARCZYK; 

SZUTKOWSKI; KOZAK, 2014;  KELLEY; MCCLEMENTS, 2003;  TARDIOLI et al., 

2010;  ZHOU et al., 2013). 

A capacidade de um surfactante provocar mudanças na conformação de uma proteína 

se baseia em sua característica molecular. A molécula de um surfactante é caracterizada pela 

presença simultânea de uma parte hidrofílica, que tem afinidade com água, e uma cauda 

hidrofóbica, que repele água (DE OLIVEIRA, HELINANDO P.; DE MELO, 2011). Tendo 

em conta o fato que uma molécula de proteína se caracteriza pela presença tanto de seções 

hidrofóbicas quanto hidrofílicas, é evidente que suas interações (sejam estas de natureza 

eletrostática, hidrofóbica ou por ponte de hidrogênio) com moléculas de surfactante induzem 

mudanças na estrutura terciária da proteína.  
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Além de promover mudanças na conformação, a presença de surfactantes pode 

também influenciar o processo de agregação de proteínas. Por exemplo, surfactantes têm sido 

apontados como moléculas capazes de desagregar fibrilas já formadas da beta amiloide (HE et 

al., 2011), uma proteína cujo processo de fibrilação guarda uma estreita relação com a 

manifestação do mal de Alzheimer (CAO, M. et al., 2007;  HAN, Y. et al., 2009).  

Tendo em conta a importância das interações proteínas-surfactantes, este capítulo será 

dedicado à verificação dos limites de aplicação da espectroscopia de impedância elétrica 

como uma abordagem não convencional para mapear mudanças na conformação de proteínas. 

Para validar essa hipótese, os resultados de EIE foram comparados com a análise de 

fluorescência, tida aqui como uma técnica controle, uma vez que seus métodos e resultados 

são bem estabelecidos.  

6.1 - Materiais e Métodos  

6.1.1 - Materiais 

 Albumina do soro bovino (BSA), brometo de dodeciltrimetilamônio (DTAB), dodecil 

sulfato de sódio (SDS) e polietilenoglicol-terc-octilfenil éter (Triton X-100) foram adquiridos 

na Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA) e usados como recebidos. 

6.1.2 - Métodos 

Preparação das soluções estoque de proteína e surfactantes. 

A proteína BSAfoi solubilizada em 50 mL de água deionizada para uma concentração 

final de 0.25 mg/L e usada como solução estoque em todos os experimentos. Soluções 

estoque com concentração de 20 mM dos surfactantes SDS, DTAB e Triton X-100 foram 

preparadas em 10 mL de água deionizada.  
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Procedimentos 

Para a realização dos experimentos, alíquotas de 1  mL da solução estoque de BSA 

foram misturadas com alíquotas da solução estoque de surfactante, de maneira a termos 

diferentes concentrações de surfactante. Nestas condições, em todos os experimentos 

realizados, o volume final da mistura completado com água deionizada quando necessário foi 

de 2,5 mL, a concentração final de BSA de 0,1 mg/mL, e o intervalo de concentração para 

SDS e DTAB foi de 0 a 12 mM, enquanto que para o Triton X-100 foi de 0 a 10 mM.  

Técnicas Experimentais 

As medidas de fluorescência foram realizadas em um espectrofluorímetro Horiba 

Fluorolog IV (New Jersey, EUA), colocando a mistura BSA/surfactante em uma cubeta de 

quartzo com caminho ótico de 1 cm. A cubeta foi então submetida a uma excitação de 295 nm 

(excitação característica do aminoácido triptofano) e a emissão coletada no intervalo de 305 

nm a 450 nm.  

As medidas de impedância foram realizadas usando o analisador de impedância 

Solartron 1260 (Hampshire, Reino Unido), com interface dielétrica 1296 (Hampshire, Reino 

Unido) e o porta amostra 1296A (Hampshire, Reino Unido) conectados como na Figura 4.2. 

Uma tensão AC de 100 mV foi aplicada entre os eletrodos na faixa de frequência 1 Hz a 1 

MHz . 

6.2 - Resultados 

6.2.1 - Análise de fluorescência 

A espectroscopia de fluorescência é uma técnica bem estabelecida para acompanhar 

mudanças na organização de proteínas, e aqui será usada como técnica controle a fim de 

verificar a validade da técnica de espectroscopia de impedância elétrica como uma abordagem 

alternativa. A análise de fluorescência tem como base as mudanças na emissão intrínseca de 
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aminoácidos aromáticos fluorescentes. No caso da BSA, três aminoácidos aromáticos tirosina 

(Tyr), fenilalanina (Phe) e triptofano (Trp) contribuem para a resposta de fluorescência da 

proteína. Os primeiros apresentam baixo rendimento quântico e, por essa razão, a emissão do 

triptofano, que contribui com cerca de 90% da intensidade de fluorescência total das 

proteínas, é usada na maioria dos estudos. Assim faremos neste capítulo, quando da 

verificação do efeito da mudança de concentração de surfactantes. 

Duas características são nítidas no comportamento do espectro de emissão de 

fluorescência das soluções de BSA após excitação dos resíduos de triptofano (295 nm), como 

pode ser verificado pela inspeção da Figura 6.1. Em primeiro lugar, um aumento na 

concentração de surfactantes induz uma diminuição na intensidade da fluorescência da 

proteína BSA. Além disso, quando as moléculas de BSA são expostas a um número maior de 

moléculas de surfactantes ocorre um deslocamento no espectro de emissão do pico de máxima 

intensidade para menores comprimentos de onda. Para entender as razões desse 

comportamento, é preciso considerar que, por ter um caráter apolar, o triptofano tende a 

permanecer no interior de bolsões hidrofóbicos da estrutura nativa da BSA, de forma a 

minimizar o possível contato com moléculas de água. Por sua vez, em ambientes 

hidrofóbicos, o triptofano apresenta um bom rendimento quântico de fluorescência, ou seja, 

exibe uma alta intensidade de emissão. Então, na medida em que aumenta a concentração de 

surfactante na solução de BSA, tanto as ligações de hidrogênio, quanto as interações 

eletrostáticas e hidrofóbicas que mantêm a proteína BSA na sua organização nativa são 

perturbadas, fazendo com que, progressivamente, o triptofano fique exposto a moléculas de 

água. Por sua vez, em ambientes hidrofílicos, o triptofano apresenta um baixo rendimento 

quântico e isso provoca uma consequente diminuição na intensidade de fluorescência da 

proteína. De maneira similar, é sabido que o pico de máxima intensidade do aminoácido 

triptofano é dependente do solvente presente no meio no qual este se encontra. Então, a 

mudança de um ambiente hidrofóbico (na estrutura nativa da BSA) para um hidrofílico (na 

estrutura não nativa da BSA) resulta no deslocamento para o azul nos espectros de 

fluorescência apresentados na Figura 6.1. Esses dois efeitos são evidentes para os três 

surfactantes (SDS, DTABe Triton X-100), o que significa dizer que os mecanismos de 

interação do surfactante catiônico DTAB, aniônico SDS e não iônico Triton X-100 com BSA 

seguem etapas bem estabelecidas (e semelhantes entre si, como veremos mais a frente).  
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Figura 6.1 - Espectros de emissão de fluorescência das soluções de BSA em diferentes 

concentrações dos surfactantes SDS(aniônico), DTAB (catiônico) e Triton X-100 (não-

iônico). 

6.2.2 – Análise de impedância elétrica 

Tipicamente, duas características são nítidas nos diagramas de Nyquist das soluções 

BSA em diferentes concentrações de surfactantes; um semicírculo que reflete a relaxação dos 

dipolos presentes em solução, e uma região linear, em baixa frequência, que caracteriza a 

existência de uma polarização interfacial (ver Figura 6.2). 
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Figura 6.2 - Diagrama de Nyquist das soluções de BSA em diferentes concentrações dos 

surfactantes SDS (aniônico), DTAB (catiônico ) e Triton X-100 (não-iônico).As linhas 

correspondem aos ajustes feitos usando o circuito elétrico equivalente apresentado na Figura 

6.3. 

Sob efeito do aumento da concentração de surfactantes, a polarização interfacial se 

intensifica e o diâmetro do semicírculo no diagrama de Nyquist diminui, como resultado das 

mudanças provocadas no transporte de carga no meio. É evidente, uma vez que a adição de 

surfactante faz com que o número de portadores de cargas em solução se torne maior, que isso 

contribui para o aumento do transporte de carga elétrica, o que se traduz enfim na diminuição 

do nível de impedância no meio.  

Por outro lado, à medida que a concentração de surfactante aumenta, as ligações que 

mantêm a estrutura nativa são rompidas, provocando assim o desdobramento da proteína. Isso 

significa dizer que a cadeia polipeptídica adota uma configuração espacial diferente, de forma 

que os mecanismos de transporte de carga elétrica da proteína BSA apresentam características 
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CPE Rs C

Rct

Element Freedom Value Error Error %
CPE-T Fixed(X) 0 N/A N/A
CPE-P Fixed(X) 1 N/A N/A
Rs Fixed(X) 0 N/A N/A
C Fixed(X) 0 N/A N/A
Rct Fixed(X) 0 N/A N/A

Data File:
Circuit Model File:
Mode: Run Simulation / Freq. Range (0,001 - 1000000)
Maximum Iterations: 100
Optimization Iterations: 0
Type of Fitting: Complex
Type of Weighting: Calc-Modulus

distintas na estrutura desnaturada quando comparados com a estrutura nativa. Deve ser 

notado, porém, que essa expectativa não se faz evidente pela simples inspeção dos diagramas 

de Nyquist mostrados na Figura 6.2. Então, se torna necessário encontrar um parâmetro da 

espectroscopia de impedância elétrica que, ao ser comparado com um método padrão, como a 

espectroscopia de fluorescência, permita com que seja esclarecido o processo de desnaturação 

da proteína BSA. Para determinar esse parâmetro, um passo importante é encontrar o circuito 

elétrico equivalente que ajuste o processo de relaxação de dipolos definido pelo semicírculo 

no diagrama de Nyquist e a polarização de eletrodo na região linear em baixa frequência.   

 

 

 

 

Figura 6.3 - Circuito elétrico equivalente usado para ajustar o comportamento de soluções 

de BSA em diferentes concentrações dos surfactantes SDS (aniônico), DTAB (catiônico) e 

Triton X-100 (não-iônico). 

Em geral, é considerado que a impedância de polarização eletrodo (ZP) é associada em 

série com a impedância da amostra (MELLOR et al., 2012). Para quantificar a impedância de 

polarização de eletrodo, o elemento de fase constante (CPE) (𝑍𝐶𝑃𝐸 =
𝐴𝑜

(𝑗𝜔)𝑛) foi associado em 

série com o circuito de Randles (FELDMAN et al., 1998;  MELLOR; KELLIS; MAZZEO, 

2011;  PAUL BEN et al., 2013;  SANABRIA; MILLER, 2006;  YU, F. et al., 2001;  ZHAO; 

WANG; YAO, 2015), como mostrado na Figura 6.3. 

Pelos resultados mostrados na Figura 6.2, esse circuito ajusta bem sua resposta (as 

linhas vermelhas) aos dados experimentais (os pontos) e apresenta impedância equivalente 

com partes real e imaginária dadas por
9
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𝑒   𝑍′′ = −

𝑅𝑐𝑡𝜔𝜏

1 + (𝜔𝜏)2
−

𝐴0

𝜔𝑛
𝑠𝑒𝑛(𝑛

𝜋

2
) 

(6. 2) 

Como pode ser visto, apenas em baixas frequências é que o termo 𝜔𝑛 passa a ser 

relevante; é exatamente nessa região que a polarização de eletrodo se torna o fenômeno 

dominante. 

6.3 - Discussão 

Levando em consideração os parâmetros descritos pelo circuito mostrado na Figura 

6.3, e que foi usado para caracterizar as soluções de BSA, é possível determinar uma 

metodologia elétrica para acompanhar as mesmas mudanças na organização da proteína, de 

uma forma análoga ao que é feito ao se usar o método padrão de fluorescência. No entanto, 

para abordar esse ponto é preciso ter em conta os mecanismos de interação estabelecidos entre 

a BSA e os surfactantes. 

Em geral, quando é aumentada a concentração relativa de um surfactante em uma 

solução de proteína, as moléculas de surfactantes podem interagir com as moléculas de 

proteína em quatro estágios distintos: ligação específica, ligação não cooperativa, ligação 

cooperativa e saturação (SANTOS, S. F. et al., 2003) (Figura 6.4). Na ligação específica, em 

baixíssima concentração (isto é, bem abaixo da concentração micelar crítica do surfactante), 

grupos carregados das moléculas de surfactantes interagem via forças coulombianas, com 

regiões especificamente carregadas da proteína (FAUSTINO et al., 2009). Com o aumento 

progressivo da concentração de surfactante em solução, as interações eletrostáticas entre as 

moléculas de surfactantes e os grupos carregados de proteínas deixam de ser dominantes, e 

começam a ocorrer ligações não cooperativas, que são caracterizadas por interações 

hidrofóbicas entre a cauda dos surfactantes e as porções hidrofóbicas da proteína. Nesse 

regime, moléculas de surfactantes já ligadas na proteína não influenciam na interação de 

outras moléculas de surfactante com a mesma. Por outro lado, na ligação cooperativa, uma 

molécula de surfactante já ligada na proteína influencia de forma cooperativa e acelera de 

maneira decisiva o processo de desnaturação da proteína. Por conta dessa ação cooperativa 

dos surfactantes, o processo de desenovelamento da proteína ocorre nesta faixa de 

concentração. Por fim, ao ser alcançada a condição de saturação não é mais possível 
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estabelecer interações entre proteína e surfactantes, e, nestas condições, as moléculas de 

surfactantes começam a se organizar sob a forma de agregados micelares. 

 

Figura 6.4 - Representação esquemática das sucessivas etapas do processo de desnaturação 

de proteína induzido por surfactantes. 

Geralmente, para determinar esses estágios por meio de medidas de fluorescência 

intrínseca da proteína, é usada a análise de Stern-Volmer sob a forma da Eq. 6.3 (ANAND et 

al., 2013), que leva em conta o fato de ocorrer uma supressão da intensidade de emissão de 

fluorescência da BSA à medida que a concentração de surfactante é aumentada. Esse é um 

importante método para acompanhar as diferentes interações estabelecidas entre moléculas de 

surfactantes e a molécula de BSA, 

 
𝑙𝑜𝑔[

𝐹0 − 𝐹

𝐹
] = 𝑙𝑜𝑔𝐾𝑎 + 𝑛. 𝑙𝑜𝑔[𝑠𝑢𝑟𝑓], 

(6. 3) 

onde 𝐹0 e 𝐹 representam a intensidade de emissão de fluorescência da proteína na ausência e 

na presença de surfactantes, respectivamente, 𝐾𝑎 é a constante de associação da molécula de 

BSA com o surfactante, 𝑛  a constante que indica a afinidade entre a biomolécula e o 

surfactante e [𝑠𝑢𝑟𝑓]  a concentração de surfactante.  

Para o caso da técnica da espectroscopia de impedância elétrica (EIE), a ideia é propor 

que a existência das diferentes regiões de interação de surfactantes com albumina sérica 
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bovina (BSA) pode ser identificada ao se levar em conta a aplicação de um método análogo à 

equação de Stern–Volmer, escrita na forma da Eq. 6.4. 

 
𝑙𝑜𝑔[

𝑅𝑐𝑡
0 − 𝑅𝑐𝑡

𝑅𝑐𝑡
] = 𝑙𝑜𝑔𝐾1 + 𝐾2. 𝑙𝑜𝑔[𝑠𝑢𝑟𝑓], 

(6. 4) 

onde 𝑅𝑐𝑡
0  e 𝑅𝑐𝑡 representam a resistência de transferência de carga elétrica das soluções  da 

BSA na ausência e na presença de surfactantes, enquanto que K1 e  K2 são constantes 

determinadas a partir do ajuste linear das curvas apresentadas nas Figuras 6.5-7. 

Dessa forma, nossa hipótese é mostrar que a dependência da resistência de 

transferência elétrica da solução de BSA/surfactante com a variação da concentração de 

surfactante é similar à dependência observada para a intensidade de fluorescência. Para testar 

a acurácia dessa metodologia, em cada caso os resultados encontrados por EIE foram 

comparados com aqueles obtidos a partir de uma análise Stern-Volmer da emissão de 

fluorescência dos resíduos de triptofano presentes na BSA, como mostrado nas Figuras 6.5-7. 

Uma vez que os diferentes padrões identificados podem estar associados a regiões 

características da interação proteínas-surfactante, um simples exame das alterações da 

resposta dielétrica como função da concentração relativa nos possibilitaria identificar as 

regiões correspondentes aos diferentes regimes de interação surfactante/proteína. 

Figura 6.5 - Comparação entre a metodologia padrão (fluorescência) e a alternativa aqui 

proposta (EIE) no estudo do processo de desnaturação da BSA induzido pelo surfactante 

SDS. 
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           Relação elétrica

   Y= (4,32 ± 0,25)  +   (0,99 ± 0,05)X

   Y= (5,53 ± 0,14)  +   (1,29 ± 0,04)X

   Y= (10,08 ± 0,39) +  (3,05 ± 0,16)X

   Y= (6,09 ± 0,60)  +   (1,14 ± 0,20)X

Pela comparação da metodologia alternativa EIE com a análise de Stern–Volmer 

(metodologia padrão) para o caso do surfactante de SDS, é possível verificar que a existência 

de regiões lineares em ambas as metodologias pode ser associada aos regimes de ligação 

especifica, não cooperativa, cooperativa e saturação. Note que cada mudança nos coeficientes 

angulares das retas identifica o início de um novo estágio de interação. O mesmo 

comportamento é observado para o surfactante catiônico DTAB, como pode ser comprovado 

pela Figura 6.6. 

 

Figura 6.6 - Comparação entre a metodologia padrão (fluorescência) e a alternativa aqui 

proposta (EIE) no estudo do processo de desnaturação da BSA induzido pelo surfactante 

DTAB. 

Da mesma forma, a análise de Stern–Volmer mostra que a existência de três regiões de 

interação entre o surfactante não iônico e a proteína BSA, como mostrado na Figura 6.7.  A 

existência de três regimes de interação, ao invés de quatro como nos outros surfactantes, pode 

ser entendida pela natureza do surfactante não iônico Triton X-100, já que o mesmo não 

apresenta grupos carregados na sua estrutura molecular; assim, as interações específicas 

estabelecidas com a BSA são minimizadas, o que torna difícil separar o regime de interação 

específica e não cooperativa nas curvas mostradas na Figura 6.7. Portanto, foi considerado 

que as ligações específica e não cooperativa ficam definidas por uma única reta com 

coeficiente angular bem estabelecido na Figura 6.7. Outra observação importante está 

relacionada ao fato de que os coeficientes que separam a região de ligação específica/não 
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cooperativa com ligação cooperativa são próximos na curva de fluorescência da Figura 6.7. 

Isso é diferente daquela que foi observada nos dois últimos casos de surfactante, para os quais 

a separação é mais clara. De fato isso já era o esperado, tendo em conta que surfactantes não 

iônicos apresentam um efeito menor sobre a estrutura nativa da proteína, se comparados aos 

surfactantes iônicos, que são considerados bem mais fortes agentes de mudança da 

conformação das proteínas. Finalmente, na terceira região, o nível de fluorescência sofre 

pouca variação, o que indica que neste intervalo de concentração as interações Triton X-

100/BSA atingem um nível de saturação, não sendo mais possível alterações na intensidade 

de fluorescência do conjunto.  

 

Figura 6.7 - Comparação entre a metodologia padrão (fluorescência) e aalternativa aqui 

proposta (EIE) no estudo do processo de desnaturação da BSA induzido pelo surfactante 

Triton X-100. 

Para o caso da metodologia alternativa de impedância aplicada aos sistemas 

BSA/surfactantes, é importante ressaltar que, em comparação ao método padrão de 

fluorescência, ocorre uma boa concordância entre as metodologias, uma vez que o início de 

cada regime de interação estabelecida entre os surfactantes e BSA estão situados em pontos 

bem próximos em ambas abordagens.   

Do ponto de vista do processo de desnaturação, se acredita que é na ligação 

cooperativa que a proteína muda sua conformação de forma drástica (SANTOS, S. F. et al., 
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2003). E esse comportamento é claramente determinado pela metodologia alternativa, uma 

vez que de forma nítida existe ainda uma clara separação entre os regimes não cooperativo e 

cooperativo, em todos os casos, o que pode ser comprovado pelos valores do coeficiente 

angular das medidas das duas regiões. Portanto, esses resultados evidenciam a importância da 

técnica de EIE como um método complementar, que se apresenta como alternativa promissora 

para a caracterização dos processos que se desenrolem pela interação entre surfactantes e 

proteínas. 

 Neste sentido, a abordagem por EIE pode ser útil em situações nas quais a abordagem 

por fluorescência dos resíduos de aminoácidos não é efetiva. Em particular, nos casos de 

proteínas em que esteja ausente o resíduo triptofano ou a tirosina, fazendo com que elas 

tenham limitada intensidade de emissão de fluorescência intrínseca, fica impossibilitado o seu 

uso como um método adequado para caracterizar mudanças de conformação de proteínas 

(ROYER, 2006). Outra situação onde a abordagem de fluorescência é prejudicada é aquela 

relacionada às hemeproteínas, (como a hemoglobina), já que os grupos hemes presentes 

nestas proteínas absorve radiação na mesma região em que o triptofano tem emissão de 

fluorescência, o que dificulta muito a análise e exige um tratamento de correção de filtro 

interno que nem sempre é de fácil implementação (JAMESON, 2014). Essas duas situações 

limite mostram o quanto é importante a busca de alternativa na caracterização de mudanças de 

conformacionais de proteínas. Neste sentido, a EIE se apresenta como uma técnica adequada, 

limpa, e sem restrições nas aplicações, já que não envolve qualquer interferência no processo 

de desnaturação de proteína. Nesta direção, a aplicação da EIE em novos estudos envolvendo 

esses casos limites no método padrão de fluorescência é passo fundamental para fortalecer a 

metodologia proposta neste capítulo. Sendo, portanto, uma extensão natural deste capítulo em 

trabalhos futuros. 

6.4 – Conclusão 

Neste capítulo, o conceito–chave da proposta do uso da técnica de espectroscopia de 

impedância elétrica para a caracterização da organização estrutural de macromoléculas foi 

usada com sucesso para acompanhar as mudanças conformacionais em uma proteína modelo 

(BSA). Claramente, o método se mostra viável, especialmente na identificação da região de 

ligação cooperativa estabelecida entre os surfactantes e BSA, o que é importante, uma vez que 
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é nesta região que a proteína perde a capacidade de exercer suas funções. Nessa direção, 

determinar a RCT através da abordagem de circuito elétrico é, sem dúvida, um passo essencial 

para desenvolvimento desta proposta, como pode ser visto pela sua comparação com a técnica 

convencional de fluorescência.  
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Capítulo 7 - Cinética de fibrilação da proteína BSA 

acompanhada por EIE 

Como visto na Seção 2.6, a formação dos agregados ordenados de proteína, 

denominados de fibrilas mantém uma estreita relação com uma série de doenças 

coletivamente conhecidas como amiloidoses. Dessa maneira, conhecer a cinética de formação 

de fibrilas e os estágios envolvidos nos processos de reorganização microscópica da proteína 

(ver a Figura 2.6) é fundamental para o entendimento da relação estrutura-função 

correspondente. Em geral, a cinética de formação de fibrilas pode ser acompanhada através de 

diferentes técnicas já bem estabelecidas, desde aquelas de natureza morfológica, como 

microscopia de transmissão eletrônica (TEM), microscopia de força atômica, até aquelas 

outras de natureza ótica, como dicroísmo circular, absorção UV-Vis e fluorescência. Deve ser 

notado que as duas últimas requerem o uso de corantes como “molécula-repórter” para indicar 

a existência dos agregados. Neste capítulo, verificaremos se a técnica de espectroscopia de 

impedância elétrica pode também ser usada como um método para acompanhar a cinética de 

fibrilação da BSA,  ao compararmos os resultados obtidos com base na técnica padrão da 

absorção UV-Vis do corante vermelho do Congo (congo red). 

7.1 - Materiais e Métodos 

7.1.1 - Materiais 

Albumina do soro bovino (BSA) e o vermelho do Congo foram adquiridos junto a 

Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA), e usados como recebidos. Fosfato de sódio monobásico 

(NaH2PO4) e fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) adquirido da Dinâmica (Brasil) foram 

usados como reagentes na preparação da solução tampão para o corante vermelho. O filtro 

com diâmetro 0,2 μm da Whatman (Reino Unido) foi usado para filtrar as soluções de BSA e 

eliminar prováveis agregados inicialmente presentes, antes de serem incubadas na temperatura 

de 70 °C.  
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7.1.2 - Métodos 

Procedimentos 

Para a realização dos experimentos, tanto de absorção UV-Vis, quanto de 

espectroscopia de impedância elétrica, uma solução de BSA  (5 mg/mL) foi preparada em um 

volume de 25 mL contendo água deionizada e, posteriormente, filtrada com o filtro Whatman 

de 0,2 μm. Para a caracterização ótica, o corante vermelho do Congo (20 µM) foi solubilizado 

em uma solução tampão fosfato (19,3 mM de NaH2PO4 e 30,3 mM de Na2HPO4, pH=7,4) e 

usado em todos experimentos.  

 

Figura 7.1 - Montagem experimental para realização de cinética de fibrilação de BSA. 
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Para realizar a cinética de fibrilação da BSA, a montagem experimental mostrada na 

Figura 7.1 foi adotada. Essa montagem é composta por: 

a) Um balão volumétrico contendo a solução da proteína BSA. 

b) Um banho térmico (mantido a 70 °C) no qual foi colocado o balão volumétrico. 

c) Um sistema de circulação de água gelada (5 °C) embutido ao condensador ligado 

ao balão volumétrico foi usado para minimizar a evaporação da água e manter o 

volume constante nos experimentos de EIE. 

d) Dois eletrodos de placas paralelas conectados ao sistema de medida de impedância 

elétrica. 

As medidas de EIE foram feitas in situ, com os eletrodos imersos na solução de BSA 

dentro do balão volumétrico,e em contato com o banho térmico durante um intervalo de 

tempo entre 0 e 170 minutos. Quanto às medidas de absorção UV-Vis, alíquotas de 100 μL da 

solução de BSA foram retiradas a cada 10 minutos, e então misturadas com 1900 μL da 

solução estoque de vermelho do Congo e deixada resfriar para que fosse alcançado o 

equilíbrio térmico e de interação entre o corante e as fibrilas, antes da realização dos 

experimentos. 

7.2 - Resultado 

7.2.1 - Análise da Absorção UV-Vis do vermelho do Congo. 

O espectro de absorção do vermelho do Congo apresenta um pico característico ao 

redor de 490 nm, correspondente à transição π-π*, que é sensível à presença de agregados 

ordenados da proteína BSA. Em solução aquosa, esse pico característico é a resposta ótica de 

moléculas aleatoriamente distribuídas, mas que se apresentam com uma torsão de cerca 20° 

entre os dois anéis fenil centrais (GROENNING, 2010), como mostra a Figura 7.2 B. Mesmo 

que o mecanismo microscópico dessa interação não seja ainda totalmente compreendido, 

acredita-se que quando as moléculas do vermelho do Congo se ligam às fibrilas, elas adotam 

uma orientação específica com conformação planar (os modelos apresentados na literatura 

indicam modos de ligação paralela ou perpendicular ao eixo de formação das fibrilas, como 

mostrado na Figura 7.2 C), o que restringe a torsão central da molécula (WU; SCOTT; SHEA, 
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2012), alterando suas propriedades eletrônicas e, como consequência, modificando o espectro 

da absorção do vermelho do Congo. Como efeito desta restrição na torsão, um aumento da 

intensidade da absorção, acompanhada de um deslocamento do pico para comprimento de 

onda maior (WU et al., 2012) (GROENNING, 2010), é observada nos espectros do vermelho 

do Congo em diferentes tempos de reação, como mostra a Figura 7.3, o que indica um 

aumento na concentração da estrutura secundária de folha-beta, que se organizam na forma de 

fibrilas. Portanto, baseado nas mudanças de suas propriedades óticas, o vermelho do Congo 

pode ser usado para estudar a cinética de formação das fibrilas de BSA. 

 

 

Figura 7.2 - Estrutura química do vermelho do Congo e os modos de interação com as 

fibrilas. Em A,) um recorte de fibrila, em B), a estrutura química do vermelho do Congo e, em 

C), os possíveis modelos de ligação da molécula de vermelho do Congo com as fibrilas; em 

paralelo (i) ou perpendicular(ii) à direção das fibrilas. 

Com o uso da Eq. 7.1, é possível determinar a concentração de moléculas de vermelho 

do Congo ligadas às fibrilas ([𝐶𝑜𝑛𝑔𝑜 − 𝐹𝑖𝑏𝑟𝑖𝑙𝑎𝑠](𝑚𝑀)), que, ao ser monitorado ao longo do 

tempo, pode indicar a formação das fibrilas (INOUYE; KIRSCHNER, 2005). Essa equação 
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leva em conta a diferença nas propriedades espectral da fibrila na ausência e na presença do 

vermelho do Congo. 

 
[𝐶𝑜𝑛𝑔𝑜 − 𝐹𝑖𝑏𝑟𝑖𝑙𝑎𝑠](𝑚𝑀) =

𝐴541

47,8
 −  

𝐴403

38,1
              , 

(7. 1) 

onde 𝐴541 e 𝐴403 representam a absorbância em 541 nm (ponto de máxima diferença 

espectral da fibrila pura e na presença do vermelho do Congo) e 403 nm (ponto isosbéstico da 

fibrila pura e na presença do vermelho do Congo), respectivamente. 
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Figura 7.3 - Método padrão: espectro de absorção do corante vermelho do Congo como 

função do tempo de incubação de BSA na temperatura de 70°C. 

Na Figura 7.4 é mostrada a cinética de fibrilação da BSA pelo método descrito na Eq. 

7.1. Como se pode facilmente observar, a curva apresenta inicialmente um rápido 

crescimento, correspondendo à fase de alongamento (ver a Figura 2.6), o que significa dizer 

que a concentração de fibrilas em solução aumenta à medida que o tempo passa e, como 

consequência, levando a um aumento no número de moléculas de vermelho do Congo ligadas 

a esses agregados. Esse comportamento é observado até que a concentração [𝐶𝑜𝑛𝑔𝑜 −

𝐹𝑖𝑏𝑟𝑖𝑙𝑎𝑠](𝑚𝑀) atinja um valor limite, em aproximadamente de 60 minutos, o que indica que 
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o processo de fibrilação alcançou a fase de equilíbrio, caracterizada pela saturação na 

concentração de fibrilas de BSA.  

 

 

 

 

 

 

Figura 7.4 - Cinética de fibrilação da BSA acompanhada por absorção no UV-Vis (método 

padrão). 

7.2.2 - Análise da EIE 

Tipicamente, os espectros de impedância elétrica das soluções de BSA ao longo do 

tempo apresentam duas polarizações elétricas correspondentes aos dipolos na faixa de 

frequência de (10
5
-10

6
) Hz, e à polarização interfacial em baixas frequências, como mostra a 

Figura 7.5. Com o decorrer da cinética de fibrilação da BSA, ocorre uma diminuição nos 

valores de impedância elétrica, indicando que esse processo promove mudanças no meio que 

facilitam o transporte de cargas elétricas e a orientação dipolar na solução. Em outras 

palavras, a transformação da estrutura secundária alfa-hélice para folha-beta causa uma 

reorientação molecular que induz nítidas alternações nas propriedades elétricas da solução de 

BSA. Assim, é de se esperar que, quando a transformação se completar, as mudanças nos 

mecanismos de transporte e de orientação dipolar tendam a se minimizar. Portanto, uma 

maneira útil para caracterizar a formação de fibrilas é acompanhar essas mudanças ao longo 

do tempo.  

Tendo em conta as informações do parágrafo anterior, é preciso estabelecer um 

parâmetro relacionado à impedância que forneça bases de comparação com o método padrão 
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de absorção do vermelho do Congo. Para isso, foi realizado um ajuste de circuito elétrico 

equivalente baseado no circuito elétrico mostrado na Figura 6.3, que claramente é um bom 

modelo para o comportamento da solução de BSA durante o processo de fibrilação.  Isso pode 

ser comprovado pela concordância dos dados experimentais (pontos) com os valores 

característicos do circuito usado (linhas vermelhas), como mostra a Figura 7.5. 

 

Figura 7.5 - Espectros de impedância das soluções de BSA na ausência do vermelho do 

Congo ao longo da cinética de fibrilação. Os pontos representam os dados da medição 

enquanto que as linhas são ajustes feitos usando o circuito elétrico equivalente mostrado na 

Figura 6.3. 

Tanto a resistência de transferência de cargas (RCT), quanto a capacitância do circuito 

modelo usado no ajuste da solução de BSA, se mostram parâmetros confiáveis para indicar a 

existência de fibrilas, já que ambos exibem um típico comportamento de saturação em função 

do tempo em aproximadamente 60 min, como pode ser constatado pela observação da Figura 

7.6. Portanto, mudanças nesses parâmetros surgem naturalmente como um indicativo elétrico 

da formação das fibrilas de BSA em solução.  
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Figura 7.6  - Parâmetros resistência de transferência de cargas (RCT) e a capacitância (C) 

em diferentes tempo da cinética apontam que a EIE fornece informações adequadas sobre o 

processo de fibrilação da BSA. 

Para mostrar que a hipótese do parágrafo acima está correta, na Figura 7.7 a 

capacitância ao longo do tempo foi comparada com a concentração de molécula de vermelho 

do Congo ligadas às fibrilas, como determinada pelo método padrão de absorção UV-Vis. A 

concordância nas duas técnicas mostra a confiabilidade da EIE para ser usada como uma 

técnica adequada para mapear a formação das fibrilas.  Note que inicialmente a capacitância 

da solução aumenta e, posteriormente, ela alcança um regime de saturação. Claramente, isso é 

um indicativo que a transformação da alfa-hélice para folha-beta, com posterior formação das 

fibrilas de BSA, causa mudanças na configuração de dipolos que facilitam sua orientação na 

direção do campo elétrico, o que contribui para uma elevação dos valores da capacitância. 

Gradativamente, à medida que as fibrilas são formadas, um aumento na capacitância indica 

uma evidente transformação dessas estruturas; uma subsequente saturação no valor da 

capacitância surge como uma evidência de que a formação das fibrilas atingiu seu limite 

máximo. Em termos do modelo da cinética de fibrilação apresentado na Seção 2.6 e resumido 

na Figura 2.6, um aumento da capacitância caracteriza a fase de alongamento das fibrilas, 

enquanto que a saturação da mesma pode ser identificada como o equilibrio de fase.  
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Figura 7.7 - Comparação entre EIE (método alternativo) e absorbância (método padrão) 

para acompanhar a cinética de fibrilação da proteína BSA. 

É importante notar também que a capacitância aumenta por um fator 

aproximadamente igual a 9 entre o início e o fim do processo de fibrilação, enquanto que o 

fator de aumento da [𝐶𝑜𝑛𝑔𝑜 − 𝐹𝑖𝑏𝑟𝑖𝑙𝑎𝑠](𝑚𝑀) é de apenas cerca de 1,8, o que mostra que 

EIE é uma técnica bem mais sensível que a abordagem padrão baseada no uso do vermelho do 

Congo. Muito embora o método aqui desenvolvido tenha sido aplicado apenas ao caso de uma 

única proteína (BSA), os resultados alcançados são bastante sugestivos de que a técnica de 

EIE apresenta consideráveis vantagens sobre a metodologia usual.  

7.3 - Discussão 

Tipicamente, como mostra a Seção 2.6, o processo de crescimento das fibrilas ao 

longo do tempo envolve um estágio lento, seguido por uma fase relativamente rápida, 

(conhecida como fase de alongamento), que por fim alcança uma fase de equilíbrio, um 

indicativo da saturação de fibrilação (LEE et al., 2007). Observando a Figura 7.7, é evidente a 

ausência do estágio lento durante a cinética de fibrilação, o que sugere que os processos que 
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ocorrem durante este estágio (como a desnaturação e a nucleação) podem ser relativamente 

rápidos.  

Para identificar a existência de estados desnaturados da BSA na temperatura de 70°C 

(temperatura que foi usada para realizar a fibrilação), a mesma metodologia da EIE 

desenvolvida para o caso do surfactante foi também aplicada para determinar a temperatura de 

desnaturação para BSA, nas mesmas condições usadas nos estudos de fibrilação. Para tanto, a 

impedância elétrica foi registrada na faixa de temperatura de 30°-80°C. Na Figura 7.8 é 

mostrado o gráfico 𝑙𝑜𝑔 [
𝑅𝑐𝑡

30°−𝑅𝑐𝑡
𝑇

𝑅𝑐𝑡
𝑇 ] versus o 𝑙𝑜𝑔(𝑇), onde 𝑅𝑐𝑡

30°e 𝑅𝑐𝑡
𝑇  representam a resistência 

de transferência de cargas na temperatura de 30°C e em uma temperatura T, respectivamente. 

Claramente, existe um ponto na curva (correspondente a 57°C) que apresenta uma mudança 

da derivada, o que pode ser associado como a temperatura de desnaturação da BSA. Isso pode 

ser comprovado, pela sua concordância com os valores encontrados na literatura (LU et al., 

2015;  MURAYAMA; TOMIDA, 2004). Portanto, na temperatura de fibrilação (70°C), a 

conformação da BSA se encontra no estado desnaturado, o que é uma condição necessária 

para iniciar a formação de fibrilas.   
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Figura 7.8 - Processo de desnaturação da BSA acompanhada por EIE. 

Em geral, o processo de desnaturação da BSA é um fenômeno relativamente rápido 

(MILITELLO et al., 2004;  MILITELLO; VETRI; LEONE, 2003). Dessa forma, a existência 
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de um estágio lento durante a fibrilação é modelada pela ocorrência do processo de nucleação. 

Assim para o caso da proteína BSA, duas são as possibilidades para a nucleação: ou este é um 

processo extremamente rápido, ou simplesmente não é necessário para a formação das 

fibrilas, indicando que não existe nenhuma barreira energética que precisa ser vencida para 

iniciar o processo de fibrilação.  Recentemente, alguns trabalhos (BHATTACHARYA, M.; 

JAIN; MUKHOPADHYAY, 2011;  HOLM et al., 2007;  SAHA; DEEP, 2014) têm apontado 

para a segunda opção ser a mais provável de acontecer nas condições usadas neste capítulo. 

Por outro lado, como mostra (SAHA; DEEP, 2014), em certas condições a BSA pode 

começar a apresenta um estágio lento.  

Novamente, a fato de ambas as técnicas apontarem para não existência do estágio 

lento é um demonstrativo, do ponto de microscópico, que a EIE acompanha o mesmo 

fenômeno físico – químico mapeado pela metodologia padrão por vermelho do Congo, o que 

reforça nosso argumento de que a metodologia proposta pode ser usada como técnica de 

caracterização de fibrilas.  

 

Figura 7.9 – Ajuste exponencial para cinética de fibrilação da BSA acompanhado pelo 

método padrão (azul) e o alternativo (preto). 

Quanto à fase de alongamento, no qual ao longo do tempo mais moléculas de 

proteínas são ligadas entre si na forma de fibrilas, é possível identificar a taxa de crescimento 

(K) dessas estruturas, ao tomarmos um simples ajuste exponencial para ambas às curvas 
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mostradas na Figura 7.7. Como esperado, a taxa de crescimento de ambas as curvas são bem 

próximas (K é igual a 0,032 min
-1

 para a metodologia do vermelho do Congo, e 0,027 min
-1

 

para a metodologia desenvolvida por EIE), como mostram as linhas (ajustes) das curvas 

apresentadas na Figura 7.9. Isso é mais um indicativo que ambas as técnicas estão 

acompanhando o mesmo fenômeno físico, o qual, neste caso, está relacionado com a 

formação de agregados ordenados (fibrilas) da BSA. 

Esse é mais uma evidência de que a EIE é um método confiável para acompanhar a 

formação os mecanismos envolvidos durante o processo de fibrilação da BSA. Do ponto de 

vista elétrico, alterações na configuração molecular da BSA promovem mudanças abruptas na 

capacitância global da amostra, o que indica que essa nova configuração permite que um 

número maior de moléculas de BSA se oriente ao longo da direção do campo elétrico 

aplicado.  

A comprovação de que a metodologia da EIE é adequada para identificar fibrilação da 

BSA é de grande importância, especialmente para o acompanhamento in situ desse processo, 

uma vez que o vermelho do Congo não pode ser usado para este fim, por sua presença 

influenciar no processo de formação desses agregados (PRATIM BOSE et al., 2010). Até 

mesmo a tioflavina T, outro corante usado para caracterizar esse processo in situ, tem sido 

apontado em estudos recentes como uma molécula que também influencia no processo de 

cinética de fibrilação (D’AMICO et al., 2012).  

Portanto, desenvolver métodos capazes de identificar a fibrilação in situ é uma questão 

de interesse prático. Como podemos observar na parte experimental, todos os experimentos de 

impedância foram realizados in situ, de forma simples e adequada para mapear a cinética de 

fibrilação, sem qualquer interferência no curso da cinética, o que torna nossa metodologia 

uma candidata competitiva para lidar com problemas dessa natureza. 

7.4 - Conclusão 

A análise dos resultados apresentados neste capítulo nos fornece fortes evidências a 

favor do uso da EIE com uma metodologia apropriada para acompanhar a progressiva 

formação de fibrilas de BSA. Da comparação desses resultados com aqueles obtidos com a 

técnica padrão (absorbância de uma molécula repórter) foi possível estabelecer que o valor da 
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capacitância elétrica, obtida a partir do ajuste de circuito elétrico equivalente, é um parâmetro 

que apresenta mudanças abruptas no decorrer da cinética de fibrilação, de maneira similar ao 

observado quando do uso da metodologia padrão. Assim, passaremos a associar ao 

comportamento da capacitância as transformações na estrutura secundária da BSA decorrente 

do processo de fibrilação. A associação da capacitância com transformações na estrutura 

secundária da proteína é uma ótima maneira de lidar com o problema de fibrilação in situ, 

permitindo a aplicação de uma metodologia limpa, diferente da metodologia padrão onde a 

interação entre corantes e proteínas pode influenciar a cinética de fibrilação, o que impede seu 

uso in situ. 
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Capítulo 8 - Conclusões e Perspectivas 

Como pode ser visto ao longo dos diferentes capítulos apresentados, esta tese teve 

como ponto central a caracterização de sistemas biológicos e suas interações com polímeros e 

surfactantes, bem como o efeito da temperatura sobre as suas propriedades. Isso foi 

conseguido a partir do uso de uma abordagem elétrica das mudanças conformacionais e dos 

processos de fibrilação na proteína BSA, e das variações na estabilidade das cadeias da 

polianilina  em clorofórmio como função de sua interação com moléculas de DNA. Assim, a 

EIE pode ser considerada como uma técnica potencialmente aplicável nesta caracterização, 

uma vez que a partir dela foi possível determinar as diferentes mudanças nas condições de 

equilíbrio das cadeias de polianilina e DNA sob efeito de variações da concentração relativa 

DNA/Polianilina ([P]DNA/[N]PANI). Da mesma forma, com o uso da analogia de circuitos 

equivalentes, as mudanças na conformação da proteína BSA pode também ser acompanhadas. 

A partir do ajuste dos parâmetros, diferentes características dos sistemas estudados foram 

determinadas no intuito de verificar e compreender os mecanismos envolvidos nas mudanças 

decorrente nas cadeias de DNA e da proteína. O tratamento dos efeitos da concentração 

relativa DNA/polianilina por meio de circuitos equivalentes de Randles provou ser uma 

eficiente abordagem não-convencional de análise, em contraposição às técnicas rotineiras que 

fazem uso da absorção UV-Vis. Além disso, essa análise permite que parâmetros próprios da 

solução e outros que sinalizam propriedades inerentes à interface eletrodo/eletrólito possam 

ser matematicamente separados, de modo a analisar a resposta característica do circuito de 

Randles e, os quais, então, podem ser aplicados no tratamento dos efeitos de [P]DNA/[N]PANI 

na estabilidade das cadeias de DNA e polianilina em solução. 

Nesse sentido, podemos destacar que o uso da EIE permite estabelecer que a 

resistência de transferência de carga (parâmetro relacionado a processos interfaciais) 

caracteriza as interações estabelecidas entre as cadeias de DNA e moléculas de polianilina. 

Das curvas analisadas, é possível verificar a presença de três regiões distintas, separadas por 

condições de equilíbrio (pontos extremos nas curvas de absorbância e resistência de 

transferência de carga), que indicam para quais valores da razão estequiométrica 

[P]DNA/[N]PANI as cadeias de polianilina apresentam boa estabilidade ou sofrem processos de 

precipitação devido à formação de complexos PANI/DNA. É fácil observar que o processo de 
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precipitação das espécies presentes em solução se caracteriza pelo aumento da resistência de 

transferência de cargas, enquanto que uma diminuição está associada a uma melhor dispersão 

das moléculas de polianilina em solução. Dessa forma, devido à formação de complexos 

PANI/DNA ou à conversão de PANI/DNA para PANI/DBSA, ocorrem mudanças que afetam 

de maneira extremamente evidente as propriedades dielétrica no meio, cujo comportamento 

pode então ser descrito pela existência de pontos de máximos e de mínimos, a separar as três 

regiões anteriormente identificadas. 

A introdução do conceito de circuito equivalente também se mostrou bem promissor 

para o entendimento das interações envolvendo o nanocompósito fluorescente 

polianilina/ouro com cadeias de DNA, uma vez que os processos envolvidos causam 

mudanças nas propriedades do meio, permitindo com que se tenha a adequada descrição dos 

mecanismos relevantes da interação. Além disso, o uso da espectroscopia de impedância 

permite a identificação de regiões de concentração relativa nanocompósito/DNA que 

apresentam um mais acentuado processo de precipitação, o que é um fator a ser considerado 

para o aperfeiçoamento dos testes de diagnósticos de doenças desenvolvidos no grupo de 

Polímeros Não-Convencionais do Departamento de Física da UFPE. A EIE permite que se 

tenha um entendimento microscópico dos processos que conduzem à separação de fases e dos 

processos de precipitação, mostrando a importância do controle da razão estequiométrica 

[P]DNA/[N]PANI para a implementação dos testes de diagnósticos.  

Por fim, neste trabalho foi possível estabelecer a real influência dos surfactantes SDS, 

DTAB e Triton X-100 sobre as mudanças da estrutura 3-D (conhecida como estrutura nativa) 

da proteína modelo BSA. O uso de circuitos elétricos equivalentes se mostra bastante 

eficiente para a identificação das regiões de concentração de surfactante onde são 

estabelecidas as interações especificas, não-cooperativas, cooperativas e de saturação entre a 

BSA e os surfactantes. O comportamento do parâmetro RCT, ao ser comparado com a 

metodologia rotineira de fluorescência, se mostrou adequado para a indicação dessas regiões, 

e em especial da região de interação cooperativa, que é entendido na literatura como a região 

onde a proteína se torna totalmente desnaturada. Da mesma forma, o acompanhamento das 

variações no comportamento elétrico pela metodologia de circuito elétrico equivalente 

permite mapear a assinatura elétrica da cinética de fibrilação da BSA, apontando para novas 

possibilidades na caracterização da formação de fibrilas, que são agregados ordenados 
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relacionados a uma diversidade de doenças degenerativas. Novamente, a partir dos parâmetros 

do circuito elétrico equivalente escolhido, foi possível estabelecer a resistência de 

transferência de carga e a capacitância como grandezas que são capazes de identificar a 

cinética da fibrilação, o que significa dizer que a reorientação molecular decorrente do 

processo de fibrilação faz com que ocorram mudanças nas propriedades de transporte e de 

polarização de carga. Claramente, a capacitância aumenta ao longo do tempo, indicando que a 

transformação de estrutura secundária alfa-hélice para folha-beta facilita a polarização de 

cargas na direção do campo elétrico, o que explica esse aumento.  

Na perspectiva de realização de novos trabalhos, uma simples inspeção (ver Figura 

8.1) nas estruturas químicas do vermelho do Congo e da leucoesmeraldina presente no 

nanocompósito fluorescente revela algumas similaridades que apontam para novas 

possibilidades de estudo. Assim como o vermelho do Congo, a molécula de leucoesmeraldina 

apresenta anéis fenil, e grupos carregados (a depender do pH) com condições de interagir com  

agregados fibrilares de proteínas. Outra característica em comum entre as moléculas é o fato 

de que ambas apresentam uma torsão entre dois adjacentes anéis fenil presentes nas suas 

estruturas químicas.  

 

Figura 8.1 - Comparação das estruturas química do vermelho do Congo e a 

leucoesmeraldina. 
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É sabido que o ângulo de torsão e as propriedades eletrônicas da molécula de 

leucoesmeraldina guardam entre si uma estreita relação, de forma que restrições na torsão 

alteram a deslocalização dos elétrons π, e consequentemente, a estrutura eletrônica e as 

propriedades óticas (CHOI; KERTESZ, 1997;  GINDER; EPSTEIN, 1990;  LIBERT et al., 

1997) dessa molécula. Resultados desenvolvidos no grupo Polímeros Não-Convencionais 

apontam para essas alterações nas propriedades de fluorescência do nanocompósito 

fluorescente PANI-Au induzida por restrições na torsão da molécula de leucoesmeraldina. 

Assim, esses resultados e as características moleculares da leucoesmeraldina apresentadas 

acima sugerem que o nanocompósito possa ser usado como uma molécula de prova para 

identificação de fibrilação. Para testar essa hipótese é preciso a realização de diversos 

experimentos tal como segue: 

- Escolha adequada do solvente para realização dos testes. 

- Verificação o efeito da variação da razão estequiométrica nanocompósito/fibrilas 

sobre a estabilidade da cadeias de leucoesmeraldina, o que pode ser feito com o uso da 

EIE referenciados de acordo com os resultados mostrados Capítulos 4 e 5. 

- A identificação da melhor razão estequiométrica, de modo a realizar os experimentos 

referentes ao uso do nanocompósito com moléculas de prova para acompanhar a 

cinética de fibrilação de proteínas, comparando seus resultados com aqueles 

apresentados por vermelho do congo e EIE, usados os mesmos métodos usados nos 

Capítulos 6 e 7. 

Portanto, essas novas possibilidades podem apontar para novos rumos na identificação 

de fibrilas, bem como sugerir novos problemas nos quais a EIE, baseada no uso de circuito 

elétrico equivalente, possa vir de fato a se confirmar como uma metodologia complementar 

e/ou alternativa às técnicas comumente aplicadas para esse fim. Além disso, o uso de 

polímeros fluorescentes (por exemplos, os derivados de politiofenos) para mapear a cinética 

de fibrilação tem se mostrado efetivos e adequados, como pode ser visto em trabalhos recente 

(HERLAND; INGANÄS, 2007;  NILSSON, K. P. R. et al., 2005). Neste sentido, os 

nanocompósitos fluorescentes desenvolvidos no grupo são candidatos para o mesmo fim. 

Portanto, uma extensão natural deste trabalho se norteia em duas direções principais: o uso da 

espectroscopia de impedância elétrica como método de identificação do processo de fibrilação 
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e a aplicação dos nanocompósitos sintetizados no grupo Polímeros Não Convencionais como 

uma molécula de prova capaz determinar a formação de fibrilação.  
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