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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um novo biossensor para determinagéo
de colesterol baseado na imobilizagdo da enzima colesterol oxidase (COx) em uma
matriz de poli(alcool vinilico) (PVA) reticulada com acido borico e com ftalocianina de
cobre (Ftc) como mediador de elétrons. O biossensor foi obtido através da técnica da
evaporacdo do solvente a partir de uma solugdo contendo Ftc e COx. As membranas
reticuladas de PVA foram caracterizadas por calorimetria diferencial exploratoria
(DSC), andlise termogravimétrica (TMA) e espectroscopia eletronica (UV/Vis) e
vibracional (FTIR). O transporte de agua através da membrana do biossensor foi
estudada. Os resultados da analise DSC e TMA indicaram que tanto a temperatura de
transicdo vitrea (Ty) quanto o modulo de Young cresceram com 0 aumento da densidade
de reticulacdes do hidrogel. O coeficiente de difusdo de dgua diminuiu com o aumento
da densidade de reticulac@es, indicando que a reticulacdo das membranas diminuiu a
mobilidade da &agua na estrutura PVA/Borato. Calculos semi-empiricos pela
metodologia PM3-d foram realizados no complexo PVA/Ftc. Os parametros
geométricos, calor de formacdo, potencial de ionizacao e orbitais HOMO-LUMO foram
calculados e comparados com a o espectro vibracional (FTIR) e os resultados da
caracterizagdo elétrica. O biossensor desenvolvido foi utilizado para determinacdo de
colesterol com grande eficiéncia. Sob condi¢es 6timas, o biossensor apresentou uma
resposta linear para concentracdes de colesterol de 0.1 mM a 5.17 mM, com uma

resposta rapida (12 s) e alta sensibilidade.
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ABSTRACT

A new amperometric biosensor for the determining cholesterol based on
the immobilization of cholesterol oxidase (ChOx) in a crosslinked poly(vinyl alcohol)
(PVA) matrix and the charge transfer mediator copper phtahalocyanine (Ftc) is
described. The biosensor was obtained by the complexation-mediated solubilization
method, where Ftc was dispersed in high concentration in an organic aprotic solvent for
the formation of the electron donor-acceptor complex. The crosslinked PVA membranes
were characterized by differential scanning calorimetry (DSC), thermomechanical
analysis (TMA), electronic spectroscopy (UV/Vis) and vibrational (FTIR) spectroscopy.
The water transport through the biosensor membrane was studied by the equilibrium
degree of swelling. The results of DSC and TMA indicate that both, the glass transition
temperature (Ty) and Young modulus were increased systematically with crosslinking
density of the hydrogel. The water diffusion coefficient decreased with the increase in
the crosslinking degree indicating that the water molecules possess a lower degree of
translational mobility and are "tightly bound™" in the PVA-borate complex structure.
Semiempirical calculations using PM3-d have been performed on the Ftc/PVA charge
transfer complex. The geometry parameters, heats of formation, ionization potential,
HOMO-LUMO energy differences are also reported and compared with the vibrational
(FTIR) spectra and conductivity experimental results. The developed biosensor has
been used for the determination of cholesterol with an acceptable accuracy. Under
optimal conditions, the biosensor shows a linear response to cholesterol in the range of

0.1 mM to 5.17 mM, with a fast response (12 s) and high sensitivity.



CAPITULO 1 - ASPECTOS GERAIS DO TRABALHO

1.1 - O colesterol

Lipidios sdo substancias insoliveis em agua e de grande importancia
para o organismo humano. Os principais lipidios presentes no plasma sanguineo sdo 0s
acidos graxos, os triglicérides e o colesterol livre e esterificado. O colesterol (Figura
1.1) é um precursor dos horménios adrenal, ovariano e testosterona, dos acidos biliares,
da vitamina D, além de desempenhar importantes funcbes em membranas celulares,
influenciando no estado de ativacdo de enzimas ligadas as membranas. Em algumas

condic@es os lipidios podem se tornar a principal fonte de energia do organismo, como

na falta absoluta de insulina, o que impede a metabolizacdo de carboidratos. *®

Figura 1.1: Estrutura quimica da molécula de colesterol (A) e estrutura obtida por
modelagem molecular da molécula de colesterol (B).

O transporte de lipideos no sangue é realizado por lipoproteinas.
Lipoproteinas sdo particulas que transportam lipideos apolares (insollveis em agua) em
seu nucleo. Esses complexos sdo constituidos por quantidades variaveis de colesterol e
seus eésteres, triglicérides, fosfolipideos e apolipoproteinas. Devido a natureza
hidrofilica da parte protéica, as lipoproteinas sdo sollUveis em agua. Com base na
densidade, as lipoproteinas sdo classificadas como: quilomicrons, lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de



alta densidade (HDL). As HDL exercem importante papel no transporte de colesterol
dos tecidos perifericos para o figado, onde é catabolizado e eliminado. As HDL
funcionam como removedores de colesterol do sangue. Neste caso, esta demonstrado
pela literatura que a ocorréncia de doengas cardiovasculares € maior em individuos com
niveis reduzidos de HDL.

As lipoproteinas VLDL transportam colesterol e ésteres de colesterol do
figado para outros tecidos onde, através da perda de triglicerideos, sofre a reducao do
tamanho da molécula e aumento da densidade, transformando em LDL. O colesterol
LDL constitui dois tercos do colesterol total plasmatico e esta diretamente relacionado a
doengas vasculares.

Cerca de 25% do colesterol plasmatico € proveniente da dieta e o restante
é sintetizado pelo figado. O colesterol estd presente no plasma tanto na forma livre
(30% do total) quanto na forma esterificada (70% do total). Nesta ultima forma, a
molécula de colesterol esté ligada a acidos graxos. Em um individuo adulto, o valor de
referéncia para o colesterol total € de 5,17 mM. O valor limitrofe é de 6,20 mM, sendo
gue acima deste valor, é considerado alto.

Dislipidemias sdo desvios anormais no valor das fracGes lipidicas no
organismo. Os principais fatores que contribuem para a presenca de valores aumentados
dos niveis de colesterol HDL (hipercolesterolemia) sdo a ingestdo de bebidas alcodlicas,
ingestdo de colesterol na dieta, diabetes, obesidade, hipotiroidismo e idade. Valores
aumentados do colesterol HDL podem ser atribuidos também a cirrose biliar, hepatite
cronica e ingestdo de farmacos enquanto valores reduzidos séo atribuidos ao diabetes
melitos, doenca renal, obesidade e sedentarismo. Valores aumentados do colesterol
LDL podem ser atribuidos a anorexia nervosa, diabetes melitos e insuficiéncia renal. A
dislipidemias podem ainda ser causadas por distirbios genéticos, que podem se
manifestar sob influencia de méa alimentacdo, uso de medicamento ou presenca de
outras doencas. Valores reduzidos do colesterol sdo encontrados no hipertireoidismo e
desnutricdo crénica.

Nas ultimas décadas, a desordem de uma ou mais fragdes lipidicas no
sangue (dislipidemias) tem sido relacionadas com a mortalidade devido a doencas
cardiovasculares e/ou pancreatica. Estudo sugerem que cerca de 75% dos casos de
enfermidade arterial coronariana (infarto do miocéardio, morte subita) sdo atribuidos a
trés fatores principais: tabagismo, hipertenséo e hipercolesterolemia. Esses mesmos
fatores de risco séo eficazes na aterosclerose cerebral.



A aterosclerose caracteriza-se pelo acimulo de lipideos dentro e ao redor
das células do espaco intimal de um vaso e esta associada com a proliferacdo celular e
fibrose que provocam o seu estreitamento. O colesterol presente na parece arterial é
proveniente principalmente das lipoproteinas LDL. Apesar das placas aterosclerdticas
serem estruturas complexas, o colesterol-LDL pode ser apontado como uma das causas
principais de sua formacdo. A Figura 1.2 mostra um vaso obstruido pelo acimulo de

tecido fibro gorduroso, representado pela parte mais clara da imagem. **

Figura 1.2: Colapso da parede arterial devido ao acimulo de tecido fibro gorduroso
(A).

Atualmente existem poucos dados disponiveis na literatura quanto aos
niveis de colesterol presente no sangue da populacdo mundial, em especial sobre a
brasileira. Estudos da década de 1990 indicaram que nos Estados Unidos, cerca de 41%
dos individuos adultos possuem taxas elevadas (> 5,17 mM) de colesterol no sangue,
enquanto 18% dos adultos possuem um risco elevado de desenvolverem doenca arterial
coronariana e cerca de 7% ja desenvolveram. Estudos datados de 2002, na cidade do
Rio de Janeiro indicaram que, entre os individuos com valores mais elevados de

insulina no sangue, 64,3% apresentam diagnéstico de dislipidemia.>”



1.2 — Método clinico tradicional para dosagem de colesterol

Em geral, a determinacédo de colesterol € feita por métodos baseados em
espectrofotometria na regido do UV/Vis, envolvendo procedimentos complicados e de
elevado custo devido a grande quantidade de enzima requerida para efetuar uma Unica
analise.

O método tradicional enzimatico-colorimétrico para determinacdo de
colesterol total utiliza-se de soro ou plasma sanguineo. Este método envolve uma reacéo
de hidrolise dos ésteres de colesterol pela enzima colesterol esterease (CEs), formando
colesterol livre e acidos graxos. Em seguida, o hemometabolito sofre oxidacdo pela
enzima colesterol-oxidase (COx), formando perdxido de hidrogénio. Este, reagindo com
fenol e 4-aminoantipirina, catalisado pela peroxidase (POx) produz um complexo de cor
avermelhada. A absorvancia desse complexo, medida por espectrofotometria
(A=500nm), é proporcional a concentracdo de colesterol na amostra. Estas reacdes se

processam de acordo com a Figura 1.3, abaix0.%®
Esteres de colesterol —<=— Colesterol + Acidos graxos
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Figura 1.3: Figura esquemaética das etapas envolvidas na metodologia tradicional para
dosagem de colesterol no sangue.



1.3 — Consideracdes finais

O estabelecimento da relacdo entre os altos niveis de colesterol no
sangue e o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares alerta para a
necessidade do acompanhamento dos niveis de colesterol de cada individuo. O
conhecimento do nivel de colesterol sanguineo da populacdo permite o estabelecimento
de medidas para contencdo desses niveis, envolvendo a reeducacdo alimentar e o
incentivo a préatica de exercicios fisicos. Entretanto, é necessaria a disponibilidade de
métodos rapidos, precisos e reprodutiveis para a dosagem de colesterol. Os biossensores
apresentam uma alternativa interessante aos métodos tradicionais, por permitir a
dosagem de colesterol com grande rapidez e sem a necessidade de mao de obra
especializada e grande infra-estrutura laboratorial. As informagdes apresentadas neste
capitulo compdem a motivacdo deste trabalho, que apresenta uma contribuicdo ao
desenvolvimento de biossensores clinicos para monitoracéo de colesterol.

A compreensdo da estrutura e mecanismo de acdo dos biocatalizadores
envolvidos nas reacdes para a quantificacdo de colesterol é de fundamental importancia
para o projeto dos biossensores, possibilitando o desenvolvimento de projetos que
aproveitem ao maximo a capacidade catalitica da enzima. Estes aspectos serdo

abordados a seguir.
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CAPITULO 2 - BIOCATALIZADORES

2.1 — Noc0es gerais

Uma das condic¢des fundamentais para a vida é a capacidade de catalisar
reacdes quimicas de forma eficiente e seletiva, frente as necessidade de obter energia e
substancias em um curto intervalo de tempo. Em sistemas biolégicos, as moléculas
encarregadas de catalisar reacbes sao as enzimas.™?

As enzimas sdo proteinas globulares e, como toda proteina, sédo
heteropolimeros que podem ser constituidos por vinte diferentes aminoacidos. Algumas
incluem em sua estrutura um grupo nao-protéico. Sdo moléculas com elevado peso
molecular, variando entre 5 e 1.000 kDa. Os aminoacidos componentes das proteinas
apresentam em comum um &tomo de carbono ligado a uma carboxila, a um grupo amino
e a um atomo de hidrogénio. O quarto grupo ligado ao carbono é uma cadeia (R),
especifica de cada aminoacido. O que caracteriza cada enzima é a quantidade de
amino&cidos presentes em sua estrutura e a ordem em que eles se encontram.

As enzimas, gracas a sua estrutura complexa, possuem um alto grau de
especificidade por seus substratos e funcionam em solugbes aquosas sob condicdes
6timas de temperatura e pH.® Deve-se observar que os aminoécidos reagem entre si
através de seus agrupamentos carboxila e amino, formando uma estrutura polipeptidica
que caracteriza a estrutura primaria de uma enzima (Figura 2.1 - A). A cadeia peptidica
pode se organizar em uma estrutura secundaria em helice (Figura 2.1 — B) ou em folha
(Figura 2.2 - C), através do arranjo paralelo de dois ou mais segmentos de cadeias
peptidicas quase totalmente distendidas, através de pontes de hidrogénio. As enzimas
apresentam estas duas estruturas secundarias simultaneamente. A estrutura
tridimensional que as enzimas assumem em solucdo € descrita pela estrutura terciaria
(Figura 2.2 - D). Esta estrutura € composta por dobras e enrolamentos provocadas pelas
interacGes hidrofobicas entre os grupos R e a agua. A estrutura quaternaria (Figura 2.3 -
E) é a organizacdo presente nas proteinas compostas por mais de uma cadeia
polipeptidica e descreve quantos e quais monémeros compdem a molécula e como estes

mondmeros estdo associados.
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Figura 2.1: Estruturas primaria (A), secundaria em folha (B), secundaria em hélice (C),

terciaria (D) e quaternéria (E) das enzimas.?

As enzimas podem ser produzidas, industrialmente, a partir de diversas
diferentes fontes. Elas podem ser extraidas de animais e plantas, porém, as principais
fontes sdo os microorganismos. A producdo a partir de fungos e bactérias permite a
reducdo dos custos de producdo, por serem uma fonte de mais facil reposicao através de
uma origem segura e por oferecerem enzimas de alta pureza.

As técnicas de producdo de enzimas geralmente envolvem a
fermentacdo, para a producdo de microorganismos em larga escala. A sua purificacdo
pode ser efetuada por métodos como centrifugacdo, filtracdo e cromatografia.
Atualmente, um numero muito grande de enzimas possuem aplica¢des industriais, como
nas areas de analises quimicas e clinicas, producéo de detergentes, industria alimenticia
e na construco de biossensores para a monitoragdo de hemometabélitos.?

Para a compreensdo do mecanismo de acdo das enzimas, é fundamental o

estudo dos fatores termodinamicos e bioquimicos envolvidos no processo biocatalitico.



2.1 - Aspectos termodinamicos dos biocatalizadores

Todos 0s processos que ocorrem no universo estdo sujeitos as leis
bésicas da termodindmica. As reacbes que se verificam nas células vivas ndo sdo
excegOes. De acordo com a primeira lei da termodindmica, a energia ndo pode ser criada
nem destruida. Em qualquer processo uma forma de energia pode ser convertida em
outra, porém a energia total do sistema somada a de sua vizinhanga permanece
constante. Portanto, a primeira lei da termodindmica é simplesmente uma lei da
conservagdo da energia. Nada é mencionado a respeito da utilidade das diferentes
formas de energia ou sobre a direcdo de um processo ou reago.”

A segunda lei da termodinamica afirma que todos 0s processos que
ocorrem naturalmente evoluem numa direcdo que leva a um nivel minimo de energia
potencial, isto é, a uma posicao de equilibrio estavel. Essas reacdes espontaneas liberam
energia a medida que tendem ao equilibrio e, teoricamente, a energia pode ser utilizada
para produzir trabalho. A variacdo total de energia do sistema, AG, é denominada
energia Livre de Gibbs. O valor de AG, dado pela Equacdo 2.1, indica o sentido da
reacdo: se menor que zero, a reacdo ocorre espontaneamente. O fato de uma reacgdo
apresentar AG < 0 ndo significa que a reacdo se processa a alta velocidade.

AG =-RT Ink (2.1)

A velocidade de qualquer reacdo quimica homogénea depende da
freqliéncia das colisdes entre as moléculas que reagem entre si. A freqiiéncia das
colisBes, por sua vez, é influenciada pela concentragdo de moléculas reagentes, como
também pela sua energia cinética. Por sua vez, a energia cinética das moléculas é
influenciada pela temperatura. A freqiiéncia de colisdes ndo é igual a velocidade da
reacao, pois somente uma pequena parcela das colisdes ocorre com energia suficiente
para provocar a reacdo. A energia minima para que uma reacdo ocorra € chamada de
energia de ativagéo, E.

A relacdo entre E; e a temperatura foi formulada empiricamente por
Arrhenius em 1887. A relacdo, denominada como equacdo de Arrhenius, é geralmente
descrita como:®

k = Ag Ee/RT (2.2)

Em sua forma linear, esta equacdo € escrita na seguinte forma:
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E
logk = — &_+logA 2.3
g 2,3RT g 23)

e em sua forma integrada:
ogﬁ = i(uj (2.4)
k, 23R( T,T,
sendo k, e ki as constantes de velocidade especificas da reacdo a T, e Ty,
respectivamente.

No intuito de explicar a necessidade de uma energia minima, E,, para
gue uma reacao possa se processar, Fyring em 1935, prop6s que uma molécula reagente
de um substrato (S) deveria ultrapassar uma barreira energética passando por um estado
de transicdo antes de se transformar no produto (P) da reacdo (Figura 2.1). Moléculas
reagentes que atingem apenas uma fracdo da energia de ativacdo necessaria
simplesmente retornam ao seu estado inicial. O estado de transicdo é visto como uma
fase a meio caminho, onde as ligacdes e orientagfes sdo distorcidas. Uma vez que 0s
reagentes adquirem energia para ultrapassar a barreira energética e atingem o estado de
transicdo, eles prosseguem para formar os produtos da reacdo com uma velocidade que
independe da temperatura e da natureza dos reagentes, isto €, 0s reagentes passam para
o outro lado da barreira energética, em diregdo a um estado de menor valor energético.
No caso de uma reacdo catalisada por uma enzima (E), a reacdo passa por estados
intermediarios constituidos pelos complexos enzima substrato (ES) e enzima produto
(EP). Esta reagdo pode ser representada pela a seguinte relagio:**>®

E+SSESSEPSE+P (2.5)

Na presenca de uma enzima apropriada, a temperatura ambiente uma
quantidade suficiente de moléculas reagentes possuem a energia de ativagdo necessaria
para ultrapassar a barreira. Neste caso, as enzimas possuem uma eficiéncia catalitica
extraordinaria. Uma reagéo catalisada por uma enzima pode ser processar a 25°C, 10% a
10" vezes mais rapidamente que a mesma reacdo néo catalisada.

Ressalta-se que as enzimas ndo afetam o AG ou keq de uma reacdo. Elas
apenas reduzem a energia de ativacdo, aumentando a velocidade com a qual a reacéo
alcanca o equilibrio. O grafico apresentado pela Figura 2.1 ilustra a energia de uma

reacao catalisada e ndo catalisada por enzima.



Embora a enzima participe da seqiéncia da reagdo, ela ndo sofre
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nenhuma transformacdo. Desta forma, poucas moléculas de enzima sdo capazes de

catalisar a conversao de milhares de moléculas de substrato (S) em produto (P).

Energia

Energia

Figura 2.2: Barreira de energia para uma rea¢do néo catalisada por enzima (A) e para
uma reagao catalisada por enzima (B).

(A)

=

[

A precisdo da estrutura enzimatica, com geometria apropriada e com

grupos funcionais localizados em posicdes particulares a torna de grande especificidade.

Para que a catalise ocorra, 0 reagente ou substrato deve-se ligar a molécula da enzima

em uma regido especifica, chamada sitio ativo.

O sitio ativo é uma cavidade de forma definida constituida de grupos R

de aminoécidos proximos uns dos outros, aberta na superficie da molécula globular da

enzima. Para ser reconhecida como um substrato, uma molécula deve possuir a forma

apropriada para acomodar-se no sitio ativo e grupos quimicos capazes de se ligar aos

grupos R ali presentes. Dai vem a alta especificidade das enzimas.

137

O alto grau de especificidade das enzimas levou Emil Fischer, em 1894,
a introduzir a nogcdo de que as interacdes entre uma enzima e seu substrato seriam

complementares, através do bem conhecido modelo “chave-fechadura” (Figura 2.3 - A).
Este modelo considera tanto o substrato (chave) quanto a enzima (fechadura) como

entidades rigidas, o que ndo representa a realidade. A flexibilidade da estrutura

enzimatica é um dos fatores que permite que moléculas estruturalmente semelhantes
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apresentem conformacgdes e orientacGes relativas distintas no sitio de ligacdo do
receptor e, em consequiéncia, atividades e afinidades tambem diferentes.

Koshland e colaboradores propuseram uma hipétese, conhecida como
teoria do encaixe induzido na qual, através da complexacdo, o substrato induz uma
mudanca conformacional na subunidade da enzima com a qual interage, isto é,
posiciona residuos de aminoacidos em uma posicdo espacial correta para ligacdo do
substrato. Esta mudanca conformacional pode ser transmitida as subunidades vizinhas,
induzindo na enzima a conformacao responsavel pelo processo catalitico (Figura 2.3 -
B).

Ao mesmo tempo as enzimas possuem a propriedade de reconhecer uma
ou um conjunto de conformacBGes do substrato. Este, ao provocar uma mudanca
conformacional na enzima, pode estar induzindo-a a adotar a conformacéo responsavel
pelo seu reconhecimento. Assim como a enzima, o substrato tem a sua conformacao
tencionada e distorcida. Este é o mecanismo que leva a alta eficiéncia da catalise

produzidas pelas enzimas.
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Figura 2.3: Mecanismo de acdo enzimatica segundo o modelo “chave-fechadura” (A) e

a teoria do encaixe induzido (B).

Para a compreensdo dos mecanismos de uma reagédo catalisada por uma
enzima, € de grande importancia o estudo da velocidade da reacdo e como ela se altera

em funcdo de mudancgas nos parametros experimentais. Um dos principais fatores que
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influenciam na velocidade de uma reacdo in vitro catalisada por enzima é a

concentracdo do substrato.

2.2 — Bioguimica das reacdes catalisadas por enzimas

Uma das formas de compreender a bioquimica das reacfes catalisadas
pelas enzimas ¢ através do estudo da velocidade da reacdo. A velocidade da reacdo sofre
forte influencia da concentracdo do substrato. Entretanto, estudar os efeitos da
concentracdo do substrato é complicado devido ao fato de [S] variar durante o curso da
reacdo, enquanto o substrato se transforma em produto. Uma abordagem simplificada
para o estudo da cinética de uma reacdo enzimatica é medir a velocidade inicial Vo
quando [S] é muito maior que a concentracdo da enzima [E]. Desta forma, para um
tempo curto, as variacdes em [S] serdo despreziveis.**®

A Figura 2.4 mostra o efeito de [S] sobre V,. O aumento de V, é
aproximadamente linear para baixas [S]. A media que [S] cresce, V, cresce a taxas cada
vez menores, até alcancar um valor de [S] em que ndo existe variacdo significativa no

valor de V. Este valor de Vo é muito préximo da velocidade maxima, Vimax.

V, (nm/min)

K [S] (mM)

Figura 2.4: Efeito da concentracdo do substrato na velocidade de uma reacdo catalisada

por enzima.
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O complexo ES desempenha um papel fundamental para a compreenséao
do comportamento cinético da reacdo. Em 1913, Michaelis e Maud Menten
desenvolveram uma teoria geral da acdo enzimatica. Eles postularam que a acdo
enzimética se da em etapas, se iniciando pela rdpida formacdo de um complexo

reversivel enzima-substrato:
k
E+SSES (2.6)
A segunda etapa, mais lenta, é a quebra do complexo ES liberando a enzima livre e o

produto, P, da reacao:
ESS E+P (2.7)

A segunda reacdo, por ser mais lenta, limita a velocidade da reacdo enzimatica. Desta
forma, a velocidade da reacdo deve ser proporcional a [ES].

A relagéo entre [S] e Vo (Figura 2.4) possui a mesma forma geral para
todas as enzimas. Michaelis e Menten deduziram a forma algébrica desta relacdo
considerando a hipotese basica de que, no estado estacionario, a velocidade da reacgdo €
limitada pela quebra do complexo ES. Esta relacdo, denominada equacdo de Michaelis-
Menten, € a equacdo da velocidade de uma reagdo enziméatica com um unico substrato, e

é dada pela relagéo a seguir:*

v, = VoadS] (2.8)
Koy +[S]
onde ky, é chamada de constante de Michaelis-Menten e é dada por:
= kerky) 2.9)
Ky

Nesta equacédo, a velocidade inicial, Vo, a velocidade méxima, Vnax, € @
concentracdo do substrato, [S], estdo relacionados pela constante de Michaelis-Menten.

A constante k,, possui unidade de concentracdo. Esta constante permite a
avaliacdo da afinidade de uma enzima por um substrato. De acordo com a equacao 2.9,
kn varia inversamente proporcional a afinidade da enzima pelo substrato.

Uma relagéo interessante pode ser obtida para o caso especial em que Vy

vale exatamente a metade de Viax:

V, =~ (2.10)
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Substituindo a Equagdo 2.10 na equacdo de Michaelis-Menten e
dividindo por Vmax, Obtemos a seguinte relacao:

i = & (2.11)
2k, +[S]

Solucionando esta equagéo em termos de K, obtermos:

Kn =[S] (2.12)

Desta forma, K, pode ser interpretado como sendo a concentracdo de
substrato quando Vo equivale a 1/2 Viax.

A equacgéo de Michaelis-Menten pode ser linearizada algebricamente de
modo a permitir a determinacdo experimental de kn e Vs através de métodos graficos.
Uma simples transformacao € a inversdo da equacdo, da seguinte forma:

1 k., +[S

1 _k+I[S] (2.13)

Voo ViulS]

Através de simples transformacdes algébricas, esta equagdo pode ser
escrita na forma:

1 k. 1

- = +—

VO Vméx [S] Vméx

(2.14)

Esta forma da equagdo de Michaelis-Menten é chamada de equacdo de
Lineweaver-Burk e permite que kn € Vinax Sejam determinados graficamente, através de

uma curva 1/V, versus 1/[S], como mostrado pela Figura 2.5.

1 1
Vo \ tM/min

Coeficiente Angular = Vk’“

max

<

max

mM

_k_ E

Figura 2.5: Grafico Lineweaver-Burk.
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Em um biossensor para monitoracdo de colesterol, a enzima colesterol
oxidase tem a funcdo de catalisar a reacdo de oxidacdo do colesterol, produzindo
perdxido de hidrogénio. Em um biossensor, a enzima se encontra imobilizada em uma
matriz organica ou inorganica. Este fato exerce influencia direta na velocidade da
reacdo enzimética devido & menor disponibilidade de substrato provocada pela
necessidade do analito (substrato) se difundir para o interior da matriz onde a enzima
estd imobilizada. Em uma reacdo com enzima imobilizada, [S] tende a ser menor que
em uma reacao com enzima livre. Portanto, de acordo com a equagdo de Michaelis-
Menten (Equacédo 2.19), a velocidade da reacdo enzimatica serd menor. A metodologia
utilizada para a imobilizacdo da enzima no dispositivo exerce influéncia direta no
acesso do substrato a enzima e determina a velocidade com que a reacdo enzimatica ira
ocorrer. Em consequiéncia, o tempo de resposta do biossensor esta relacionado a

metodologia de imobilizagdo da enzima.

2.3 - Métodos de imobilizacao de enzimas

A performance do biossensor estd relacionada ao processo de
imobilizacdo da enzima, o biocatalizador responsavel pela reacdo quimica na superficie
do eletrodo. Com a imobilizagdo ha um aumento da estabilidade da proteina devido ao
menor grau de liberdade, menor sensibilidade a interferentes e maior estabilidade
quanto as mudancas de pH e elevacdo de temperatura.

As matrizes para imobilizacdo de enzimas usualmente sdo polimeros
inertes ou materiais inorganicos insollveis em agua. A matriz utilizada deve permitir a
rapida difusdo do substrato e produto através de si.

Os principais métodos de imobilizacdo enzimatica sdo a adsorgdo fisica
em um transdutor, ligacdo covalente, a oclusdo (encapsulamento) em polimero
reticulado ou imobilizacio em uma membrana semipermeavel.*® Estes métodos s&o
ilustrados pela Figura 2.6.

A adsor¢do de enzimas em suportes insolivel € um método simples e de
grande aplicabilidade. Neste método, a for¢a motriz para a ligacdo da enzima ao suporte
é geralmente fornecida pela combinacdo de efeitos hidrofébicos com a formacédo de
diversas ligacdes por molécula de enzima. O método de imobilizacdo por adsorcao,
apesar da simplicidade, ndo permite uma boa aderéncia da enzima ao suporte, devido a

natureza da forga de interacdo deste com a enzima.
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O método da ligagdo covalente consiste na formacdo de ligacdes
quimicas entre o substrato e a enzima. Estas ligaces sdo geralmente feitas pela reacéo
de grupos funcionais especificos da enzima, 0os quais ndo sdo essenciais para a sua
atividade catalitica e ndo prejudicam a acdo de seu sitio ativo. Normalmente séo
utilizados grupos reativos especificos presentes no eletrodo sendo, portanto, necessario
um conhecimento prévio da estrutura quimica da enzima e da natureza da superficie do

eletrodo.

o®e |
e ¢ <0 _a®
®oce 0% %? _
L L°
(A) (B)

@® — Enzima

Figura 2.6: llustracdo esquematica dos principais métodos de imobilizacdo de enzimas.
(A) Enzima adsorvida por uma superficie; (B) enzima ligada
covalentemente a uma superficie; (C) enzima ocluida em um polimero

reticulado; (D) enzima confinada por uma membrana semipermeéavel.

A imobilizacdo através da oclusdo em um polimero reticulado é uma
metodologia conveniente para processos que envolvem substratos de baixo peso
molecular. Este método proporciona uma maior estabilidade quanto a alteragbes do
microambiente da enzima. A enzima ndo sofre nenhuma alteragdo em sua estrutura.
Entretanto é necessario um rigoroso controle do processo de sintese da matriz a fim de

preservar a atividade catalitica da enzima. Neste processo de imobilizacéo, a atividade
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enzimatica pode ser prejudicada devido a necessidade do substrato se difundir através
da matriz.

A imobilizacdo em membranas semipermeaveis consiste em envolver o
biocatalizador em uma membrana impermeavel as enzimas, mas que permitam a difusédo
do substrato e produto. Este método permite a imobilizacdo simultadnea de uma grande
variedade de enzimas tornando possivel a ocorréncia de reacdes que envolvem muitas
etapas.

Com o processo de imobilizagdo, a atividade enziméatica pode ser
prejudicada devido a efeitos difusionais do substrato no suporte ou a efeitos
eletrostaticos entre o substrato e o suporte. Neste trabalho, foi realizada a imobilizacdo
da enzima colesterol oxidase em uma matriz polimérica através do método de oclusao.
Desta forma, é importante conhecer as principais propriedades desta enzima, o que
permitird o desenvolvimento de um biossensor que explore a sua maxima atividade,

através da criacdo de um micro ambiente favordvel a agdo enzimética.

2.4 — A enzima colesterol oxidase

Atualmente esta bem estabelecida a relacdo entre os altos niveis de
colesterol na corrente sanguinea e o0 risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. A necessidade de métodos precisos e reprodutivos para determinacdo
da concentracdo de colesterol tem motivado muitos trabalhos nos Gltimos anos. Os
métodos analiticos convencionais e 0s biossensores para quantificacdo de colesterol,
geralmente utilizam trés e duas enzimas, respectivamente. Cerca de 70% do colesterol
existente no plasma sanguineo se encontra na forma esterificada. Assim, o
procedimento tipico para determinacdo do colesterol total geralmente se inicia pela
quebra dos ésteres de colesterol pela enzima colesterol esterease, produzindo colesterol
livre e &cidos graxos. As moléculas de colesterol podem entdo sofrer a agdo da enzima
colesterol oxidase, produzindo 4-colesten-3-ona e perdxido de hidrogénio, como

ilustrado na Figura 2.7.°
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Figura 2.7: Acdo da enzima colesterol oxidase.

A colesterol oxidase (COx) pode ser sintetizada atraveés de uma grande
variedade de microorganismos, em ambientes completamente distintos. Turfitt, em
1994, foi o primeiro a isolar a enzima, a partir do micrébio Nacordia erythropolis e
demonstrar seu efeito na oxidacéo do colesterol.? Desde entdo, a enzima foi encontrada
e isolada a partir de um grande numero de microorganismos, em especial a partir da
Arthrobacter, Corynebacterium, Nacordia erythropolis, Mycobacterium, Pseudomonas
e Rhodococcus sp., entre outros. Alguns microorganismos estocam a enzima em
membranas intracelulares, enquanto outros a dispersam em seu meio de cultivo.
Algumas linhagens de microorganismos sdo capazes de promover a oxidacdo do
colesterol a taxas superiores a 70%.

O custo da enzima colesterol oxidase se mantém relativamente alto
devido, principalmente, a baixa produtividade dos microorganismos e pela necessidade
de adicdo de colesterol ao meio de cultura para induzir o aumento da producgédo da
enzima.

As propriedades fisicas da COx varia de acordo com 0 microorganismo
de origem. Em geral a atividade da COx é 6tima a temperatura de 37 °C e pH neutro em
solugdo aquosa. Dependendo da origem, a COx pode apresentar melhor estabilidade
térmica e atividade 6tima em intervalos de pH entre 4 e 10.°

A COx é uma macromolécula de alto peso molecular, em torno de 60
kDa, com um pequeno centro ativo localizado nas proximidades do centro da estrutura.

O centro ativo contém um cofator, que é um colaborador ndo protéico necessario para a
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atividade enzimatica. Na COx o cofator é constituido por Flavina Adenina

Dinucledtideo (FAD). A estrutura da COx é apresentada pela Figura 2.8.

Figura 2.8: Ilustragdo da estrutura da enzima colesterol oxidase, na forma de fitas.™

2.5 — Consideragdes finais

Em um biossensor enzimético para determinagdo de colesterol, o papel
principal da enzima € realizar a catalise da converséo do colesterol em 4-colesten-3-ona.
Esta conversdo produz peréxido de hidrogénio. A atividade enzimatica, em um
biossensor, é altamente influenciada pela matriz utilizada para a imobilizacdo da
enzima, bem como pela metodologia de imobilizagdo utilizada. A matriz deve oferecer
protecdo contra condicbes ambientais, como pH e temperatura, desfavoraveis a
estabilidade da enzima.

Outro ponto importante do projeto de um biossensor é a forma de
transducdo do sinal gerado pelo eletrodo. Este € o assunto discutido no préximo

capitulo.
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CAPITULO 3 - BIOSSENSORES

3.1 - Conceitos fundamentais

Biossensores sdo dispositivos compostos por semicondutores que estdo
intimamente ligados a um componente bioldgico, geralmente uma enzima imobilizada,
e que é utilizado para medir a concentragdo de um substrato especifico. O sinal gerado
pelo dispositivo é diretamente proporcional a concentracdo do metabdlito no fluido
bioldgico.

A Figura 3.1 mostra um diagrama esquematico de um biossensor. Um
transdutor é composto por um eletrodo de trabalho (a), uma matriz orgéanica ou
inorganica contendo uma enzima imobilizada sobre o eletrodo de trabalho (b) e um
eletrodo de referéncia (c). Um analito, ao entrar em contato com o transdutor,
desencadeia uma reacdo quimica gerando um sinal digitalizado pelo transdutor. A
digitalizacdo converte a reacdo quimica em um sinal elétrico. O sinal gerado pelo

transdutor é entdo amplificado (2), processado (3) e apresentado (4).

0,467

Figura 3.1: Representacdo esquematica de um biossensor: Transdutor (1), Eletrodo de
trabalho (a), Matriz orgénica com enzima imobilizada (b), Eletrodo de
referéncia (c), Amplificador (2), Processador de sinal (3) e painel
analogo/digital (4).
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Os biossensores sdo desenvolvidos para as mais diversas aplicaces em
biotecnologia, incluindo andlises clinicas e biomédicas, monitoracdo de processos
fermentativos, e analises ambientais.

A industria de alimentos e farmacéutica tem grande necessidade de
métodos rapidos para estimar o tempo de vida, deterioracdo e contaminacdo de seus
produtos. Abre-se entdo a possibilidade do monitoramento continuo “on line” de
metabolitos, drogas e proteinas.

Os biossensores eletroquimicos se destacam quanto a utilizagdo nas areas
acima mencionadas. Os tipos mais comuns de biossensores sdo 0s potenciométricos,
amperométricos, 6ticos e os calorimétricos.>*>

O biossensor potenciométrico envolve a medida da diferenca de potencial
entre um eletrodo de trabalho e um de referéncia. A interface da superficie mediadora
do transdutor gera uma espécie carregada, onde um eletrodo sensivel a esta espécie
produzira um sinal elétrico de diferenca de potencial relacionado a espécie carregada. O
transdutor pode ser um eletrodo ion seletivo, que é um sensor eletroquimico baseado em
filmes finos ou membranas seletivas. A diferenca de potencial entre o eletrodo de
trabalho e de referéncia € proporcional ao logaritmo da atividade ibnica, ou

concentracdo, como descrito pela equacdo de Nernst-Donnam (Equacéo 3.1).
E = E, — L In(fi) (3.1)
ZF

sendo E o potencial lido, Eo uma constante caracteristica da membrana seletiva do
biossensor, R a constante dos gases, T a temperatura absoluta, z a carga ionica, F a
constante de Faraday e [i] € a concentracdo da espécie idnica livre, ou seja, a
concentracdo do analito.

Um biossensor amperométrico € baseado na medida da corrente
produzida pela oxidacdo ou redugdo eletroquimica de uma espécie eletroativa. Estes
biossensores sdo geralmente construidos através de um eletrodo de trabalho e um de
referéncia construidos de Pt, Au ou C. O eletrodo polarizado produz uma corrente
elétrica relacionada a concentracdo da espécie eletroativa. Estes biossensores
apresentam maior sensibilidade, rapidez e precisdo em relacdo aos potenciométricos e
apresentam resposta linear em uma faixa mais ampla de concentragdo do analito, sendo
0 mais empregado. A corrente i produzida por um biossensor amperométrico esta
relacionada com a taxa da reacao va pela seguinte expressao:

i =nFAv, (3.2)
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sendo n o numero de elétrons transferido, A a area do eletrodo e F a constante de
Faraday. Desta forma, a corrente elétrica produzida é proporcional a concentracdo do
analito.

Um biossensores Gtico é geralmente constituido por uma enzima ligada a
um cromdéforo que por sua vez estd ligado a uma membrana. Uma alteracdo de pH
gerada pela reacdo enzimatica altera a cor do complexo cromo6foro/membrana. O
sistema transdutor consiste em um simples fotodiodo acoplado ao sistema.

Os biossensores calorimétricos utilizam um dispositivo termistor capaz
de registrar as pequenas diferencas de temperatura produzidas por uma reacdo
bioquimica. Geralmente é obtida uma resposta linear da temperatura em funcdo da

concentracdo do analito, com variacdes de temperatura entre 1x107 e 1x107 °C.

3.2 — Biossensores para monitoracéo de colesterol

Biossensores para determinacdo de colesterol sdo uma étima alternativa
relativamente aos métodos convencionais, por possuir alta estabilidade operacional,
resposta rapida e baixo custo. Estes biossensores sdo construidos através da
imobilizacdo da enzima colesterol oxidase em uma matriz na superficie de um eletrodo.
A funcdo da enzima colesterol oxidase é catalisar a reacdo de oxidacdo do colesterol,
gerando peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio, ao entrar em contato com a
superficie do eletrodo, se dissocia, doando elétrons ao eletrodo segundo a reacéo:

H,0, >0, +2H" +2e” (3.3)

Os eletrodos de trabalho e de referéncia s&o mantidos sob um potencial
de aproximadamente 0,6 mV. A corrente gerada pela reacdo é proporcional a
concentracdo de colesterol no analito, que pode ser quantificada através de uma curva
de calibracdo. A Figura 3.2 mostra esquematicamente as reac0es envolvidas no processo
de determinacéo de colesterol.
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Figura 3.2: Esquema da reacdo amperométrica do colesterol para a colestenona.’

Os principais métodos de imobilizacdo de enzimas adotados para a
construcdo de biossensores para colesterol séo a oclusdo em polimero condutor, como o
polipirrol e polianilina obtidos por eletropolimerizacio,® ocluséo ou confinamento em
filmes poliméricos produzidos pela técnica de automontagem’®, ocluséo em filmes sol-
gel®*° e oclusdo ou confinamento em membranas hidrogéis™.

A medida que novos dispositivos semicondutores bem como novas
técnicas de imobilizacdo sdo desenvolvidas, vdo sendo superadas as dificuldades
técnicas para o desenvolvimento de biossensores. O grande potencial de biossensores
para aplicacOes tecnoldgicas, principalmente na monitoragdo de hemometabolitos, tem
impulsionado o aumento das publicacBes nesta area nos ultimos anos. O interesse
industrial por estes dispositivos em varios paises, porém, foi maior do que a literatura
demonstra, pois muito dos trabalhos desenvolvidos foram mantidos confidenciais.

As pesquisas nos ultimos cinco anos evoluiram da forma significativa.
Conforme se verifica na Figura 3.3, existe um grande crescimento na quantidade de
trabalhos publicados na area de biossensores clinicos.

O aumento observado pode ser justificado pelo grande interesse
industrial que estes dispositivos tém despertado. Isto se deve principalmente ao baixo

custo, facilidade de operacdo e baixo tempo de respostas dos biossensores. Assim,
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confirma-se um interesse crescente pelo desenvolvimento de biossensores clinicos em

diversas universidades e institutos de pesquisa a nivel mundial.

E 721*
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500 — — H

452
398
400 — — — =

300 +H - - - - =

200 41 — — — — =

N° trabalhos publicados

100 1 — — — — =
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2002 2003 2004 2005 2006

Figura 3.3: Numero de trabalhos publicados na area nos altimos cinco anos.

* - Trabalhos publicados até 02 de setembro/2006. Fonte: Science Direct.

3.3 — Consideracdes finais

Os biossensores constituem uma interessante alternativa relativamente
aos meétodos tradicionais para monitoramento de colesterol, apresentando diversas
vantagens com relacdo aos metodos convencionais, como a rapidez e precisao das
medidas e a dispensa de méo de obra especializada.

Dentre o0s tipos de biossensores, 0 amperométrico é de especial interesse
por, em geral, apresentar maior sensibilidade, rapidez e precisdo, sendo ainda de facil
sintese. Para garantir a maxima eficiéncia do biossensor € necessario o estudo e controle
de suas propriedades fisico-quimicas, a fim de otimizar suas propriedades mecanicas,
térmicas e elétricas. Uma técnica interessante para a sintese do biossensor € o método
sol-gel, por permitir a sintese a temperatura ambiente, preservando a atividade da

enzima.
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CAPITULO 4 - BIOFISICA DOS BIOSSENSORES

4.1 - Transicao sol-gel do sistema PVA/H3;BO;

Uma técnica interessante para a obtencdo de filmes finos para a
imobilizacdo de enzimas € o processo sol-gel. O uso do processo de sol-gel para
produzir sensores para aplicacdes analiticas tem atraido consideravel interesse devido a
numerosos fatores, como a facilidade de fabricacdo, a flexibilidade do projeto de sintese
e o fato das enzimas ocluidas na matriz sol-gel manterem a sua atividade catalitica, uma
vez que a temperatura de sintese da matriz € a temperatura ambiente (25 °C). Este
processo evita a lixiviagdo da enzima e dos mediadores de elétrons para a solucgdo, ao
contrario do que ocorre, na maioria das vezes, com filmes finos ou membranas contendo
estes mesmos materiais imobilizados.

O processo sol-gel envolve uma rota de sintese de materiais onde num
determinado momento ocorre uma transicdo de um sistema liquido “sol”” (usualmente
coloidal) para um sistema sélido “gel”.* O termo sol é empregado para definir uma
dispersdo de particulas coloidais (dimensdo entre 1 e 100 nm) estavel em um fluido
enguanto o termo gel pode ser visto como sendo um sistema formado pela estrutura
rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico)
que imobiliza a fase liquida nos seus intersticios.

Os géis coloidais resultam da agregacéo linear de particulas primarias
(Figura 4.1 - A), que s6 pode ocorrer pela alteracdo apropriada das condicGes fisico-
quimicas da suspensdo. Por outro lado, os géis poliméricos sdo, geralmente, preparados
a partir de solucdes onde se promovem reacOes de polimerizacdo. Neste caso a
gelatinizacdo ocorre pela interacdo entre as longas cadeias poliméricas lineares (Figura
4.1 - B).
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Figura 4.1: Figura esquematica da transicdo sol-gel: formacéo de gel particulado (A) e

formacéo de gel polimérico (B).

O Poli(élcool vinilico) (PVA) é um polimero hidrofilico capaz de formar
complexos através da transferéncia de cargas com anions.> O PVA possui propriedades
Unicas tais como alta solubilidade em &gua e a capacidade de formar géis por
condensacdo. Tais géis constituem uma barreira fisica ideal para o aprisionamento de
enzimas.

Um ion muito interessante para a obtencao de hidrogéis de PVA € o ion
borato. Acredita-se que o mecanismo da reacdo de complexacdo do ion borato com o

PVA seja a complexagéo di-diol, formada por duas unidade de diol e um ion borato. Por
protolise os anions boratos s&o convertidos em B(OH),, que podem entdo reagir com 0

PVA, formando um gel termorreversivel.®
O mecanismo de complexacdo do sistema PVA/borato pode ser dividido

em duas reacdes?, como é descrito na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Reacdo de complexacéo do sistema PVA/Borato.>*

As constantes cinéticas dessas reagfes sdo respectivamente k, para a
formacdo do monocomplexo e k, para a formagdo do dicomplexo. A formagdo do

complexo PVA/borato ocorre rapidamente. O sistema entra em equilibrio em poucos
minutos, o que ndo é comum no dominio dos géis e complexos poliméricos.*> A
constante de velocidade da reacdo de complexacdo do sistema PVA/Borato pode ser

representada por uma Unica constante cinética K, dada por:

o _AH
[reticulag@es] KO RT

 [diol 2[ionborato]

A velocidade, v, da reacdo é dada por:

v = K[ionborato][diol]?

No processo de reticulagcdo do sistema PVA/Borato uma transicdo de
fase denominada gelificacdo ocorre apds o processo de reticulacdo. Essa transicdo é
controlada termodinamicamente. Neste sentido, o processo de reticulacdo exerce uma
influéncia significativa em grandezas macroscépicas como 0 médulo de elasticidade e
temperatura de transicdo vitrea do sistema. A termodindmica desse sistema é discutida

nas proximas secoes.
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4.2 — Termodindmica das reagdes quimicas

A energia e a capacidade de realizar trabalho sdo fundamentais para a
ocorréncia de qualquer processo na natureza. Em um organismo vivo, da mesma forma,
a energia é necessaria para a realizacdo dos diversos trabalhos fisioldgicos. As reagdes
catalisadas por enzimas podem ser estudadas através de uma abordagem termodinamica.
Desta forma, € possivel entender o que faz com que a reacdo enzimatica se processe e se
complete, em termos das energias envolvidas no processo. Também a reacdo de
complexacdo do sistema PVA/Borato pode ser entendida através de uma abordagem
termodinamica. Para este estudo € importante uma revisdo nos conceitos basicos da
termodinamica, como é discutido a seguir.

Para um sistema fechado, a primeira lei da termodinadmica afirma que a
variacdo total de energia interna, AE, é igual a diferenca entre o calor, Q, fornecido ao
sistema e o trabalho, W, realizado pelo sistema.®®

AE=Q-W (4.1)
Esta é uma expressdo quantitativa do principio de conservacao da energia.

Em um processo quimico, segundo a primeira lei, a diferenca de energia
entre reagentes e produtos resultara em energia que sera absorvida ou liberada na forma
de calor ou trabalho.

A variagdo de energia interna AE pode ser dividida em diversos termos,
cada um representando a variacdo de uma forma particular de energia, da seguinte
forma:

AE=AEk+AEp+A4U (4.2)
onde AEk é a variacdo na energia cinética, 4Ep a variacdo na energia potencial e AU a
variacdo na energia interna do sistema. A funcdo U de energia interna apresenta as
energias cinética e potencial das particulas, em um nivel microscépico. Considerando
gue a energia cinética e potencial do sistema sdo constantes, como ocorre
frequentemente, e substituindo a expressao para AE na primeira lei, obtemos a equacéo:

AU=Q-W (4.3)
onde W é o trabalho executado pelo sistema e Q o calor absorvido pelo sistema.

Na forma diferencial:
dU=dQ-dw (4.4)



32

Um dos axiomas da termodinamica relata a existéncia de uma
propriedade chamada entropia, S, que € uma propriedade intrinseca de um sistema. Para

um processo reversivel, as variagdes desta propriedade é dada por:

_dQ
ds = (4.5)

De acordo com outro axioma, a segunda lei da termodinamica, a variagcéo
da entropia S de um sistema e seu exterior, tomados em conjunto é sempre positiva e
aproxima-se de zero para um processo que se aproxime da reversibilidade.

O trabalho mecénico, em um sistema termodinamico, ocorre quando uma

forca agindo sobre o sistema se move ao longo de certa distancia. O trabalho é dado por:

dW=PdV (4.6)
Combinando as equagdes 4.4, 4.5 e 4.6, temos:
dU=TdS-PdV 4.7

Esta é uma equacdo geral que relaciona as propriedades de um sistema
fechado, da qual deriva as outras relacfes importantes. Nesta equacdo, dU depende de Q
e W, que ndo sao propriedades, mas manifestacdo de processos, ou seja, sdo variaveis de
processo. Para o estudo de sistemas no equilibrio, é conveniente desenvolver expressoes
gerais entre propriedades de equilibrio envolvendo apenas variaveis de estado. Estas
propriedades designam-se por funcdes de estado.

A entalpia, H, é uma funcéo de estado dada por:

H=U+PV (4.8)

Considerando pequenas alteracbes do estado do sistema, podemos
escrever esta equagdo tomando a sua diferencial:

dH=dU+PdV+VdP (4.9)

Através das primeira e segunda leis, tomadas em conjunto (equacéo 4.7)
esta equacgéo pode ser escrita como:

dH=TdS+VdP+dW (4.10)

Esta expressdo geral € uma forma alternativa das primeiras e segundas
leis da termodinadmica tomadas em conjunto. Esta fungédo de estado, para processos em
que ocorre apenas trabalho mecanico e estdo a pressdo constante, permite uma medida
direta do calor trocado pelo sistema e a sua vizinhanga, de uma forma simples. Em uma
reacdo quimica, quando dH é negativo, a reagdo quimica é chamada exotérmica. Se dH

é positivo, entdo o calor é absorvido pelo sistema e a reacdo é chamada de endotérmica.
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Outra importante funcéo de estado é a energia livre de Gibbs, G, definida
por:

G=U+PV-TS=H-TS (4.11)

Considerando pequenas alteragfes do estado do sistema, a alteracdo na
energia livre de Gibbs ¢é dada por:

dG=dU+PdV+VdP-TdS-SdT (4.12)

Da mesma forma, através das primeira e segunda leis, tomadas em
conjunto (equacdo 4.7) esta equacgédo pode ser escrita como:

dG=-SdT+VdP+dW (4.13)

Esta & uma forma alternativa das leis da termodinamica tomadas em
conjunto. A energia livre de Gibbs simplifica a descricdo de sistemas em que a
temperatura e pressao sao constantes. Para estes sistemas, que incluem reagdes quimicas
e transformacdes de fase, G fornece o trabalho total exercido sobre o sistema, com
excecgdo de trabalho mecénico. O sinal de AG indica se uma reacdo é capaz de realizar
trabalho, com excecdo do mecanico. Se for negativo, o sistema terd perdido energia
livre, que pode ter sido utilizada para produzir trabalho. Se for positivo, o sistema tera
recebido energia livre, portanto ndo pode ter realizado trabalho. De acordo com a
segunda lei da termodindmica, uma reacdo espontanea se caracteriza pela perda de
energia livre, ou seja, 4G negativo.

Os potenciais termodindmicos apresentados nesta secdo sdo Uteis para o
desenvolvimento de relacbes que possibilitardo a compreensdo e a interpretacdo
quantitativa do processo de sorcdo de agua e transicdo de fase volumétrica do

biossensor. Estas relacGes serdo desenvolvidas no préoximo capitulo.

4.3 — Temperatura de transicao vitrea e fusao cristalina

A estabilidade térmica dos biossensores pode ser avaliada através das
temperaturas de transi¢éo vitrea e fusdo cristalina. A temperatura de transi¢éo vitrea, T,
¢ o valor médio da faixa de temperatura a partir da qual as moléculas da fase amorfa de
um material polimérico adquirem mobilidade.’®** Em geral, os polimeros néo
reticulados, a temperaturas abaixo da Ty apresentam comportamento mecanico rigido e
quebradico e, apds a Ty, comportamento dictil e maledvel. A Ty é uma caracteristica

intrinseca de materiais amorfos, enquanto a temperatura de fusdo, Tn, € uma
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caracteristica de materiais cristalinos. Desta forma, polimeros semicristalinos, como o
PVA, possuem Tq e Tp.

Para compreender as bases moleculares da transi¢do vitrea, & necessario
analisar os varios graus de liberdade que um polimero amorfo possui. Em temperaturas
menores que a Ty, as moléculas possuem energia térmica, kT, suficiente apenas para o
movimento de alguns atomos ou de grupos funcionais ao longo da cadeia principal, e
para vibracdo dos atomos em torno de suas posi¢fes de equilibrio. Em temperaturas a
partir da Tg, a energia se torna suficiente para translacdo de moléculas inteiras, o que
permite 0 escoamento, e para movimentos cooperativos de extensdo e contragdo de
segmentos da molécula, que confere elasticidade ao material.

Algumas propriedades do material sofrem alteracdo com a transicdo
vitrea. Estas propriedades podem entéo ser utilizadas para determinagdo da T4, COMO 0
calor especifico, médulo de elasticidade, indice de refracdo, coeficiente de expanséo
térmica e volume especifico.’® A Figura 4.3 ilustra a variacdo do volume especifico com
a temperatura para um material polimérico. Neste grafico, a Ty esta associada a uma
mudanca no coeficiente angular da curva. A Tn, é caracterizada, para um polimero,
como uma descontinuidade na curva, da mesma forma que para outros materiais. Assim,
a transicgdo vitrea € conhecida como uma transicdo de segunda ordem, enquanto a fuséo

cristalina é conhecida como uma transicdo de primeira ordem.

Volume especifico (cm®/g)

PN [T IR NN TN AT NI NI N N T

T (°C)

Figura 4.3: Gréafico esquematico da variacdo do volume especifico com a temperatura

para um material polimérico.
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A alteracdo no coeficiente de expansdo térmica, ou seja, do coeficiente
angular da curva, na Ty, pode ser compreendida através do conceito de volume livre do
polimero. O volume livre, vi, € definido como a soma de todo o volume vazio contido
no polimero, isto é:

V, =V-V, (4.14)

onde v é o volume especifico do polimero e vo é 0 volume do polimero no zero absoluto,
que pode ser determinado experimentalmente através da extrapolacéo da curva v versus
T, entre a Ty e a Tp, até a temperatura de 0 K. O movimento de uma molécula em um
polimero depende da presenga de vacancias em suas proximidades.

O volume livre do polimero aumenta com 0 aumento da temperatura.
Quando a temperatura do material € maior que a Ty, 0 volume livre é levado a ponto de
conferir mobilidade suficiente as cadeias de modo que elas alcancem uma configuracéo
de equilibrio.

Ao baixar a temperatura, a mobilidade das moléculas diminui,
aumentando o tempo necessario para o rearranjo das mesmas até a configuracdo de
equilibrio. Em temperaturas abaixo da Ty, 0 sistema ndo pode mais alcancar a
configuracdo de equilibrio devido as restricdes em seus movimentos. Com isso, um
decréscimo na temperatura leva a uma redugdo menor no volume livre do polimero,
causando uma alteracdo no coeficiente angular da curva.****

A fusdo cristalina nos polimeros é uma transicdo de fase similar a
observada em compostos organicos de baixo peso molecular, metais e ceramicas. A

energia livre de Gibbs de fuséo é dada por:
AG, =AH_ -TAS, (4.15)
O ponto de fusdo cristalina, Tr, € um ponto de equilibrio termodindmico, 4G,=0, logo:

_AH
" AS,

(4.16)

AHn, € a energia necessaria para vencer a forca de interacdo entre as cadeias em uma
regido cristalina a uma temperatura e pressao constante, e independe do tamanho das
cadeias. Quanto menor forem as cadeias poliméricas, mais aleatorias elas serdo e,
consequientemente, maior sera ASy. Assim, a T, diminui com o decréscimo do grau de

polimerizacdo. A equacdo 4.16 também indica que polimeros com maior grau de
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cristalinidade e maior forca de interacdo entre as cadeias em regides cristalinas, ou seja,
com maior AHp,, possuem maior T,

A transicdo vitrea e a fusdo cristalina podem convenientemente ser
caracterizadas através de técnicas como a calorimetria exploratoria diferencial e analise
termomecanica. Estas técnicas serdo discutidas nos proximos capitulos.

No projeto de biossensores, & importante que a Ty e Ty, possuam valores
maiores que a temperatura de trabalho do dispositivo, pois desta forma mantido o
ambiente ideal para a acdo da enzima e seria garantida a resisténcia mecanica necessaria
ao bom funcionamento do dispositivo. Em biossensores construidos com enzima
imobilizada por oclusdo em polimero reticulado, a Ty e T, podem ser controladas na
etapa de sintese, através da escolha de uma densidade de reticulacGes adequada.

Um biossensor deve possuir também estabilidade mecanica. Uma forma
de avaliar esta estabilidade é através do modulo de elasticidade do material, ou modulo
de Young.

4.4 — Estabilidade mecanica

Uma matriz para a imobilizagdo de enzima para construcdo de
biossensores deve possuir resisténcia mecanica suficiente para garantir a integridade do
biossensor durante a sua utilizacdo. A estabilidade mecanica do biossensor pode ser
avaliada através do modulo de elasticidade, ou médulo de Young.

Um corpo elastico é aquele que volta a sua forma original quando as
forcas que deram origem a uma deformacdo sd@o removidas. Quando um corpo é
submetido a uma tensdo (tracdo ou compressao), ele tende a sofrer uma alteracdo em
seu comprimento, na direcdo da tensdo aplicada. Se a deformacgdo do corpo variar
linearmente com a tensdo aplicada, o corpo se encontra em um regime elastico. No
momento em que a relacdo entre tensdo aplicada e deformacgéo sofrida deixa de ser
linear, o corpo chegou em seu limite elastico e entra em um regime plastico, em que nao
retorna as suas dimensdes originais depois da remogao da tensio aplicada.***?

No regime elastico, o0 comportamento do corpo pode ser descrito pela lei
de Hook:

A (4.17)
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onde F é a forca aplicada sobre uma area A, | é o comprimento do corpo e 4l a
deformacéo sofrida pela acéo da forca. O modulo de Young é definido como a constante
de proporcionalidade, y:

_F/A _ tensdo
di/1  deformacéo

Y (4.18)

¥ € um parametro mecanico que permite avaliar a rigidez de um material.
O valor de y calculado para uma tensdo de tracdo é sempre o mesmo valor calculado
para uma compressdao. O moédulo de Young € uma caracteristica intrinseca de cada
material.

Da mesma forma que a Ty e T, » € funcdo da densidade de reticulagéo
do polimero utilizado na construgdo do biossensor. Assim, através da densidade de

reticulacéo, y pode ser controlado.
4.5 — Parametro de solubilidade

O parametro de solubilidade de um polimero, &, € uma variavel
termodinamica de interesse especial no estudo da cinética de sorcdo de solvente pela
rede polimérica. Sabe-se que um bom solvente para um polimero é aquele que possui
um valor de pardmetro de solubilidade, &, proximo ao do polimero. Em um
biossensor, o parametro de solubilidade determina a capacidade de sor¢éo de analito
pelo dispositivo, influenciando diretamente a sua performance.

Define-se o parametro de solubilidade de um solvente &g, como:*

Psolv. (AH :\;/olv. B RT) 2
M solv.

(4.19)

5solv. =

onde Mgy, € a massa molecular do solvente e ps @ densidade do solvente.
Esta expressao é conhecida como expressdo de Hildebrand.

O calor de vaporizacdo AH é a energia necessaria para evaporar 1 mol
de um liquido. O calor de vaporizacdo estd diretamente relacionado a amplitude das
forgas intermoleculares existentes em um liquido. Quando as atragdes moleculares séo
fortes, as moléculas do liquido ndo podem facilmente escapar para a fase vapor.

Quando as forcas intermoleculares sdo fracas, o AH' é pequeno e & é

pequeno — caso dos polimeros com cadeias flexiveis, elastomeros. Quando as forcas
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intermoleculares sdo fortes, as cadeias séo rigidas. Se as forcas intermoleculares sao
muito grandes, 0s materiais exibem grande resisténcia as tensdes mecanicas,
caracteristicas tipicas das fibras, especialmente quando a simetria molecular é favoravel
para a cristalizagdo. Costumamos exprimir as unidades de o em Hildebrand (H), que
significa (cal.cm®)*2,

O processo de dissolucdo de um polimero num solvente é um processo
lento e que ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, as moléculas do solvente
difundem-se para dentro do polimero, formando-se um gel. Se as interagcdes entre as
moléculas de solvente sdo mais fortes do que as existentes entre as cadeias do polimero
(Energia de Gibbs de mistura muito negativa), entdo ocorre a segunda etapa do
processo, o gel degenera gradualmente numa solucéo verdadeira. Este processo pode ser
muito lento (semanas a meses) para materiais de massa molecular média muito elevada.
Em casos em que as forcas moleculares atrativas entre as cadeias dos polimeros séo
muito fortes, como o caso de polimeros reticulados ou com elevada cristalinidade, a

segunda etapa nao ocorre, ou seja, 0 material € insoluvel.

Um bom solvente para um dado polimero é aquele que possui um valor
do parametro de solubilidade, &on, muito préximo do valor do parametro de
solubilidade do polimero, d . Como regra de trabalho:

§pol— 1!1 < é‘solv < §pol + 1,1
4.6 — Mediadores de elétrons

Mediadores de elétrons sdo moléculas de grande atividade eletroquimica
que permitem uma rapida troca de elétrons com o analito e a superficie do eletrodo.™ O
mediador de elétrons age como uma ponte para transporte de elétrons entre o analito e a
superficie do eletrodo. Um mediador de elétrons pode também contribuir para as
propriedades elétricas da matriz utilizada para construgdo do biossensor.

Em um biossensor, o mediador de elétrons é imobilizado na matriz
polimérica, juntamente com a enzima, e tem a funcdo de promover a reducéo catalitica
do peroxido de hidrogénio gerado a partir da reacdo bioquimica. Os elétrons produzidos
pela reducdo do peroxido de hidrogénio, através do mediador, sdo elevados a superficie
do eletrodo. Alguns dos mediadores de elétrons comumente utilizados na literatura séo

|16,17

o polipirro e a polianilina®®,
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Neste trabalho foi proposta uma nova classe de materiais para utilizacéo
como mediadores de elétrons em biossensores, a molécula ftalocianina de cobre (Ftc). A
Ftc € um macrociclo orgénico contendo um &atomo central de cobre coordenado por
quatro atomos de nitrogénio. Esta molécula é utilizada como semicondutor intrinseco
para opto-eletronica'®, por possuir caracteristicas éticas singulares, sensores de gases® e
extensivamente utilizado na industria para a producdo de discos 6pticos” e como
pigmento para tintas®.

A molécula de Ftc tem a capacidade de produzir a redugdo catalitica do
peroxido de hidrogénio®, além de possuir grande similaridade com moléculas orgénicas
como a hemoglobina. Estas caracteristicas tornam a Ftc uma molécula interessante

guanto a sua utilizacdo como mediador de elétrons em biossensores enzimaticos.

Figura 4.5: Estrutura da molécula de ftalocianina de cobre (Ftc).

4.7 — Considerac0es finais

Hidrogéis de PVA constituem uma matriz interessante para a
imobilizacdo de enzimas na constru¢do de biossensores, devido a sua capacidade de
formar complexos com H3;BOj3; a temperatura ambiente, preservando a enzima
imobilizada. A Ftc é uma molécula interessante para a utilizacdo como mediador de
elétrons no biossensor, por ser um material de baixo custo e capaz de reduzir o peréxido

de hidrogénio.
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Para a utilizacdo desses materiais no projeto de biossensores, suas
propriedades fisico-quimicas deverdo ser estudadas. Uma caracteristica dos hidrogéis de
PVA é sua alta capacidade de sor¢do de &gua, que é essencial para o desempenho do
biossensor por permitir a formagdo do ambiente aquoso ideal para a acdo da enzima e
facilitar a sor¢do do analito. Esta e outras caracteristicas dos hidrogeéis de PVA serdo

estudadas nos proximos capitulos.
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CAPITULO 5- FENOMENO DE TRANSPORTE DE AGUA EM MEMBRANAS
POLIMERICAS

5.1 - Introducgéo

A caracterizacdo do transporte de agua em membranas poliméricas
possui um importante papel tecnoldégico na caracterizacdo e desenvolvimento de
hidrogéis para aplicacbes em biotecnologia. Quando empregado na construcdo de
biossensores enzimaticos, espera-se que o hidrogel apresente uma maxima sorcdo de
agua, o que influencia diretamente na performance do dispositivo, jA que a reacdo
enzimatica deve se realizar em meio aquoso. Hidrogéis, como o PVA, sdo polimeros
com elevada capacidade de sor¢do de agua.

Quando um hidrogel é submerso em agua, as moléculas de agua
difundem-se na matriz polimérica causando seu intumescimento. A sorcdo de agua por
um hidrogel pode ser justificada em termos da pressdo osmatica, de acordo com a teoria
de Flory-Huggins®. Este modelo pode ser utilizado para justificar a sor¢do da solucéo
aquosa de acido borico pelo PVA, no momento de sua reticulacéo, e a sorcdo de solucao
de colesterol pelo dispositivo, no momento de sua utilizagéo.

O estabelecimento de um modelo matemético para o processo de sor¢do
de &gua por uma membrana polimérica permite a avaliacdo de propriedades fisico-
quimicas deste sistema, como o coeficiente de difusdo, a energia de ativacdo associada

ao processo de difusdo e 0 mecanismo de difusdo da 4gua na membrana.

5.2 - Transicao de fase volumétrica

Através da teoria de Flory-Huggins (FH) do equilibrio de
intumescimento, é possivel efetuar uma interpretacdo qualitativa do processo de
intumescimento (transicdo de fase volumétrica) de hidrogeis. A teoria de FH néo
considera efeitos do volume livre e de interacfes de hidrogénio. Devido a este fato, a
teoria de FH ndo é capaz descrever quantitativamente o processo de intumescimento.?

A transicdo de fase volumétrica de um polimero é governada por pelo

menos trés diferentes termos de energia livre, ou seja, por alteragdes na energia livre de
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mistura AG, , na energia livre de deformagdes elasticas AG,,, e alteracBes na energia
livre de interag@es eletrostaticas AG, **
AG = AG, +AG,, +AG, (5.1)

A energia livre de mistura, AG,, € dada por:

AG, = RT(Z n, Inv, +Znivj;(y) (5.2)
i i<j
sendo R a constante dos gases e 7 a temperatura.
Para o sistema PVA/Acido bérico, o indice i = 1, 2 e 3 representam o0

solvente (agua), o PVA e o acido borico (ou colesterol) respectivamente. y, € o

parametro de interacdo entre o polimero e o solvente. Este parametro indica a alteracéo
da energia de interacdo quando o polimero e o solvente sdo misturados, ou seja, indica a
interacdo termodindmica entre o polimero e o solvente. Em um sistema aquoso, quanto

maior o valor de y,, menor € a interagdo entre o polimero e a agua e maior a interagao

entre os grupos hidrofilicos do polimero ou entre as cadeias poliméricas. y, € dado

por:*

Inl—¢,)+ 4, +v V(8" — 24, 7)
#;

Sendo J a funcionalidade do componente 2 da solucéo.

x=1

A energia livre de alteracOes elasticas AG,, € dada por:

AG, = @[EJ H - .n(ﬁj?’ 63)
2\ NV, )\ v, Vv,

sendo N é o grau de polimerizagdo, ¥, é o volume molar de solvente, v, a fracdo de
volume de polimero antes do processo de intumescimento e v, a fragdo de volume de

polimero em equilibrio de inchamento.
Para um gel idnico fracamente carregado, a energia livre de interacfes

eletrostaticas AG, é dada por:
AG, = RT L2y 1| £2 (5.4)
N v, N
onde fé o nimero médio de unidades idnicas na cadeia.
O potencial quimico Ay, relativo ao componente puro 1 na solucdo é

dado por:
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OAG
Y,P,nz’a

on,

Uma Equagdo similar existe para os potenciais quimicos Au, e Au,.

Substituindo as Equacdes 5.2, 5.3 e 5.4 na Equacdo 5.5 e diferenciando

com relacdo ao numero de mols de solvente n, e de moleculas de polimero n,

chegamos ao seguinte conjunto de equagdes para 0 excesso de potencial quimico para o
solvente e para o polimero nas fases sol e gel:

A gel 213
e H N_l(";/g"g _V?Zj +Inv, +(1_V1)_V_3+()(12V2 + 113"3)(1_"1)_)(23"2"3 _ﬂ
y

RT N
(5.6a)

A;in[ _ _ _i 2
RT —|I’](1 ¢)+¢{1 yj+7(13¢ (5.6b)

Aus . sV 1 1
k=N ( -?HJJ'” e +(5]<1—v3)—v1 +(agvs + 2297, Nov )

—X1ViVy —V, —

(5.6¢)

M Ling-1-0)+ [ Lo- 01+ 2ula-oF 50
yRT \y y

sendo y o0 numero de segmentos no componente 3 da solucdo e ¢ a sua fracéo
volumétrica na solucéo.

O estado de equilibrio de inchamento de uma rede (fase gel) imersa em
uma solucdo é obtido quando os componentes 1 (solvente) e 3 (&cido bérico ou
colesterol) contidos da rede polimérica estdo em equilibrio termodindmico com esses
mesmos componentes exteriores a rede. O estado de equilibrio é descrito pela igualdade
do potencial quimico, «, destes componentes em ambas as fases. Entdo, no equilibrio de

inchamento, se pode escrever:

ApE — A =0 (5.7a)
A,uégel - A,uSOI =0 (5.7b)

gel

At — A =0 (5.7¢)
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Em termos de pressdo osmética 7, a Equacdo 5.7a pode ser escrita como:

(" = 1) _
% -0 (5.8)

T=-

A pressao osmotica 7 de um gel determina quando este tende a expandir
ou a contrair. Quando diferente de zero, x fornece a forgca motriz para a difusdo de
solvente no hidrogel, provocando a sua transicdo de fase volumétrica. O solvente se
move para dentro ou para fora do gel até que = se iguale a zero, isto é, até que as forgas
agindo no gel sejam balanceadas. Se =z € positivo a solugdo tende a se difundir para o

hidrogel, se 7 é negativo, a solucéo tende a sair do hidrogel.

5.3 - A primeira lei de Fick

A difusdo de um solvente em um polimero se da través do movimento
randémico de moléculas individuais. Se um gradiente de concentracdo é estabelecido
em uma se¢do qualquer de um polimero, surge a transferéncia de massa na direcdo da
maior para a de menor concentracdo. Se o processo de transferéncia de massa for
estacionario, ou seja, o gradiente de concentracdo for constante, este processo pode ser
descrito através da primeira lei de Fick. A primeira lei de Fick pode ser deduzida

considerando-se a difusdo em uma dimens&o, como ilustrado na Figura 5.1.>°

NO(x) No(x+Ax)
< No(x+Ax’
No (x) , 2
2
X

Figura 5.1: Figura esguematica do deslocamento de moléculas em uma secdo

transversal num fluido.

De acordo com o deslocamento linear estatistico, durante um intervalo

de tempo Ar metade das particulas estdo se movendo Ax nas duas direcdes, de tal forma
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que o fluxo total através da area 4 em x é dado pela diferenca entre 0os nimeros de
particulas movendo-se da esquerda para a direita e aquelas movendo da no sentido

oposto:

No(x)  No(x+4v)

1 2 2
0(x ) A At ( )

Multiplicando a Equacdo 5.9 por Ax/Ax e lembrando que a

concentracdo de uma substancia € dada por

N,
Cop=—0
AAx
Obtem-se:
2
C Ax) - C
g () = 2 Colbrt A = Co ) (5.10)
2At Ax
O coeficiente de difusdo é definido como
2
po AT
2At
Tomando o limite para Ax -0 e At — 0, a Equacdo 5.9 se torna:
Jg = _pt (5.11)
ox

ou seja, o fluxo J; de um soluto S é proporcional ao gradiente de concentragdo. D é
chamado coeficiente de difusdo. Esta Equacdo € analoga a Equacdo de fluxo de calor
entre dois corpos e é conhecida como primeira lei de Fick. A primeira lei de Fick é

aplicavel ao estado estacionario, onde a concentragao nédo se altera com o tempo.

5.4 - A segunda lei de Fick

A segunda lei de Fick é capaz de descrever o processo de difusdo de um
solvente em um polimero em um estado ndo estacionario, ou seja, onde a concentracdo
do solvente no interior do polimero é variavel com o tempo. A deducédo da segunda lei
de Fick é apresentada a seguir. >®

Considerando no interior de um sélido, um elemento de volume
retangular de espessura Ax, suficientemente pequena para que a concentracao ndo varie

significativamente com a posicéo dentro do elemento, como ilustrado na Figura 5.2:
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P superficie de area 4

J ¢ (x,1) Jo(x+ Ax,t

Figura 5.2: Figura esquematica do deslocamento de particulas em uma secdo

transversal num soélido.

O numero de particulas que passa pela superficie de area 4, entrando no
elemento de volume, na posicdo x em um intervalo de tempo Ar é dado por

Jg(x,2).AAt .

O namero de particulas que passa pela superficie de area 4, saindo do
elemento de volume, em x+ Ax no mesmo intervalo de tempo pode ser escrito como

J¢(x+ Ax,t).A.At . Portanto, o fluxo liquido de particulas para dentro do elemento de

volume (o nimero de particulas que entra menos o numero de particulas que sai) no

intervalo de tempo At é dado por: (J,(x,#) —J (x + Ax,1)).4.At (5.12)

A variacdo liquida de particulas dentro do elemento de volume durante o
intervalo de tempo Ar também pode ser expressa em termos da concentracdo C(x,)
aproximando o nimero de particulas dentro do elemento de volume A.Ax em qualquer
instante de tempo por C(x + Ax/2,t).A.Ax .

Desta forma, podemos escrever a variacdo liquida do numero de
particulas dentro do elemento de volume no intervalo Az como o nimero de particulas

em ¢+ At menos o0 nimero de particulas em ¢
(C(x,Ax/2,t+ At) = (C(x,Ax]2,t).A.Ax (5.13)

Considerando o principio da conservacdo da matéria, a variacdo do
namero de particulas dentro do volume em um intervalo de tempo Ar é dado pela
quantidade de particulas que entra menos a quantidade de particulas que sai. Sendo

assim, podemos igualar as Equacfes 5.12 e 5.13.
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Jo(x, 1) =Jg(x+Ax,t)  C(x+Ax/2,t+At)—C(x+Ax/2,t)
Ax At

(5.14)

A expressao (14) pode ser reescrita como:

Jo(x+Ax,t) = J (x,1) _ Clx+Ax/2,t+At)—C(x+Ax/2,1)
Ax At

Tomando-se os limites para Ax >0 e At — 0, a Equacdo 5.14 toma a

forma:

oJg(x,1) _ 0C(x,1)
Ox ot

que é a Equacdo da continuidade

(5.15)

Derivando a primeira lei de Fick (Equacdo 5.11) em relacéo a x, obtem-
se:
oJg(x,t) 0 . 0C(x,t)

-——D—7 (5.16)
ox ox ox

Combinando as equagdes 5.15 e 5.16, obtém-se

oC(xt) _ 0 ,8C(x1)

5.17
ot ox ox ( )

que é a segunda lei de Fick
Se D ndo depende de x e for constante com o tempo, podemos escrever a
Equacéo 5.17 como:

ocwxn) _ 82C(x,1)
ot o2

(5.18)

2

Lembrando-se que 6—2 ¢ a definicdo do operador Laplaciano em
ox

coordenadas cartesianas em uma dimensdo (x). A Equacdo 5.18 pode ser reescrita na
foram geral como:

8C(x,1)

= DV?C(x,1)
ot
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5. 5 - Determinacéao do coeficiente de difusdo

E comum realizar o estudo da difusio de liquidos organicos em
polimeros atraves do método gravimétrico. Neste método é realizada a medida da massa
de uma membrana polimérica imersa em um liquido em fungdo do tempo, em vez de se
considerar a transferéncia de materia.

O estudo do transporte de agua em membranas poliméricas pode ser
tratado quantitativamente pela segunda lei de Fick (Equagdo 5.18). A solugdo desta
equacdo para membranas permite o calculo do coeficiente de difusdo de um solvente em
uma membrana. O meétodo para solucdo da segunda lei de Fick para uma membrana
encontrado na literatura faz uso das funcdes de Green, o que torna 0 método complexo.’
Desta forma, o Prof. Luiz F. Pontin, do Departamento de Matematica da UNIFEI,
juntamente com a aluna do curso Materiais para Engenharia, Maria L. C. Falcéo,
desenvolveu uma nova metodologia para a solucdo da segunda lei de Fick para uma
membrana.’ Esta nova metodologia contorna as dificuldades introduzidas pelas funcdes
de Green e possibilita a sua facil compreensdo. A seguir é apresentado o
desenvolvimento da solucdo da segunda lei de Fick para uma membrana segundo esta
nova metodologia, introduzindo algumas modificacdes e corre¢cdes no desenvolvimento
das expressoes.

A segunda lei de Fick pode ser solucionada considerando-se uma
membrana semi-infinita imersa em um banho semi-infinito, como mostrado na Figura
5.3. Se 0 volume do recipiente € muito grande em relacdo as dimensdes de amostra, a
concentracdo da espécie difusora pode ser considerada constante, como também a sua
concentracdo sobre as duas faces principais do filme. A metodologia utilizada para
resolucdo deste problema é o método de separacdo de variaveis acoplado a série de
Fourier.® Este método consiste em propor uma solugdo C(x,7), constituida pelo produto
de duas funcdes, sendo a primeira funcdo apenas de x e a segunda funcéo apenas de .

Desta forma:

C(x,1)= M(x)N(z) (5.19)

sendo M(x) uma fungéo apenas da variavel x e N(z) uma funcao apenas da variavel z.
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Co=n) = C=n) = C;

v
X

-h h

Figura 5.3: Representacdo esquematica da difusdo de liquido em uma membrana

polimérica.

A segunda lei de Fick entdo assume a seguinte forma:

() DV pyy( L) Zf‘jz(x)

Que pode ser reescrita como:

1 an(e) 1 d*M(x)
NG dt M) a? (5:20)

Observa-se que, na Equacéo 5.20, o primeiro membro depende apenas de
t e 0 segundo membro apenas de x. Assim, para que a igualdade seja satisfeita ambos 0s
membros devem ser constantes. Essa constante, denominada constante de separacéo,

por conveniéncia, ser4 chamada de -«’. Assim, obtém-se as seguintes expressdes:

1 dN()
DN(t) dr

Que pode ser reescrita como:
dN(z)

— Dw?® N(t)=0 (5.21a)

1 d*M(x)
. =-w
M()C) de

Que pode ser reescrita como:




o1

dzM(x)

2 +0° M(x)=0 (5.21b)
X

A Equacao 5.21a é uma Equacdo diferencial ordinaria linear de primeira
ordem, cuja solucdo geral é:

N(t)= e

A Equacao 5.21b é uma Equacéo diferencial ordinaria linear de segunda
ordem, cuja solucdo geral é:

M (x)= acosax +bsen ax
onde os coeficientes a e b podem ser determinados considerando a condicdo inicial

C(x,t)=0, -h<x<h
e a condicéo de contorno

C(xh,t)=0, parat>0

A solugdo geral da segunda lei de Fick (Equagdo 5.18), para uma
membrana e dada por:

2
C(x,1) = (acos wx + bsenax )e " (5.23)
A solucdo dada pela Equacdo 5.23 ndo satisfaz condi¢cdes de contorno
arbitrarias. Assim, para satisfazer condi¢cGes de fronteira ndo homogéneas, segundo
Fourier, deve ser proposta uma solucao do tipo:
ol 2
C(x,t) =ag +2) (a, COS@,x +b,senm, x)e """ (5.24)
n=1
As constantes a,, b, e @ = n27P podem ser determinadas atraves das condicOes de
contorno.

Como a membrana é homogénea e simétrica, tem-se que:

C(-x,t)=C(x,t), para-h<x<he >0

Assim, a Equacéo 5.24 pode ser reescrita como:

C(-x,t)=ay +2) (a, cosw, (- x)+b,sena, (- x))e D"
n=1

C(-xt)=ay+2) (a, cosw,x - bnsena)nx).e_w'%Dt (5.25)
n=1
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Para que a igualdade acima seja verificada para <4 <x < het >0 é
necessario que b, =0paran=1,2,3, ...
Desta forma, a Equacéo 5.24 torna-se:
0 2
Clx,t)=ag+2> (a, cosw, x)e P! (5.26)
n=1
Para o calculo da solucdo particular da segunda lei Fick, as seguintes
condigdes de contorno podem se aplicadas:
C(x,00=0, -h<x<h
Clxht)=C
Para se determinar as constantes a, € P (periodo da fungdo), € necessario
efetuar a extensdo periddica par da condicdo inicial, ou seja, estender o valor da
concentracdo C; até +24, como mostrado na Figura 5.4.
A constante P é dada por P = 4h.

N

v

-2h -h  h 2h X

—_
P

Figura 5.4: Representacdo da extensdo periodica par da condi¢éo inicial.

Os coeficientes a, paran =1, 2, 3, ... sdo dados por:

P/2

=< J‘ C(x,0). cos( Pﬂjx.dx (5.27)

—P/2
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Sabendo-se que C(x,O) é uma funcéo par e que P = 4h, a Equacédo 5.27

pode ser escrita como:

1% ¥
a, =28 J- C(x,O).COS[ij.dx

~2h
1 2 Cy 1 hsen(nz | 2h)x o)

a, = '[ ;. cos( x.dx =2 Y
2h nwl2h

a, = ﬁ(senmr —sen ﬂ] = _2G sen” (5.28)
nrw 2 nr 2

Os valores de a, podem ser obtidos a partir de uma tabela da funcéo

seno. A Tabela 5.1 apresenta o valor de sen( 5 j para alguns valores de x.

Tabela 5.1: Alguns valores da fungéo sen(nz/2).

n sen(nz/2)

A W N -, O
o

De acordo com a Tabela 5.1, percebe-se que os valores de sen(nz/2)

sdo diferentes de zero apenas para valores de » inteiro e impar.

Para n =0, tem-se:

2h
1 ¢y on C
a =", [ Crax =—h; ,3”:—}11 (2h—h)=C,

Assim, a partir da Equacdo 5.26, a seguinte relagdo pode ser obtida:

(2n-1)z 2
4C ) @2n-Dm P, |
Clx,t)=Cy - ﬂl§EZn) l)cos( nZh)ﬂx.e [ 2h }

(5.29)
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A concentragdo de saturagédo, no tempo de equilibrio (¢t — ), é:

C(x,t)t_)—m)) Cl = Coo

Entdo, no tempo de equilibrio e para -2 < x < h e ¢t > 0, a Equacdo 5.29

pode ser escrita como:

e 50
Esta equacédo exprime a razéo entre a concentracdo de solucao dentro da
membrana em uma posicdo x e tempo ¢ e a concentracdo de solucdo no tempo de
equilibrio.
Para se obter a quantidade total de matéria absorvida pela membrana por
unidade de tempo, M(t), basta integrar a Equacdo 5.30 em toda a espessura da

membrana, obtendo-se a seguinte expressao:

o I TSN ) e P —D[(Z"{;)ﬂrf
M(t) = _Ih C(x,t)dx = _'[h C, - z 2n-1) COS{ 2 }e dx
) h ac, b & 1) (21— 1)z —D{(Z”Z_hl)”r.t
M) = _J;1C1dx - _J‘ Z_: 2n 1 COS[ T }e dx
(5.31)

Para solucionar a segunda integral da relacdo acima, é necessario extrair
0 somatodrio da integral. Para que isto seja realizado, € necessario que a série seja
convergente uniformemente no intervalo [-4, /4]. A convergéncia dessa série é garantida

2
pelo termo exp[{—D(Zn—l)ﬁ} t}, portanto:

2h

(2n-1)z

1)n+1 —D[
2n — 1)

M(t) = 2hC, - 4512 } j cos! hl) dr (5.32)

Resolvendo a integral existente na relagéo (5.32), obtem-se:
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h h
Cn-Dmx , Cn-Dmx , B
_J‘hCOSZ—h.dx = 2‘([C032—h.dx = Zsenwﬂx = (2n _1)
2h
A Equacdo 5.32 assume entdo a forma:
(2n-1)x 2
4C; & (-1)™ —0{7} L 4h
M 2hC 1 2h " (1 n+l
()=2hC, == Z ~(2n-1)° (2n —1)7r( )
(2}1—1)7[}2
_D{ ’
M(f) = 2hCy - 16hc1 > 2h (5.33)

e
7Z' n=l (21’1 1)
Na concentracédo de saturacdo (¢t — ):

M(t)———Ci.2h=M,
{—>0

a Equacao 5.33 pode ser escrita como:

M, 8 & D(2n+1)? 72
v, A 2n+1)2 [(_ | ’(12/1)2) : H 39

Os termos da Equacdo 5.34 convergem rapidamente com o crescimento

de ¢. Desta forma, o coeficiente de difusdo (D) pode ser calculado, aproximadamente,
tomando-se o primeiro termo da série (n = 0) apresentada pela Equacdo 5.34. Assim, a

seguinte expressao pode ser obtida:

2
T
v, 8 o5

1-—
M, 72

Aplicando o logaritmo nesta Equagédo, obtemos:

2
In(l—;\/[/l—j_l (;j DZZ ! (5.35)

A Equacdo 5.35 pode ser comparada com a Equacdo de uma reta em um

- M . : «
gréfico In{l——t} versus ¢, através do qual D pode ser obtido em funcdo do

o0

coeficiente angular, «, da reta, segundo a relacao:

2
p--2 (5.36)
T
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5.6 — Mecanismo de difusdo de solvente através de uma membrana polimérica.

O mecanismo de difusdo em um polimero é fendmeno complexo que, a
um nivel microscépico, pode ser classificado em trés categorias: >*®

1 - Difuséo “Fickiana”, ou Caso | (Figura 5.4 - A). Se refere ao processo
no qual a taxa de difusdo do solvente é muito menor que a taxa de relaxacdo das cadeias
poliméricas devido a fatores estruturais e mecanicos. Neste mecanismo, o equilibrio de
sorcdo € rapidamente atingido. O processo de sor¢do é independente da cinética de
intumescimento.

2 - Difusdo ndo “Fickiana”, ou Caso Il (Figura 5.4 - C). Se refere ao
processo no qual a taxa de difusdo é maior que o processo simultaneo de relaxacdo das
cadeias poliméricas. O processo de sor¢do e fortemente dependente da cinética de
intumescimento.

3 — Difusdo andémala (Figura 5.4 - B). Se refere ao processo no qual a
taxa de difusdo do solvente é comparavel a taxa de relaxacdo das cadeias poliméricas.
Neste caso, o processo de difusdo no solvente é afetado apenas pela presenca de
porosidades na matriz polimérica.

O mecanismo de difusdo de um solvente através de uma membrana

polimérica pode ser estudado através da seguinte relacdo empirica:

= Kt" (5.37)

M

»
sendo K uma constante que depende das caracteristicas estruturais do polimero. n
determina o mecanismo de transporte: » = 0,5 mecanismo de Fick e » = 1 mecanismo de
difusdo ndo “Fickiano”. Quando 0,5 < n < 1 a difusdo é andmala. A Equagdo 5.37 é
somente valida para analise até os primeiros 60% de intumescimento (M,/M,, < 0,6) e
ndo pode ser utilizada na anélise nos pontos de inflexdo tipicamente observados nas

curvas de intumescimento.
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(A)

(B)

(C)

© = Solvente szy == Polimero

Figura 5.4: Desenho esquematico do mecanismo de difusdo “Fickiano” (A), anémalo
(B) e ndo “Fickiano” (C).

5.7 — Parametros termodinamicos associados ao processo de difusdo

A energia de ativacdo para o processo de difusdo de um solvente em um
polimero é uma medida da energia gasta para vencer as forcas coesivas do polimero
para que haja a formacgdo de vacancias através das quais a difusdo ira ocorrer.

A energia de ativacdo (£,) para o processo de difusdo de solvente em um
polimero pode ser calculada através da equacdo de Arrhenius. Esta Equacdo fornece a
dependéncia do coeficiente de difusdo com a temperatura. A Equacdo de Arrhenius é

.11,13,15

dada por:

E

a

D =Dge RT (5.38)

onde D é o coeficiente de difuséo a uma temperatura 7, D, um fator pré-exponencial, £,

é a energia de ativacdo para o processo de difusdo e R a constante dos gases.
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A entalpia, H;, associada ao intumescimento do hidrogel pode ser

calculada através da Equagéo de Gibbs-Helmholtz:®**?

din(M,) H,

l

dUT) R (5.39)

sendo M, a massa da membrana no tempo de equilibrio ¢ de intumescimento, 7 a

temperatura (K) e R a constante dos gases.
5.8 — Densidade de reticulacdes

A densidade de reticulacdes, v,, € uma importante propriedade dos
materiais poliméricos. A densidade de reticulacBes estd intimamente relacionada com as
propriedades fisico-quimicas do material, como propriedades mecanicas e térmicas.

A densidade de reticulacbes pode ser calculada através da

expressdo: 121

v, = 7;%—1: (5.40)
sendo y 0 modulo de Young do polimero no equilibrio de intumescimento, ¢ a fragdo
de polimero no hidrogel, R a constante dos gases e T a temperatura (K). Por sua vez, ¢
é dado por:

_ m, [ p,
~mylp,+(m,—m,)] p,

sendo m, e mp as massa do filme antes a ap6s o processo de intumescimento,
respectivamente. p, é a densidade do polimero e p, a densidade do solvente. A
densidade de reticulacdo de um polimero é dada em unidades de mols de reticulagdes

por centimetro cubico de polimero.

5.9 — Consideracdes finais

Neste capitulo foi descrita a fenomenologia de transporte de 4gua em
membranas poliméricas. Através da segunda lei de Fick foram desenvolvidas relacdes
que permitem o estudo da sorcdo de analito por um biossensor, bem como a descri¢do

deste mecanismo do ponto de vista da fisica-matematica.
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Dando prosseguimento ao estudo das bases tedricas necessarias para o
projeto de um biossensor, no proximo capitulo sera apresentada a fundamentacdo
tedrica da modelagem molecular. Através da modelagem molecular é possivel uma
melhor compreensédo da interacdo entre o polimero e o mediador de elétrons utilizados
na construcdo do biossensor, auxiliando na interpretacdo das propriedades Opticas e

elétricas do dispositivo.
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CAPITULO 6 - MODELAGEM MOLECULAR COMO FERRAMENTA DE
PESQUISA EM CIENCIA DOS MATERIAIS

6.1 - Introducéo

A modelagem molecular (MM), baseada nos métodos da quimica
quéntica, constitui uma ferramenta poderosa para o desenvolvimento de novos
materiais’. Esta ferramenta permite predizer, por exemplo, a estrutura quimica,
propriedades e reatividade de um material antes que este seja sintetizado. A MM ¢
utilizada para complementar, interpretar, predizer ou até substituir medidas
experimentais com uma consequente economia de tempo e material, e sem a
necessidade de laboratérios especializados. Em consequiéncia, encontramos aplicacdes
em MM em diversas areas, desde a industria farmacéutica, no desenvolvimento de
novos medicamentos, até a industria quimica, no desenvolvimento de catalisadores e
novos produtos. As técnicas de MM permitem criar modelos virtuais de materiais
diversos, tanto a nivel molecular quanto a atomistico, através da resolugdo da equacéao
de Schrodinger. A MM fornece informagdes acerca da geometria mais estavel, energia,
distribuicdo de cargas elétricas, dados termodinamicos e cinéticos, propriedades
espectroscopicas e mecanicas.

Neste trabalho, a interacdo entre o polimero e o mediador de elétrons
utilizados na construgdo do biossensor serd estudada através da MM. O estudo da
interacdo entre essas duas moléculas permitird a melhor compreensao das caracteristicas
fisico-quimicas do biossensor. Através de mapa do potencial de ionizagdo das
moléculas envolvidas, sera estudada a interacdo entre elas, auxiliando na interpretacdo
de dados espectroscopicos. A localizacao e energias dos orbitais de fronteira permitirdo
a compreensao do mecanismo de transporte elétrico no biossensor.

Os procedimentos da MM para calculo de estruturas moleculares e suas
energias, podem ser classificados basicamente de duas formas®: Modelos mecanico-
moleculares e modelos quimico-quéanticos. Os modelos mecanico-moleculares tratam a
molécula como um conjunto de a&tomos e suas ligacBes. As interacdes sdo representadas
por potenciais classicos, como osciladores harmdnicos. Os modelos quimico-quéanticos

tratam a molécula como um conjunto de ndcleos e elétrons.
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O desenvolvimento dos modelos quimico-quanticos se da a partir da
mecanica quantica, que descreve as moléculas em termos das interacGes entre nucleos e
elétrons, e a geometria molecular em termos do arranjo de menor energia entre 0s
nucleos. A solucdo da equacdo de Schrodinger (Equacdo 6.1) leva diretamente a
estrutura molecular e energia, entre outros observaveis. Contudo, para solucionar a
equacdo de Schrodinger para sistemas multieletrdnicos, sdo necessarias aproximacoes.
Estas aproximac6es sdo introduzidas pelo modelo das particulas independentes, levando
a simplificagdes que permitem o tratamento matematico da equacdo de Schrodinger
para sistemas multieletrénicos.

—iVZ‘P+Ep‘P=E‘P (6.1)
2m

6. 2 — O modelo das Particulas Independentes

Na formulagdo independente do tempo e em unidades atdémicas, a

equacdo de Schrodinger é descrita como®:

HW¥(R,r)=E¥(R,r) (6.2)
sendo R e r respectivamente as coordenadas dos M nucleos e dos N elétrons e H é o

operador Hamiltoniano, dado por:

A 1 elétrons 1 ndcleos 1 elétrons nucleos elétrons nucleos
iEEDINEED W DU WS NSO ) IS
i i<j A<B

sendo Z a carga nuclear, Ma a razdo entre a massa dos nucleos, A é a massa de um
elétron, Rag a distancia entre os nlcleos A e B, rjj a distancia entre os elétrons i e j e ria
a distdncia entre um elétron i e um ndcleo A. Os termos desta equacdo sdo
respectivamente, o operador de energia cinética dos elétrons, operador de energia
cinética dos nucleos, operador de energia potencial de atracdo nucleo-elétron, repulséo
elétron-elétron e repulsdo nucleo-ndcleo. Nesta expressdo observam-se termos (1/rj)
onde as coordenadas dos elétrons i e j estdo acopladas, termos (1/Rag) onde as
coordenadas de nucleos A e B estdo acopladas e termos (1/ria), onde as coordenadas dos
elétrons i e nucleos A estdo acopladas.

O Modelo das Particulas Independentes propbe a construgdo de um
modelo fisico-matematico para contornar as dificuldades criadas por estes acoplamentos
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de varidveis através da introducdo de aproximagdes na equagdo de Schrodinger. As

principais aproximacdes serdo apresentadas a seguir.
6.3 - Aproximacéao de Born-Oppenheimer

A aproximacdo de Born-Oppenheimer parte da consideracdo de que 0s
elétrons e nucleos, interpretados como particulas classicas, possuem velocidades
diferentes (Vnacieo << Veletron). Desta forma, assumimos que o nucleo ndo se move, 0 que

leva a uma equacao de Schrodinger “eletronica”.

A el

H v*(R,r)=E"¥*(R,r) (6.4)
Os termos do Hamiltoniano relacionados a energia cinética sao
desprezados e os termos relacionados a interacdo eletrostatica dos nucleos se tornam

uma constante. O Hamiltoniano entdo assume a seguinte forma:

A el 1 elétronsVz elétrons nucleos ZA elétrons 1 6 5
BER R R el Ny 9

O termos relacionados a interacdo eletrostatica dos nicleos devem ser somados a

energia eletrostatica total:

nucleos Z 7
E=E"+) > =% (6.6)
A<B RAB
A equacdo de Schrodinger ainda é intratavel e outras aproximacdes sdo
necessarias. A obtencdo da funcdo de onda “eletrénica” ¥(R,r) se da através da
formulacdo matematica desenvolvida por Douglas Hartree e Vladimir Fock, sendo

conhecida como método de Hartree-Fock (HF).

6.4 - Aproximacéao de Hartree-Fock

A dificuldade para solucionar a equacgdo de Schrodinger para sistemas
multieletronicos esta associada ao termo de repulsdo intereletrénica do Hamiltoniano®.
Esta dificuldade pode ser contornada substituindo a interacdo entre um elétron e os
demais N-1 elétrons pela interacdo deste elétron com o campo médio gerado pelos
elétrons restantes®®. A posicéo instantanea dos elétrons n4o é considerada. A funcéo de
onda total do sistema de N elétrons é escrita na forma de um determinante chamado

Determinante de Slater’. O determinante indica que a funcéo eletrdnica deve mudar de
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sinal quando duas coordenadas sdo intercambiadas, introduzindo a anti-simetria, que €
um requisito do principio da exclusdo de Pauli.
s 20 .. 4,0
1 162 6,2 .. ¢,02)
NTIER -

Wy = (6.7)

#(N) #,(N) .. ¢,(N)
Os elementos ¢ do determinante sdo chamados spin-orbitais do atomo e é definido pelo

produto entre a funcéo espacial, ou orbital molecular, 4, e a funcéo de spin, ¢ ou g. O

termo 1/+/N! e a constante de normalizagdo da fungdo de onda®. y exprime o orbital

molecular como uma combinacdo linear dos orbitais atbmicos. Desta forma obtém-se a
dependéncia do operador Hamiltoniano com o spin do elétron®,

O método de Hartree-Fock busca uma solucdo aproximada do estado
fundamental de um sistema de elétrons num atomo ou numa molécula considerando
apenas um determinante de Slater’. Para obter a melhor aproximacéo possivel nesta
forma “monodeterminante” € preciso desenvolver um critério de escolha das fungdes de
estado de uma particula, ou seja, dos spin-orbitais, que compordo o determinante de
Slater. Este critério é obtido minimizando a energia E do sistema com relacdo aos spin-
orbitais através do método variacional.

Segundo o método variacional, a energia calculada a partir de uma
aproximacdo de uma funcdo de onda real, serd sempre maior que a energia real®.
Consequientemente, a melhor fungdo de onda aproximada serd aquela que leva a uma
energia minima. Como resultado da aplicacdo deste método a expressao para a, obtém-

se as equacdes de Fock®:

F(i)p(x;)=0(x) (6.8)
¢ (i) sdo fungdes de apenas um elétron com energia & chamadas de funcdes orbitais.

#(x;) € uma autofuncdo do operador de Fock f(i), definido como sendo:
F(i)=—%vf 07 (i) (6.9)

onde v (i) é o potencial médio gerado pelos N-1 elétrons do sistema. Este termo

depende das demais fungdes ¢(xi) relativas a estes elétrons, existindo portanto
acoplamento neste sistema de equacGes. O operador de Fock é efetivamente o

hamiltoniano de um Unico elétron de um sistema polieletronico®.
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As equacdes de Hartree-Fock sdo uma serie de equacdes diferenciais
acopladas que envolvem a coordenada de um Unico elétron e podem ser resolvidas
numericamente®. Como o método de Hartree-Fock obtém-se uma solucdo aproximada
para a equacdo de Schrodinger, ou seja, um produto anti-simétrico de fungdes de um

elétron ou orbitais.
6..5 - Aproximagdo LCAO

J. J. Rothraan sugeriu que os orbitais moleculares fossem expandidos
como uma combinacdo linear de um conjunto finito de funcdes previstas, conhecidas
como fungBes de base y, que representam os orbitais atdbmicos, ou orbitais de Hartree-
Fock®3*. A expansdo é chamada combinacdo linear de orbitais atdmicos (LCAO —

Linear Combination of Atomic Orbitals) e pode ser escrita como:

funcdes.de.base

¢ = Zk‘,cki)(k (6.10)
onde ¢ sdo coeficientes de combinacdo linear que representardo os orbitais moleculares
@ como combinacdo linear de x fungbes bases y (orbitais atdbmicos) previamente
escolhidas.

Os orbitais atomicos e moleculares s&o considerados como vetores em
um espaco nio euclidiano®. Por analogia com o espaco euclidiano, pode-se imaginar que
um vetor qualquer em um espaco de k dimensdes possa ser escrito como uma
combinacéo linear de vetores ortonormais que formem uma base no espago. Os orbitais
atdbmicos e moleculares apresentam caracteristicas vetoriais, mas como sdo fungdes
matematicas, ndo estdo em um espaco vetorial euclidiano.

A idéia de uma base no espaco euclidiano deve ser substituida por uma
base construida por fungfes matemaéticas linearmente independentes e ortonormais.
Desta forma, os orbitais atbmicos e moleculares devem ser obtidos como combinacao
linear dessa base de funcdes.

Considerando que ¢ sera sempre centralizado nas posi¢fes dos nucleos,
eliminamos a necessidade de especificar a sua localizacdo®. Desta forma, a resolucéo
das equacOes de um elétron obtidas com o método HF é transformada em uma algebra

de matrizes, ou seja, requer a determinacgédo do conjunto de coeficientes {C,;}.
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Um ponto importante do método do Hartree-Fock € a escolha das
funcdes base a serem utilizadas para representar os orbitais de Hartree-Fock®. O
conjunto de funcdes base deve fornecer a melhor representacéo possivel da distribuicéo
eletronica do sistema e apresentar possibilidade de implementacdo computacional
através de expressdes matematicas analiticas. Ao escolher o conjunto de fungdes base,
devemos considerar basicamente 0s seguintes aspectos:

1) As funcgbes base devem permitir facil ajuste com relacdo ao sistema
utilizado e levar a propriedades fisicas compativeis com as observadas
experimentalmente. 2) O nimero de funcGes de base a ser utilizado deve corresponder
ao de uma série completa, ou tdo proximo desta quanto possivel. No entanto, a nimero
de funcdes base deve ser o menor possivel. O nimero de integrais de energia cinética e
atracdo nicleo-elétron cresce na ordem de n?, enquanto que o nimero de integrais de
repulsdo elétron-elétron cresce na ordem de n*, onde n é o ndmero de funcdes base. 3) O
tipo e o numero de funcgdes bases devem permitir que todas as integrais necessarias ao
calculo de propriedades do sistema sejam obtidas sem grandes dificuldades. Este Gltimo
aspecto é puramente computacional.

O tipo de funcbes base mais comumente utilizada é a fungdo gaussiana

do tipo®*:

4, =[80§LJ f exp(-ar?) (6.11)
T

sendo B, L, T e S constantes e f uma funcéo que caracteriza o tipo de funcdo gaussiana
(s, p, d, T, etc). As funcdes V; possuem um comportamento radial oscilante, dificultando
a resolucdo de integrais de energia por métodos numéricos. A utilizacdo de bases
gaussianas possibilita que as integrais sejam calculadas analiticamente, contornando
este problema e tornando 0 modelo ideal para ser resolvido computacionalmente?.

O produto de duas fungbes gaussianas G(ai,ra) e G(o,lp) centradas
respectivamente nas coordenadas A=(Ax, Ay, A;) e B=(By, By, B;), sera uma fungéo
gaussiana G(au,rc) centrada em C=(C, Cy, C,)". Desta forma, a funcdo gaussiana
possibilita que os produtos de integrais multidimensionais sejam fatorados e reescritos
em termos de centros alternativos.

As aproximacOes de Hartree-Fock e LCAO tomadas em conjunto e
aplicadas as equacdes eletronicas de Schrédinger, conduzem as equag6es de Roothaan-
Hall®.
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6.6 - Equacdes de Roothaan-Hall

Substituindo a Equacio 6.8 na Equacio 6.10, obtemos®:
cmiklk :8izcik)(k (6.12)
k k

A solucéo da Equacdo 6.12 € obtida pela metodologia de ajuste variacional, obtendo-se
os coeficientes de combinacdo linear em funcdo da minimizacdo da energia eletrdnica
total do sistema, e é dada por:
FCi=ESC; (6.13)

sendo C a matriz dos coeficientes dos orbitais moleculares da aproximacdo LCAO, S é a
matriz de sobreposi¢do (uma medida de quanto as funcGes de base “sentem” umas as
outras), E é a matriz de energias moleculares e F a matriz de Fock (analoga ao
Hamiltoniano na equacédo de Schrodinger). A Equacdo 6.13 apresenta caracteristicas que
permitem a aplicacdo de técnicas numéricas eficientes para determinacdo dos
coeficientes de combinacdo linear e as energias dos orbitais moleculares. Esta
representacdo matricial € denominada de equacao secular.

Os elementos de F sdo dados por®:

nucl
F=H™® ] K, (6.14)

w

H" " ¢ o chamado hamiltoniano do niicleo, cujos elementos s&o dados por:

nucleo Z

HBgcleo _ J'¢# (r)[_%vz z

}/ﬁ (r)dr (6.15)
A
Elementos coulombianos e de troca, Jy, e Kk, S0 dados por:

fungoesdebase

ZZ ,uv | /10) (6.16)

ungoesdebase

ZZ P, (ud|vo) (6.17)

P é a chamada matriz densidade, cujos elementos envolvem a soma, sobre todos 0s
orbitais moleculares ocupados, do produto de dois coeficientes dos orbitais moleculares.

Neste caso, P é dado por:

Orbitaismoleculares
ocupados

P,=2 Y.c,C (6.18)

o Aol
i

Em geral, P serd a menor energia %2 N, onde N é o nimero total de elétrons. A soma, em

todos os orbitais, dos produtos de um elemento da matriz densidade e o seu orbital
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atdbmico associado leva a densidade eletrénica. (uv|Ao) sdo integrais de dois elétrons,
dadas pela Equacdo 6.19. O numero dessas integrais aumenta com o nimero de fungdes

base.
(uv|20)=[[x, ()7, (rl)Li}m (r,) 2, (r,)dr,dr, (6.19)

Os métodos resultantes das solucdes das equagdes de Roothaan-Hall sdo
chamados de modelos Hartree-Fock-Roothaan, que consistem na aplicacdo da
combinacédo linear de orbitais atbmicos usando o modelo de Hartree-Fock. A energia
correspondente a um sistema infinito (completo) de bases € chamada de energia de
Hartree-Fock. O de modelo Hartree-Fock permite que as funcdes de onda e a energia,
como também a sua primeira e segunda derivada, sejam calculadas através de uma
metodologia puramente analitica. 1sso desempenha um papel importante em rotinas
computacionais para otimizacdo da geometria (que requere primeiras derivadas) e
determinacéo de freqliéncias vibracionais (que requere segundas derivadas).

Embora 0 modelo Hartree-Fock permita o calculo das funcGes de onda e
energia analiticamente, este método apresenta algumas limitagoes importantes. Tais

limitacGes sdo apresentadas a seguir.
6.7 - Limitacdes do modelo de Hartree-Fock

O modelo de Hartree-Fock proporciona resultados com boa concordancia
com dados experimentais para determinadas propriedades moleculares, como a
geometria molecular, energia de ionizacdo e outras. Entretanto, o modelo ndo garante
uma descricdo adequada de propriedades mais sensiveis a qualidade da funcdo de onda,
como propriedades que envolvam diferencas de energia. Isso se deve ao fato de que o
modelo de Hartree-Fock ndo considera a correlagdo eletronica®. Os movimentos dos
elétrons em um atomo ndo sdo independentes. Desta forma o modelo permite a perda da
energia proveniente da interacdo que seria causada pela posi¢do dos elétrons no espaco.

Os efeitos dessa correlacdo eletrdnica se manifesta em diversas
propriedades atémicas, como na polarizabilidade e momento dipolar. Métodos que
levam em consideragdo a correlagdo eletronica possuem um formalismo matematico
complexo, impedindo uma interpretacdo fisica simples. Uma interpretacdo mais

proximo do quimico sobre a correlacdo eletronica envolve os orbitais de fronteira
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HOMO-LUMO. O orbital molecular HOMO é definido com o orbital de mais alta
energia que contém elétrons. O orbital molecular LUMO é o orbital de mais baixa
energia que nao contém elétrons.

Neste modelo, os orbitais LUMO e suas energias, obtidas atraves da
Equacdo 6.13, ndo sdo caracterizados corretamente. O operador de Fock leva em
consideracao a interacdo de cada um dos elétrons nos orbitais ocupados com o campo
médio gerado pelos outros elétrons. Desta forma, os orbitais LUMO sao obtidos através
da experimentacdo da interacdo de um elétron no orbital desocupado com todos os
orbitais ocupados. Em consequéncia os orbitais LUMO apresentam caracteristicas mais
proximas de um ion negativo no estado excitado do que de um sistema neutro.

Apesar das limitacdes citadas, 0 modelo de Hartree-Fock oferece uma
aproximacao consideravelmente boa, que permite a compreensdo do comportamento de
elétrons e nucleos em atomos e sistemas moleculares, bem com a formacao de ligacdes

quimicas.
6.8 - Métodos semi-empiricos

Os métodos semi-empiricos seguem diretamente 0 modelo de Hartree-
Fock®. Neste método, novas aproximacdes sdo incorporadas ao modelo Hartree-Fock
com o objetivo de reduzir o elevado nimero de integrais de repulséo elétron-elétron. O
tratamento é feito apenas nos elétrons de valéncia, elétrons associados ao nucleo séo
ignorados®. A validade desta aproximacéo esta relacionada ao fato de que os elétrons
envolvidos em uma ligacdo quimica ou em propriedades moleculares de interesse estdo
localizados na camada de valéncia.

A principal aproximacgdo, com o objetivo de reduzir o tempo de
processamento computacional, é considerar que os orbitais moleculares residentes em

diferentes centros atdbmicos ndo se sobrepdem.

[zex,dr=0 (6.20)

com gk e y em diferentes atomos.
Essa & a chamada aproximacdo NDDO (Neglect of Diatomic Differential
Overlap). Esta aproximacao reduz o numero de interacdes entre elétrons nas equacdes

de Hoothaan-Hall de N* para N? onde N é o nimero total de funcdes de base. Os
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métodos semi-empiricos NDDO aplicam um conjunto de bases sp, ndo tratando orbitais
d em suas implementagdes. Desta forma, esses métodos ndo podem ser aplicados na
maioria dos metais de transicao.

Outras aproximagdes sdo introduzidas a fim de promover uma
simplificacdo nos calculos de uma forma mais geral e para permitir a introducdo de
parametros semi-empiricos. Os métodos semi-empiricos utilizam algumas constantes
determinadas experimentalmente, como a massa atdmica do is6topo mais abundante e o
calor de atomizacdo de cada atomo envolvido. A parametrizacdo ¢ feita de maneira que
reproduza uma série de valores experimentais, como geometria de equilibrio, calor de
formacé@o, momento de dipolo e potencial de ionizacéo.

Para facilitar a interpretacdo dos resultados obtidos através da mecanica
molecular (MM), foram desenvolvidos modelos que permitem a apresentacdo dos
resultados graficamente.

6.9 - Modelos gréaficos

Através da MM podemos obter informacdo de uma molécula com
relacdo aos orbitais moleculares, densidade eletrdnica, densidade de spin (para radicais
ou moléculas com elétrons emparelhados), potencial eletrostatico, potencial de
ionizacdo e outros®. Estas informaces podem ser apresentadas graficamente, através de
modelos relacionados a carga e dimensdes moleculares e a distribuicdo de cargas na
molécula.

As informacgdes sdo apresentadas como funcdes tridimensionais das
coordenadas em termos de uma superficie de valor constante, ou seja, em uma
isosuperficie:

f(x,y,z) = constante
O valor da constante pode ser escolhido de forma a refletir um observavel fisico de
interesse. Como exemplo, ao escolher como constante uma determinada densidade de
elétrons, a isosuperficie representaria a forma da molécula. Uma isosuperficie pode
mostrar apenas uma grandeza fisica. Grandezas adicionais podem ser apresentadas na
forma de mapas de cores na isosuperficie, onde diferentes cores estdo relacionadas a
diferentes valores.

A seguir serdo apresentadas as funces responsaveis pela geracdo de

gréficos associados a cada um dos principais observaveis fisicos.
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O orbital molecular HOMO mostra quais regides da molécula sdo mais
ricas em elétrons e, conseqiientemente, mais sujeitas a ataque eletrofilico.

Os orbitais moleculares sdo dados pela seguinte fungéo:

funcdes.de.base

4 =2.Cals (6.21)

7

Os orbitais moleculares ¢ e © s&o comumente associados as ligacoes o e
7, respectivamente. Porém, isto ndo corresponde a realidade. A razdo é que os orbitais
moleculares sdo escritos como combinacdes lineares de funcdes de base centradas nos
nucleos e serdo, em geral, completamente delocalizadas do esqueleto nuclear.

A densidade eletrdnica p(r) € uma funcdo da coordenada r definida de
forma que p(r)dr € o nimero de elétrons contidos no volume dr. Isso € o que é medido
em experimentos de difracdo de raios-x. Para uma molécula, p(r) é escrito em termos da

soma dos produtos das funcdes de base y.

fungdes.de.base

p(N=> > Py (N (r) (6.22)

onde P é a matriz densidade (Equacéo 6.18)

A densidade eletronica pode ser exibida através de uma isosuperficie
(uma superficie isodensidade) com o tamanho e forma dada de acordo com um valor
escolhido da densidade.

O potencial eletrostatico &, é definido como a energia de interagdo de um

ponto p de carga positiva com os nlcleos e elétrons da molécula.

nucleo Z funcdes.de.base *
gp — Z RA _ g Z kaJZk (rZZv(r)Cir (623)
v p

A

Ap
O primeiro somatorio na equacéo é sobre o nucleo A. Z é o nimero atdmico e Rap € a
distancia entre o nacleo e o ponto da carga. O segundo somatorio é sobre as funcdes de
base, . P é a matriz densidade (Equacdo 6.18) e a integral reflete a interacdo
coulombiana entre os elétrons e o ponto de carga, onde r, € a distancia entre o elétron e
0 ponto de carga.

Potenciais eletrostaticos negativos (superficie de potencial negativa)
mostram as regides ricas em elétrons (sujeitas a ataques eletrofilicos). Delimita a
localizacdo dos elétrons de maior energia. Potenciais eletrostaticos positivos (superficie
de potencial positiva) mostram regides deficientes em elétrons (sujeitas a ataques
nucleofilicos).
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O potencial eletrostatico € mostrado como um mapa de cores na
isosuperficie de densidade de elétrons. O potencial de ionizacdo local I(r) é definido
como a soma sobre a densidade de elétrons do orbital, pi(r), multiplicada pela energia

absoluta do orbital, |E;|, dividido pela densidade total de elétrons, o(r):

orbitaismoleculares
ocupados

Zpi (r)|Ei|

| — i
") (1)

O potencial de ionizacdo representa a facilidade de remogdo de elétrons

em um local ao redor da molécula. Uma superficie com baixo potencial de ionizacdo
apresenta uma area mais facilmente ionizadvel. O potencial de ionizacdo é uma
alternativa ao potencial eletrostatico como um indicador de reatividade eletrofilica da

molécula.

6.10 — Considerac0es finais

A modelagem molecular permite a criagdo de modelos virtuais de
estruturas moleculares atraves da resolugdo aproximada da equacgdo de Schrédinger para
diversas particulas. Esta ferramenta é de grande importancia para pesquisas em ciéncia
dos materiais, por auxiliar na compreensdo das propriedades fisico-quimicas dos
materiais, alem de possibilitar a previsao de suas propriedades.

Os mapas de potencial de ionizagdo permitem investigar a interacao
quimica entre diferentes moléculas, indicando os sitios mais provaveis de ligacdo. A
modelagem dos orbitais moleculares auxilia na interpretacdo de propriedades elétricas
dos materiais, revelando os possiveis mecanismos promotores do transporte elétrico.

Estes mecanismos serdo abordados no proximo capitulo.

6.11 — Referencias bibliograficas

1. Casanovas, J.; Aleman, C.; Liesa, F. La modelizacion Molecular como Herramienta

para el Disefio de Nuevos Polimeros Conductores. Polimeros: Ciéncia e
Tecnologia. 15 (4), 239-244, 2005.



73

2. Freitas, L. C. G. Prémio Novel de Quimica em 1998: Walter Kohn e John A. Pople.
Quimica Nova. 22 (2), 293-298, 1999.

3. Hehre, W. J. A Guide to Molecular Mechanics and Quantum Chemical
Calculations. Wavefunction, Inc, 2003.

4. de Andrade, J. C.; Custodio, R. Topicos de Quimica Quantica. Disponivel em:
<http://www.chemkeys.com/bra/md/tdqq_4/tdgq_4.htm>. Acesso em: 04 maio
2006.

5. Vianna, J. D. M.; Fazzio, A.; Canuto, S. Teoria Quéantica de Moléculas e Sélidos:
Simulagdo computacional. Sdo Paulo: Editora Livraria da Fisica, 2004.

6. Leach, A. R. Molecular Modelling: Principles and Applications. 2. ed. Pearson
Education, 2001.



74

CAPITULO 7 - CONDUCAO ELETRICA EM POLIMEROS

7.1 - Orbitais Moleculares

A formacdo dos orbitais moleculares em materiais poliméricos ocorre da
mesma forma que a formacdo de bandas de energia em materiais cristalinos. Esse
processo pode ser descrito através de um simples modelo de solido, em uma dimensao,
que consiste em uma linha infinita de &tomos. A partir de um atomo (Figura 7.1 - A), a
medida que aumentamos a quantidade de atomos no sistema, os niveis de energias se
sobrepGem em um numero cada vez maior de orbitais (Figura 7.1 - C). Para uma cadeia
de poucos atomos, o nimero de energias possiveis no sistema é finito, mas para grandes
nimeros de atomos, que pode ser considerado infinito, como em um sélido
macroscopico, o numero de energias possiveis € infinito, dando origem aos orbitais
moleculares (MO) (Figura 7.1 - D).!

N=1

(A) o

2
By o o

3
(C) -® o @

o0
(E) - ® 0 o 0 o —

Figura 7.1: Desenho representativo da formacéo dos orbitais moleculares.

O orbital HOMO ¢ definido como o orbital molecular de mais alta
energia que contém elétrons. O orbital HOMO age como um doador de elétrons, ja que
este é o orbital mais externo que contém elétrons. O orbital LUMO ¢ o orbital molecular

de mais baixa energia que ndo contém elétrons, e age como um receptor de elétrons.
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Através de uma analogia a teoria das bandas em materiais cristalinos, é
possivel compreender a conducgdo elétrica em materiais poliméricos. Os elétrons
excitados para o orbital LUMO sdo considerados “livres” e, assim como 0s buracos
deixados no orbital HOMO, participam do processo de conducdo elétrica. A diferenga
de energia entre os orbitais HOMO e LUMO ¢ chamada de banda proibida.

A condutividade do material esta relacionada a largura da banda
proibida. Se a largura da banda proibida for nula, como é tipico de materiais condutores,
uma quantidade de energia muito pequena podera promover elétrons para estados ndo
ocupado no orbital LUMO (Figura 7.2 - A). Desta forma, sob uma pequena diferenca de
potencial, estes elétrons, que possuem grande mobilidade, podem produzir uma corrente
elétrica. Se a largura da banda proibida for diferente de zero, mas ainda pequena, uma
quantidade de energia um pouco maior serd necessaria par promover elétrons para o
orbital LUMO. O material entdo se comportara como um semicondutor (Figura 7.2 - B).
Se a largura da banda proibida for grande, serd necessaria uma grande quantidade de

energia, o material entdo se comportara como um isolante elétrico (Figura 7.2 - C).}?

(A) (B) (€)

B = Orbital LUMO

== Orbatal HOMO

Figura 7.2: Esquema da estrutura dos MO’s de materiais condutores (A),

semicondutores (B) e isolantes (C).

Independentemente do material se comportar como um condutor ou
semicondutor, a energia para excitacdo de elétrons para estados energéticos no orbital
LUMO pode ser de origem térmica e, a temperatura ambiente, o0 material podera possuir
grande condutividade elétrica. Neste caso, a populagdo nos orbitais moleculares é dada

pela distribuicdo de Fermi-Dirac:
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1

P=—— ~—
c(E-) KT 4

(7.1)

sendo « é o potencial quimico do sistema.

7.2 - Transporte eletronico em sistemas desordenados

Um conceito fundamental para o entendimento do mecanismo de
transporte de cargas em sistemas desordenado é o de estados localizado. Um estado
localizado ¢ descrito por uma funcéo de onda bem localizada na rede. Os elétrons estdo
bem presos numa determinada regido do material e ndo se acoplam com outros estados
eletrobnicos. Para materiais caracterizados pela presenca de estados localizados, a
conducdo eletrbnica se da através da locomocdo dos elétrons por estes estados. A
locomocéo dos elétrons € realizada através de processos de tunelamento, ou saltos. Ou
seja, os elétrons saltam através dos estados localizados quando recebem energia de
fonons ou de campos elétricos externos.?

Os elétrons que participam da conducdo por saltos sempre tentardo
percorrer a menor distancia de salto e a menor energia de ativacdo. Porém, essas duas
condices ndo podem ser satisfeitas simultaneamente.* Contudo, existe uma distancia

Otima de salto r, onde a probabilidade de salto € maxima. Esta probabilidade é dada por:
P ~ exp[_ﬂ_ﬁj (72)

sendo k é a constante de Boltzmann, T a temperatura e AE a energia de ativacdo
envolvida no processo de salto e a é raio de localizacdo dos estados.

Existem trés tipos de mecanismos termicamente ativados pelos quais 0s
elétrons saltam através de estados eletrénicos localizados. Estes mecanismos sdo
mostrados na figura 1.>® O primeiro mecanismo é o mecanismo de ativacdo térmica,
onde os elétrons situados nos estados localizados saltam para uma regido de estados
estendidos no orbital LUMO, podendo entdo participar do processo de condugéo

(Figura 7.3 - A). Este mecanismo é governado pela equacdo de Arrhenius:

o =0, exp(%} (7.3)
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sendo op € uma constante pré-exponencial. Este mecanismo é tipico de materiais
semicondutores com estrutura de bandas bem definida e pode ser chamado de modelo
de Arrhenius.

O segundo é o Mecanismo de ativacdo térmica entre estados
espacialmente mais proximos, onde os elétrons saltam por estados entre 0s quais existe
a superposicao das fungdes de onda (Figura 7.3 - B). Este mecanismo pode ser descrito
pela seguinte relagéo:

=0y exp(TT—Oj (7.4)

sendo Ty e « sdo constantes. Para este mecanismo de conducdo, « vale o = 0,5. Este
mecanismo de conducdo em sistemas desordenado foi proposto por A. L. Efros e B. I.
Shklovskii e é comumente referido na literatura como mecanismo de Efros.

O terceiro mecanismo possivel é o de saltos entre estados vizinhos nédo
necessariamente mais proximos, mas entre estados com energia caracteristica mais
proxima (Figura 7.3 - C). Este mecanismo pode ser descrito também pela Equacédo 7.2,
porém, caracteriza-se por « = 0,25. Este mecanismo foi proposto por N. F. Mott e E. A.
Davis e € comumente referido na literatura como mecanismo de Mott. Este mecanismo
¢ também chamado de mecanismo de saltos de alcance variado, ja que os saltos ndo
ocorrem necessariamente entre 0s primeiros vizinhos.

Esta discussédo foi desenvolvida considerando-se os elétrons como
portadores de carga, porém, 0 mesmo raciocinio pode ser aplicado em sistemas cujos

buracos sdo os portadores de carga.
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Figura 7.3: Mecanismos de conducdo possiveis em materiais desordenados.
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7.3 — Determinacdo da condutividade elétrica

A condutividade elétrica de um material pode ser determinada através da
anélise de uma curva da corrente em fungéo da tensdo, da forma que se segue.

A resisténcia elétrica entre dois pontos de um material isotrépico pode
ser obtida aplicando-se uma diferenca de potencial, ou tenséo, V, entre esses dois pontos
e medindo-se a corrente elétrica, i, que flui no material. A resisténcia elétrica do
material é dada pela lei de Ohm:

V =Ri (7.5)

A lei de Ohm indica que a corrente elétrica em um material varia
linearmente com a tensdo aplicada. A constante de proporcionalidade entre essas duas
grandezas € a resisténcia elétrica R. Os materiais que obedecem a lei de Ohm séo
chamados materiais 6hmicos.

Rearranjando a lei de Ohm (Equacgéo 7.5), podemos escrever:

.V
| = E (76)

Esta equacdo pode ser comparada com a equacdo de uma reta. Desta
forma, através da curva i verus V caracteristica de um material (Figura 7.4), é possivel
obter a resisténcia elétrica pelo inverso do coeficiente angular da curva.

A resistividade, p, € uma caracteristica intrinseca do material, ou seja,
independe de suas dimensdes, e € definida por:
_VA
¢

onde A é a area superficial da amostra e ¢ a sua espessura.

P (7.7)

A condutividade elétrica, o, € definida como o inverso da resistividade:
o=— (7.8)

2
Desta forma, € possivel obter a condutividade elétrica de uma material a

partir de uma curva i verus V.
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Corrente (A)

Tensao (V)

Figura 7.4: Curva i versus V tipica de um material 6hmico.

7.4 — Consideragdes finais

Neste capitulo foram apresentados os modelos pelos quais 0 mecanismo
de condugdo elétrica de um material com estrutura desordenada pode ser interpretado.
Os modelos dos orbitais moleculares e de saltos termicamente ativados fornecem
abordagens diferentes da conducao elétrica, porém, complementares.

Em um biossensor, o mediador de elétrons desempenha um papel
importante na condutividade do polimero que constitui a matriz hospedeira. O mediador
de elétrons pode promover a criacdo de estados energéticos acessiveis dentro da banda
de energia proibida do polimero. Isto pode provocar a diminui¢do da largura da banda
proibida, tornando mais facil a excitacao de elétrons para o orbital LUMO, aumentando
a condutividade do material. Por outro lado, a criagdo desses estados pode facilitar a
promocéao de elétrons de estados localizados para estados estendidos, criando portadores
de carga nos estados localizados que podem participar da conducdo elétrica, aumento

assim; a condutividade elétrica do material.
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CAPITULO 8 - OBJETIVOS

Dispositivos para o controle e a automacdo de processos analiticos no
laboratdrio clinico ou na monitoracdo de cirurgias de grande porte sdo considerados
atualmente uma area estratégica da biotecnologia. Neste sentido, o0 desenvolvimento de
novos materiais para a utilizacdo no desenvolvimento de biossensores tem recebido
importantes investimentos dos 0rgaos governamentais bem como de empresas quimico-
farmacéuticas dos paises desenvolvidos.

O uso potencial de biossensores para aplicacfes biotecnoldgicas é
reconhecido desde a década de 70 com o surgimento de dispositivos semicondutores
acoplados a enzimas para analise de penicilina e constituintes do fluido bioldgico, sendo
varios dispositivos patenteados, ao longo de mais de trés décadas de pesquisa e
desenvolvimento.

Ressalta-se que o campo de aplicacdo dos biossensores estende-se desde
a area clinica até o controle e automacdo de processos biotecnoldgicos que envolvam a
producdo de farmacos e medicamentos. Um elemento importante quanto ao projeto de
um biossensor € a matriz organica/inorganica utilizada na imobilizacdo da enzima,
molécula esta responsavel seletivamente pela reacdo quimica envolvida na analise do
metabdlito a ser quantificado quanto as suas caracteristicas clinicas e biotecnoldgicas.

O principal objetivo deste trabalho é efetuar a obtencéo de biossensores
amperométricos para monitoracdo de colesterol baseados no complexo de boro
PVA/H3BO3, contendo ftalocianina de cobre como mediadora de elétrons. Estes

biossensores seréo obtidos via transi¢éo de fase sol-gel.
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Os principais objetivos especificos deste trabalho s&o:
Obtencdo de um biossensor amperometrico para determinacao de colesterol total
no sangue;
Caracterizacéo fisico-quimica do dispositivo, biossensor;

Anélise da performance do biossensor, por ensaios in vitro.
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CAPITULO 9 - MATERIAIS E METODOS

9.1 - Preparo do biossensor

Os biossensores para colesterol foram obtidos através da transigdo sol-
gel do sistema PVA/H3;BO; contendo ftalocianina de cobre (Ftc). A Ftc desempenharé o
papel de mediador de elétrons no biossensor.

A sintese do biossensor foi realizada através de um processo multietapas.
Inicialmente, foi preparada uma solucdo de PVA (72,0 kDa, Merck-Schuchardt) com
concentracdo de 0,1g/mL em &gua destilada. Uma solugdo com concentracdo de 50
mg/mL de ftalocianina de cobre (Sigma-Aldrich) em cloroférmio foi preparada
simultaneamente. As duas solucdes foram misturadas e em seguida, ap6s sonificacao,
foi aquecida sob agitacdo constante para evaporacdo do cloroférmio e dispersdo da
ftalocianina na solucdo de PVA. Em seguida, a temperatura ambiente (25°C) foi
acrescentada a solucdo de PVA/Ftc 100 ul de solucdo enzimatica composta por
colesterol oxidase e colesterol esterease (Laborlab). Apds homogeneizacdo, foi
depositado 10 ul desta solucdo na extremidade de um eletrodo de aluminio de 0,3 mm X
2,5cm.

Apdbs a evaporacdo do solvente a temperatura e atmosfera ambiente
(90,66 kPa, 25 °C), a transicéo sol-gel do sistema foi promovida através da imersdo do
sensor em solucdo de HzBO3; (Merck) 0,64 M a temperatura ambiente. Apds a reacdo de
reticulacdo os sensores foram secos a temperatura ambiente (25 °C).

A Figura 9.1 ilustra a obtencdo do biossensor de colesterol. A Figura 9.2

apresenta uma fotografia de um dos biossensores obtidos.
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Figura 9.1: llustracdo esquematica do projeto do biossensor para colesterol.

Figura 9.2: Fotografia do biossensor de colesterol obtido neste trabalho.
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9.2 - Caracterizacao fisico-quimica do biossensor

9.2.1 - Estudo do transporte de &gua em membranas de PVA

O estudo do transporte de 4gua em membranas de PVA foi realizado
através do método gravimetrico. Os ensaios foram realizados em membranas de PVA de
espessura entre 220 um e 300 um com tempos de reticulacdo entre 10 min e 60 min a
temperatura de 20 °C e em membranas, reticuladas por 25 min, a temperaturas entre 20
°C e 50 °C. As membranas foram imersas em uma solucdo de NaCl 0,9%, para simular
as condicdes fisiologicas, até atingir o equilibrio de intumescimento. Durante o processo
de intumescimento, foi acompanhado o aumento de massa das membranas devido a
sorcdo de agua. O intumescimento, I, das membranas foi calculado através da seguinte
expresséo:

| = M= Mo (9.1)

Mo

sendo M; a massa da membrana no tempo t e My a massa inicial da membrana.

9.2.2 — Propriedades mecanicas e térmicas dos hidrogéis

Diversas aplicacGes tém sido propostas para polimeros hidrogéis, tais
como sistemas de liberacdo controlada de farmacos, musculos artificiais e lentes de
contatos. Os hidrogéis possuem ainda, potencial para aplicacbes como materiais
estruturais. No entanto, suas aplicagdes sdao limitadas devido a suas méas propriedades
mecanicas. Varias propostas tém sido apresentadas para a melhoria das propriedades
mecanicas dos hidrogéis, entre elas a sinteses de compésito organicos/inorganicos®,
redes poliméricas interpenetrantes® e através do uso de agentes reticuladores®. Esta
ultima proposta é de especial interesse, por permitir o controle das propriedades
mecanicas de um hidrogel de forma simples, bastando variar a quantidade do agente
reticulador na sintese do material, e por possibilitar a preservacdo das caracteristicas
intrinsecas do polimero.

No estado intumescido, um hidrogel apresenta rapida resposta a tensdes
externas através do rearranjo dos segmentos poliméricos.” Este comportamento, tipicos
de borrachas, permite a utilizacdo da teoria da elasticidade da borracha para relacionar o

modulo de Young, y de um hidrogel com a taxa de extensdo, A, quando submetido a
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uma e tensdo, 7, aplicada durante um ensaio mecanico, e parametros estruturais como
sua densidade de reticulacdes, v (Equacdo 9.2). Esta relacdo é dada pela seguinte
equacdo: +°

7= 8 _ 3RTy, 4" (9.2)

1?2

sendo R a constante dos gases, T a temperatura e ¢ a fracdo de polimero no hidrogel.

Através da Equacdo 9.2, percebemos que o mddulo de Young cresce
proporcionalmente a densidade de reticulagdes e inversamente proporcional a taxa de
extensdo do hidrogel quando submetido a uma tenséo.

As propriedades mecénicas de membranas de PVA ndo reticulada e com
diferentes densidades de reticulagcbes, ndo intumescidas e em seu maximo de
intumescimento, foram determinadas em um equipamento Metler TMA 40 (Figura 9.3 -
A) em modo de penetracdo. Foi utilizada uma ponta de prova de quartzo cuja area de
seccdo transversal é de 1,428x107 m? (Figura 9.3 - B). O intumescimento das
membranas foi efetuado através da imersdo em solucéo fisiologica a temperatura de 20
°C, por tempo suficiente para intumescimento até o equilibrio. As membranas de
hidrogéis em seu maximo de intumescimento, com espessura entre 0,04 mm e 0,60 mm,

foram entdo submetidas a forcas de 0,1, 0,2 e 0,5 N a temperatura ambiente.
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(A) (B)

Figura 9.3: Equipamento (A) e ponta de prova (B) utilizada nos ensaios de TMA.

A estabilidade térmica da matriz utilizada na constru¢do de um
biossensor desempenha um papel fundamental para o desempenho do dispositivo. A
temperatura de transicdo vitrea da matriz deve estar a uma temperatura maior que a
temperatura de trabalho do biossensor, a fim de manter a sua estabilidade térmica e o
ambiente ideal para a enzima. O percentual de cristalinidade da matriz deve ser o menor
possivel, ja que as regides cristalinas oferecem resisténcia a difusdo do analito para o
interior da matriz do biossensor.

Nesta secdo, onde discutiremos a determinacdo das propriedades
térmicas do biossensor, as nomenclaturas e abreviaturas seguem o padrdo sugerido por
lonashiro e Giolito.”® A calorimetria exploratéria diferencial (do inglés Differential
Scanning Calorimetry - DSC) é uma técnica na qual se acompanha a variagdo de

entalpia que ocorre entre a amostra e uma referéncia durante um processo de
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aquecimento ou resfriamento por um programa controlado, 0 que nos permite observar
os principais eventos térmicos ocorridos na amostra.” ™.

A técnica DSC pode ser separada em duas modalidades: 1) DSC com
compensacdo de poténcia: Nesta modalidade a amostra e a referéncia sdo mantidas na
mesma temperatura através de aquecedores elétricos individuais. A poténcia dissipada
pelos aquecedores € relacionada com a energia envolvidas nos processos endotérmicos
ou exotérmicos. 2) DSC com Fluxo de calor: No arranjo experimental mais simples
desta modalidade, a amostra e a referéncia, contidas em seus respectivos suportes, séo
colocados em um disco de metal, através do qual ocorre a troca de calor entre as
amostras e o forno. Para uma condi¢do de fluxo de calor no estado estacionério, a
diferenca de temperatura, AT, entre a amostra e a referéncia é proporcional ao fluxo de
calor, Ag, entre a amostra, ¢y, e a referéncia, ¢, dada pela expressao:

Ap=¢n—¢g = —kAT (9.3)
Para um processo endotérmico, AT<0 e A¢>0, enquanto para um processo exotérmico
vale o reciproco. A constante k deve ser determinada por calibracdo, usando-se padrdes
com uma constante fisica conhecida, por exemplo a entalpia de fuséo.

Caso ndo ocorra nenhum fendmeno fisico-quimico com a amostra
durante a variacdo de temperatura, a curva DSC serd uma reta horizontal. Quando
ocorre um processo endotérmico, surge um pico positivo, engquanto no processo
exotérmico, surge um pico negativo. Isto torna necessario indicar o sentido dos
processos na curva. A forma dos picos dependem de parametros da amostra e do
equipamento, como a capacidade calorifica. A area dos picos em uma curva DSC
relaciona-se com as energias dos processos, desta forma o DSC permite a determinacao
guantitativa de um evento fisico-quimico. Dentre as varias teorias apresentadas que
relacionam as areas dos picos com as energias envolvidas nos processos fisico-

quimicos, a Equacéo 9.4 é uma das mais simples:®

TZ
mAH_ [ aTar (9.4)
gk 5
sendo AH é a variacdo de entalpia, m é a massa da amostra, AT é a variacdo de
temperatura entre o inicio (Ty) e final (T) do processo, g e k sdo constantes referentes a

amostra, ao porta amostras e ao equipamento utilizado.
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O percentual de cristalinidade, y., de uma amostra pode ser obtido
comparando-se o seu valor de entalpia de fusdo, AHy,, com o valor da entalpia de fusdo
do polimero 100% cristalino, AH ¢, como na relagdo:*

_AH
AH ¢

Ze (9.5)

A temperatura de transi¢do vitrea (Ty) caracteriza-se pelo aumento
repentino do calor especifico do material, requerendo maior energia, com relacdo a
referéncia, para manter a temperatura. A Ty é vista na curva DSC como uma mudanca
de linha base (endotérmica), sem pico. Na fusdo cristalina, a fase cristalina da amostra
se funde a uma temperatura constante. Durante a fusdo, € necessaria uma maior
quantidade de calor para manter a mostra a mesma temperatura que a referéncia. A Tp,
entdo se se caracteriza por um pico de fusdo endotérmico.!’ Tabela 9.1 apresenta alguns
exemplos de fendmenos fisico-quimicos que podem ocorrer em uma andlise DSC e suas

relagBes com a variacdo de entalpia.*

Tabela 9.1: Fendmenos fisico-quimicos determinados através de analise DSC e suas
relagbes com a variacdo da entalpia.’

Variacédo de entalpia

Fendmenos endotérmicos Fendmenos exotermicos
Fuséo, vaporizacao e sublimacao Cristalizacédo
Dessorcao e absorcao Combustéo
Desidratagéo Adsorgéo
Decomposicao Polimerizacdo
Reacéo de oxido-reducéo Degradacéo oxidativa

Os termogramas DSC de filmes de PVA reticulados foram efetuados em
um equipamento Shimadzu DSC-50. Foram realizadas duas varreduras a uma taxa de
aguecimento de 10°C/min e taxa de resfriamento de 320°C/min. As curvas DSC foram
obtidas no intervalo de temperatura de 30°C a 250°C em atmosfera de nitrogénio. A Ty

foi determinada durante a segunda varredura. O calor de fusdo, AH, foi obtido pela

integracdo da &rea do pico de fusdo da curva DSC e o grau de cristalinidade, y,,
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calculado através da Equagdo 9.5, considerando o calor de fusdo do PVA 100%

cristalino (AH; = 138,6 JIg).2® A Figura 9.4 apresenta o equipamento DSC utilizado

neste trabalho.

Figura 9.4: Equipamento DSC utilizado neste trabalho (INTEMA/CONICET/UnMdP)

9.2.3 — Caracterizacao espectroscopica (UV-Vis/FTIR)

Neste trabalho, as técnicas espectroscopicas UV/Vis e FTIR foram
utilizadas para verificar a formacao de um complexo de transferéncia de carga entre o
PVA e Ftc.

A espectrofotometria nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho
sdo importantes técnicas de caracterizacdo de sistemas moleculares. Informacdes sobre
a estrutura molecular e interagdes entre moléculas podem ser extraidas dos espectros de
absorgdo gerados pela interagdo da radiacdo com a matéria. A espectrofotometria se
trata de um ensaio ndo destrutivo, j& que a radiacdo ndo destroi ou altera a estrutura da

amostra.'*
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A radiacdo ultravioleta compreende a faixa de espectro eletromagnético
com comprimentos de onda entre 3,8x107 m e 6x10™° m , a radiacdo visivel entre
3,8x107 m a 7,8x107 m (380 nm a 780 nm) e a radiac&o infravermelha entre 10° m e
7,8x107 m.?

A energia total de excitacdo de uma molécula pode ser descrita como a
soma da energia associada a rotacdo da molécula como um todo, a vibragdo dos ndcleos
em torno de suas posi¢cdes de equilibrio e as transices eletrdnicas. Assim, podemos
distinguir trés tipos de espectros 6ticos:'>*® Espectro rotacional, rotacional-vibracional
e eletrénico. Os espectros rotacionais sao atribuidos a transi¢Ges entre niveis rotacionais
adjacentes em um estado eletrénico e nivel vibracional particular. Apenas o ndmero
quantico rotacional, J, sofre alteracdo. Os espectros rotacionais-vibracionais sdo
atribuidos a transi¢des de um estado rotacional de um nivel vibracional para um estado
rotacional de um nivel vibracional adjacente, em um mesmo nivel eletrdnico. Os
nimeros quanticos rotacionais, J, e vibracionais, v, sofrem alteragdo. Os espectros
eletrobnicos estdo associados a alteragdes nas energias eletrénica, vibracional e
rotacional da molécula. Um estado eletrénico possui muitos estados vibracionais
correspondentes, e um estado vibracional possui varios estados rotacionais
correspondentes. A isso se d& o nome de Bandas. O espectro de absorcdo eletrdnico
contém todas as bandas vibracionais da transicdo eletrénica, sendo que todos o0s
nameros quanticos mudam nessas transicoes.

Na espectroscopia UV/Vis, quando um feixe de luz atravessa um
material, a luz incidente sera mais intensa que a luz transmitida. A atenuacdo da luz
incidente pode ser atribuida aos fendbmenos de espalhamento pelas particulas em
suspensdo na amostra, reflexdo entre as interfaces e absorcéo da luz pela amostra. Este
Gltimo, em solucdes verdadeiras, é o principal fator de atenuacdo da luz incidente. **

A espectrofotometria de absor¢do molecular é baseada na medida da
fracdo de luz transmitida (transmitancia), 7; ou da fracéo de luz absorvida (absorbancia),
A, por uma amostra contida em um recipiente translicido.***" A Figura 9.4 mostra um
desenho esquematico de um espectrofotbmetro de duplo feixe. O funcionamento do
equipamento consiste basicamente na passagem de um feixe de luz monocromatica por
uma cubeta contendo a amostra e um feixe de mesma intensidade por uma cubeta
contendo uma referéncia. A luz transmitida pela amostra e pela referéncia é detectada e

sua diferenca calculada e mostrada. A amostra de referéncia tem a fungéo de minimizar
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o efeito da luz refletida nas medidas, como também a de eliminar as bandas de absorcéao

do solvente da amostra.

Célula da
Amostra
1 !
/‘Aﬂ".‘ L |:|
Fonte 2 l Mostrador
b . .
Filtro ou 7/ Divisor de Foto o — g
O * | monocromador e, feixe detectores Amplificador 0 100
Célula de
referéncia

Figura 9.4: Desenho esquematico de um espectrofotdmetro UV/Vis de duplo feixe.

Desprezando a atenuagdo da luz incidente proveniente da reflexdo e
espalhamento, os valores de 7e A séo relacionados com a concentracdo ¢ da solucéo e

pelo caminho Gptico b no recipiente pela seguinte expressdo: ***’

A:—IogT:ITO:ebc (9.6)

sendo ¢ € a absorvitividade molar, ¢ a concentracdo molar, I, a intensidade da luz
incidente e | a intensidade da luz transmitida. A expressédo

A=ébc 9.7)

é conhecida como lei de Beer.

Um grafico da absorbancia (ou da transmitancia) de uma substancia em
funcdo do comprimento de onda, A, da luz incidente é chamado de espectro de absorcao.
A espectrofotometria molecular na regido do UV/Vis consiste na media da absorbancia
(ou da transmitancia) de uma amostra em cada comprimento de onda compreendido na
regido do espectro do ultravioleta ao visivel (200 nm a 700 nm).

A intensidade da absorcdo de luz monocromatica por uma molécula é
dependente de sua estrutura. Desta forma, a espectrofotometria UV/Vis pode ser
utilizada para identificar uma substancia através de seu espectro ou até mesmo para
verificar a interacdo entre duas ou mais substancias. A absorcdo de luz pela amostra se
deve as transi¢cbes atdmicas entre o0s orbitais moleculares da amostra (espectro

eletrbnico). Um composto absorve luz na regido do espectro ultravioleta/visivel quando
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a radiacdo incidente possui energia da mesma ordem da energia, AE, de sua banda
proibida.

A espectrofotometria na regido do infravermelho é uma das técnicas de
maior importancia para a caracterizacdo da estrutura molecular. O espectro
infravermelho de um sistema desempenha o papel de uma “impressao digital”, podendo
ser utilizado para identificacdo do material.*

Através da espectroscopia FTIR é possivel observar bandas relativas a
ligacGes especificas entre atomos do material. Desta forma, a espectroscopia FTIR é
atil, no projeto de um biossensor, para observar interacdes entre as moléculas da matriz
polimérica e do mediador de elétrons, como também interacGes entre a matriz e a
enzima.

Todas as substancias organicas e algumas inorganicas absorvem radiacdo
infravermelha. A radiacdo absorvida afeta os niveis rotacionais e vibracionais da
molécula. A faixa do espectro infravermelho compreendida entre 10° m e 10* m,
chamada de infravermelho distante, é aplicavel a excitacdo de espectros rotacionais,
enquanto a faixa de comprimentos de onda menores, entre 10* m e 107 m, chamada
infravermelho préximo, é aplicavel a excitacéo de espectros vibracionais.>*°
A freqliéncia fundamental de vibragdo, v, de uma molécula pode ser

expressao pela seguinte equagdo:*®

1 |k
b=t J; (9.8)

sendo k a constante de forca, e  a massa reduzida, dada por g=mim,/(m;+my), sendo
m; e m, as massas dos atomos envolvidos na liga¢do quimica de interesse. Esta equacéo
simples fornece uma conexao entre a for¢a de uma ligagdo covalente, a sua freqliéncia
de vibracdo e as massas dos atomos. Porém, ela ndo considera a repulsdo e atracdo das
nuvens de elétrons e ndo incorpora o conceito de dissociacdo da ligacdo em altas
absorcOes de energia.

Na pratica, um espectro é composto de mais que apenas modos normais
de vibracdo, ou estiramento das ligacbes. DeformacBes angulares também
desempenham grande importancia, sendo estes relacionados a absorcao de radiacéo de
menores freqiiéncias.'®

Cada grupo funcional em uma molécula possui sua freqiiéncia de

absorcdo caracteristica. Desta forma, uma andlise qualitativa de um espectro
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infravermelho nos fornece importantes informacdes sobre a presenca ou ndo de grupos
funcionais em uma molécula desconhecida. Leves alteragdes nas freqiéncias
caracteristicas de grupos podem indicar a ocorréncia de eventos fisicos ou quimicos,
que podem ser relacionados & formacao de complexos, solventes e outros efeitos.**

O espectro eletronico de filmes de PVA, CuFtc e PVA/CuFtc foram
obtidos através de uma varredura entre 200 nm e 1000 nm a temperatura ambiente (25
°C) utilizando um espectrofotbmetro UV/Vis Varian Serie 643 (200 nm a 400 nm) e um
espectrofotometro UV/Vis Biospectro SP-22 (400 nm a 100 nm) (Figura 9.5).

O espectro infravermelho de filmes de PVA, CuFtc e PVA/CuFtc foram
obtidos a temperatura ambiente em um equipamento Mattson Genesis Il. Os espectros

foram coletados ap6s 32 varreduras com resolucdo de 2 cm™.

(B)

Figura 9.5: Espectrometro UV/Vis Varian Serie 643 (A) e Biospectro SP-22 (B)

utilizados para obtencéo do espectro UV/Vis.

9.2.4 — Analise microestrutural por MEV

A caracterizagdo morfologia das membranas reticuladas de PVA foi
realizada nos laboratérios do IPEN/USP através de um microscopio eletrénico de
varredura (MEV) modelo Phillips XL 30. A Figura 9.6 ilustra 0 MEV utilizado neste
trabalho.
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Figura 9.6: MEV utilizado neste trabalho (IPEN/CNEN-USP).

9.2.5 - Transporte eletrénico em filmes de PVA/Ftc

Foram estudadas as propriedades elétricas de filmes PVA, Ftc e filmes
de PVA/Ftc com diferentes concentracfes de Ftc. Filmes na forma de discos de PVA e
PVA/Ftc foram preparados pela técnica de evaporagdo do solvente com didmetro de 5,7
mm e espessura entre 0,22 mm e 0,28 mm. As amostras de Ftc foram sintetizadas
através de prensagem uniaxial com pressdo de 3 ton durante 15 minutos, produzindo
amostras cilindricas com 8 mm de diametro e espessura média de 1,4 mm. Para a
realizacdo do experimento, as amostras foram revestidas com cola prata em ambas as
faces, para estabelecimento do contato elétrico na montagem experimental.

A caracterizacdo elétrica das membranas de PVA/Ftc foi realizada em
uma camara escura com temperatura controlada e com véacuo, utilizando-se um
multimetro Keithley modelo K-237, interfaceado por computador através de um
programa construido no sistema LabView. O multimetro Keithley utilizado para
realizacdo das medidas € mostrado na Figura 9.7. A cdmara com vacuo e temperatura
controlada utilizada € apresentada na Figura 9.8, com um detalhe do compartimento da

amostra.
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Interface para computador
Multimetro Keithley K-237

Figura 9.7: Multimetro Keithley modelo K-237 utilizado para a caracterizacdo elétrica
dos filmes de PVA. Ftc e PVA/Ftc.

(A) (B)

Figura 9.8: Camara (A) e compartimento para amostras (B) utilizados na caracterizacdo
elétrica dos filmes de PVA, Ftc e PVA/Ftc.
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A condutividade das amostras foram investigadas, em filmes contendo
PVA no intervalo de temperaturas de 25 °C a 70 °C. As amostras de Ftc foram estudadas
em temperaturas entre 25° C e 200 °C. As amostras foram submetidas a variacGes de
tensdo de 0 VV a5V, lendo-se a corrente DC em funcdo da tenséo aplicada.

O mecanismo de transporte eletronico em membranas de PVA/Ftc foi
investigado através da Equacdo 7.4. Para cada um dos tipos de amostras foram
construidos graficos In(o) versus 1/T* assumindo valores de « iguaisa = 0,25 e a =
0,50. Apds realizar o ajuste de uma reta a cada uma das curvas, atraves do método dos
minimos quadrados, o coeficiente de correlacdo foi comparado. Foi considerado como
caracteristico do mecanismo de condugdo, para cada tipo de amostra, o valor do
coeficiente « que permite a maior linearidade (maior coeficiente de correla¢do) da curva
contida no grafico (o) versus 1/T%.

A energia de ativagdo associada ao processo de saltos nos modelos de
Mott e Efros foi calculada através da Equacédo 7.3, em analogia ao modelo de Arrhenius.
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CAPITULO 10 - RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 - Caracterizacéo fisico-quimica do biossensor

10.1.1 — Anélise da microestrutura por MEV

A morfologia da matriz polimérica utilizada para construcdo do
biossensor pode influenciar a estabilidade da enzima ocluida. E desejavel que a matriz
polimérica apresente uma distribui¢do de porosidade que permita a difusdo do analito e
dos produtos da reacdo através da matriz polimérica.

As membranas de PVA, ap06s o processo de reticulagdo (Figura 10.2),
apresentaram uma grande distribuicdo de poros, ao contrario das membranas néo
reticuladas (Figura 10.1). A formac&o de poros nas membranas de PVA reticuladas pode
ter ocorrido durante o processo de evaporacao do solvente (dgua) contida no hidrogel. O
processo de formacdo de poros durante a desidratacdo estd relacionado a diversos
fatores, principalmente a tensdo superficial, estrutura, mecanismo de transporte e
contetido de 4agua.? O aumento da tensdo superficial das membranas causada pelo
processo de reticulacdo gera uma barreira para a evaporacdo de agua das membranas.
Os poros podem se formar devido a instabilidade superficial provocada pela grande
pressdo osmotica necessaria para vencer essa barreira a evaporacgao da agua.

O processo de formacao de porosidade em hidrogeis devido a reticulacdo
€ um processo complexo cujo mecanismo ainda ndo foi devidamente esclarecido pela

literatura.®
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Figura 10.1: Micrografia MEV de uma membrana de PVA ndo reticulada. O filme foi

seco a 25 °C sob vacuo.

Figura 10.2: Micrografia MEV de uma membrana de PVA reticulada com &cido borico.

A desidratacdo da membrana ocorreu a 25 °C sob vacuo.
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10.1.2 — Difuséo de fluido fisioldgico através da membrana

O meio ideal para que ocorra a reacdo catalisada pela colesterol oxidase é
0 meio aquoso. Desta forma, o transporte de &gua na matriz polimérica influencia a
atividade enzimatica e, consequentemente a performance do biossensor. O tempo de
resposta do biossensor é dependente do tempo necessario para que ocorra a difusdo do
analito juntamente com a agua para o interior da matriz polimérica.

Os resultados obtidos com relacdo ao transporte de agua em membranas
de PVA reticulado (PVAR) e néo reticulado (PVA) sdo apresentados nas Figuras 10.3 a
10.5. Estas figuras ndo apresentam curvas obtidas por ajuste, mas apenas curvas de
tendéncia. A Figura 10.3 mostra a cinética de intumescimento de membranas néao
reticuladas de PVA a temperaturas entre 20° C e 50 °C. A Figura 10.4 apresenta a
cinética de intumescimento de membranas de PVAR, reticuladas por 25 min, a
temperaturas entre 20° C e 40 °C. Néo foi possivel realizar os ensaios a temperatura de
50°C, devido a fragilidade da amostra a esta temperatura. Consequentemente, ndo foi
possivel calcular o valor do coeficiente de difusdo para esta temperatura (Figura 10.6).
Tanto as membranas de PVA quanto as de PVAR apresentaram um aumento da
capacidade de sorcéo de agua com o aumento da temperatura.

A Figura 10.5 apresenta a cinética de intumescimento de membranas de
PVA ndo reticulado e membranas com tempos de reticulagdo entre 10 min e 60 min. As
membranas apresentaram um decréscimo na capacidade de sorcdo de agua com o
aumento do tempo de reticulacdo. Este comportamento pode ser atribuido a diminuigéo
nos graus de liberdade das cadeias de PVA devido ao processo de reticulacdo. A
diminuicdo dos graus de liberdade das cadeias poliméricas prejudica o processo de
relaxacdo e tende a diminuir a capacidade de sor¢do de agua da matriz polimérica.
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Figura 10.3: Cinética de intumescimento de membranas de PVA em solucéo
fisioldgica, pH 7,4, a diferentes temperaturas: 20° C (A), 30° C (B), 40
°C (C) e 50 °C (D). O desvio padrdo medio é de 3%.
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Figura 10.4: Cinética de intumescimento de membranas de PVAR em solucgdo
fisioldgica, pH 7,4, reticuladas por 25 min, em diferentes temperaturas:
20°C (A), 30° C (B) e 40 °C (C). O desvio padrao médio € de 3%.
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Figura 10.5: Cinética de intumescimento, em solucdo fisiolégica, pH 7,4, de
membranas de PVA (A) e membranas de PVAR com diferentes tempos
reticulagdo: 10 min (B), 25 min (C), 40 min (D) e 60 min (E). O desvio
padrdo médio é de 3%.
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A densidade de reticulacdo, v,, das membranas de PVA foi calculada
através da Equacdo 5.40. Para tempos de reticulagdo iguais a 10 min, 25 min, 40 min e
60 min, os valores de v, foram respectivamente iguais a 1,02x10° mol.cm?, 1,09x10°
mol.cm™, 1,12x10° mol.cm™ e 1,20x10° mol.cm™.

A reticulacdo de membranas de PV A através de sua transi¢ao sol-gel em
solucdo de acido borico se revelou uma técnica de alta eficiéncia, por produzir
membranas com densidade de reticulacdo comparaveis a filmes de PVA reticulados
com radiacéo gama de ®°Co.® Os valores de v,, citados na literatura, obtido através da
técnica de reticulacdo por radiacdo gama sio de 3,0x10™ mol.cm™ a 1,0x10" mol.cm™.

O coeficiente de difusdo, D, da &gua em membranas de PVA foi
calculado através da solucdo da segunda lei de Fick para uma membrana (Equagéo
5.35). A Figura 10.6 mostra a curva de tendéncia do coeficiente de difusdo de agua, para
membranas de PVA e PVAR (v, = 1,09x10®° mol.cm™), em funcdo da temperatura. A
saturacdo do coeficiente de difusdo do PVAR a 30 °C estd associado ao processo de
reticulacdo. A diminuigdo no nimero de graus de liberdade das cadeias do polimero
apos o processo de reticulacdo com acido borico limita o intumescimento da amostra de
PVA, como pode ser observado na Figura 10.5. O coeficiente de difusdo para o PVA
néo reticulado apresentou um aumento exponencial com a temperatura, de acordo com a
equacdo de Arrhenius (Equagéo 5.38).

A Figura 10.7 apresenta a curva de tendéncia do coeficiente de difuséo
de a4gua em funcdo da densidade de reticulacdes de membranas de PVA. Observa-se a
diminuicdo de D como o aumento da densidade de reticulacio do PVA. Este
comportamento pode ser atribuido a diminui¢cdo no nimero de graus de liberdade das
cadeias do polimero devido ao processo de reticulagéo.

A Tabela 10.1 apresenta os valores médios de » calculados para o PVA e
PVAR com 1 entre 1,02x10”° mol.cm™ e 1,20x10° mol.cm™, e valores de entalpia, H;,
e energia de ativacdo, E,, associada ao processo de difusdo, para o PVA e PVAR com

1,=1,02x10° mol.cm™.
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Tabela 10.1 — Valores médios calculados de #, e valores de E, e H; para filme de PVA e
PVA reticulado.

Amostra n | Desvio padréo E, (kd/mol) ® H; (kd/mol) °
N&o reticuladas 0,61/0,04 0,65 1,24
Reticuladas 1,18/0,27 21,00 3,37

% valores médios para membranas com v,=1,02x10" mol.cm™ a v,=1,20x10° mol.cm™;

® valores para amostras com 1,=1,02x10"° mol.cm™.

Observou-se um mecanismo de difusdo do tipo ndo “Fickiano” para o
transporte de agua nas membranas de PVAR (Tabela 10.1). Este tipo de transporte
indica que o processo de sorcdo de agua pelas membranas é fortemente dependente da
cinética de intumescimento. A diminuicdo dos graus de liberdade das cadeias
poliméricas provocada pelo processo de intumescimento compromete a relaxagdo das
cadeias poliméricas, fazendo com que este processo seja mais lento que o processo de
difusdo de agua nos filmes. Para as membranas de PVA, observou-se um pequeno
desvio do mecanismo de difusdo “Fickiano”. O filme de PVA apresentou 0s menores
valores de E, e H;, indicando menor energia associada ao processo de sor¢do de agua
durante o processo de intumescimento relativamente ao filme de PVAR.
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Figura 10.6: Dependéncia do coeficiente de difusdo com a temperatura para membranas
de PVAR (A) e PVA (B).
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Figura 10.7: Dependéncia do coeficiente de difusdo com a densidade de reticulagfes
das membranas de PVA a temperatura de 20°C.



109

10.1.3 - Avaliacao das propriedades mecéanicas

As Figuras 10.8 a 10.11 apresentam as curvas TMA referente a
profundidade de penetracdo devido a forcas de 0,1, 0,2 e 0,5 N versus tempo de
exposicdo para amostras com densidade de reticulacdo de 1,=1,02x10° mol.cm™
(Figura 10.8), v,= 1,09x10®° mol.cm™ (Figura 10.9), 1,=1,12x10° mol.cm™ (Figura
10.10) e 1,=1,20x10° mol.cm™ (Figura 10.11). Para cada v, foram analisadas oito
amostras diferentes. O desvio padrdo médio da profundidade de penetracdo para as
forcas de 0,1, 0,2 e 0,5 N foram iguais a 1,10, 7,46 e 11,57 um respectivamente.
Observou-se que a profundidade de penetracdo da ponta de prova diminui com o
aumento na densidade de reticulagcbes das membranas de hidrogéis, sugerindo um
aumento da resisténcia mecanica das membranas com o aumento de v..

O modulo de Young, y, das membranas foi calculado através das curvas
profundidade de penetragdo versus tempo, considerando por vez, a profundidade de

penetracao apos 30 s devido a duas das forcas aplicadas, segundo a relagéo:

AP, .

LJ

Y =1"71,i=0,1,072,0,5; =01, 0,2, 0,5, if (10.1)
AL,

sendo AP a diferenca de pressdo exercia pelas forgas i e j e A/ a diferenca da
porcentagem de deformacdo provocadas pelas forcas i e j. A porcentagem de
deformacdo, /, sofrida pela amostra é dada pala relacéo:

[ = 7 (10.2)
sendo p a profundidade de penetragdo da ponta de prova e d a espessura do filme. O
mddulo de Young de cada membrana é determinado pela media dos valores de y obtidos
pela equagéo 10.1.

Comumente na literatura o valor de y é obtido a partir de curvas tenséo
versus deformacgdo. Porém, neste trabalho o valor de y é obtido a partir de curvas
pressdo versus deformacéo. Para pequenas deformacdes, a deformacéo sofrida por uma
amostra devido a uma forca de pressd@o possui 0 mesmo valor que a deformacéo
promovida por uma forca de tracdo de mesmo médulo.* Este fato torna valida a
metodologia de calculo do médulo de Young realizado neste trabalho.

O valor de y de membranas de PVA e PVAR (v.=1,02x10®° mol.cm™),

ndo intumescidas, sdo respectivamente iguais a 401,87 MPa e 5699,59 MPa. O valor de
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y obtido para membranas de PVA é comparavel ao valor encontrado na literatura (y =
120 MPa).> Os valores do y do PVAR e PVA, no seu maximo de intumescimento, em
funcdo da densidade de reticulacbes sdo apresentados pela Figura 10.12. O desvio
padrdo médio dos valores de y é 18,35 MPa. Podemos observar que y aumenta com o
aumento de v,.. A clara relagdo linear (R?=0,97) entre essas duas variaveis pode ser
atribuida ao processo de reticulacdo das membranas de PVA. Essa relagdo é prevista
pela Equacdo 9.2, como também a diminuicdo de y devido ao processo de
intumescimento. O alto valor do desvio padrdo referente aos valores de y pode ser
atribuido a cinética de difusdo anémala (Capitulo 5.6) das membranas de PVA
reticuladas. A cinética de difusdo anbmala provoca o intumescimento ndo homogéneo
nas membranas, fazendo com estas apresentem diferencas de espessura e superficie ndo
plana. Também a perda de agua das membranas durante os ensaios € outro fator
importante que influencia as propriedades mecanicas das membranas.

No projeto do biossensor, a matriz polimérica deve possuir um valor
apreciavel de y, para garantir a estabilidade mecéanica da matriz polimérica, o que

facilitaria seu manuseio durante o processo de fabricacgéo e utilizacao.
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Figura 10.8: Profundidade de penetracdo versus tempo de exposi¢do das membranas as
forcas de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (1,=1,02x10°

mol.cm™) intumescidas, & temperatura de 25°C.
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Figura 10.9: Profundidade de penetracdo versus tempo de exposicdo das membranas as
forcas de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (v,= 1,09x10°mol.cm™)

intumescidas, a temperatura de 25°C.
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Figura 10.10: Profundidade de penetracdo versus tempo de exposi¢cdo das membranas
as forcas de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (1,=1,12x107

mol.cm™) intumescidas, & temperatura de 25°C.



| T T T T T | ' | ' | I I
0, 1N
0] Seesssssssssssssssnnsnnnnnnugy
2,
= 400,
3 Aa, “'0000000’2 \
S -10 4a, soee
A
5 e
| Ass,, 05N
Q Has
o -15- *
©
)
Q ]
©
)
5 -20 -
c
=
5 ]
al
-25 4
-30 4
- 1 - 1 1 T T T * 1
0 5 10 15 20 25 30
t(s)

114

Figura 10.11: Profundidade de penetracdo versus tempo de exposi¢do das membranas
as forcas de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (v,=1,20x10°

mol.cm™) intumescidas, & temperatura de 25°C.
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Figura 10.12: Mdédulo de Young das membranas intumescidas de PVAR (20°C) em
funcdo da densidade de reticulagbes. O desvio padrdo médio é de 18,35
MPa. {PVA)=16,18 MPa.
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10.1.4 — Caracterizacdo térmica das membranas

E fato bem conhecido da literatura que o processo de reticulacio exerce
influencia significativa nas propriedades térmicas de um polimero bem como na
temperatura de transicéo vitrea, 7,, entalpia de fuséo, AH,, temperatura de fuséo, 7,, e
percentual de cristalinidade, y..

A Figura 10.13 apresenta o termograma DSC de filmes de PVA com
diferentes densidades de reticulagbes. A partir deste termograma, foi obtido os valores
de AH, e y.e T,.

A influencia da densidade de reticulagGes, v., nos valores da 7, e 7,, dos
filmes de PVA sdo apresentados na Figura 10.14. Esta figura ndo apresenta curvas
obtidas por ajuste, mas apenas curvas de tendéncia. Verifica-se um aumento tanto da 7,,
e reducéo da 7, com o aumento de v,, sugerindo a formagdo de reticulagdes. O aumento
da 7,, pode ser atribuido a diminuicdo dos graus de liberdade das cadeias devido ao
aumento da densidade de reticulagdes. Em filmes com elevada densidade de
reticulacGes, as cadeias poliméricas ndo possuem energia suficiente para que ocorra o
movimento de translagdo de moléculas inteiras e 0s movimentos cooperativos de
extensdo e contragdo de segmentos da molécula necessarios para que ocorra a Ty,
provocando uma queda brusca no valor da 7.

Os valores obtidos para a 7, e T,, dos filmes ndo reticulados de PVA sdo
menores que os valores encontrados na literatura (7,=85 °C e 7,230 °C). Isto pode ser
atribuido a presenca de &gua nas amostras analisadas, que pode reduzir
significativamente o valor da T e 7},.°

A curva de tendéncia de AH,, e y. em funcdo de v, € apresentada na
Figura 10.15. A presenca de reticulacGes impede o alinhamento das cadeias poliméricas
necessario a formacéo de cristalitos, provocando a diminui¢do da y. com o aumento da

Ve.
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Figura 10.13: Termogramas DSC de filmes de PVA (A) e filmes reticulados de PVA:
1,=1,02x10° mol.cm™® (B), v= 1,09x10°mol.cm™ (C), v=1,12x10"

mol.cm™ (D), 1,=1,20x10° mol.cm™ (E).
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Figura 10.14: Dependéncia da temperatura de transi¢éo vitrea (7,) e da temperatura de

fusdo (7;,) com a densidade de reticulacdes (v.) de membranas de PVA.
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(7.) da densidade de reticulagGes (v.) de membranas de PVA.
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10.1.5 — Caracterizacéo Espectroscépica (UV/Vis, FTIR)

Neste trabalho o PVA e a Ftc foram utilizados em conjunto como matriz
para 0 biossensor e mediador de elétrons. E possivel que ocorra uma interagdo entre
essas duas moléculas, formando um complexo de transferéncia de carga (CTC) entre
elas. A formacgdo de CTC pode contribuir para as propriedades elétricas do material.
Para verificar se ocorreu a formacdo de CTC entre PVA e Ftc, foram feitas a
espectroscopia UV/Vis e FTIR de filmes de PVA/Ftc.

A Figura 10.16 apresenta os espectros eletronicos obtidos de filmes de
PVA, Ftc e PVA/Ftc. O espectro da Ftc se origina do sistema aromatico de orbitais com
elétrons 18 e da superposicdo de oOrbitas no atomo central de cobre. O sistema =«
conjugado leva a uma intensa absorcdo na regido do visivel. Os picos podem ser
atribuidos a transicdes diretas entre bandas do tipo n-n*. O espectro do PVA apresenta
duas bandas de absorcdo em 280 nm e 318 nm. A banda de absorcdo na regido de 280
nm pode ser relacionada a transi¢des do tipo n- ©* devido a liga¢des insaturadas, como
grupos carbonila de alta absorcdo na regido do UV nas extremidades da cadeia.>’ A
banda de absor¢do em torno de 318 nm pode estar relacionada a transi¢ées do tipo r« -
7* nos grupos OH das cadeias de PVA.

O espectro de absor¢édo dos filmes de PVA/Ftc possui um méaximo a 380
nm e esta banda pode ser associada a forma de coordenagdo das moléculas de Ftc na
matriz de PVA. Este espectro sugere a formacdo de um complexo de transferéncia de
cargas. Assumindo a formacdo deste complexo, os possiveis sitios de ligagdo séo 0s
grupos OH nas moléculas de PVA e os atomos de nitrogénio situados nos anéis
aromaticos da Ftc. Esta interacdo deve ser qualitativamente similar & protonag&o, pois 0s
grupos OH nas moléculas de PVA aparentam possuir um forte carater aceitador de
elétrons e neste caso é esperado um deslocamento no espectro UV/Vis do PVA,

conduzindo a um aumento na ordem da ligacdo C-O nas cadeias de PVA.
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Figura 10.16: Espectro UV/Vis de solucdes aquosas de Ftc, PVA e PVA/Ftc a

temperatura de 25 °C.

O espectro vibracional FTIR pode oferecer informagdes valiosas a
respeito das interacdes entre o mediador (Ftc) e a matriz polimérica. Neste trabalho
foram estudados o espectro infravermelho (FTIR) de filmes de PVA, Ftc e PVA/Ftc
com concentragdes de Ftc de 30, 17 e 5 m/m%. Os espectros FTIR foram obtidos a
temperatura ambiente (25 °C).

Lembrando-se que o PVA é um copolimero composto de PVA e PVAC, a
estrutura do PVA apresenta trés diferentes tipos de ligacdes C-H: metil, metileno, e
meteno. Cada um desses tipos possui bandas de absorcdo caracteristicas. Uma analise
do espectro FTIR do PVA (Figuras 10.17 e 10.18 - A) revela bandas de absorcao tipicas

do estiramento da ligacdo C-H em agrupamento metileno na regido proxima a 2924 e



122

2853 cm™. Bandas tipicas do estiramento da ligacdo C-H de agrupamentos metil séo
observadas na regido de 2964,1451 e 1372 cm™. Bandas caracteristicas da deformacéo
angular da ligacdo C-H em agrupamentos metileno e meteno sdo observadas
respectivamente na regido de 1451 e 2900 cm™. Na regido de 1141 observam-se bandas
caracteristicas das ligacbes C-C do esqueleto central da cadeia de PVA. As bandas
caracteristicas das ligac®es O-H encontram-se na regi&o de 720 a 590 cm™. Na regio de
870 a 1100 cm™ localizam-se as bandas de forte absorcdo, caracteristicas do estiramento
da ligagdo C-O associada a &lcool secundario.®*!

A anélise do espectro FTIR da Ftc (Figuras 10.17 e 10.18 - E) revela
bandas de absorc¢éo caracteristicas das ligagdes C-C dos anéis aromaticos mais externos
da molécula nas regides de 1530, 1408, 1299, 1000, 793 e 643 cm™. As bandas relativas
as ligagBes C-H situam-se nas regides de 2870, 1190, 1152, 1105-1000 e 945 cm™. As
bandas situadas nas regides de 1472, 895 e 760 cm™ estdo relacionadas as ligagdes C-N-
C. Em 643 cm™ localiza-se a banda caracteristica das ligacdes N-Cu-N.2%12

Observando-se o espetro FTIR dos filmes de PVA/Ftc, percebe-se o
deslocamento de algumas bandas relacionadas as ligagcbes C-H do PVA e da Ftc: a
banda situada em 2925 cm™ sofreu um deslocamento para 2929 cm™ na amostra de Ftc
30 m/m%, e foi decomposto em dois picos a 2928 e 2921 cm™ na amostra 17 m/m%; os
picos situados em 2870 cm™ no espectro da Ftc e 2853 na amostra de PVA sofreram
deslocamento para 2868 cm™ na amostra 30 m/m%, 2858 cm™ na 17 m/m% e foi
decomposto em trés bandas situadas em 2857, 2869 e 2883 cm™ na amostra 5 m/m%.
As bandas relacionadas & ligacdo C-H da Ftc situadas em 1105, 1095 e 1078 cm™ e a
banda relacionada & ligagdo C-O do PVA situada em 1073 cm™ integradas em uma
(nica banca localizada em 1078 cm™ na amostra 30 m/m%, 1076 nas amostra 17 e 5
m/m%. A banda caracteristica da ligagdo C-N-C da Ftc, situada a 895 sofreu um
deslocamento para 879, 875 e 872 cm™ nas amostras de 30, 17 e 5 m/m%
respectivamente.

Os deslocamentos de bandas observadas nos espectros dos filmes de
PVA/Ftc sugerem a ocorréncia de uma interacdo entre as duas moléculas, formando um
complexo de transferéncia de cargas. Considerando a formagdo desse complexo, 0s
possiveis sitios de interacdo entre as duas moléculas sédo os atomos de H e N da Ftc com
0s agrupamentos hidroxilas do PVA.

A formacdo de CTC entre o mediador de elétrons Ftc e o PVA pode ser

analisada utilizando a modelagem molecular. Esta andlise é importante para a
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compreensdo do mecanismo de formacdo do complexo e como auxilio na interpretacéo
dos resultados experimentais. A seguir, serdo discutidos os principais resultados obtidos

neste trabalho.
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Figura 10.17: Espectro infravermelho na regido de 600 cm™ a 2000 cm™ de filmes de
PVA (A), PVA/Ftc 5 m/m% (B), PVA/Ftc 17 m/m% (C), PVA/Ftc 30
m/m% (D) e Ftc (E).



124

(A)
(B)

(©)
(D)

W

Transmitancia (u.a.)

T
3500 3250 3000 2750 2500

L] I L]
NUmero de onda (cm™)

Figura 10.18: Espectro infravermelho na regido de 3500 cm™ a 2500 cm™ de filmes de
PVA (A), PVA/Ftc 5 m/m% (B), PVA/Ftc 17 m/m% (C), PVA/Ftc 30
m/m% (D) e Ftc (E).
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10.2 - Modelagem molecular do sistema PVA/Ftc

Para melhorar a compreensao do mecanismo de conducéo nos filmes de
PVA/Ftc e de seu espectro infravermelho, a interagdo entre as moléculas de PVA e Ftc
foi investigada através de modelagem molecular. Os célculos foram realizados de
acordo com o método semi-empirico PM3-d, utilizando o software Spartan em um
computador Pentium 4 de 2.2 GHz, 1 Gb de memdria com o sistema operacional Linux.

Foram obtidos parametros relacionados a estrutura eletronica das
referidas moléculas, como isosuperficies de densidade eletrénica e potencial de
ionizacdo, potencial eletrostatico e orbitais moleculares HOMO e LUMO

A superficie de isodensidade de elétrons reflete a forma e o tamanho de
uma molécula atraves de sua nuvem eletrénica. Esta superficie nos revela se realmente
existe uma ligagdo quimica entre todos os &tomos de uma molécula. O potencial de
ionizacdo mostra a facilidade de remocao de um elétron de uma regido da molécula.

As Figuras 10.19 a 10.21 apresentam o potencial de ionizagdo mapeado
em uma superficie de isodensidade eletrénica para as moléculas de PVA, Ftc e para o
complexo PVA/Ftc. Nessas figuras, as cores proximas ao azul mostram regides de alto
potencial de ionizagdo enquanto as cores proximas ao vermelho mostram regifes de
baixo potencial de ionizacdo. O mapa de potencial de ionizacdo para a molécula de
PVA (Figura 10.19) mostra baixos valores de potencial de ionizacdo na regido dos
agrupamentos OH e altos valores ao longo da base da cadeia. Para a molécula de Ftc
(Figura 10.20), o mapa mostra baixos potenciais de ionizacdo na regido do atomo
metalico central e dos atomos de nitrogénio da molécula.

A Figura 10.21 apresenta o mapa de potencial de ionizacdo para o
sistema PVA/Ftc. Para produzir este mapa, a posi¢do escolhida para a molécula de Ftc
foi a regido central da cadeia de PVA. Observa-se altos valores de potencial de
ionizacdo na regido das ligacbes N-C=N e das ligacdes C-H na periferia da molécula de
Ftc, e na cadeia carbonica central da molécula de PVA. Este mapa revela uma interacdo
entre os grupos OH do PVA (baixo potencial de ionizacdo) com a e a regido das
ligacbes C-N-C e das ligacdes C-H da periferia da molécula de Ftc (alto potencial de
ionizacdo), sugerindo a formacdo de um complexo de transferéncia de carga através da

sobreposicao dos orbitais = das moléculas de PVA e CuPhc.
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Figura 10.19: Potencial de ionizacdo mapeado numa superficie de isodensidade
eletrénica para o PVA.

24.579
23.915
23.250
22.586
21.922
21.258
20.593
19.929
19.265

16.608
15.944
15.279

Figura 10.20: Potencial de ionizacdo mapeado numa superficie de isodensidade
eletrbnica para a Ftc.
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Figura 10.21: Potencial de ionizacdo mapeado numa superficie de isodensidade

eletronica para o sistema PVA/Ftc.

O mapa de potencial eletrostatico (MEP) reflete a localizacdo dos
elétrons © de uma molécula. As Figuras 10.22 e 10.23 mostram o MEP para as
moléculas de PVA e de Ftc. O MEP para a molécula de PVA (Figura 10.22) revela uma
grande concentracdo de carga em torno dos grupos OH. O mapa para a molécula de Ftc
(Figura 10.23) mostra uma grande concentracdo de cargas em torno dos atomos de N e
do 4tomo de Cu central.

Figura 10.22: Superficie de potencial eletrostatico para o PVA.
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Figura 10.23: Superficie de potencial eletrostatico para a Ftc.

Os orbitais moleculares HOMO e LUMO séo de particular interesse, ja
gue estdo intimamente relacionados com a condutividade elétrica do material. Estes
orbitais sdo também importantes por serem envolvidos em reacdes quimicas, ja que 0s
elétrons que podem ser doados se localizam no orbital HOMO.

A superficie dos orbitais moleculares podem se estender sobre um ou
mais &tomos. Superficies de orbitais moleculares restritas a apenas um atomo sédo
chamadas de orbitais ndo ligante, enquanto superficies que se estendem sobre a regido
de ligacdo de atomos vizinhos sdo chamadas orbitais ligante. A adicdo de elétrons em
um orbital ndo ligante enfraquece a ligacdo, aumentando sua distancia, enquanto a
remocao de elétrons deste orbital provoca o efeito oposto. A adi¢do de elétrons em um
orbital ligante, a ligagdo entre os atomos irdo se fortalecer, diminuindo a distancia de
ligacdo. A remocéo de elétrons causa o efeito oposto.

As Figuras 10.24 a 10.26 apresentam o orbital HOMO para as moléculas
de PVA e Ftc e para o sistema PVA/Ftc. A superficie de cor vermelha indica a parte
negativa da funcdo de onda e a de cor azul, a parte positiva. Na molécula de PVA, o
orbital HOMO se concentra na regido das ligagbes C=0 e/ou C=C na extremidade da

cadeia (Figura 10.24). Na molécula de Ftc, o orbital HOMO se localiza em torno dos
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atomos de N e do a&tomo de Cu central. O tipo de orbital predominante é o ndo ligante,
sendo que existem orbitais ligante apenas em torno de ligacbes C=N. No sistema
PVA/Ftc, o orbital HOMO se localiza apenas sobre a molécula de Ftc, de forma similar

a molécula de Ftc isolada.

Figura 10.24: Superficie do orbital HOMO para o PVA

&

Figura 10.25: Superficie do orbital HOMO para a Ftc.
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Figura 10.26: Superficie do orbital HOMO para o sistema PVA/Ftc.

As Figuras 10.27 a 10.29 apresentam os orbitais LUMO para as
moléculas de PVA, Ftc e para o sistema PVA/Ftc. A superficie de cor vermelha indica a
parte negativa da funcdo de onda e a de cor azul, a parte positiva. Para a molécula de
PVA, o orbital LUMO se localiza na extremidade oposta ao orbital HOMO. Nesta
molécula, o orbital LUMO se concentra em torno dos agrupamentos hidroxilas e dos
atomos de carbono da cadeia central. Para a molécula de Ftc, o orbital LUMO se
localiza em torno dos &tomos de carbono. Os orbitais ligantes predominam em torno das
ligacGes C=C. Para o sistema PVC/Ftc, os orbitais LUMO se localizam apenas sobre a

molécula de Ftc, se distribuindo da mesma forma que a molécula de Ftc isolada.

Figura 10.27: Superficie do orbital LUMO para o PVA.
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Figura 10.28: Superficie do orbital LUMO para a Ftc.

Figura 10.29: Superficie do orbital LUMO para o sistema PVA/Ftc.

A Tabela 10.2 mostra os valores do calor de formacgédo AHj orbitais
HOMO, LUMO e largura da banda proibida, AE, para as moléculas de PVA, Ftc e
PVA/Ftc. As moléculas de PVA foram modeladas com grau de polimerizacdo igual a

20. O calor de formacdo da molécula de Ftc é exotérmico e o do PVA e PVA/Ftc €
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endotérmico. O sistema PVA/Ftc possui 0 menor calor de formac&o, indicando que este
sistema é mais estavel termodinamicamente que as outras moléculas. O valor calculado
da energia da banda proibida do PVA é maior que a energia da banda proibida da Ftc,
sugerindo que o PVA possui menor condutividade elétrica que a Ftc. O sistema
PVA/Ftc possui menor valor de AE que o PVA, mostrando que a molécula de Ftc pode
promover o aumento da condutividade em filmes de PVA.

O aumento da condutividade da matriz causa um efeito positivo no
biossensor, pois facilita o escoamento, para o eletrodo, dos elétrons gerados pela
oxidacdo do peroxido de hidrogénio pelo mediador. Desta forma, espera-se um aumento
na corrente gerada pelo dispositivo quando em funcionamento, o que pode aumentar a

sensibilidade do biossensor.

Tabela 10.2: Energias do calor de formagao AHj, orbitais HOMO e LUMO e largura da
banda proibida, AFE, para as moléculas de PVA, Ftc e PVAJ/Ftc,

calculados pelo método PM3-d.

Molécula  AH,(Kcal/mol) HOMO (eV)  LUMO (eV) AE (eV)
Ftc 297,753 -8,292 -1,347 6,945
PVA -521,627 -10,211 -2,178 8,033
PVA/Ftc -789,308 -8,650 -1,681 6,961

10.3 — Caracterizacao elétrica do biossensor

A caracterizacdo espectroscopica e a modelagem molecular mostraram
que ocorre a formacdo de um CTC entre a matriz de PVA e o mediador de elétrons Ftc.
A formacdo desse complexo pode exercer grande influéncia nas propriedades elétricas
dos filmes de PVA/Ftc. Por sua vez, as propriedades elétricas da matriz do biossensor
influenciam em seu desempenho, determinando a ordem de grandeza do sinal obtido e
influenciando na sensibilidade do biossensor.

A Figura 10.30 apresenta a curva de tendéncia da condutividade elétrica
de filmes de PVA/Ftc em fungéo da temperatura. Observou-se um aumento exponencial
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da condutividade com o aumento da temperatura. As amostras com maior concentracdo
de Ftc apresentaram maior condutividade elétrica. A curva de tendéncia apresentada
pela Figura 10.31 mostra a varia¢do da condutividade em funcdo da concentracdo de Ftc
para membranas de PVA/Ftc a diferentes temperaturas. Foi observado um grande
aumento da condutividade com o aumento da temperatura e da concentragdo de Ftc.
Estes resultados indicam que a condutividade dos filmes de PVA/Ftc pode ser
classificada como por saltos termicamente ativados de estados localizados para estados
estendidos na banda de valéncia. Os buracos deixados podem contribuir para a
conducdo através de saltos entre estados localizados. O mecanismo de condugdo nesse

material pode entdo ser descrito pelo modelo de conducdo por saltos, onde
ooexp(Ty/T)*. As membranas de PVA e PVA/Ftic com 5 m/m% de Fic,

apresentaram valores de « = 0,25, indicando a predominancia do mecanismo de saltos
de alcance variado (mecanismo de Mott). As membranas de PVA/Ftc com 17 e 30
m/m% de Ftc apresentaram valores de « = 0,50, indicando a predominancia do
mecanismo de saltos entre vizinhos mais proximos (mecanismo de Efros).

A Figura 10.32, mostra a dependéncia da energia de ativacdo com a
concentracdo de Ftc dos filmes estudados. Houve um grande aumento de AE com o
aumento da concentracdo de ftalocianina.

Apesar do mecanismo de Mott exigir menor energia de ativacdo, a maior
distancia entre os saltos leva a menor probabilidade de tunelamento, ou seja, a menor
probabilidade de ocorréncia do salto (Equacdo 7.4). Em consequéncia, tipicamente, 0
mecanismo de Mott se manifesta em materiais com menor condutividade do que os
materiais onde se manifestam tipicamente o mecanismo de Efros, como ocorreu nas
membranas de PVA/Ftc.
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Figura 10.30: Dependéncia de ¢ com a temperatura, de filmes de PVA/Ftc com
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20 m/m % (D).
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10.4 — Conclusdes parciais

Os principais resultados obtidos com relacdo a caracterizacdo da matriz
polimérica do biossensor sdo: i) A reticulagdo das membranas de PVA levou a formagéo
de poros, o que pode melhorar a estabilidade da enzima ocluida e facilitar a difuséo do
analito no biossensor; ii) A capacidade de sorcdo de agua das membranas de PVA
aumenta com o aumento da temperatura e diminui com o aumento da densidade de
reticulacdes. iii) O mddulo de Young das membranas cresceu linearmente com a
densidade de reticulagdes; iv) O grau de cristalinidade diminuiu e a temperatura de
transicdo vitrea aumentou com o aumento da densidade de reticulagbes; v) A
caracterizacdo espectroscopica do sistema PVA/Ftc mostrou que ocorre a formacéo de
um CTC entre as moléculas de PVA e Ftc. Este resultado foi confirmado atraves da
modelagem molecular deste sistema; vi) A Ftc aumentou a condutividade elétrica da
matriz (PVA) do biossensor. Este resultado pode ser atribuido & formacdo do CTC. O
mecanismo de conducdo do sistema PVA/Ftc pode ser classificado com o mecanismo
de saltos termicamente ativado, predominando o mecanismo de Mott para baixas
concentragOes de Ftc e 0 mecanismo de Efros para concentragdes maiores de Ftc.

Estes resultados mostram que membranas de PVA/Ftc reticuladas com
H3BO3; possuem caracteristicas fisico-quimicas que garantem boa funcionalidade e

estabilidade quanto a sua utilizacdo no projeto de biossensores clinicos.
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CAPITULO 11 - ANALISE DA PERFORMANCE DO BIOSSENSOR

11.1 — Analise da performance

O biossensor para colesterol foi analisado através de ensaios in vitro com
solucdes de colesterol de concentracBes entre 0 mM e 5,17 mM. A medida da resposta
do biossensor foi feita em um multimetro Keithley modelo K-237, lendo-se a corrente
gerada pelo dispositivo em funcdo do tempo.

A Figura 11.1 mostra o sinal obtido pelo sensor para uma concentracdo
de colesterol de 1,3 mM. O biossensor apresentou um sinal na ordem de nA, com Varios
picos de corrente ao longo do tempo. O sensor, para as demais concentracoes,
apresentou um sinal de forma equivalente. A ordem de grandeza do sinal apresentado é
a mesma dos biossensores comerciais ja existentes no mercado.

Para a construcdo da curva de calibracdo do biossensor, foi utilizada a
média dos trés picos de corrente mais elevados no intervalo de 0 s a 12 s, produzidos a
partir da reacdo bioquimica. A Figura 11.2 mostra a curva de calibragdo do sensor, onde
cada ponto representa a média do resultado obtido de quatro diferentes sensores.
Observou-se uma boa linearidade (R?=0,96) para concentracdes de colesterol entre 0 e
5,17 mM. Neste caso, a concentracdo de colesterol pode ser determinada através da
seguinte relagéo:

i =-3,70x107° +1,41x10 "¢ (R?=0,96)
sendo ¢ a concentragao de colesterol.

Para concentracOes elevadas de colesterol observou-se um aumento no
desvio padrdo do sinal do biossensor. Esta observacdo pode ser devido a grande
diferenca entre o parametro de solubilidade, 6, do PVA e do colesterol (Tabela 11.1),
que pode influenciar na difusdo das moléculas de colesterol na matriz polimérica do
biossensor. Como ja visto anteriormente, 6, determina se uma molécula tem ou nédo a
capacidade de se difundir no polimero. A proximidade dos valores de sentre 0 PVA e a
agua indica que existe uma grande forca de interacdo entre essas duas moléculas, o que
permite a difusdo da &gua no polimero. Como o valor de & para a molécula de colesterol
é distante do valor de 6 da agua, entdo a forga de interagdo entre o colesterol e o PVA é

fraca, prejudicado a difuséo do colesterol na matriz do biossensor.
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Tabela 11.1: Parametro de solubilidade para o PVA?, 4gua’ e para o colesterol .

Substancia 5(caI1’2/cm3’2)
PVA 19,10
Agua 23,40
Colesterol 9,40
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Figura 11.1: Sinal obtido pelo biossensor para uma solucdo de colesterol com
concentracdo de 2,58 mM, a temperatura de 37 °C.
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1 Y=-3,70x10°+1,41x107c '

1 R’=0,96 T

Corrente (nA)

Concentracéo de colesterol (mM)

Figura 11.2: Curva de calibragcdo do sensor para colesterol. Cada ponto representa a
média da resposta produzida por quatro diferentes sensores.
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11.2 — Conclus0es parciais

Os niveis de colesterol no organismo humano, em um individuo com
dislipidemia, pode chegar a niveis de 6,20 mM.* Desta forma, o sensor de colesterol
obtido possui sensibilidade adequada para a determinacdo de colesterol no plasma
sanguineo. O biossensor apresentou uma boa linearidade (R?=0,96) e intensidade de
sinal na ordem de nA. A intensidade de sinal do biossensor obtido é comparavel a da
literatura®®, como também & do biossensor comercial para glicose da marca Roche,

linha Accu-Chek, testado em nosso laboratério.
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CAPITULO 12 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Como foi exposto anteriormente, 0o numero de pessoas com
dislipidemias é grande no Brasil e no mundo. Os altos niveis de colesterol no
sangue é o principal fator de risco para o desenvolvimento de doenca arterial
coronariana. Sistemas inteligentes para 0 monitoramento colesterol representam
um elevado potencial de crescimento mercadoldgico. Os biossensores ja tém sido
utilizados para tal finalidade, contudo, ainda é grande o nimero de pessoas que
ainda ndo tém acesso ao monitoramento de seus niveis de colesterol, devido ao
alto custo dos dispositivos atuais. Neste sentido, espera-se que o presente trabalho
possa ter despertado a necessidade do desenvolvimento de biossensores em nosso
pais. Porém, € reconhecido que o caminho a ser percorrido ainda € longo.

Algumas etapas necessitam ser estudadas e analisadas
cuidadosamente quanto ao projeto de um biossensor de colesterol genuinamente
nacional. Tais etapas, que ndo foram executadas em nosso trabalho devido ao
bindmio tempo x instrumentacao, serdo objetos de trabalhos futuros. Assim, pode-
se dizer que as perspectivas futuras desse trabalho séo:

1

Calcular os parametros cinéticos das enzimas imobilizadas e
verificar a influéncia do processo de imobilizacdo na atividade
enzimatica;

2- Estudar a estabilidade e tempo de vida do biossensor;

3- Considerando-se que um biossensor envolve, aléem de um eletrodo
enzimatico, um sistema de aquisi¢cdo de sinais em tempo real, é
proposto a otimizagdo e miniaturizagdo do circuito usado, bem
como a elaboracdo de um software para digitalizacéo de sinais;

4- Testar o sensor incorporando a enzima glicose oxidase na matriz,
criando um sistema multienzimatico para a analise de glicose
simultaneamente ao colesterol;

5- Aplicar os principios de inteligéncia artificial na aquisicdo e
interpretacdo  dos  sinais  oriundos de um  biossensor
multienzimatico;

6- Avaliar as propriedades hemocompativeis do biossensor

desenvolvido com vistas a obtencao de biossensores implantaveis.



