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RESUMO 

 

 

Neste trabalho foi desenvolvido um novo biossensor para determinação 

de colesterol baseado na imobilização da enzima colesterol oxidase (COx) em uma 

matriz de poli(álcool vinílico) (PVA) reticulada com ácido bórico e com ftalocianina de 

cobre (Ftc) como mediador de elétrons. O biossensor foi obtido através da técnica da 

evaporação do solvente a partir de uma solução contendo Ftc e COx. As membranas 

reticuladas de PVA foram caracterizadas por calorimetria diferencial exploratória 

(DSC), análise termogravimétrica (TMA) e espectroscopia eletrônica (UV/Vis) e 

vibracional (FTIR). O transporte de água através da membrana do biossensor foi 

estudada. Os resultados da análise DSC e TMA indicaram que tanto a temperatura de 

transição vítrea (Tg) quanto o módulo de Young cresceram com o aumento da densidade 

de reticulações do hidrogel. O coeficiente de difusão de água diminuiu com o aumento 

da densidade de reticulações, indicando que a reticulação das membranas diminuiu a 

mobilidade da água na estrutura PVA/Borato. Cálculos semi-empirícos pela 

metodologia PM3-d foram realizados no complexo PVA/Ftc. Os parâmetros 

geométricos, calor de formação, potencial de ionização e orbitais HOMO-LUMO foram 

calculados e comparados com a o espectro vibracional (FTIR) e os resultados da 

caracterização elétrica. O biossensor desenvolvido foi utilizado para determinação de 

colesterol com grande eficiência. Sob condições ótimas, o biossensor apresentou uma 

resposta linear para concentrações de colesterol de 0.1 mM a 5.17 mM, com uma 

resposta rápida (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 (Tg) 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.  
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CAPÍTULO 1 – ASPECTOS GERAIS DO TRABALHO 

 

 

1.1 - O colesterol 

 

Lipídios são substâncias insolúveis em água e de grande importância 

para o organismo humano. Os principais lipídios presentes no plasma sanguíneo são os 

ácidos graxos, os triglicérides e o colesterol livre e esterificado. O colesterol (Figura 

1.1) é um precursor dos hormônios adrenal, ovariano e testosterona, dos ácidos biliares, 

da vitamina D, além de desempenhar importantes funções em membranas celulares, 

influenciando no estado de ativação de enzimas ligadas as membranas. Em algumas 

condições os lipídios podem se tornar a principal fonte de energia do organismo, como 

na falta absoluta de insulina, o que impede a metabolização de carboidratos. 1-3

 

 

               
  (A)       (B) 

 

Figura 1.1: Estrutura química da molécula de colesterol (A) e estrutura obtida por 

modelagem molecular da molécula de colesterol (B). 

 

 

O transporte de lipídeos no sangue é realizado por lipoproteínas. 

Lipoproteínas são partículas que transportam lipídeos apolares (insolúveis em água) em 

seu núcleo. Esses complexos são constituídos por quantidades variáveis de colesterol e 

seus ésteres, triglicérides, fosfolipídeos e apolipoproteínas. Devido a natureza 

hidrofílica da parte protéica, as lipoproteínas são solúveis em água. Com base na 

densidade, as lipoproteínas são classificadas como: quilomícrons, lipoproteínas de 

densidade muito baixa (VLDL), lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de 
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alta densidade (HDL). As HDL exercem importante papel no transporte de colesterol 

dos tecidos periféricos para o fígado, onde é catabolizado e eliminado. As HDL 

funcionam como removedores de colesterol do sangue. Neste caso, está demonstrado 

pela literatura que a ocorrência de doenças cardiovasculares é maior em indivíduos com 

níveis reduzidos de HDL. 

As lipoproteínas VLDL transportam colesterol e ésteres de colesterol do 

fígado para outros tecidos onde, através da perda de triglicerídeos, sofre a redução do 

tamanho da molécula e aumento da densidade, transformando em LDL. O colesterol 

LDL constitui dois terços do colesterol total plasmático e está diretamente relacionado a 

doenças vasculares. 

Cerca de 25% do colesterol plasmático é proveniente da dieta e o restante 

é sintetizado pelo fígado. O colesterol está presente no plasma tanto na forma livre 

(30% do total) quanto na forma esterificada (70% do total). Nesta última forma, a 

molécula de colesterol está ligada a ácidos graxos. Em um indivíduo adulto, o valor de 

referência para o colesterol total é de 5,17 mM. O valor limítrofe é de 6,20 mM, sendo 

que acima deste valor, é considerado alto. 

Dislipidemias são desvios anormais no valor das frações lipídicas no 

organismo. Os principais fatores que contribuem para a presença de valores aumentados 

dos níveis de colesterol HDL (hipercolesterolemia) são a ingestão de bebidas alcoólicas, 

ingestão de colesterol na dieta, diabetes, obesidade, hipotiroidismo e idade. Valores 

aumentados do colesterol HDL podem ser atribuídos também a cirrose biliar, hepatite 

crônica e ingestão de fármacos enquanto valores reduzidos são atribuídos ao diabetes 

melitos, doença renal, obesidade e sedentarismo. Valores aumentados do colesterol 

LDL podem ser atribuídos a anorexia nervosa, diabetes melitos e insuficiência renal. A 

dislipidemias podem ainda ser causadas por distúrbios genéticos, que podem se 

manifestar sob influencia de má alimentação, uso de medicamento ou presença de 

outras doenças. Valores reduzidos do colesterol são encontrados no hipertireoidismo e 

desnutrição crônica. 

Nas últimas décadas, a desordem de uma ou mais frações lipídicas no 

sangue (dislipidemias) tem sido relacionadas com a mortalidade devido a doenças 

cardiovasculares e/ou pancreática. Estudo sugerem que cerca de 75% dos casos de 

enfermidade arterial coronariana (infarto do miocárdio, morte súbita) são atribuídos a 

três fatores principais: tabagismo, hipertensão e hipercolesterolemia. Esses mesmos 

fatores de risco são eficazes na aterosclerose cerebral. 
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A aterosclerose caracteriza-se pelo acúmulo de lipídeos dentro e ao redor 

das células do espaço intimal de um vaso e está associada com a proliferação celular e 

fibrose que provocam o seu estreitamento. O colesterol presente na parece arterial é 

proveniente principalmente das lipoproteínas LDL. Apesar das placas ateroscleróticas 

serem estruturas complexas, o colesterol-LDL pode ser apontado como uma das causas 

principais de sua formação. A Figura 1.2 mostra um vaso obstruído pelo acúmulo de 

tecido fibro gorduroso, representado pela parte mais clara da imagem. 1-4 

 

 

 

(A) 

Figura 1.2: Colapso da parede arterial devido ao acúmulo de tecido fibro gorduroso 

(A).3

 

 

Atualmente existem poucos dados disponíveis na literatura quanto aos 

níveis de colesterol presente no sangue da população mundial, em especial sobre a 

brasileira. Estudos da década de 1990 indicaram que nos Estados Unidos, cerca de 41% 

dos indivíduos adultos possuem taxas elevadas (> 5,17 mM) de colesterol no sangue, 

enquanto 18% dos adultos possuem um risco elevado de desenvolverem doença arterial 

coronariana e cerca de 7% já desenvolveram. Estudos datados de 2002, na cidade do 

Rio de Janeiro indicaram que, entre os indivíduos com valores mais elevados de 

insulina no sangue, 64,3% apresentam diagnóstico de dislipidemia.5-7
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1.2 – Método clínico tradicional para dosagem de colesterol 

 

Em geral, a determinação de colesterol é feita por métodos baseados em 

espectrofotometria na região do UV/Vis, envolvendo procedimentos complicados e de 

elevado custo devido à grande quantidade de enzima requerida para efetuar uma única 

análise. 

O método tradicional enzimático-colorimétrico para determinação de 

colesterol total utiliza-se de soro ou plasma sanguíneo. Este método envolve uma reação 

de hidrolise dos ésteres de colesterol pela enzima colesterol esterease (CEs), formando 

colesterol livre e ácidos graxos. Em seguida, o hemometabólito sofre oxidação pela 

enzima colesterol-oxidase (COx), formando peróxido de hidrogênio. Este, reagindo com 

fenol e 4-aminoantipirina, catalisado pela peroxidase (POx) produz um complexo de cor 

avermelhada. A absorvância desse complexo, medida por espectrofotometria 

(λ=500nm), é proporcional a concentração de colesterol na amostra. Estas reações se 

processam de acordo com a Figura 1.3, abaixo.8-9

 

Ésteres de colesterol Colesterol + Ácidos graxos ⎯→⎯CEs

 

Colesterol + O2 Colest-4-en-ona + H2O2⎯⎯→⎯COx

 
 

H2O2 + fenol + 4-Aminoantipirina 4H2O + quinoneimina ⎯⎯→⎯POx

 
 

Figura 1.3: Figura esquemática das etapas envolvidas na metodologia tradicional para 

dosagem de colesterol no sangue. 
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1.3 – Considerações finais 

 

O estabelecimento da relação entre os altos níveis de colesterol no 

sangue e o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares alerta para a 

necessidade do acompanhamento dos níveis de colesterol de cada individuo. O 

conhecimento do nível de colesterol sanguíneo da população permite o estabelecimento 

de medidas para contenção desses níveis, envolvendo a reeducação alimentar e o 

incentivo a prática de exercícios físicos. Entretanto, é necessária a disponibilidade de 

métodos rápidos, precisos e reprodutíveis 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 mão de obra 

especializada e grande infra-estrutura laboratorial. As informações apresentadas neste 

capítulo compõem a motivação deste trabalho, que apresenta uma contribuição ao 

desenvolvimento de biossensores clínicos para monitoração de colesterol. 

A compreensão da estrutura e mecanismo de ação dos biocatalizadores 

envolvidos nas reações para a quantificação de colesterol é de fundamental importância 

para o projeto dos biossensores, possibilitando o desenvolvimento de projetos que 

aproveitem ao máximo a capacidade catalítica da enzima. Estes aspectos serão 

abordados a seguir. 
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CAPÍTULO 2 – BIOCATALIZADORES 

 

 

2.1 – Noções gerais 

 

Uma das condições fundamentais para a vida é a capacidade de catalisar 

reações químicas de forma eficiente e seletiva, frente as necessidade de obter energia e 

substâncias em um curto intervalo de tempo. Em sistemas biológicos, as moléculas 

encarregadas de catalisar reações são as enzimas.1,2

As enzimas são proteínas globulares e, como toda proteína, são 

heteropolímeros que podem ser constituídos por vinte diferentes aminoácidos. Algumas 

incluem em sua estrutura um grupo não-protéico. São moléculas com elevado peso 

molecular, variando entre 5 e 1.000 kDa. Os aminoácidos componentes das proteínas 

apresentam em comum um átomo de carbono ligado a uma carboxila, a um grupo amino 

e a um átomo de hidrogênio. O quarto grupo ligado ao carbono é uma cadeia (R), 

específica de cada aminoácido. O que caracteriza cada enzima é a quantidade de 

aminoácidos presentes em sua estrutura e a ordem em que eles se encontram.  

As enzimas, graças à sua estrutura complexa, possuem um alto grau de 

especificidade por seus substratos e funcionam em soluções aquosas sob condições 

ótimas de temperatura e pH.1,3 Deve-se observar que os aminoácidos reagem entre si 

através de seus agrupamentos carboxila e amino, formando uma estrutura polipeptídica 

que caracteriza a estrutura primária de uma enzima (Figura 2.1 - A). A cadeia peptídica 

pode se organizar em uma estrutura secundária em hélice (Figura 2.1 – B) ou em folha 

(Figura 2.2 - C), através do arranjo paralelo de dois ou mais segmentos de cadeias 

peptídicas quase totalmente distendidas, através de pontes de hidrogênio. As enzimas 

apresentam estas duas estruturas secundárias simultaneamente. A estrutura 

tridimensional que as enzimas assumem em solução é descrita pela estrutura terciária 

(Figura 2.2 - D). Esta estrutura é composta por dobras e enrolamentos provocadas pelas 

interações hidrofóbicas entre os grupos R e a água. A estrutura quaternária (Figura 2.3 - 

E) é a organização presente nas proteínas compostas por mais de uma cadeia 

polipeptídica e descreve quantos e quais monômeros compõem a molécula e como estes 

monômeros estão associados. 
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Figura 2.1: Estruturas primaria (A), secundária em folha (B), secundária em hélice (C), 

terciária (D) e quaternária (E) das enzimas.2

 

 

As enzimas podem ser produzidas, industrialmente, a partir de diversas 

diferentes fontes. Elas podem ser extraídas de animais e plantas, porém, as principais 

fontes são os microorganismos. A produção a partir de fungos e bactérias permite a 

redução dos custos de produção, por serem uma fonte de mais fácil reposição através de 

uma origem segura e por oferecerem enzimas de alta pureza. 

As técnicas de produção de enzimas geralmente envolvem a 

fermentação, para a produção de microorganismos em larga escala. A sua purificação 

pode ser efetuada por métodos como centrifugação, filtração e cromatografia. 

Atualmente, um número muito grande de enzimas possuem aplicações industriais, como 

nas áreas de análises químicas e clínicas, produção de detergentes, indústria alimentícia 

e na construção de biossensores para a monitoração de hemometabólitos.2

Para a compreensão do mecanismo de ação das enzimas, é fundamental o 

estudo dos fatores termodinâmicos e bioquímicos envolvidos no processo biocatalítico. 
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2.1 - Aspectos termodinâmicos dos biocatalizadores 

 

Todos os processos que ocorrem no universo estão sujeitos às leis 

básicas da termodinâmica. As reações que se verificam nas células vivas não são 

exceções. De acordo com a primeira lei da termodinâmica, a energia não pode ser criada 

nem destruída. Em qualquer processo uma forma de energia pode ser convertida em 

outra, porém a energia total do sistema somada à de sua vizinhança permanece 

constante. Portanto, a primeira lei da termodinâmica é simplesmente uma lei da 

conservação da energia. Nada é mencionado a respeito da utilidade das diferentes 

formas de energia ou sobre a direção de um processo ou reação.4

A segunda lei da termodinâmica afirma que todos os processos que 

ocorrem naturalmente evoluem numa direção que leva a um nível mínimo de energia 

potencial, isto é, a uma posição de equilíbrio estável. Essas reações espontâneas liberam 

energia à medida que tendem ao equilíbrio e, teoricamente, a energia pode ser utilizada 

para produzir trabalho. A variação total de energia do sistema, ∆G, é denominada 

energia Livre de Gibbs. O valor de ∆G, dado pela Equação 2.1, indica o sentido da 

reação: se menor que zero, a reação ocorre espontaneamente. O fato de uma reação 

apresentar ∆G < 0 não significa que a reação se processa a alta velocidade.  

kRTG ln−=∆        (2.1) 

A velocidade de qualquer reação química homogênea depende da 

freqüência das colisões entre as moléculas que reagem entre si. A freqüência das 

colisões, por sua vez, é influenciada pela concentração de moléculas reagentes, como 

também pela sua energia cinética. Por sua vez, a energia cinética das moléculas é 

influenciada pela temperatura. A freqüência de colisões não é igual à velocidade da 

reação, pois somente uma pequena parcela das colisões ocorre com energia suficiente 

para provocar a reação. A energia mínima para que uma reação ocorra é chamada de 

energia de ativação, Ea. 

A relação entre Ea e a temperatura foi formulada empiricamente por 

Arrhenius em 1887. A relação, denominada como equação de Arrhenius, é geralmente 

descrita como:5

RTEaAek /−=         (2.2) 

Em sua forma linear, esta equação é escrita na seguinte forma: 
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e em sua forma integrada: 
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sendo k2 e k1 as constantes de velocidade específicas da reação a T2 e T1, 

respectivamente. 

No intuito de explicar a necessidade de uma energia mínima, Ea, para 

que uma reação possa se processar, Fyring em 1935, propôs que uma molécula reagente 

de um substrato (S) deveria ultrapassar uma barreira energética passando por um estado 

de transição antes de se transformar no produto (P) da reação (Figura 2.1). Moléculas 

reagentes que atingem apenas uma fração da energia de ativação necessária 

simplesmente retornam ao seu estado inicial. O estado de transição é visto como uma 

fase a meio caminho, onde as ligações e orientações são distorcidas. Uma vez que os 

reagentes adquirem energia para ultrapassar a barreira energética e atingem o estado de 

transição, eles prosseguem para formar os produtos da reação com uma velocidade que 

independe da temperatura e da natureza dos reagentes, isto é, os reagentes passam para 

o outro lado da barreira energética, em direção a um estado de menor valor energético. 

No caso de uma reação catalisada por uma enzima (E), a reação passa por estados 

intermediários constituídos pelos complexos enzima substrato (ES) e enzima produto 

(EP). Esta reação pode ser representada pela a seguinte relação:1,3,5,6

E + S  ES  EP  E + P      (2.5) 

Na presença de uma enzima apropriada, à temperatura ambiente uma 

quantidade suficiente de moléculas reagentes possuem a energia de ativação necessária 

para ultrapassar a barreira. Neste caso, as enzimas possuem uma eficiência catalítica 

extraordinária. Uma reação catalisada por uma enzima pode ser processar a 25ºC, 108 a 

1011 vezes mais rapidamente que a mesma reação não catalisada. 

Ressalta-se que as enzimas não afetam o ∆G ou keq de uma reação. Elas 

apenas reduzem a energia de ativação, aumentando a velocidade com a qual a reação 

alcança o equilíbrio. O gráfico apresentado pela Figura 2.1 ilustra a energia de uma 

reação catalisada e não catalisada por enzima. 
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Embora a enzima participe da seqüência da reação, ela não sofre 

nenhuma transformação. Desta forma, poucas moléculas de enzima são capazes de 

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

 

 

 
 

Figura 2.2: Barreira de energia para uma reação não catalisada por enzima (A) e para 

uma reação catalisada por enzima (B). 

 

 

A precisão da estrutura enzimática, com geometria apropriada e com 

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

Para que a catálise ocorra, o reagente ou substrato deve-se ligar à molécula da enzima 

em uma região específica, chamada sítio ativo. 

O sítio ativo é uma cavidade de forma definida constituída de grupos R 

de aminoácidos próximos uns dos outros, aberta na superfície da molécula globular da 

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

apropriada para acomodar-se no sítio ativo e grupos químicos capazes de se ligar aos 

grupos R ali presentes. Daí vem a alta especificidade das enzimas.1,3,7

O alto grau de especificidade das enzimas levou Emil Fischer, em 1894, 

a introduzir a noção de que as interações 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 rígidas, o que não representa a realidade. A flexibilidade da estrutura 

enzimática é um dos fatores que permite que moléculas estruturalmente semelhantes 
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apresentem conformações e orientações relativas distintas no sítio de ligação do 

receptor e, em conseqüência, atividades e afinidades também diferentes. 

Koshland e colaboradores propuseram uma hipótese, conhecida como 

teoria do encaixe induzido na qual, através da complexação, o substrato induz uma 

mudança conformacional na subunidade da enzima com a qual interage, isto é, 

posiciona resíduos de aminoácidos em uma posição espacial correta para ligação do 

substrato. Esta mudança conformacional pode ser transmitida às subunidades vizinhas, 

induzindo na enzima a conformação responsável pelo processo catalítico (Figura 2.3 - 

B). 

Ao mesmo tempo as enzimas possuem a propriedade de reconhecer uma 

ou um conjunto de conformações do substrato. Este, ao provocar uma mudança 

conformacional na enzima, pode estar induzindo-a a adotar a conformação responsável 

pelo seu reconhecimento. Assim como a enzima, o substrato tem a sua conformação 

tencionada e distorcida. Este é o mecanismo que leva a alta eficiência da catalise 

produzidas pelas enzimas. 

 

 

 
 

Figura 2.3: Mecanismo de ação enzimática segundo o modelo “chave-fechadura” (A) e 

a teoria do encaixe induzido (B). 

 

 

Para a compreensão dos mecanismos de uma reação catalisada por uma 

enzima, é de grande importância o estudo da velocidade da reação e como ela se altera 

em função de mudanças nos parâmetros experimentais. Um dos principais fatores que 
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influenciam na velocidade de uma reação in vitro catalisada por enzima é a 

concentração do substrato. 

 

2.2 – Bioquímica das reações catalisadas por enzimas 

 

Uma das formas de compreender a bioquímica das reações catalisadas 

pelas enzimas é através do estudo da velocidade da reação. A velocidade da reação sofre 

forte influencia da concentração do substrato. Entretanto, estudar os efeitos da 

concentração do substrato é complicado devido ao fato de [S] variar durante o curso da 

reação, enquanto o substrato se transforma em produto. Uma abordagem simplificada 

para o estudo da cinética de uma reação enzimática é medir a velocidade inicial V0 

quando [S] é muito maior que a concentração da enzima [E]. Desta forma, para um 

tempo curto, as variações em [S] serão desprezíveis.1,3,6

A Figura 2.4 mostra o efeito de [S] sobre V0. O aumento de V0 é 

aproximadamente linear para baixas [S]. A media que [S] cresce, V0 cresce a taxas cada 

vez menores, até alcançar um valor de [S] em que não existe variação significativa no 

valor de V0. Este valor de V0 é muito próximo da velocidade máxima, Vmáx. 

 

 

Vmax

 

V
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m
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Figura 2.4: Efeito da concentração do substrato na velocidade de uma reação catalisada 

por enzima. 
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O complexo ES desempenha um papel fundamental para a compreensão 

do comportamento cinético da reação. Em 1913, Michaelis e Maud Menten 

desenvolveram uma teoria geral da ação enzimática. Eles postularam que a ação 

enzimática se dá em etapas, se iniciando pela rápida formação de um complexo 

reversível enzima-substrato: 

E + S  ES        (2.6) 
1k

k 1−

A segunda etapa, mais lenta, é a quebra do complexo ES liberando a enzima livre e o 

produto, P, da reação: 

ES  E + P        (2.7) 
2k

k 2−

A segunda reação, por ser mais lenta, limita a velocidade da reação enzimática. Desta 

forma, a velocidade da reação deve ser proporcional a [ES]. 

A relação entre [S] e V0 (Figura 2.4) possui a mesma forma geral para 

todas as enzimas. Michaelis e Menten deduziram a forma algébrica desta relação 

considerando a hipótese básica de que, no estado estacionário, a velocidade da reação é 

limitada pela quebra do complexo ES. Esta relação, denominada equação de Michaelis-

Menten, é a equação da velocidade de uma reação enzimática com um único substrato, e 

é dada pela relação a seguir:1

][S
]S[

0 +
=

m

máx

k
V

V         (2.8) 

onde km é chamada de constante de Michaelis-Menten e é dada por: 

( )
1

12

k
kkkm
−+

=        (2.9) 

Nesta equação, a velocidade inicial, V0, a velocidade máxima, Vmáx, e a 

concentração do substrato, [S], estão relacionados pela constante de Michaelis-Menten. 

A constante km possui unidade de concentração. Esta constante permite a 

avaliação da afinidade de uma enzima por um substrato. De acordo com a equação 2.9, 

km varia inversamente proporcional a afinidade da enzima pelo substrato. 

Uma relação interessante pode ser obtida para o caso especial em que V0 

vale exatamente a metade de Vmáx: 

20
máxV

V =         (2.10) 
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Substituindo a Equação 2.10 na equação de Michaelis-Menten e 

dividindo por Vmáx, obtemos a seguinte relação:  

][S
][S

2
1

+
=

mk
        (2.11) 

Solucionando esta equação em termos de Km, obtermos: 

Km = [S]        (2.12) 

Desta forma, Km pode ser interpretado como sendo a concentração de 

substrato quando V0 equivale a 1/2 Vmáx. 

A equação de Michaelis-Menten pode ser linearizada algebricamente de 

modo a permitir a determinação experimental de km e Vmáx através de métodos gráficos. 

Uma simples transformação é a inversão da equação, da seguinte forma: 

]S[
][S1

0 máx

m

V
k

V
+

=         (2.13) 

Através de simples transformações algébricas, esta equação pode ser 

escrita na forma: 

máxmáx

m

VV
k

V
1

]S[
1

0

+=        (2.14) 

Esta forma da equação de Michaelis-Menten é chamada de equação de 

Lineweaver-Burk e permite que km e Vmáx sejam determinados graficamente, através de 

uma curva 1/V0 versus 1/[S], como mostrado pela Figura 2.5. 
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Figura 2.5: Gráfico Lineweaver-Burk. 
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Em um biossensor para monitoração de colesterol, a enzima colesterol 

oxidase tem a função de catalisar a reação de oxidação do colesterol, produzindo 

peróxido de hidrogênio. Em um biossensor, a enzima se encontra imobilizada em uma 

matriz orgânica ou inorgânica. Este fato exerce influencia direta na velocidade da 

reação enzimática devido à menor disponibilidade de substrato provocada pela 

necessidade do analito (substrato) se difundir para o interior da matriz onde a enzima 

está imobilizada. Em uma reação com enzima imobilizada, [S] tende a ser menor que 

em uma reação com enzima livre. Portanto, de acordo com a equação de Michaelis-

Menten (Equação 2.19), a velocidade da reação enzimática será menor. A metodologia 

utilizada para a imobilização da enzima no dispositivo exerce influência direta no 

acesso do substrato à enzima e determina a velocidade com que a reação enzimática irá 

ocorrer. Em conseqüência, o tempo de resposta do biossensor está relacionado à 

metodologia de imobilização da enzima.   

 

2.3 - Métodos de imobilização de enzimas 

 

A performance do biossensor está relacionada ao processo de 

imobilização da enzima, o biocatalizador responsável pela reação química na superfície 

do eletrodo. Com a imobilização há um aumento da estabilidade da proteína devido ao 

menor grau de liberdade, menor sensibilidade a interferentes e maior estabilidade 

quanto às mudanças de pH e elevação de temperatura. 

As matrizes para imobilização de enzimas usualmente são polímeros 

inertes ou materiais inorgânicos insolúveis em água. A matriz utilizada deve permitir a 

rápida difusão do substrato e produto através de si. 

Os principais métodos de imobilização enzimática são a adsorção física 

em um transdutor, ligação covalente, a oclusão (encapsulamento) em polímero 

reticulado ou imobilização em uma membrana semipermeável.2,9 Estes métodos são 

ilustrados pela Figura 2.6.

A adsorção de enzimas em suportes insolúvel é um método simples e de 

grande aplicabilidade. Neste método, a força motriz para a ligação da enzima ao suporte 

é geralmente fornecida pela combinação de efeitos hidrofóbicos com a formação de 

diversas ligações por molécula de enzima. O método de imobilização por adsorção, 

apesar da simplicidade, não permite uma boa aderência da enzima ao suporte, devido à 

natureza da força de interação deste com a enzima. 
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O método da ligação covalente consiste na formação de ligações 

químicas entre o substrato e a enzima. Estas ligações são geralmente feitas pela reação 

de grupos funcionais específicos da enzima, os quais não são essenciais para a sua 

atividade catalítica e não prejudicam a ação de seu sítio ativo. Normalmente são 

utilizados grupos reativos específicos presentes no eletrodo sendo, portanto, necessário 

um conhecimento prévio da estrutura química da enzima e da natureza da superfície do 

eletrodo. 

 

 

 
 

Figura 2.6: Ilustração esquemática dos principais métodos de imobilização de enzimas. 

(A) Enzima adsorvida por uma superfície; (B) enzima ligada 

covalentemente a uma superfície; (C) enzima ocluída em um polímero 

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

 
 

 

A imobilização através da oclusão em um polímero reticulado é uma 

metodologia conveniente para processos que envolvem substratos de baixo peso 

molecular. Este método proporciona uma maior estabilidade quanto à alterações do 

microambiente da enzima. A enzima não sofre nenhuma alteração em sua estrutura. 

Entretanto é necessário um rigoroso controle do processo de síntese da matriz a fim de 

preservar a atividade catalítica da enzima. Neste processo de imobilização, a atividade 
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enzimática pode ser prejudicada devido à necessidade do substrato se difundir através 

da matriz. 

A imobilização em membranas semipermeáveis consiste em envolver o 

biocatalizador em uma membrana impermeável às enzimas, mas que permitam a difusão 

do substrato e produto. Este método permite a imobilização simultânea de uma grande 

variedade de enzimas tornando possível a ocorrência de reações que envolvem muitas 

etapas.  

Com o processo de imobilização, a atividade enzimática pode ser 

prejudicada devido a efeitos difusionais do substrato no suporte ou a efeitos 

eletrostáticos entre o substrato e o suporte. Neste trabalho, foi realizada a imobilização 

da enzima colesterol oxidase em uma matriz polimérica através do método de oclusão. 

Desta forma, é importante conhecer as principais propriedades desta enzima, o que 

permitirá o desenvolvimento de um biossensor que explore a sua máxima atividade, 

através da criação de um micro ambiente favorável a ação enzimática. 

 

2.4 – A enzima colesterol oxidase 

 

Atualmente está bem estabelecida a relação entre os altos níveis de 

colesterol na corrente sanguínea e o risco de desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. A necessidade de métodos precisos e reprodutivos para determinação 

da concentração de colesterol tem motivado muitos trabalhos nos últimos anos. Os 

métodos analíticos convencionais e os biossensores para quantificação de colesterol, 

geralmente utilizam três e duas enzimas, respectivamente. Cerca de 70% do colesterol 

existente no plasma sanguíneo se encontra na forma esterificada. Assim, o 

procedimento típico para determinação do colesterol total geralmente se inicia pela 

quebra dos ésteres de colesterol pela enzima colesterol esterease, produzindo colesterol 

livre e ácidos graxos. As moléculas de colesterol podem então sofrer a ação da enzima 

colesterol oxidase, produzindo 4-colesten-3-ona e peróxido de hidrogênio, como 

ilustrado na Figura 2.7.9 
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Figura 2.7: Ação da enzima colesterol oxidase. 

A colesterol oxidase (COx) pode ser sintetizada através de uma grande 

variedade de microorganismos, em ambientes completamente distintos. Turfitt, em 

1994, foi o primeiro a isolar a enzima, a partir do micróbio Nacordia erythropolis e 

demonstrar seu efeito na oxidação do colesterol.9 Desde então, 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 são capazes de promover a oxidação do 

colesterol a taxas superiores a 70%. 

O custo da enzima colesterol oxidase se mantém relativamente alto 

devido, principalmente, à baixa produtividade dos microorganismos e pela necessidade 

de adição de colesterol ao meio de cultura para induzir o aumento da produção da 

enzima.  

As propriedades físicas da COx varia de acordo com o microorganismo 

de origem. Em geral a atividade da COx é ótima à temperatura de 37 ºC e pH neutro em 

solução aquosa. Dependendo da origem, a COx pode apresentar melhor estabilidade 

térmica e atividade ótima em intervalos de pH entre 4 e 10.9

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 não protéico necessário para a 
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atividade enzimática. Na COx o cofator é constituído por Flavina Adenina 

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

 

 

 
 

Figura 2.8: Ilustração da estrutura da enzima colesterol oxidase, na forma de fitas.11

 

 

2.5 – Considerações finais 

 

Em um biossensor enzimático para determinação de colesterol, o papel 

principal da enzima é realizar a catálise da conversão do colesterol em 4-colesten-3-ona. 

Esta conversão produz peróxido de hidrogênio. A atividade enzimática, em um 

biossensor, é altamente influenciada pela matriz utilizada para a imobilização da 

enzima, bem como pela metodologia de imobilização utilizada. A matriz deve oferecer 

proteção contra condições ambientais, como pH e temperatura, desfavoráveis a 

estabilidade da enzima. 

Outro ponto importante do projeto de um biossensor é a forma de 

transdução do sinal gerado pelo eletrodo. Este é o assunto discutido no próximo 

capítulo. 
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CAPÍTULO 3 – BIOSSENSORES 

 

 

3.1 - Conceitos fundamentais 

 

Biossensores são dispositivos compostos por semicondutores que estão 

intimamente ligados a um componente biológico, geralmente uma enzima imobilizada, 

e que é utilizado para medir a concentração de um substrato específico. O sinal gerado 

pelo dispositivo é diretamente proporcional à concentração do metabólito no fluido 

biológico.  

A Figura 3.1 mostra um diagrama esquemático de um biossensor. Um 

transdutor é composto por um eletrodo de trabalho (a), uma matriz orgânica ou 

inorgânica contendo uma enzima imobilizada sobre o eletrodo de trabalho (b) e um 

eletrodo de referência (c). Um analito, ao entrar em contato com o transdutor, 

desencadeia uma reação química gerando um sinal digitalizado pelo transdutor. A 

digitalização converte a reação química em um sinal elétrico. O sinal gerado pelo 

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

 

 

 

 
 

 

Figura 3.1: Representação esquemática de um biossensor: Transdutor (1), Eletrodo de 

trabalho (a), Matriz orgânica com enzima imobilizada (b), Eletrodo de 

referência (c), Amplificador (2), Processador de sinal (3) e painel 

análogo/digital (4). 
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Os biossensores são desenvolvidos para as mais diversas aplicações em 

biotecnologia, incluindo análises clínicas e biomédicas, monitoração de processos 

fermentativos, e análises ambientais. 

A indústria de alimentos e farmacêutica tem grande necessidade de 

métodos rápidos para estimar o tempo de vida, deterioração e contaminação de seus 

produtos. Abre-se então a possibilidade do monitoramento contínuo “on line” de 

metabólitos, drogas e proteínas. 

Os biossensores eletroquímicos se destacam quanto à utilização nas áreas 

acima mencionadas. Os tipos mais comuns de biossensores são os potenciométricos, 

amperométricos, óticos e os calorimétricos.1,2,3

O biossensor potenciométrico envolve a medida da diferença de potencial 

entre um eletrodo de trabalho e um de referência. A interface da superfície mediadora 

do transdutor gera uma espécie carregada, onde um eletrodo sensível a esta espécie 

produzirá um sinal elétrico de diferença de potencial relacionado à espécie carregada. O 

transdutor pode ser um eletrodo íon seletivo, que é um sensor eletroquímico baseado em 

filmes finos ou membranas seletivas. A diferença de potencial entre o eletrodo de 

trabalho e de referência é proporcional ao logaritmo da atividade iônica, ou 

concentração, como descrito pela equação de Nernst-Donnam (Equação 3.1). 

])ln([0 i
zF
RTEE −=        (3.1) 

sendo E o potencial lido, E0 uma constante característica da membrana seletiva do 

biossensor, R a constante dos gases, T a temperatura absoluta, z a carga iônica, F a 

constante de Faraday e [i] é a concentração da espécie iônica livre, ou seja, a 

concentração do analito. 

Um biossensor amperométrico é baseado na medida da corrente 

produzida pela oxidação ou redução eletroquímica de uma espécie eletroativa. Estes 

biossensores são geralmente construídos através de um eletrodo de trabalho e um de 

referência construídos de Pt, Au ou C. O eletrodo polarizado produz uma corrente 

elétrica relacionada à concentração da espécie eletroativa. Estes biossensores 

apresentam maior sensibilidade, rapidez e precisão em relação aos potenciométricos e 

apresentam resposta linear em uma faixa mais ampla de concentração do analito, sendo 

o mais empregado. A corrente i produzida por um biossensor amperométrico está 

relacionada com a taxa da reação vA pela seguinte expressão: 

AnFAvi =        (3.2) 
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sendo n o número de elétrons transferido, A a área do eletrodo e F a constante de 

Faraday. Desta forma, a corrente elétrica produzida é proporcional a concentração do 

analito. 

Um biossensores ótico é geralmente constituído por uma enzima ligada a 

um cromóforo que por sua vez está ligado a uma membrana. Uma alteração de pH 

gerada pela reação enzimática altera a cor do complexo cromóforo/membrana. O 

sistema transdutor consiste em um simples fotodiodo acoplado ao sistema. 

Os biossensores calorimétricos utilizam um dispositivo termistor capaz 

de registrar as pequenas diferenças de temperatura produzidas por uma reação 

bioquímica. Geralmente é obtida uma resposta linear da temperatura em função da 

concentração do analito, com variações de temperatura entre 1x10-2 e 1x10-3 ºC. 

 

3.2 – Biossensores para monitoração de colesterol 

 

Biossensores para determinação de colesterol são uma ótima alternativa 

relativamente aos métodos convencionais, por possuir alta estabilidade operacional, 

resposta rápida e baixo custo. Estes biossensores são construídos através da 

imobilização da enzima colesterol oxidase em uma matriz na superfície de um eletrodo. 

A função da enzima colesterol oxidase é catalisar a reação de oxidação do colesterol, 

gerando peróxido de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio, ao entrar em contato com a 

superfície do eletrodo, se dissocia, doando elétrons ao eletrodo segundo a reação: 
−+ ++→ 2e2HOOH 222       (3.3) 

Os eletrodos de trabalho e de referência são mantidos sob um potencial 

de aproximadamente 0,6 mV. A corrente gerada pela reação é proporcional a 

concentração de colesterol no analito, que pode ser quantificada através de uma curva 

de calibração. A Figura 3.2 mostra esquematicamente as reações envolvidas no processo 

de determinação de colesterol. 
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Figura 3.2: Esquema da reação amperométrica do colesterol para a colestenona.4 

 

 

Os principais métodos de imobilização de enzimas adotados para a 

construção de biossensores para colesterol são a oclusão em polímero condutor, como o 

polipirrol e polianilina obtidos por eletropolimerização,5,6 oclusão ou confinamento em 

filmes poliméricos produzidos pela técnica de automontagem7,8, oclusão em filmes sol-

gel9,10  e oclusão ou confinamento em membranas hidrogéis11.  

À medida que novos dispositivos semicondutores bem como novas 

técnicas de imobilização são desenvolvidas, vão sendo superadas as dificuldades 

técnicas para o desenvolvimento de biossensores. O grande potencial de biossensores 

para aplicações tecnológicas, principalmente na monitoração de hemometabólitos, tem 

impulsionado o aumento das publicações nesta área nos últimos anos. O interesse 

industrial por estes dispositivos em vários países, porém, foi maior do que a literatura 

demonstra, pois muito dos trabalhos desenvolvidos foram mantidos confidenciais. 

As pesquisas nos últimos cinco anos evoluíram da forma significativa. 

Conforme se verifica na Figura 3.3, existe um grande crescimento na quantidade de 

trabalhos publicados na área de biossensores clínicos. 

O aumento observado pode ser justificado pelo grande interesse 

industrial que estes dispositivos têm despertado. Isto se deve principalmente ao baixo 

custo, facilidade de operação e baixo tempo de respostas dos biossensores. Assim, 



 26

confirma-se um interesse crescente pelo desenvolvimento de biossensores clínicos em 

diversas universidades e institutos de pesquisa a nível mundial. 
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Figura 3.3: Número de trabalhos publicados na área nos últimos cinco anos.  

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

 

 

3.3 – Considerações finais 

 

Os biossensores constituem uma interessante alternativa relativamente 

aos métodos tradicionais para monitoramento de colesterol, apresentando diversas 

vantagens com relação aos métodos convencionais, como a rapidez e precisão das 

medidas e a dispensa de mão de obra especializada. 

Dentre os tipos de biossensores, o amperométrico é de especial interesse 

por, em geral, apresentar maior sensibilidade, rapidez e precisão, sendo ainda de fácil 

síntese. Para garantir a máxima eficiência do biossensor é necessário o estudo e controle 

de suas propriedades físico-químicas, a fim de otimizar suas propriedades mecânicas, 

térmicas e elétricas. Uma técnica interessante para a síntese do biossensor é o método 

sol-gel, por permitir a síntese à temperatura ambiente, preservando a atividade da 

enzima. 
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CAPÍTULO 4 – BIOFISICA DOS BIOSSENSORES 

 

 

4.1 - Transição sol-gel do sistema PVA/H3BO3 

 

Uma técnica interessante para a obtenção de filmes finos para a 

imobilização de enzimas é o processo sol-gel. O uso do processo de sol-gel para 

produzir sensores para aplicações analíticas tem atraído considerável interesse devido a 

numerosos fatores, como a facilidade de fabricação, a flexibilidade do projeto de síntese 

e o fato das enzimas ocluídas na matriz sol-gel manterem a sua atividade catalítica, uma 

vez que a temperatura de síntese da matriz é a temperatura ambiente (25 ºC). Este 

processo evita a lixiviação da enzima e dos mediadores de elétrons para a solução, ao 

contrário 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 síntese de materiais onde num 

determinado momento ocorre uma transição de um sistema líquido “sol” (usualmente 

coloidal) para um sistema sólido “gel”.1 O termo sol é empregado para definir uma 

dispersão de partículas coloidais (dimensão entre 1 e 100 nm) estável em um fluido 

enquanto o termo gel pode ser visto como sendo um sistema formado pela estrutura 

rígida de partículas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) 

que imobiliza a fase líquida nos seus interstícios.  

Os géis coloidais resultam da agregação linear de partículas primárias 

(Figura 4.1 - A), que só pode ocorrer pela alteração apropriada das condições físico-

químicas da suspensão. Por outro lado, os géis poliméricos são, geralmente, preparados 

a partir de soluções onde se promovem reações de polimerização. Neste caso a 

gelatinização ocorre pela interação entre as longas cadeias poliméricas lineares (Figura 

4.1 - B). 
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Figura 4.1: Figura esquemática da transição sol-gel: formação de gel particulado (A) e 

formação de gel polimérico (B). 

 

 

O Poli(álcool vinílico) (PVA) é um polímero hidrofílico capaz de formar 

complexos através da transferência de cargas com ânions.2 O PVA possui propriedades 

únicas tais como alta solubilidade em água e a capacidade de formar géis por 

condensação. Tais géis constituem uma barreira física ideal para o aprisionamento de 

enzimas. 

Um íon muito interessante para a obtenção de hidrogéis de PVA é o íon 

borato. Acredita-se que o mecanismo da reação de complexação do íon borato com o 

PVA seja a complexação di-diol, formada por duas unidade de diol e um íon borato. Por 

protólise os ânions boratos são convertidos em , que podem então reagir com o 

PVA, formando um gel termorreversível.

−
4B(OH)

3

O mecanismo de complexação do sistema PVA/borato pode ser dividido 

em duas reações2, como é descrito na Figura 4.2.  
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Figura 4.2: Reação de complexação do sistema PVA/Borato.2,4

 

As constantes cinéticas dessas reações são respectivamente  para a 

formação do monocomplexo e  para a formação do dicomplexo. A formação do 

complexo PVA/borato ocorre rapidamente. O sistema entra em equilíbrio em poucos 

minutos, o que não é comum no domínio dos géis e complexos poliméricos.

1k

2k

4,5 A 

constante de velocidade da reação de complexação do sistema PVA/Borato pode ser 

representada por uma única constante cinética K, dada por:3

[ ]
[ ] [ ]

RT
H

eKK
∆

−
== 0

2 íonboratodiol
esreticulaçõ  

A velocidade, v, da reação é dada por: 

[ ][ 2diolíonboratoKv = ]  

No processo de reticulação do sistema PVA/Borato uma transição de 

fase denominada gelificação ocorre após o processo de reticulação. Essa transição é 

controlada termodinamicamente. Neste sentido, o processo de reticulação exerce uma 

influência significativa em grandezas macroscópicas como o módulo de elasticidade e 

temperatura de transição vítrea do sistema. A termodinâmica desse sistema é discutida 

nas próximas seções. 
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4.2 – Termodinâmica das reações químicas 

 

A energia e a capacidade de realizar trabalho são fundamentais para a 

ocorrência de qualquer processo na natureza. Em um organismo vivo, da mesma forma, 

a energia é necessária para a realização dos diversos trabalhos fisiológicos. As reações 

catalisadas por enzimas podem ser estudadas através de uma abordagem termodinâmica. 

Desta forma, é possível entender o que faz com que a reação enzimática se processe e se 

complete, em termos das energias envolvidas no processo. Também a reação de 

complexação do sistema PVA/Borato pode ser entendida através de uma abordagem 

termodinâmica. Para este estudo é importante uma revisão nos conceitos básicos da 

termodinâmica, como é discutido a seguir. 

 Para um sistema fechado, a primeira lei da termodinâmica afirma que a 

variação total de energia interna, ∆E, é igual a diferença entre o calor, Q, fornecido ao 

sistema e o trabalho, W, realizado pelo sistema.6-8

∆E=Q-W        (4.1) 

Esta é uma expressão quantitativa do princípio de conservação da energia. 

Em um processo químico, segundo a primeira lei, a diferença de energia 

entre reagentes e produtos resultará em energia que será absorvida ou liberada na forma 

de calor ou trabalho. 

A variação de energia interna ∆E pode ser dividida em diversos termos, 

cada um representando a variação de uma forma particular de energia, da seguinte 

forma: 

∆E=∆EK+∆EP+∆U       (4.2) 

onde ∆EK é a variação na energia cinética, ∆EP a variação na energia potencial e ∆U a 

variação na energia interna do sistema. A função U de energia interna apresenta as 

energias cinética e potencial das partículas, em um nível microscópico. Considerando 

que a energia cinética e potencial do sistema são constantes, como ocorre 

frequentemente, e substituindo a expressão para ∆E na primeira lei, obtemos a equação: 

∆U=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) 
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Um dos axiomas da termodinâmica relata a existência de uma 

propriedade chamada entropia, S, que é uma propriedade intrínseca de um sistema. Para 

um processo reversível, as variações desta propriedade é dada por: 

T
dQdS =         (4.5) 

De acordo com outro axioma, a segunda lei da termodinâmica, a variação 

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 mecânico, em um sistema termodinâmico, ocorre quando uma 

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

dW=PdV        (4.6) 

Combinando as equações 4.4, 4.5 e 4.6, temos: 

dU=TdS-PdV        (4.7) 

Esta é uma equação geral que relaciona as propriedades de um sistema 

fechado, da qual deriva as outras relações importantes. Nesta equação, dU depende de Q 

e W, que não são propriedades, mas manifestação de processos, ou seja, são variáveis de 

processo. Para o estudo de sistemas no equilíbrio, é conveniente desenvolver expressões 

gerais entre propriedades de equilíbrio envolvendo apenas variáveis de estado. Estas 

propriedades designam-se por funções de estado. 

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

H=U+PV        (4.8) 

Considerando pequenas alterações do estado do sistema, podemos 

escrever esta equação tomando a sua diferencial: 

dH=dU+PdV+VdP       (4.9) 

Através das primeira e segunda leis, tomadas em conjunto (equação 4.7) 

esta equação pode ser escrita como: 

dH=TdS+VdP+dW       (4.10) 

Esta expressão geral é uma forma alternativa das primeiras e segundas 

leis da termodinâmica tomadas em conjunto. Esta função de estado, para processos em 

que ocorre apenas trabalho mecânico e estão à pressão constante, permite uma medida 

direta do calor trocado pelo sistema e a sua vizinhança, de uma forma simples. Em uma 

reação química, quando dH é negativo, a reação química é chamada exotérmica. Se dH 

é positivo, então o calor é absorvido pelo sistema e a reação é chamada de endotérmica. 
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Outra importante função de estado é a energia livre de Gibbs, G, definida 

por: 

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

Considerando pequenas alterações do estado do sistema, a alteração 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 (equação 4.7) esta equação pode ser escrita como: 

dG=-SdT+VdP+dW       (4.13) 

Esta é uma forma alternativa das leis da termodinâmica tomadas em 

conjunto. A energia livre de Gibbs simplifica a descrição de sistemas em que a 

temperatura e pressão são constantes. Para estes sistemas, que incluem reações químicas 

e transformações de fase, G fornece o trabalho total exercido sobre o sistema, com 

exceção de trabalho mecânico. O sinal de ∆G indica se uma reação é capaz de realizar 

trabalho, com exceção do mecânico. Se for negativo, o sistema terá perdido energia 

livre, que pode ter sido utilizada para produzir trabalho. Se for positivo, o sistema terá 

recebido energia livre, portanto não pode ter realizado trabalho. De acordo com a 

segunda lei da termodinâmica, uma reação espontânea se caracteriza pela perda de 

energia livre, ou seja, ∆G negativo. 

Os potenciais termodinâmicos apresentados nesta seção são úteis para o 

desenvolvimento de relações que possibilitarão a compreensão e a interpretação 

quantitativa do processo de sorção de água e transição de fase volumétrica do 

biossensor. Estas relações serão desenvolvidas no próximo capítulo. 

 

4.3 – Temperatura de transição vítrea e fusão cristalina 

 

A estabilidade térmica dos biossensores pode ser avaliada através das 

temperaturas de transição vítrea e fusão cristalina. A temperatura de transição vítrea, Tg, 

é o valor médio da faixa de temperatura a partir da qual as moléculas da fase amorfa de 

um material polimérico adquirem mobilidade.10,11 Em geral, os polímeros não 

reticulados, a temperaturas abaixo da Tg apresentam comportamento mecânico rígido e 

quebradiço e, após a Tg, comportamento dúctil e maleável. A Tg é uma característica 

intrínseca de materiais amorfos, enquanto a temperatura de fusão, Tm, é uma 
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característica de materiais cristalinos. Desta forma, polímeros semicristalinos, como o 

PVA, possuem Tg e Tm. 

Para compreender as bases moleculares da transição vítrea, é necessário 

analisar os vários graus de liberdade que um polímero amorfo possui. Em temperaturas 

menores que a Tg, as moléculas possuem energia térmica, kT, suficiente apenas para o 

movimento de alguns átomos ou de grupos funcionais ao longo da cadeia principal, e 

para vibração dos átomos em torno de suas posições de equilíbrio. Em temperaturas a 

partir da Tg, a energia se torna suficiente para translação de moléculas inteiras, o que 

permite o escoamento, e para movimentos cooperativos de extensão e contração de 

segmentos da molécula, que confere elasticidade ao material. 

Algumas propriedades do material sofrem alteração com a transição 

vítrea. Estas propriedades podem então ser utilizadas para determinação da Tg, como o 

calor específico, módulo de elasticidade, índice de refração, coeficiente de expansão 

térmica e volume específico.10 A Figura 4.3 ilustra a variação do volume específico com 

a temperatura para um material polimérico. Neste gráfico, a Tg está associada a uma 

mudança no coeficiente angular da curva. A Tm é caracterizada, para um polímero, 

como uma descontinuidade na curva, da mesma forma que para outros materiais. Assim, 

a transição vítrea é conhecida como uma transição de segunda ordem, enquanto a fusão 

cristalina é conhecida como uma transição de primeira ordem. 

 

 

 
 

Figura 4.3: Gráfico esquemático da variação do volume específico com a temperatura 

para um material polimérico. 
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A alteração no coeficiente de expansão térmica, ou seja, do coeficiente 

angular da curva, na Tg, pode ser compreendida através do conceito de volume livre do 

polímero. O volume livre, vf, é definido como a soma de todo o volume vazio contido 

no polímero, isto é: 

0vvv f −=         (4.14) 

onde v é o volume específico do polímero e v0 é o volume do polímero no zero absoluto, 

que pode ser determinado experimentalmente através da extrapolação da curva v versus 

T, entre a Tg e a Tm, até a temperatura de 0 K. O movimento de uma molécula em um 

polímero depende da presença de vacâncias em suas proximidades. 

O volume livre do polímero aumenta com o aumento da temperatura. 

Quando a temperatura do material é maior que a Tg, o volume livre é levado a ponto de 

conferir mobilidade suficiente às cadeias de modo que elas alcancem uma configuração 

de equilíbrio. 

Ao baixar a temperatura, a mobilidade das moléculas diminui, 

aumentando o tempo necessário para o rearranjo das mesmas até a configuração de 

equilíbrio. Em temperaturas abaixo da Tg, o sistema não pode mais alcançar a 

configuração de equilíbrio devido às restrições em seus movimentos. Com isso, um 

decréscimo na temperatura leva a uma redução menor no volume livre do polímero, 

causando uma alteração no coeficiente angular da curva.10,11

A fusão cristalina nos polímeros é uma transição de fase similar à 

observada em compostos orgânicos de baixo peso molecular, metais e cerâmicas. A 

energia livre de Gibbs de fusão é dada por: 

mmm STHG ∆−∆=∆        (4.15) 

O ponto de fusão cristalina, Tm, é um ponto de equilíbrio termodinâmico, ∆Gm=0, logo: 

m

m
m S

H
T

∆
∆

=         (4.16) 

∆Hm é a energia necessária para vencer a força de interação entre as cadeias em uma 

região cristalina a uma temperatura e pressão constante, e independe do tamanho das 

cadeias. Quanto menor forem as cadeias poliméricas, mais aleatórias elas serão e, 

conseqüentemente, maior será ∆Sm. Assim, a Tm diminui com o decréscimo do grau de 

polimerização. A equação 4.16 também indica que polímeros com maior grau de 
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cristalinidade e maior força de interação entre as cadeias em regiões cristalinas, ou seja, 

com maior ∆Hm, possuem maior Tm. 

A transição vítrea e a fusão cristalina podem convenientemente ser 

caracterizadas através de técnicas como a calorimetria exploratória diferencial e análise 

termomecânica. Estas técnicas serão discutidas nos próximos capítulos. 

No projeto de biossensores, é importante que a Tg e Tm possuam valores 

maiores que a temperatura de trabalho do dispositivo, pois desta forma mantido o 

ambiente ideal para a ação da enzima e seria garantida a resistência mecânica necessária 

ao bom funcionamento do dispositivo. Em biossensores construídos com enzima 

imobilizada por oclusão em polímero reticulado, a Tg e Tm podem ser controladas na 

etapa de síntese, através da escolha de uma densidade de reticulações adequada.  

Um biossensor deve possuir também estabilidade mecânica. Uma forma 

de avaliar esta estabilidade é através do módulo de elasticidade do material, ou módulo 

de Young. 

 

4.4 – Estabilidade mecânica 

 

Uma matriz para a imobilização de enzima para construção de 

biossensores deve possuir resistência mecânica suficiente para garantir a integridade do 

biossensor durante a sua utilização. A estabilidade mecânica do biossensor pode ser 

avaliada através do módulo de elasticidade, ou módulo de Young. 

Um corpo elástico é aquele que volta à sua forma original quando as 

forças que deram origem a uma deformação são removidas. Quando um corpo é 

submetido a uma tensão (tração ou compressão), ele tende a sofrer uma alteração em 

seu comprimento, na direção da tensão aplicada. Se a deformação do corpo variar 

linearmente com a tensão aplicada, o corpo se encontra em um regime elástico. No 

momento em que a relação entre tensão aplicada e deformação sofrida deixa de ser 

linear, o corpo chegou em seu limite elástico e entra em um regime plástico, em que não 

retorna às suas dimensões originais depois da remoção da tensão aplicada.12,13

No regime elástico, o comportamento do corpo pode ser descrito pela lei 

de Hook: 

l
l

A
F ∆
= γ         (4.17) 
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onde F é a força aplicada sobre uma área A, l é o comprimento do corpo e ∆l a 

deformação sofrida pela ação da força. O módulo de Young é definido como a constante 

de proporcionalidade, γ : 

deformação
tensão

ldl
AF
==

/
/γ       (4.18) 

γ é um parâmetro mecânico que permite avaliar a rigidez de um material. 

O valor de γ calculado para uma tensão de tração é sempre o mesmo valor calculado 

para uma compressão. O módulo de Young é uma característica intrínseca de cada 

material. 

Da mesma forma que a Tg e Tm, γ é função da densidade de reticulação 

do polímero utilizado na construção do biossensor. Assim, através da densidade de 

reticulação, γ pode ser controlado. 

 

4.5 – Parâmetro de solubilidade 

 

O parâmetro de solubilidade de um polímero, δpol., é uma variável 

termodinâmica de interesse especial no estudo da cinética de sorção de solvente pela 

rede polimérica. Sabe-se que um bom solvente para um polímero é aquele que possui 

um valor de parâmetro de solubilidade, δsolv., próximo ao do polímero. Em um 

biossensor, o parâmetro de solubilidade determina a capacidade de sorção de analito 

pelo dispositivo, influenciando diretamente a sua performance. 

Define-se o parâmetro de solubilidade de um solvente δsolv como:14

( ) 2
1

.

..
. ⎟

⎟

⎠

⎞

⎜
⎜

⎝

⎛ −∆
=

solv

v
solvsolv

solv M
RTHρ

δ      (4.19) 

onde Msolv. é a massa molecular do solvente e ρsolv a densidade do solvente.  

Esta expressão é conhecida como expressão de Hildebrand. 

O calor de vaporização ∆H é a energia necessária para evaporar 1 mol 

de um líquido. O calor de vaporização está diretamente relacionado a amplitude das 

forças intermoleculares existentes em um líquido. Quando as atrações moleculares são 

fortes, as moléculas do líquido não podem facilmente escapar para a fase vapor. 

Quando as forças intermoleculares são fracas, o ∆Hv é pequeno e δ é 

pequeno – caso dos polímeros com cadeias flexíveis, elastomeros. Quando as forças 
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intermoleculares são fortes, as cadeias são rígidas. Se as forças intermoleculares são 

muito grandes, os materiais exibem grande resistência às tensões mecânicas, 

características típicas das fibras, especialmente quando a simetria molecular é favorável 

para a cristalização. Costumamos exprimir as unidades de δ  em Hildebrand (H), que 

significa (cal.cm-3)1/2.   

O processo de dissolução de um polímero num solvente é um processo 

lento e que ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, as moléculas do solvente 

difundem-se para dentro do polímero, formando-se um gel. Se as interações entre as 

moléculas de solvente são mais fortes do que as existentes entre as cadeias do polímero 

(Energia de Gibbs de mistura muito negativa), então ocorre a segunda etapa do 

processo, o gel degenera gradualmente numa solução verdadeira. Este processo pode ser 

muito lento (semanas a meses) para materiais de massa molecular média muito elevada.  

Em casos em que as forças moleculares atrativas entre as cadeias dos polímeros são 

muito fortes, como o caso de polímeros reticulados ou com elevada cristalinidade, a 

segunda etapa não ocorre, ou seja, o material é insolúvel. 

 Um bom solvente para um dado polímero é aquele que possui um valor 

do parâmetro de solubilidade, δsolv, muito próximo do valor do parâmetro de 

solubilidade do polímero, δpol . Como regra de trabalho: 

δpol – 1,1 < δsolv < δpol + 1,1 

 

4.6 – Mediadores de elétrons 

 

Mediadores de elétrons são moléculas de grande atividade eletroquímica 

que permitem uma rápida troca de elétrons com o analito e a superfície do eletrodo.15 O 

mediador de elétrons age como uma ponte para transporte de elétrons entre o analito e a 

superfície do eletrodo. Um mediador de elétrons pode também contribuir para as 

propriedades elétricas da matriz utilizada para construção do biossensor. 

Em um biossensor, o mediador de elétrons é imobilizado na matriz 

polimérica, juntamente com a enzima, e tem a função de promover a redução catalítica 

do peróxido de hidrogênio gerado a partir da reação bioquímica. Os elétrons produzidos 

pela redução do peróxido de hidrogênio, através do mediador, são elevados à superfície 

do eletrodo. Alguns dos mediadores de elétrons comumente utilizados na literatura são 

o polipirrol16,17 e a polianilina18. 
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Neste trabalho foi proposta uma nova classe de materiais para utilização 

como mediadores de elétrons em biossensores, a molécula ftalocianina de cobre (Ftc). A 

Ftc é um macrociclo orgânico contendo um átomo central de cobre coordenado por 

quatro átomos de nitrogênio. Esta molécula é utilizada como semicondutor intrínseco 

para opto-eletronica19, por possuir características óticas singulares, sensores de gases20 e 

extensivamente utilizado na indústria para a produção de discos ópticos21 e como 

pigmento para tintas22. 

A molécula de Ftc tem a capacidade de produzir a redução catalítica do 

peróxido de hidrogênio24, além de possuir grande similaridade com moléculas orgânicas 

como a hemoglobina. Estas características tornam a Ftc uma molécula interessante 

quanto à sua utilização como mediador de elétrons em biossensores enzimáticos. 

 

 

 
 

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

 

 

4.7 – Considerações finais 

 

Hidrogéis de PVA constituem uma matriz interessante para a 

imobilização de enzimas na construção de biossensores, devido a sua capacidade de 

formar complexos com H3BO3 a temperatura ambiente, preservando a enzima 

imobilizada. A Ftc é uma molécula interessante para a utilização como mediador de 

elétrons no biossensor, por ser um material de baixo custo e capaz de reduzir o peróxido 

de hidrogênio. 
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Para a utilização desses materiais no projeto de biossensores, suas 

propriedades físico-químicas deverão ser estudadas. Uma característica dos hidrogéis de 

PVA é sua alta capacidade de sorção de água, que é essencial para o desempenho do 

biossensor por permitir a formação do ambiente aquoso ideal para a ação da enzima e 

facilitar a sorção do analito. Esta e outras características dos hidrogéis de PVA serão 

estudadas nos próximos capítulos. 
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CAPÍTULO 5 – FENÔMENO DE TRANSPORTE DE ÁGUA EM MEMBRANAS 

POLIMÉRICAS 

 

 

5.1 - Introdução 

 

A caracterização do transporte de água em membranas poliméricas 

possui um importante papel tecnológico na caracterização e desenvolvimento de 

hidrogéis para aplicações em biotecnologia. Quando empregado na construção de 

biossensores enzimáticos, espera-se que o hidrogel apresente uma máxima sorção de 

água, o que influencia diretamente na performance do dispositivo, já que a reação 

enzimática deve se realizar em meio aquoso. Hidrogéis, como o PVA, são polímeros 

com elevada capacidade de sorção de água. 

Quando um hidrogel é submerso em água, as moléculas de água 

difundem-se na matriz polimérica causando seu intumescimento. A sorção de água por 

um hidrogel pode ser justificada em termos da pressão osmótica, de acordo com a teoria 

de Flory-Huggins1. Este modelo pode ser utilizado para justificar a sorção da solução 

aquosa de ácido bórico pelo PVA, no momento de sua reticulação, e a sorção de solução 

de colesterol pelo dispositivo, no momento de sua utilização. 

O estabelecimento de um modelo matemático para o processo de sorção 

de água por uma membrana polimérica permite a avaliação de propriedades físico-

químicas deste sistema, como o coeficiente de difusão, a energia de ativação associada 

ao processo de difusão e o mecanismo de difusão da água na membrana. 

 

5.2 - Transição de fase volumétrica 

 

Através da teoria de Flory-Huggins (FH) do equilíbrio de 

intumescimento, é possível efetuar uma interpretação qualitativa do processo de 

intumescimento (transição de fase volumétrica) de hidrogéis. A teoria de FH não 

considera efeitos do volume livre e de interações de hidrogênio. Devido a este fato, a 

teoria de FH não é capaz descrever quantitativamente o processo de intumescimento.2

A transição de fase volumétrica de um polímero é governada por pelo 

menos três diferentes termos de energia livre, ou seja, por alterações na energia livre de 
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mistura , na energia livre de deformações elásticas mG∆ elG∆ , e alterações na energia 

livre de interações eletrostáticas .iG∆ 2,3

ielm GGGG ∆+∆+∆=∆       (5.1) 

A energia livre de mistura, , é dada por: mG∆

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+=∆ ∑∑

< ji
ijji

i
iim vnvnRTG χln      (5.2) 

sendo R a constante dos gases e T a temperatura.  

Para o sistema PVA/Ácido bórico, o índice i = 1, 2 e 3 representam o 

solvente (água), o PVA e o ácido bórico (ou colesterol) respectivamente. ijχ  é o 

parâmetro de interação entre o polímero e o solvente. Este parâmetro indica a alteração 

da energia de interação quando o polímero e o solvente são misturados, ou seja, indica a 

interação termodinâmica entre o polímero e o solvente. Em um sistema aquoso, quanto 

maior o valor de ijχ , menor é a interação entre o polímero e a água e maior a interação 

entre os grupos hidrofílicos do polímero ou entre as cadeias poliméricas. ijχ  é dado 

por:4
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Sendo J a funcionalidade do componente 2 da solução. 

A energia livre de alterações elásticas elG∆  é dada por: 
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sendo N é o grau de polimerização,  é o volume molar de solvente,  a fração de 
volume de polímero antes do processo de intumescimento e  a fração de volume de 
polímero em equilíbrio de inchamento.  

1V 0
2v

2v

Para um gel iônico fracamente carregado, a energia livre de interações 

eletrostáticas  é dada por: iG∆

⎟
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⎝
⎛=∆

N
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v
v

N
fRTGi

2
1

1

2 ln       (5.4) 

onde  f é o número médio de unidades iônicas na cadeia. 

O potencial químico 1µ∆  relativo ao componente puro 1 na solução é 

dado por: 
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Uma Equação similar existe para os potenciais químicos 2µ∆  e 3µ∆ . 

Substituindo as Equações 5.2, 5.3 e 5.4 na Equação 5.5 e diferenciando 

com relação ao número de mols de solvente  e de moléculas de polímero  

chegamos ao seguinte conjunto de equações para o excesso de potencial químico para o 

solvente e para o polímero nas fases sol e gel:
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sendo y o número de segmentos no componente 3 da solução e φ a sua fração 

volumétrica na solução. 

O estado de equilíbrio de inchamento de uma rede (fase gel) imersa em 

uma solução é obtido quando os componentes 1 (solvente) e 3 (ácido bórico ou 

colesterol) contidos da rede polimérica estão em equilíbrio termodinâmico com esses 

mesmos componentes exteriores a rede. O estado de equilíbrio é descrito pela igualdade 

do potencial químico, µ, destes componentes em ambas as fases. Então, no equilíbrio de 

inchamento, se pode escrever: 

011 =∆−∆ solgel µµ        (5.7a) 

022 =∆−∆ solgel µµ        (5.7b) 

033 =∆−∆ solgel µµ        (5.7c) 
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Em termos de pressão osmótica π, a Equação 5.7a pode ser escrita como: 

( )
0

1

11 =
−

−=
V

solgel µµ
π       (5.8) 

A pressão osmótica π de um gel determina quando este tende a expandir 

ou a contrair. Quando diferente de zero, π fornece a força motriz para a difusão de 

solvente no hidrogel, provocando a sua transição de fase volumétrica. O solvente se 

move para dentro ou para fora do gel até que π se iguale a zero, isto é, até que as forças 

agindo no gel sejam balanceadas. Se π é positivo a solução tende a se difundir para o 

hidrogel, se π é negativo, a solução tende a sair do hidrogel. 

 

5.3 - A primeira lei de Fick 

 

A difusão de um solvente em um polímero se dá través do movimento 

randômico de moléculas individuais. Se um gradiente de concentração é estabelecido 

em uma seção qualquer de um polímero, surge a transferência de massa na direção da 

maior para a de menor concentração. Se o processo de transferência de massa for 

estacionário, ou seja, o gradiente de concentração for constante, este processo pode ser 

descrito através da primeira lei de Fick. A primeira lei de Fick pode ser deduzida 

considerando-se a difusão em uma dimensão, como ilustrado na Figura 5.1.5,6

 

 

 x

2
)(0 xxN ∆+

2
)(0 xN

)(0 xxN ∆+)(0 xN

Figura 5.1: Figura esquemática do deslocamento de moléculas em uma seção 

transversal num fluido. 

 

 

De acordo com o deslocamento linear estatístico, durante um intervalo 

de tempo ∆t metade das partículas estão se movendo ∆x nas duas direções, de tal forma 
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que o fluxo total através da área A em x é dado pela diferença entre os números de 

partículas movendo-se da esquerda para a direita e aquelas movendo da no sentido 

oposto: 
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Multiplicando a Equação 5.9 por xx ∆∆ /  e lembrando que a 

concentração de uma substância é dada por 
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O coeficiente de difusão é definido como 

t
xD
∆

∆
=

2

2
 

Tomando o limite para 0→∆x  e 0→∆t , a Equação 5.9 se torna: 

x
CDJ s ∂
∂

−=         (5.11) 

ou seja, o fluxo Js de um soluto S é proporcional ao gradiente de concentração. D é 

chamado coeficiente de difusão. Esta Equação é análoga a Equação de fluxo de calor 

entre dois corpos e é conhecida como primeira lei de Fick. A primeira lei de Fick é 

aplicável ao estado estacionário, onde a concentração não se altera com o tempo. 

 

5.4 - A segunda lei de Fick 

 

A segunda lei de Fick é capaz de descrever o processo de difusão de um 

solvente em um polímero em um estado não estacionário, ou seja, onde a concentração 

do solvente no interior do polímero é variável com o tempo. A dedução da segunda lei 

de Fick é apresentada a seguir. 5,6

Considerando no interior de um sólido, um elemento de volume 

retangular de espessura , suficientemente pequena para que a concentração não varie 

significativamente com a posição dentro do elemento, como ilustrado na Figura 5.2: 

x∆
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),( txxJ s ∆+),( txJ s

superfície de área A 

xx ∆+x
 

 

Figura 5.2: Figura esquemática do deslocamento de partículas em uma seção 

transversal num sólido. 

 

O número de partículas que passa pela superfície de área A, entrando no 

elemento de volume, na posição x em um intervalo de tempo  é dado por 

 

t∆

tAtxJ s ∆.).,( .

O número de partículas que passa pela superfície de área A, saindo do 

elemento de volume, em  no mesmo intervalo de tempo pode ser escrito como 

. Portanto, o fluxo líquido de partículas para dentro do elemento de 

volume (o número de partículas que entra menos o número de partículas que sai) no 

intervalo de tempo 

xx ∆+

tAtxxJ s ∆∆+ .).,(

t∆  é dado por: tAtxxJtxJ ss ∆∆+− .)).,(),((    (5.12) 

A variação líquida de partículas dentro do elemento de volume durante o 

intervalo de tempo  também pode ser expressa em termos da concentração C(x,t) 

aproximando o número de partículas dentro do elemento de volume  em qualquer 

instante de tempo por 

t∆

xA∆.

xAtxxC ∆∆+ .).,2/( . 

Desta forma, podemos escrever a variação líquida do número de 

partículas dentro do elemento de volume no intervalo t∆  como o número de partículas 

em  menos o número de partículas em t tt ∆+

 
xAtxxCttxxC ∆∆−∆+∆ .).,2/,((),2/,((     (5.13) 

 
Considerando o princípio da conservação da matéria, a variação do 

número de partículas dentro do volume em um intervalo de tempo  é dado pela 

quantidade de partículas que entra menos a quantidade de partículas que sai. Sendo 

assim, podemos igualar as Equações 5.12 e 5.13. 

t∆
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t
txxCttxxC

x
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A expressão (14) pode ser reescrita como: 
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Tomando-se os limites para 0→∆x  e 0→∆t , a Equação 5.14 toma a 

forma: 

t
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x
txJ s

∂
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−=
∂

∂ ),(),(
      (5.15) 

que é a Equação da continuidade 

Derivando a primeira lei de Fick (Equação 5.11) em relação a x, obtem-

se: 
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Combinando as equações 5.15 e 5.16, obtêm-se 

 

x
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que é a segunda lei de Fick 

Se D não depende de x e for constante com o tempo, podemos escrever a 

Equação 5.17 como: 

2

2 ),(),(
x

txCD
t
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∂

∂
=

∂
∂       (5.18) 

Lembrando-se que 2

2

x∂
∂  é a definição do operador Laplaciano em 

coordenadas cartesianas em uma dimensão (x). A Equação 5.18 pode ser reescrita na 

foram geral como: 

),(),( 2 txCD
t
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∇=

∂
∂  
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5. 5 – Determinação do coeficiente de difusão 

 

É comum realizar o estudo da difusão de líquidos orgânicos em 

polímeros através do método gravimétrico. Neste método é realizada a medida da massa 

de uma membrana polimérica imersa em um líquido em função do tempo, em vez de se 

considerar a transferência de matéria. 

O estudo do transporte de água em membranas poliméricas pode ser 

tratado quantitativamente pela segunda lei de Fick (Equação 5.18). A solução desta 

equação para membranas permite o cálculo do coeficiente de difusão de um solvente em 

uma membrana. O método para solução da segunda lei de Fick para uma membrana 

encontrado na literatura faz uso das funções de Green, o que torna o método complexo.5 

Desta forma, o Prof. Luiz F. Pontin, do Departamento de Matemática da UNIFEI, 

juntamente com a aluna do curso Materiais para Engenharia, Maria L. C. Falcão, 

desenvolveu uma nova metodologia para a solução da segunda lei de Fick para uma 

membrana.7 Esta nova metodologia contorna as dificuldades introduzidas  pelas funções 

de Green e possibilita a sua fácil compreensão. A seguir é apresentado o 

desenvolvimento da solução da segunda lei de Fick para uma membrana segundo esta 

nova metodologia, introduzindo algumas modificações e correções no desenvolvimento 

das expressões. 

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 o volume do recipiente é muito grande em relação às dimensões de amostra, a 

concentração da espécie difusora pode ser considerada constante, como também a sua 

concentração sobre as duas faces principais do filme. A metodologia utilizada para 

resolução deste problema é o método de separação de variáveis acoplado à série de 

Fourier.8 Este método consiste em propor uma solução C(x,t), constituída pelo produto 

de duas funções, sendo a primeira função apenas de x e a segunda função apenas de t. 

Desta forma: 
 

( ) ( ) (tNxMtxC =, )        (5.19) 

sendo M(x) uma função apenas da variável x e N(t) uma função apenas da variável t. 
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y 

C1

h-h

C(x=-h)  =  C(x=h)  =  C1

x 
 

Figura 5.3: Representação esquemática da difusão de líquido em uma membrana 

polimérica. 

 

 

A segunda lei de Fick então assume a seguinte forma: 

( ) ( ) ( ) ( )
2
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dx
xMdtDN

dt
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Que pode ser reescrita como: 
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tdN

tDN
=      (5.20) 

Observa-se que, na Equação 5.20, o primeiro membro depende apenas de 

t e o segundo membro apenas de x. Assim, para que a igualdade seja satisfeita ambos os 

membros devem ser constantes.  Essa constante, denominada constante de separação, 

por conveniência, será chamada de -ω2. Assim, obtêm-se as seguintes expressões: 

 

( )
( ) 2.1 ω−=

dt
tdN

tDN
   

Que pode ser reescrita como: 

( ) ( ) 0.2 =+ tND
dt

tdN ω       (5.21a) 

e 

( )
( ) 2

2

2
.1 ω−=

dx
xMd

xM
 

Que pode ser reescrita como: 
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( ) ( ) 0.2
2

2
=+ xM

dx
xMd ω       (5.21b) 

 
A Equação 5.21a é uma Equação diferencial ordinária linear de primeira 

ordem, cuja solução geral é: 

( ) DtetN
2ω−=  

A Equação 5.21b é uma Equação diferencial ordinária linear de segunda 

ordem, cuja solução geral é: 

( ) xbxaxM ωω sencos +=  

onde os coeficientes a e b podem ser determinados considerando a condição inicial 

0),( =txC , -h < x < h 

e a condição de contorno 

0),( =± thC , para  0≥t

A solução geral da segunda lei de Fick (Equação 5.18), para uma 

membrana é dada por: 

( DtexbxatxC
2

.sencos),( ωωω −+= )

)

)

     (5.23) 

A solução dada pela Equação 5.23 não satisfaz condições de contorno 

arbitrárias. Assim, para satisfazer condições de fronteira não homogêneas, segundo 

Fourier, deve ser proposta uma solução do tipo: 
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Dt
nnnn

nexbxaatxC ωωω    (5.24) 

As constantes an, bn e ω = n2π/P podem ser determinadas através das condições de 

contorno. 

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

 
( ) ( txCtxC ,, =− , para –h ≤ x ≤ h  e  t ≥ 0 

Assim, a Equação 5.24 pode ser reescrita como: 
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Para que a igualdade acima seja verificada para –h ≤ x ≤ h e t ≥ 0 é 

necessário que bn = 0 para n = 1, 2, 3, ... 

Desta forma, a Equação 5.24 torna-se: 

( ) ( ) Dt

n
nn

nexaatxC
2

.cos2,
1

0
ωω −

∞

=
∑+=     (5.26) 

Para o cálculo da solução particular da segunda lei Fick, as seguintes 

condições de contorno podem se aplicadas: 

0)0,( =xC , -h < x < h 

( ) 1, CthC =±  

Para se determinar as constantes an e P (período da função), é necessário 

efetuar a extensão periódica par da condição inicial, ou seja, estender o valor da 

concentração C1 até ±2h, como mostrado na Figura 5.4. 

A constante P é dada por P = 4h. 

 

 

y 

x h-h 2h -2h 

P

P  =  4h 

 
 

Figura 5.4: Representação da extensão periódica par da condição inicial. 

 

 

Os coeficientes an para n = 1, 2, 3, ... são dados por: 
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Sabendo-se que ( )0,xC  é uma função par e que P = 4h, a Equação 5.27 

pode ser escrita como: 
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Os valores de an podem ser obtidos a partir de uma tabela da função 

seno. A Tabela 5.1 apresenta o valor de ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

2
sen πn  para alguns valores de n. 

 

 

Tabela 5.1: Alguns valores da função ( )2/sen πn . 

 

n ( )2/sen πn  

0 0 

1 1 

2 0 

3 -1 

4 0 

 

 

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

são diferentes de zero apenas para valores de n inteiro e ímpar. 

Para n = 0, tem-se: 

( )∫ =−===
h

h

h
h Chh

h
C

hx
CdxC

h
a

2

1
121

10 2|1  

Assim, a partir da Equação 5.26, a seguinte relação pode ser obtida: 
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A concentração de saturação, no tempo de equilíbrio (t → ∞), é: 

( ) ∞∞→
≡⎯⎯ →⎯ CCtxC

t 1,  

Então, no tempo de equilíbrio e para –h ≤ x ≤ h e t ≥ 0, a Equação 5.29 

pode ser escrita como: 
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Esta equação exprime a razão entre a concentração de solução dentro da 

membrana em uma posição x e tempo t e a concentração de solução no tempo de 

equilíbrio. 

Para se obter a quantidade total de matéria absorvida pela membrana por 

unidade de tempo, , basta integrar a Equação 5.30 em toda a espessura da 

membrana, obtendo-se a seguinte expressão: 
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           (5.31) 

Para solucionar a segunda integral da relação acima, é necessário extrair 

o somatório da integral. Para que isto seja realizado, é necessário que a série seja 

convergente uniformemente no intervalo [-h, h]. A convergência dessa série é garantida 

pelo termo ( )
⎟
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Resolvendo a integral existente na relação (5.32), obtem-se: 
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A Equação 5.32 assume então a forma: 
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Na concentração de saturação (t → ∞): 

( ) ∞∞→
≡⎯⎯ →⎯ MhCtM

t
2.1  

a Equação 5.33 pode ser escrita como: 
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Os termos da Equação 5.34 convergem rapidamente com o crescimento 

de t. Desta forma, o coeficiente de difusão (D) pode ser calculado, aproximadamente, 

tomando-se o primeiro termo da série (n = 0) apresentada pela Equação 5.34. Assim, a 

seguinte expressão pode ser obtida: 
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Aplicando o logaritmo nesta Equação, obtemos: 
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A Equação 5.35 pode ser comparada com a Equação de uma reta em um 

gráfico ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−

∞M
M t1ln  versus t, através do qual D pode ser obtido em função do 

coeficiente angular, α, da reta, segundo a relação: 
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5.6 – Mecanismo de difusão de solvente através de uma membrana polimérica. 

 

O mecanismo de difusão em um polímero é fenômeno complexo que, a 

um nível microscópico, pode ser classificado em três categorias: 9-13

1 - Difusão “Fickiana”, ou Caso I (Figura 5.4 - A). Se refere ao processo 

no qual a taxa de difusão do solvente é muito menor que a taxa de relaxação das cadeias 

poliméricas devido a fatores estruturais e mecânicos. Neste mecanismo, o equilíbrio de 

sorção é rapidamente atingido. O processo de sorção é independente da cinética de 

intumescimento. 

2 - Difusão não “Fickiana”, ou Caso II (Figura 5.4 - C). Se refere ao 

processo no qual a taxa de difusão é maior que o processo simultâneo de relaxação das 

cadeias poliméricas. O processo de sorção é fortemente dependente da cinética de 

intumescimento. 

3 – Difusão anômala (Figura 5.4 - B). Se refere ao processo no qual a 

taxa de difusão do solvente é comparável a taxa de relaxação das cadeias poliméricas. 

Neste caso, o processo de difusão no solvente é afetado apenas pela presença de 

porosidades na matriz polimérica. 

O mecanismo de difusão de um solvente através de uma membrana 

polimérica pode ser estudado através da seguinte relação empírica:

nt Kt
M
M

=
∞

        (5.37) 

sendo K uma constante que depende das características estruturais do polímero. n 

determina o mecanismo de transporte: n = 0,5 mecanismo de Fick e n = 1 mecanismo de 

difusão não “Fickiano”. Quando 0,5 < n < 1 a difusão é anômala. A Equação 5.37 é 

somente válida para análise até os primeiros 60% de intumescimento (Mt/M∞ ≤ 0,6) e 

não pode ser utilizada na análise nos pontos de inflexão tipicamente observados nas 

curvas de intumescimento. 
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Figura 5.4: Desenho esquemático do mecanismo de difusão “Fickiano” (A), anômalo 

(B) e não “Fickiano” (C). 
 
 
 
 
5.7 – Parâmetros termodinâmicos associados ao processo de difusão 

 
 
A energia de ativação para o processo de difusão de um solvente em um 

polímero é uma medida da energia gasta para vencer as forças coesivas do polímero 

para que haja a formação de vacâncias através das quais a difusão irá ocorrer. 

A energia de ativação (Ea) para o processo de difusão de solvente em um 

polímero pode ser calculada através da equação de Arrhenius. Esta Equação fornece a 

dependência do coeficiente de difusão com a temperatura. A Equação de Arrhenius é 

dada por:11,13,15

RT
Ea

eDD
−

= 0         (5.38) 
 

onde D é o coeficiente de difusão a uma temperatura T, D0 um fator pré-exponencial, Ea 

é a energia de ativação para o processo de difusão e R a constante dos gases.  
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A entalpia, Hi, associada ao intumescimento do hidrogel pode ser 

calculada através da Equação de Gibbs-Helmholtz:8,9,12

 

R
H

Td
Md i=∞

)/1(
)ln(

       (5.39) 

sendo M∞ a massa da membrana no tempo de equilíbrio t de intumescimento, T a 

temperatura (K) e R a constante dos gases. 

 

5.8 – Densidade de reticulações 

 

A densidade de reticulações, νe, é uma importante propriedade dos 

materiais poliméricos. A densidade de reticulações está intimamente relacionada com as 

propriedades físico-químicas do material, como propriedades mecânicas e térmicas. 

A densidade de reticulações pode ser calculada através da 

expressão:4,12,15 

RTe 3

3/1−
=
γφν         (5.40) 

sendo γ o módulo de Young do polímero no equilíbrio de intumescimento, φ  a fração 

de polímero no hidrogel,  R a constante dos gases e T a temperatura (K). Por sua vez, φ 

é dado por: 

sbapb

pb

mmm
m

ρρ
ρ

φ
/)(/

/
−+

=
  

sendo ma e mb as massa do filme antes a após o processo de intumescimento, 

respectivamente. ρp é a densidade do polímero e ρs a densidade do solvente. A 

densidade de reticulação de um polímero é dada em unidades de mols de reticulações 

por centímetro cúbico de polímero. 

 

5.9 – Considerações finais 

 

Neste capítulo foi descrita a fenomenologia de transporte de água em 

membranas poliméricas. Através da segunda lei de Fick foram desenvolvidas relações 

que permitem o estudo da sorção de analito por um biossensor, bem como a descrição 

deste mecanismo do ponto de vista da física-matemática. 
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Dando prosseguimento ao estudo das bases teóricas necessárias para o 

projeto de um biossensor, no próximo capítulo será apresentada a fundamentação 

teórica da modelagem molecular. Através da modelagem molecular é possível uma 

melhor compreensão da interação entre o polímero e o mediador de elétrons utilizados 

na construção do biossensor, auxiliando na interpretação das propriedades ópticas e 

elétricas do dispositivo. 
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CAPÍTULO 6 - MODELAGEM MOLECULAR COMO FERRAMENTA DE 

PESQUISA EM CIÊNCIA DOS MATERIAIS 

 

 

6.1 - Introdução 

 

A modelagem molecular (MM), baseada nos métodos da química 

quântica, constitui uma ferramenta poderosa para o desenvolvimento de novos 

materiais1. Esta ferramenta permite predizer, por exemplo, a estrutura química, 

propriedades e reatividade de um material antes que este seja sintetizado. A MM é 

utilizada para complementar, interpretar, predizer ou até substituir medidas 

experimentais com uma conseqüente economia de tempo e material, e sem a 

necessidade de laboratórios especializados. Em conseqüência, encontramos aplicações 

em MM em diversas áreas, desde a indústria farmacêutica, no desenvolvimento de 

novos medicamentos, até a indústria química, no desenvolvimento de catalisadores e 

novos produtos. As técnicas de MM permitem criar modelos virtuais de materiais 

diversos, tanto a nível molecular quanto a atomístico, através da resolução da equação 

de Schrödinger. A MM fornece informações acerca da geometria mais estável, energia, 

distribuição de cargas elétricas, dados termodinâmicos e cinéticos, propriedades 

espectroscópicas e mecânicas. 

Neste trabalho, a interação entre o polímero e o mediador de elétrons 

utilizados na construção do biossensor será estudada através da MM. O estudo da 

interação entre essas duas moléculas permitirá a melhor compreensão das características 

físico-químicas do biossensor. Através de mapa do potencial de ionização das 

moléculas envolvidas, será estudada a interação entre elas, auxiliando na interpretação 

de dados espectroscópicos. A localização e energias dos orbitais de fronteira permitirão 

a compreensão 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 formas3: Modelos mecânico-

moleculares e modelos químico-quânticos. Os modelos mecânico-moleculares tratam a 

molécula como um conjunto de átomos e suas ligações. As interações são representadas 

por potenciais clássicos, como osciladores harmônicos. Os modelos químico-quânticos 

tratam a molécula como um conjunto de núcleos e elétrons.  



 62

O desenvolvimento dos modelos químico-quânticos se dá a partir da 

mecânica quântica, que descreve as moléculas em termos das interações entre núcleos e 

elétrons, e a geometria molecular em termos do arranjo de menor energia entre os 

núcleos. A solução da equação de Schrödinger (Equação 6.1) leva diretamente à 

estrutura molecular e energia, entre outros observáveis. Contudo, para solucionar a 

equação de Schrödinger para sistemas multieletrônicos, são necessárias aproximações. 

Estas aproximações são introduzidas pelo modelo das partículas independentes, levando 

a simplificações que permitem o tratamento matemático da equação de Schrödinger 

para sistemas multieletrônicos. 

Ψ=Ψ+Ψ∇− EE
m p

2

2
h       (6.1) 

 

6. 2 – O modelo das Partículas Independentes 

 

Na formulação independente do tempo e em unidades atômicas, a 

equação de Schrödinger é descrita como3: 

( ) ( rRErRH ,,
^

Ψ=Ψ )       (6.2) 

sendo R e r respectivamente as coordenadas dos M núcleos e dos N elétrons e H é o 

operador Hamiltoniano, dado por:  
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sendo Z a carga nuclear, MA a razão entre a massa dos núcleos, A é a massa de um 

elétron, RAB  a distância entre os núcleos A e B, rij a distância entre os elétrons i e j e riA 

a distância entre um elétron i e um núcleo A. Os termos desta equação são 

respectivamente, o operador de energia cinética dos elétrons, operador de energia 

cinética dos núcleos, operador de energia potencial de atração núcleo-elétron, repulsão 

elétron-elétron e repulsão núcleo-núcleo. Nesta expressão observam-se termos (1/rij) 

onde as coordenadas dos elétrons i e j estão acopladas, termos (1/RAB) onde as 

coordenadas de núcleos A e B estão acopladas e termos (1/riA), onde as coordenadas dos 

elétrons i e núcleos A estão acopladas. 

O Modelo das Partículas Independentes propõe a construção de um 

modelo físico-matemático para contornar as dificuldades criadas por estes acoplamentos 
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de variáveis através da introdução de aproximações na equação de Schrödinger. As 

principais aproximações serão apresentadas a seguir. 

 

6.3 - Aproximação de Born-Oppenheimer 

 

A aproximação de Born-Oppenheimer parte da consideração de que os 

elétrons e núcleos, interpretados como partículas clássicas, possuem velocidades 

diferentes (vnúcleo << velétron). Desta forma, assumimos que o núcleo não se move, o que 

leva a uma equação de Schrödinger “eletrônica”. 

( ) ( rRErRH elelel
el

,,
^

Ψ=Ψ )      (6.4) 

Os termos do Hamiltoniano relacionados à energia cinética são 

desprezados e os termos relacionados à interação eletrostática dos núcleos se tornam 

uma constante. O Hamiltoniano então assume a seguinte forma: 

ij

elétrons

ji

elétrons

i

elétrons

i

nucleos

A iA

A
i

el

ri
ZH 1

2
1 2

^

<
∑∑∑ ∑ ∑ +−∇−=    (6.5) 

O termos relacionados à interação eletrostática dos núcleos devem ser somados a 

energia eletrostática total: 
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A equação de Schrödinger ainda é intratável e outras aproximações são 

necessárias. A obtenção da função de onda “eletrônica” Ψel(R,r) se dá através da 

formulação matemática desenvolvida por Douglas Hartree e Vladimir Fock, sendo 

conhecida como método de Hartree-Fock (HF). 

 
6.4 - Aproximação de Hartree-Fock 

 

A dificuldade para solucionar a equação de Schrödinger para sistemas 

multieletrônicos está associada ao termo de repulsão intereletrônica do Hamiltoniano4. 

Esta dificuldade pode ser contornada substituindo a interação entre um elétron e os 

demais N-1 elétrons pela interação deste elétron com o campo médio gerado pelos 

elétrons restantes3,4. A posição instantânea dos elétrons não é considerada. A função de 

onda total do sistema de N elétrons é escrita na forma de um determinante chamado 

Determinante de Slater3. O determinante indica que a função eletrônica deve mudar de 
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sinal quando duas coordenadas são intercambiadas, introduzindo a anti-simetria, que é 

um requisito do princípio da exclusão de Pauli. 
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21
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Os elementos φi do determinante são chamados spin-orbitais do átomo e é definido pelo 

produto entre a função espacial, ou orbital molecular, ψi, e a função de spin, α ou β. O 

termo !/1 N  e a constante de normalização da função de onda6. ψ exprime o orbital 

molecular como uma combinação linear dos orbitais atômicos. Desta forma obtém-se a 

dependência do operador Hamiltoniano com o spin do elétron3. 

O método de Hartree-Fock busca uma solução aproximada do estado 

fundamental de um sistema de elétrons num átomo ou numa molécula considerando 

apenas um determinante de Slater5. Para obter a melhor aproximação possível nesta 

forma “monodeterminante” é preciso desenvolver um critério de escolha das funções de 

estado de uma partícula, ou seja, dos spin-orbitais, que comporão o determinante de 

Slater. Este critério é obtido minimizando a energia E do sistema com relação aos spin-

orbitais através do método variacional.  

Segundo o método variacional, a energia calculada a partir de uma 

aproximação de uma função de onda real, será sempre maior que a energia real6. 

Conseqüentemente, a melhor função de onda aproximada será aquela que leva a uma 

energia mínima. Como resultado da aplicação deste método à expressão para a, obtém-

se as equações de Fock3: 

( ) ( ) ( )iii xxiF φεφ =
^

       (6.8) 

φ (xi) são funções de apenas um elétron com energia ε, chamadas de funções orbitais. 

φ(xi) é uma autofunção do operador de Fock f(i), definido como sendo: 

( ) ( )iiF ef
i υ+∇−= 2

^

2
1       (6.9) 

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

depende das demais funções φ(x

( )iefυ

i) relativas a estes elétrons, existindo portanto 

acoplamento neste sistema de equações. O operador de Fock é efetivamente o 

hamiltoniano de um único elétron de um sistema polieletrônico6. 
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As equações de Hartree-Fock são uma série de equações diferenciais 

acopladas que envolvem a coordenada de um único elétron e podem ser resolvidas 

numericamente3. Como o método de Hartree-Fock obtém-se uma solução aproximada 

para a equação de Schrödinger, ou seja, um produto anti-simétrico de funções de um 

elétron ou orbitais. 

 

6..5 - Aproximação LCAO 

 

J. J. Rothraan sugeriu que os orbitais moleculares fossem expandidos 

como uma combinação linear de um conjunto finito de funções previstas, conhecidas 

como funções de base χ, que representam os orbitais atômicos, ou orbitais de Hartree-

Fock2,3,4. A expansão é chamada combinação linear de orbitais atômicos (LCAO – 

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

k
kkii c
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∑= χφ         (6.10) 

onde c são coeficientes de combinação linear que representarão os orbitais moleculares 

φi como combinação linear de µ funções bases χ (orbitais atômicos) previamente 

escolhidas. 

Os orbitais atômicos e moleculares são considerados como vetores em 

um espaço não euclidiano4. Por analogia com o espaço euclidiano, pode-se imaginar que 

um vetor qualquer em um espaço de k dimensões possa ser escrito como uma 

combinação linear de vetores ortonormais que formem uma base no espaço. Os orbitais 

atômicos e moleculares apresentam características vetoriais, mas como são funções 

matemáticas, não estão em um espaço vetorial euclidiano. 

A idéia de uma base no espaço euclidiano deve ser substituída por uma 

base construída por funções matemáticas linearmente independentes e ortonormais. 

Desta forma, os orbitais atômicos e moleculares devem ser obtidos como combinação 

linear dessa base de funções. 

Considerando que φ será sempre centralizado nas posições dos núcleos, 

eliminamos a necessidade de especificar a sua localização3. Desta forma, a resolução 

das equações de um elétron obtidas com o método HF é transformada em uma álgebra 

de matrizes, ou seja, requer a determinação do conjunto de coeficientes {Cui}. 
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Um ponto importante do método do Hartree-Fock é a escolha das 

funções base a serem utilizadas para representar os orbitais de Hartree-Fock4. O 

conjunto de funções base deve fornecer a melhor representação possível da distribuição 

eletrônica do sistema e apresentar possibilidade de implementação computacional 

através de expressões matemáticas analíticas. Ao escolher o conjunto de funções base, 

devemos considerar basicamente os seguintes aspectos: 

1) As funções base devem permitir fácil ajuste com relação ao sistema 

utilizado e levar a propriedades físicas compatíveis com as observadas 

experimentalmente. 2) O número de funções de base a ser utilizado deve corresponder 

ao de uma série completa, ou tão próximo desta quanto possível. No entanto, a número 

de funções base deve ser o menor possível. O número de integrais de energia cinética e 

atração núcleo-elétron cresce na ordem de n2, enquanto que o número de integrais de 

repulsão elétron-elétron cresce na ordem de n4, onde n é o número de funções base. 3) O 

tipo e o número de funções bases devem permitir que todas as integrais necessárias ao 

cálculo de propriedades do sistema sejam obtidas sem grandes dificuldades. Este último 

aspecto é puramente computacional. 

O tipo de funções base mais comumente utilizada é a função gaussiana 

do tipo2,4: 

( 2exp rfB
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αφµ −⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
= )      (6.11) 

sendo B, L, T e S constantes e f uma função que caracteriza o tipo de função gaussiana 

(s, p, d, f, etc). As funções Ψi possuem um comportamento radial oscilante, dificultando 

a  resolução de integrais de energia por métodos numéricos. A utilização de bases 

gaussianas possibilita que as integrais sejam calculadas analiticamente, contornando 

este problema e tornando o modelo ideal para ser resolvido computacionalmente2. 

O produto de duas funções gaussianas G(αi,ra) e G(αj,rb) centradas 

respectivamente nas coordenadas A=(Ax, Ay, Az) e B=(Bx, By, Bz), será uma função 

gaussiana G(αk,rc) centrada em C=(Cx, Cy, Cz)4. Desta forma, a função gaussiana 

possibilita que os produtos de integrais multidimensionais sejam fatorados e reescritos 

em termos de centros alternativos. 

As aproximações de Hartree-Fock e LCAO tomadas em conjunto e 

aplicadas às equações eletrônicas de Schrödinger, conduzem às equações de Roothaan-

Hall3. 
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6.6 - Equações de Roothaan-Hall 

 
Substituindo a Equação 6.8 na Equação 6.10, obtemos4: 

       (6.12) ∑∑ =
k

kikik
k

ik ccF χεχ
^

A solução da Equação 6.12 é obtida pela metodologia de ajuste variacional, obtendo-se 

os coeficientes de combinação linear em função da minimização da energia eletrônica 

total do sistema, e é dada por: 

FCi=ESCi         (6.13) 

sendo C a matriz dos coeficientes dos orbitais moleculares da aproximação LCAO, S é a 

matriz de sobreposição (uma medida de quanto as funções de base “sentem” umas as 

outras), E é a matriz de energias moleculares e F a matriz de Fock (análoga ao 

Hamiltoniano na equação de Schrödinger). A Equação 6.13 apresenta características que 

permitem a aplicação de técnicas numéricas eficientes para determinação dos 

coeficientes de combinação linear e as energias dos orbitais moleculares. Esta 

representação matricial é denominada de equação secular. 

Os elementos de F são dados por3: 

vv
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vv KJHF µµµµ −+=       (6.14) 

Hnúcleo é o chamado hamiltoniano do núcleo, cujos elementos são dados por: 
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Elementos coulombianos e de troca, Jkv e Kkv, são dados por: 
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P é a chamada matriz densidade, cujos elementos envolvem a soma, sobre todos os 

orbitais moleculares ocupados, do produto de dois coeficientes dos orbitais moleculares. 

Neste caso, P é dado por: 

∑=
ocupados

lecularesOrbitaismo

i
iiccP σλλσ 2        (6.18) 

Em geral, P será a menor energia ½ N, onde N é o número 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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atômico associado leva a densidade eletrônica. (µν|λσ)  são integrais de dois elétrons, 

dadas pela Equação 6.19. O número dessas integrais aumenta com o número de funções 

base. 

( ) 2122
12

11 )()(1)()(| drdrrr
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⎡
= ∫∫   (6.19) 

 Os métodos resultantes das soluções das equações de Roothaan-Hall são 

chamados de modelos Hartree-Fock-Roothaan, que consistem na aplicação da 

combinação linear de orbitais atômicos usando o modelo de Hartree-Fock. A energia 

correspondente a um sistema infinito (completo) de bases é chamada de energia de 

Hartree-Fock. O de modelo Hartree-Fock permite que as funções de onda e a energia, 

como também a sua primeira e segunda derivada, sejam calculadas através de uma 

metodologia puramente analítica. Isso desempenha um papel importante em rotinas 

computacionais para otimização da geometria (que requere primeiras derivadas) e 

determinação de freqüências vibracionais (que requere segundas derivadas). 

Embora o modelo Hartree-Fock permita o cálculo das funções de onda e 

energia analiticamente, este método apresenta algumas limitaçoes importantes. Tais 

limitações são apresentadas a seguir. 

 

6.7 - Limitações do modelo de Hartree-Fock 

 

O modelo de Hartree-Fock proporciona resultados com boa concordância 

com dados experimentais para determinadas propriedades moleculares, como a 

geometria molecular, energia de ionização e outras. Entretanto, o modelo não garante 

uma descrição adequada de propriedades mais sensíveis a qualidade da função de onda, 

como propriedades que envolvam diferenças de energia. Isso se deve ao fato de que o 

modelo de Hartree-Fock não considera a correlação eletrônica4. Os movimentos dos 

elétrons em um átomo não são independentes. Desta forma o modelo permite a perda da 

energia proveniente da interação que seria causada pela posição dos elétrons no espaço.  

Os efeitos dessa correlação eletrônica se manifesta em diversas 

propriedades atômicas, como na polarizabilidade e momento dipolar. Métodos que 

levam em consideração a correlação eletrônica possuem um formalismo matemático 

complexo, impedindo uma interpretação física simples. Uma interpretação mais 

próximo do químico sobre a correlação eletrônica 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 não contém elétrons. 

Neste modelo, os orbitais LUMO e suas energias, obtidas através da 

Equação 6.13, não são caracterizados corretamente. O operador de Fock leva em 

consideração a interação de cada um dos elétrons nos orbitais ocupados com o campo 

médio gerado pelos outros elétrons. Desta forma, os orbitais LUMO são obtidos através 

da experimentação da interação de um elétron no orbital desocupado com todos os 

orbitais ocupados. Em conseqüência os orbitais LUMO apresentam características mais 

próximas de um íon negativo no estado excitado do que de um sistema neutro. 

Apesar das limitações citadas, o modelo de Hartree-Fock oferece uma 

aproximação consideravelmente boa, que permite a compreensão do comportamento de 

elétrons e núcleos em átomos e sistemas moleculares, bem com a formação de ligações 

químicas. 

 

6.8 - Métodos semi-empíricos 

 

Os métodos semi-empíricos seguem diretamente o modelo de Hartree-

Fock3. Neste método, novas aproximações são incorporadas ao modelo Hartree-Fock 

com o objetivo de reduzir o elevado número de integrais de repulsão elétron-elétron. O 

tratamento é feito apenas nos elétrons de valência, elétrons associados ao núcleo são 

ignorados3. A validade desta aproximação está relacionada ao fato de que os elétrons 

envolvidos em uma ligação química ou em propriedades moleculares de interesse estão 

localizados na camada de valência. 

 A principal aproximação, com o objetivo de reduzir o tempo de 

processamento computacional, é considerar que os orbitais moleculares residentes em 

diferentes centros atômicos não se sobrepõem. 

 

∫ = 0τχχ ν dk         (6.20) 

com χk e χv em diferentes átomos. 

Essa á a chamada aproximação NDDO (Neglect of Diatomic Differential 

Overlap). Esta aproximação reduz o número de interações entre elétrons nas equações 

de Hoothaan-Hall de N4 para N2, onde N é o número total de funções de base. Os 
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métodos semi-empíricos NDDO aplicam um conjunto de bases sp, não tratando orbitais 

d em suas implementações. Desta forma, esses métodos não podem ser aplicados na 

maioria dos metais de transição. 

Outras aproximações são introduzidas a fim de promover uma 

simplificação nos cálculos de uma forma mais geral e para permitir a introdução de 

parâmetros semi-empíricos. Os métodos semi-empirícos utilizam algumas constantes 

determinadas experimentalmente, como a massa atômica do isótopo mais abundante e o 

calor de atomização de cada átomo envolvido. A parametrização é feita de maneira que 

reproduza uma série de valores experimentais, como geometria de equilíbrio, calor de 

formação, momento de dipolo e potencial de ionização.  

Para facilitar a interpretação dos resultados obtidos através da mecânica 

molecular (MM), foram desenvolvidos modelos que permitem a apresentação dos 

resultados graficamente. 

 

6.9 - Modelos gráficos 

 

Através da MM podemos obter informação de uma molécula com 

relação aos orbitais moleculares, densidade eletrônica, densidade de spin (para radicais 

ou moléculas com elétrons emparelhados), potencial eletrostático, potencial de 

ionização e outros3. Estas informações podem ser apresentadas graficamente, através de 

modelos relacionados à carga e dimensões moleculares e a distribuição de cargas na 

molécula. 

As informações são apresentadas como funções tridimensionais das 

coordenadas em termos de uma superfície de valor constante, ou seja, em uma 

isosuperfície: 

f(x,y,z) = constante 

O valor da constante pode ser escolhido de forma a refletir um observável físico de 

interesse. Como exemplo, ao escolher como constante uma determinada densidade de 

elétrons, a isosuperfície representaria a forma da molécula. Uma isosuperfície pode 

mostrar apenas uma grandeza física. Grandezas adicionais podem ser apresentadas na 

forma de mapas de cores na isosuperfície, onde diferentes cores estão relacionadas a 

diferentes valores. 

A seguir serão apresentadas as funções responsáveis pela geração de 

gráficos associados a cada um dos principais observáveis físicos. 
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O orbital molecular HOMO mostra quais regiões da molécula são mais 

ricas em elétrons e, conseqüentemente, mais sujeitas a ataque eletrofílico. 

Os orbitais moleculares são dados pela seguinte função: 
basedefunções

ii c
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µµ χφ        (6.21) 

Os orbitais moleculares σ e π são comumente associados às ligações σ e 

π, respectivamente. Porém, isto não corresponde à realidade. A razão é que os orbitais 

moleculares são escritos como combinações lineares de funções de base centradas nos 

núcleos e serão, em geral, completamente delocalizadas do esqueleto nuclear. 

A densidade eletrônica ρ(r) é uma função da coordenada r definida de 

forma que ρ(r)dr é o número de elétrons contidos no volume dr. Isso é o que é medido 

em experimentos de difração de raios-x. Para uma molécula, ρ(r) é escrito em termos da 

soma dos produtos das funções de base χ. 
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onde P é a matriz densidade (Equação 6.18)  

A densidade eletrônica pode ser exibida através de uma isosuperfície 

(uma superfície isodensidade) com o tamanho e forma dada de acordo com um valor 

escolhido da densidade. 

O potencial eletrostático εp é definido como a energia de interação de um 

ponto p de carga positiva com os núcleos e elétrons da molécula. 
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O primeiro somatório na equação é sobre o núcleo A. Z é o número atômico e RAp é a 

distância entre o núcleo e o ponto da carga. O segundo somatório é sobre as funções de 

base, χ. P é a matriz densidade (Equação 6.18) e a integral reflete a interação 

coulombiana entre os elétrons e o ponto de carga, onde rp é a distância entre o elétron e 

o ponto de carga. 

Potenciais eletrostáticos negativos (superfície de potencial negativa) 

mostram as regiões ricas em elétrons (sujeitas a ataques eletrofílicos). Delimita a 

localização dos elétrons de maior energia. Potenciais eletrostáticos positivos (superfície 

de potencial positiva) mostram regiões deficientes em elétrons (sujeitas a ataques 

nucleofílicos).  
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O potencial eletrostático é mostrado como um mapa de cores na 

isosuperfície de densidade de elétrons. O potencial de ionização local I(r) é definido 

como a soma sobre a densidade de elétrons do orbital, ρi(r), multiplicada pela energia 

absoluta do orbital, |Ei|, dividido pela densidade total de elétrons, ρ(r): 
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O potencial de ionização representa a facilidade de remoção de elétrons  

em um local ao redor da molécula. Uma superfície com baixo potencial de ionização 

apresenta uma área mais facilmente ionizável. O potencial de ionização é uma 

alternativa ao potencial eletrostático como um indicador de reatividade eletrofílica da 

molécula. 

 

6.10 – Considerações finais 

 

A modelagem molecular permite a criação de modelos virtuais de 

estruturas moleculares através da resolução aproximada da equação de Schrödinger para 

diversas partículas. Esta ferramenta é de grande importância para pesquisas em ciência 

dos materiais, por auxiliar na compreensão das propriedades físico-químicas dos 

materiais, alem de possibilitar a previsão de suas propriedades. 

Os mapas de potencial de ionização permitem investigar a interação 

química entre diferentes moléculas, indicando os sítios mais prováveis de ligação. A 

modelagem dos orbitais moleculares auxilia na interpretação de propriedades elétricas 

dos materiais, revelando os possíveis mecanismos promotores do transporte elétrico. 

Estes mecanismos serão abordados no próximo capítulo. 
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CAPÍTULO 7 - CONDUÇÃO ELÉTRICA EM POLÍMEROS 

 

 
7.1 - Orbitais Moleculares 

 
A formação dos orbitais moleculares em materiais poliméricos ocorre da 

mesma forma que a formação de bandas de energia em materiais cristalinos. Esse 

processo pode ser descrito através de um simples modelo de sólido, em uma dimensão, 

que consiste em uma linha infinita de átomos. A partir de um átomo (Figura 7.1 - A), a 

medida que aumentamos a quantidade de átomos  no sistema, os níveis de energias se 

sobrepõem em um número cada vez maior de orbitais (Figura 7.1 - C). Para uma cadeia 

de poucos átomos, o número de energias possíveis no sistema é finito, mas para grandes 

números de átomos, que pode ser considerado infinito, como em um sólido 

macroscópico, o número de energias possíveis é infinito, dando origem aos orbitais 

moleculares (MO) (Figura 7.1 - D).1

 

 
 

 

Figura 7.1: Desenho representativo da formação dos orbitais moleculares. 

 

 
O orbital HOMO é definido como o orbital molecular de mais alta 

energia que contém elétrons. O orbital HOMO age como um doador de elétrons, já que 

este é o orbital mais externo que contém elétrons. O orbital LUMO é o orbital molecular 

de mais baixa energia que não contém elétrons, e age como um receptor de elétrons. 
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Através de uma analogia à teoria das bandas em materiais cristalinos, é 

possível compreender a condução elétrica em materiais poliméricos. Os elétrons 

excitados para o orbital LUMO são considerados “livres” e, assim como os buracos 

deixados no orbital HOMO, participam do processo de condução elétrica. A diferença 

de energia entre os orbitais HOMO e LUMO é chamada de banda proibida. 

A condutividade do material está relacionada à largura da banda 

proibida. Se a largura da banda proibida for nula, como é típico de materiais condutores, 

uma quantidade de energia muito pequena poderá promover elétrons para estados não 

ocupado no orbital LUMO (Figura 7.2 - A). Desta forma, sob uma pequena diferença 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 será necessária par promover elétrons para o 

orbital LUMO. O material então se comportará como um semicondutor (Figura 7.2 - B). 

Se a largura da banda proibida for grande, será necessária uma grande quantidade de 

energia, o material então se comportará como um isolante elétrico (Figura 7.2 - C).1,2

 

 

 
 

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 excitação de elétrons para estados energéticos no orbital 

LUMO pode ser de origem térmica e, à temperatura ambiente, o material poderá possuir 

grande condutividade elétrica. Neste caso, a população nos orbitais moleculares é dada 

pela distribuição de Fermi-Dirac: 
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1
1
/)( +

=
− kTEe

P
µ

       (7.1) 

sendo µ é o potencial químico do sistema. 

 

 
7.2 - Transporte eletrônico 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 é descrito por uma função de onda bem localizada na rede. Os elétrons estão 

bem presos numa determinada região do material e não se acoplam com outros estados 

eletrônicos. Para materiais caracterizados pela presença de estados localizados, a 

condução eletrônica se dá através da locomoção dos elétrons por estes estados. A 

locomoção dos elétrons é realizada através de processos de tunelamento, ou saltos. Ou 

seja, os elétrons saltam através dos estados localizados quando recebem energia de 

fônons ou de campos elétricos externos.3

Os elétrons que participam da condução por saltos sempre tentarão 

percorrer a menor distância de salto e a menor energia de ativação. Porém, essas duas 

condições não podem ser satisfeitas simultaneamente.4 Contudo, existe uma distância 

ótima de salto r, onde a probabilidade de salto é máxima. Esta probabilidade é dada por: 

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ∆

−−
kT
E

a
rP 2exp~       (7.2) 

sendo k é a constante de Boltzmann, T a temperatura e ∆E a energia de ativação 

envolvida no processo de salto e a é raio de localização dos estados. 

Existem três tipos de mecanismos termicamente ativados pelos quais os 

elétrons saltam através de estados eletrônicos localizados. Estes mecanismos são 

mostrados na figura 1.3-6 O primeiro mecanismo é o mecanismo de ativação térmica, 

onde os elétrons situados nos estados localizados saltam para uma região de estados 

estendidos no orbital LUMO, podendo então participar do processo de condução 

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

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ∆−

=
kT

Eexp0σσ        (7.3) 
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sendo σ0 é uma constante pré-exponencial. Este mecanismo é típico de materiais 

semicondutores com estrutura de bandas bem definida e pode ser chamado de modelo 

de Arrhenius. 

O segundo é o Mecanismo de ativação térmica entre estados 

espacialmente mais próximos, onde os elétrons saltam por estados entre os quais existe 

a superposição das funções de onda (Figura 7.3 - B). Este mecanismo pode ser descrito 

pela seguinte relação: 
α

σσ ⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛=
T
T0

0 exp        (7.4) 

sendo T0 e α são constantes. Para este mecanismo de condução, α vale α = 0,5. Este 

mecanismo de condução 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 possível é o de saltos entre estados vizinhos não 

necessariamente mais próximos, mas entre estados com energia característica mais 

próxima (Figura 7.3 - C). Este mecanismo pode ser descrito também pela Equação 7.2, 

porém, caracteriza-se por α = 0,25. Este mecanismo foi proposto por N. F. Mott e E. A. 

Davis e é comumente referido na literatura como mecanismo de Mott. Este mecanismo 

é também chamado de mecanismo de saltos de alcance variado, já que os saltos não 

ocorrem necessariamente entre os primeiros vizinhos. 

Esta discussão foi desenvolvida considerando-se os elétrons como 

portadores de carga, porém, o mesmo raciocínio pode ser aplicado em sistemas cujos 

buracos são os portadores de carga. 

 

 

 
 

 

Figura 7.3: Mecanismos de condução possíveis em materiais desordenados. 
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7.3 – Determinação da condutividade elétrica 

 

A condutividade elétrica de um material pode ser determinada através da 

análise de uma curva da corrente em função da tensão, da forma que se segue. 

A resistência elétrica entre dois pontos de um material isotrópico pode 

ser obtida aplicando-se uma diferença de potencial, ou tensão, V, entre esses dois pontos 

e medindo-se a corrente elétrica, i, que flui no material. A resistência elétrica do 

material é dada pela lei de Ohm: 

RiV =         (7.5) 

A lei de Ohm indica que a corrente elétrica em um material varia 

linearmente com a tensão aplicada. A constante de proporcionalidade entre essas duas 

grandezas é a resistência elétrica R. Os materiais que obedecem a lei de Ohm são 

chamados materiais ôhmicos. 

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

R
Vi =          (7.6) 

Esta equação pode ser comparada com a equação de uma reta. Desta 

forma, através da curva i verus V característica de um material (Figura 7.4), é possível 

obter a resistência elétrica pelo inverso do coeficiente angular da curva. 

A resistividade, ρ, é uma característica intrínseca do material, ou seja, 

independe de suas dimensões, e é definida por: 

φ
ρ VA
=         (7.7) 

onde A é a área superficial da amostra e φ a sua espessura. 

A condutividade elétrica, σ, é definida como o inverso da resistividade: 

ρ
σ 1
=         (7.8) 

Desta forma, é possível obter a condutividade elétrica de uma material a 

partir de uma curva i verus V. 

 

 
 



 79

 

 

C
or

re
nt

e 
(A

)

Tensão (V)

i=V/R

y=a+bx
=>b=1/R

 
Figura 7.4: Curva i versus V típica de um material ôhmico. 

 

 

7.4 – Considerações finais 

 

Neste capítulo foram apresentados os modelos pelos quais o mecanismo 

de condução elétrica de um material com estrutura desordenada pode ser interpretado. 

Os modelos dos orbitais moleculares e de saltos termicamente ativados fornecem 

abordagens diferentes da condução elétrica, porém, complementares. 

Em um biossensor, o mediador de elétrons desempenha um papel 

importante na condutividade do polímero que constitui a matriz hospedeira. O mediador 

de elétrons pode promover a criação de estados energéticos acessíveis dentro da banda 

de energia proibida do polímero. Isto pode provocar a diminuição da largura da banda 

proibida, tornando mais fácil a excitação de elétrons para o orbital LUMO, aumentando 

a condutividade do material. Por outro lado, a criação desses estados pode facilitar a 

promoção de elétrons de estados localizados para estados estendidos, criando portadores 

de carga nos estados localizados que podem participar da condução elétrica, aumento 

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

 

 

Dispositivos para o controle e a automação de processos analíticos no 

laboratório clínico ou na monitoração de cirurgias de grande porte são considerados 

atualmente uma área estratégica da biotecnologia. Neste sentido, o desenvolvimento de 

novos materiais para a utilização no desenvolvimento de biossensores tem recebido 

importantes investimentos dos órgãos governamentais bem como de empresas químico-

farmacêuticas dos países desenvolvidos.  

O uso potencial de biossensores para aplicações biotecnológicas é 

reconhecido desde a década de 70 com o surgimento de dispositivos semicondutores 

acoplados a enzimas para análise de penicilina e constituintes do fluido biológico, sendo 

vários dispositivos patenteados, ao longo de mais de três décadas de pesquisa e 

desenvolvimento. 

Ressalta-se que o campo de aplicação dos biossensores estende-se desde 

a área clínica até o controle e automação de processos biotecnológicos que envolvam a 

produção de fármacos e medicamentos.  Um elemento importante quanto ao projeto de 

um biossensor é a matriz orgânica/inorgânica utilizada na imobilização da enzima, 

molécula esta responsável seletivamente pela reação química envolvida na análise do 

metabólito a ser quantificado quanto às suas características clínicas e biotecnológicas.  

O principal objetivo deste trabalho é efetuar a obtenção de biossensores 

amperométricos para monitoração de colesterol baseados no complexo de boro 

PVA/H3BO3, contendo ftalocianina de cobre como mediadora de elétrons. Estes 

biossensores serão obtidos via transição de fase sol-gel. 
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Os principais objetivos específicos deste trabalho são: 

• Obtenção de um biossensor amperométrico para determinação de colesterol total 

no sangue; 

• Caracterização físico-química do dispositivo, biossensor; 

• Análise da performance do biossensor, por ensaios in vitro. 
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CAPÍTULO 9 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 
9.1 - Preparo do biossensor 

 

Os biossensores para colesterol foram obtidos através da transição sol-

gel do sistema PVA/H3BO3 contendo ftalocianina de cobre (Ftc). A Ftc desempenhará o 

papel de mediador de elétrons no biossensor. 

A síntese do biossensor foi realizada através de um processo multietapas. 

Inicialmente, foi preparada uma solução de PVA (72,0 kDa, Merck-Schuchardt) com 

concentração de 0,1g/mL em água destilada. Uma solução com concentração de 50 

mg/mL de ftalocianina de cobre (Sigma-Aldrich) em clorofórmio foi preparada 

simultaneamente. As duas soluções foram misturadas e em seguida, após sonificação, 

foi aquecida sob agitação constante para evaporação do clorofórmio e dispersão da 

ftalocianina na solução de PVA. Em seguida, à temperatura ambiente (25ºC) foi 

acrescentada à solução de PVA/Ftc 100 µl de solução enzimática composta por 

colesterol oxidase e colesterol esterease (Laborlab). Após homogeneização, foi 

depositado 10 µl desta solução na extremidade de um eletrodo de alumínio de 0,3 mm x 

2,5 cm. 

Após a evaporação do solvente à temperatura e atmosfera ambiente 

(90,66 kPa, 25 ºC), a transição sol-gel do sistema foi promovida através da imersão do 

sensor em solução de H3BO3 (Merck) 0,64 M à temperatura ambiente. Após a reação de 

reticulação os sensores foram secos à temperatura ambiente (25 ºC). 

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

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

 

 

 

 
 

 

Figura 9.2: Fotografia do biossensor de colesterol obtido neste trabalho. 
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9.2 - Caracterização físico-química do biossensor 

 

9.2.1 - Estudo do transporte de água em membranas de PVA 

 

O estudo do transporte de água em membranas de PVA foi realizado 

através do método gravimétrico. Os ensaios foram realizados em membranas de PVA de 

espessura entre 220 µm e 300 µm com tempos de reticulação entre 10 min e 60 min a 

temperatura de 20 ºC e em membranas, reticuladas por 25 min, a temperaturas entre 20 

ºC e 50 ºC. As membranas foram imersas em uma solução de NaCl 0,9%, para simular 

as condições fisiológicas, até atingir o equilíbrio de intumescimento. Durante o processo 

de intumescimento, foi acompanhado o aumento de massa das membranas devido à 

sorção de água. O intumescimento, I, das membranas foi calculado através da seguinte 

expressão: 

0

0
M

MM
I t −=        (9.1) 

sendo Mt a massa da membrana no tempo t e M0 a massa inicial da membrana. 

 

9.2.2 – Propriedades mecânicas e térmicas dos hidrogéis 

 

Diversas aplicações têm sido propostas para polímeros hidrogéis, tais 

como sistemas de liberação controlada de fármacos, músculos artificiais e lentes de 

contatos. Os hidrogéis possuem ainda, potencial para aplicações como materiais 

estruturais. No entanto, suas aplicações são limitadas devido a suas más propriedades 

mecânicas. Várias propostas têm sido apresentadas para a melhoria das propriedades 

mecânicas dos hidrogéis, entre elas a sínteses de compósito orgânicos/inorgânicos1, 

redes poliméricas interpenetrantes2 e através do uso de agentes reticuladores3. Esta 

ultima proposta é de especial interesse, por permitir o controle das propriedades 

mecânicas de um hidrogel de forma simples, bastando variar a quantidade do agente 

reticulador na síntese do material, e por possibilitar a preservação das características 

intrínsecas do polímero. 

No estado intumescido, um hidrogel apresenta rápida resposta a tensões 

externas através do rearranjo dos segmentos poliméricos.4 Este comportamento, típicos 

de borrachas, permite a utilização da teoria da elasticidade da borracha para relacionar o 

módulo de Young, γ, de um hidrogel com a taxa de extensão, λ, quando submetido a 
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uma e tensão, τ, aplicada durante um ensaio mecânico, e parâmetros estruturais como 

sua densidade de reticulações, νe (Equação 9.2). Esta relação é dada pela seguinte 

equação: 4-6

3/1
2 33 φν

λλ
τγ eRT=
−

=
−

      (9.2) 

sendo R a constante dos gases, T a temperatura e φ a fração de polímero no hidrogel. 

Através da Equação 9.2, percebemos que o módulo de Young cresce 

proporcionalmente à densidade de reticulações e inversamente proporcional à taxa de 

extensão do hidrogel quando submetido a uma tensão. 

As propriedades mecânicas de membranas de PVA não reticulada e com 

diferentes densidades de reticulações, não intumescidas e em seu máximo de 

intumescimento, foram determinadas em um equipamento Metler TMA 40 (Figura 9.3 - 

A) em modo de penetração. Foi utilizada uma ponta de prova de quartzo cuja área de 

secção transversal é de 1,428x10-7 m2 (Figura 9.3 - B). O intumescimento das 

membranas foi efetuado através da imersão em solução fisiológica a temperatura de 20 

ºC, por tempo suficiente para intumescimento até o equilíbrio. As membranas de 

hidrogéis em seu máximo de intumescimento, com espessura entre 0,04 mm e 0,60 mm, 

foram então submetidas a forças de 0,1, 0,2 e 0,5 N à 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 construção de um 

biossensor desempenha um papel fundamental para o desempenho do dispositivo. A 

temperatura de transição vítrea 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 

possível, já que as regiões cristalinas oferecem resistência a difusão do analito para o 

interior da matriz do biossensor. 

Nesta seção, onde discutiremos a determinação das propriedades 

térmicas do biossensor, as nomenclaturas e abreviaturas seguem o padrão sugerido por 

Ionashiro e Giolito.7,8 A calorimetria exploratória diferencial (do inglês Differential 

Scanning Calorimetry - DSC) é uma técnica na qual se acompanha a variação de 

entalpia que ocorre entre a amostra e uma referência durante um processo de 
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aquecimento ou resfriamento por um programa controlado, o que nos permite observar 

os principais eventos térmicos ocorridos na amostra.7-11. 

A técnica DSC pode ser separada em duas modalidades: 1) DSC com 

compensação de potência: Nesta modalidade a amostra e a referência são mantidas na 

mesma temperatura através de aquecedores elétricos individuais. A potência dissipada 

pelos aquecedores é 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 referência, contidas em seus respectivos suportes, são 

colocados em um disco de metal, através do qual ocorre a troca de calor entre as 

amostras e o forno. Para uma condição de fluxo de calor no estado estacionário, a 

diferença de temperatura, ∆T, entre a amostra e a referência é proporcional ao fluxo de 

calor, ∆φ, entre a amostra, φA, e a referência, φR, dada pela expressão: 

TkRA ∆−=−=∆ φφφ       (9.3) 

Para um processo endotérmico, ∆T<0 e ∆φ>0, enquanto para um processo exotérmico 

vale o recíproco. A constante k deve ser determinada por calibração, usando-se padrões 

com uma constante física conhecida, por exemplo a entalpia de fusão. 

Caso não ocorra nenhum fenômeno físico-químico com a amostra 

durante a variação de temperatura, a curva DSC será uma reta horizontal. Quando 

ocorre um processo endotérmico, surge um pico positivo, enquanto no processo 

exotérmico, surge um pico negativo. Isto torna necessário indicar o sentido dos 

processos na curva. A forma dos picos dependem de parâmetros da amostra e do 

equipamento, como a capacidade calorífica. A área dos picos em uma curva DSC 

relaciona-se com as energias dos processos, desta forma o DSC permite a determinação 

quantitativa de um evento físico-químico. Dentre as várias teorias apresentadas que 

relacionam as áreas dos picos com as energias envolvidas nos processos físico-

químicos, a Equação 9.4 é uma das mais simples:9

∫ ∆=
∆ 2

1

T

T

TdT
gk

Hm        (9.4) 

sendo ∆H é a variação de entalpia, m é a massa da amostra, ∆T é a variação de 

temperatura entre o início (T1) e final (T2) do processo, g e k são constantes referentes à 

amostra, ao porta amostras e ao equipamento utilizado. 
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O percentual de cristalinidade, χc, de uma amostra pode ser obtido 

comparando-se o seu valor de entalpia de fusão, ∆Hm, com o valor da entalpia de fusão 

do polímero 100% cristalino, , como na relação:c
mH∆ 12

c
m

m
c H

H
∆
∆

=χ         (9.5) 

A temperatura de transição vítrea (Tg) caracteriza-se pelo aumento 

repentino do calor específico do material, requerendo maior energia, com relação à 

referência, para manter a temperatura. A Tg é vista na curva DSC como uma mudança 

de linha base (endotérmica), sem pico. Na fusão cristalina, a fase cristalina da amostra 

se funde a uma temperatura constante. Durante a fusão, é necessária uma maior 

quantidade de calor para manter a mostra a mesma temperatura que a referência. A Tm 

então se se caracteriza por um pico de fusão endotérmico.11 Tabela 9.1 apresenta alguns 

exemplos de fenômenos físico-químicos que podem ocorrer em uma análise DSC e suas 

relações com a variação de entalpia.10

 

Tabela 9.1: Fenômenos físico-químicos determinados através de análise DSC e suas 

relações com a variação da entalpia.9

 

Variação de entalpia 

Fenômenos endotérmicos Fenômenos exotérmicos 

Fusão, vaporização e sublimação Cristalização 

Dessorção e absorção Combustão 

Desidratação Adsorção 

Decomposição Polimerização 

Reação de óxido-redução Degradação 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 

aquecimento de 10ºC/min e taxa de resfriamento de 320ºC/min. As curvas DSC foram 

obtidas no intervalo de temperatura de 30ºC a 250ºC em atmosfera de nitrogênio. A Tg 

foi determinada durante a segunda varredura. O calor de fusão, ∆Hm foi obtido pela 

integração da área do pico de fusão da curva DSC e o grau de cristalinidade, χc,, 
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calculado  através da Equação 9.5, considerando o calor de fusão do PVA 100% 

cristalino ( = 138,6 J/g).c
mH∆ 13 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 – Caracterização espectroscópica (UV-Vis/FTIR) 

 

Neste trabalho, as técnicas espectroscópicas UV/Vis e FTIR foram 

utilizadas para verificar a formação de um complexo de transferência de carga entre o 

PVA e Ftc. 

A espectrofotometria nas regiões do ultravioleta, visível e infravermelho 

são importantes técnicas de caracterização de sistemas moleculares. Informações sobre 

a estrutura molecular e interações entre moléculas podem ser extraídas dos espectros de 

absorção gerados pela interação da radiação com a matéria. A espectrofotometria se 

trata de um ensaio não destrutivo, já que a radiação não destrói ou altera a estrutura da 

amostra.14
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A radiação ultravioleta compreende a faixa de espectro eletromagnético 

com comprimentos de onda entre 3,8x10-7 m e 6x10-10 m , a radiação visível entre 

3,8x10-7 m a 7,8x10-7 m (380 nm a 780 nm) e a radiação infravermelha entre 10-3 m e 

7,8x10-7 m.2

A energia total de excitação de uma molécula pode ser descrita como a 

soma da energia associada à rotação da molécula como um todo, à vibração dos núcleos 

em torno de suas posições de equilíbrio e às transições eletrônicas. Assim, podemos 

distinguir três tipos de espectros óticos:15,16 Espectro rotacional,  rotacional-vibracional 

e eletrônico. Os espectros rotacionais são atribuídos a transições entre níveis rotacionais 

adjacentes em um estado eletrônico e nível vibracional particular. Apenas o número 

quântico rotacional, J, sofre alteração. Os espectros rotacionais-vibracionais são 

atribuídos a transições de um estado rotacional de um nível vibracional para um estado 

rotacional de um nível vibracional adjacente, em um mesmo nível eletrônico. Os 

números quânticos rotacionais, J, e vibracionais, v, sofrem alteração. Os espectros 

eletrônicos estão associados a alterações nas energias eletrônica, vibracional e 

rotacional da molécula. Um estado eletrônico possui muitos estados vibracionais 

correspondentes, e um estado vibracional possui vários estados rotacionais 

correspondentes. A isso se dá o nome de Bandas. O espectro de absorção eletrônico 

contém todas as bandas vibracionais da transição eletrônica, sendo que todos os 

números quânticos mudam nessas transições. 

Na espectroscopia UV/Vis, quando um feixe de luz atravessa um 

material, a luz incidente será mais intensa que a luz transmitida. A atenuação da luz 

incidente pode ser atribuída aos fenômenos de espalhamento pelas partículas em 

suspensão na amostra, reflexão entre as interfaces e absorção da luz pela amostra. Este 

último, em soluções verdadeiras, é o principal fator de atenuação da luz incidente. 14

A espectrofotometria de absorção molecular é baseada na medida da 

fração de luz transmitida (transmitância), Τ, ou da fração de luz absorvida (absorbância), 

A, por uma amostra contida em um recipiente translúcido.14,17 A Figura 9.4 mostra um 

desenho esquemático de um espectrofotômetro de duplo feixe. O funcionamento do 

equipamento consiste basicamente na passagem de um feixe de luz monocromática por 

uma cubeta contendo a amostra e um feixe de mesma intensidade por uma cubeta 

contendo uma referência. A luz transmitida pela amostra e pela referência é detectada e 

sua diferença calculada e mostrada. A amostra de referência tem a função de minimizar 
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o efeito da luz refletida nas medidas, como também a de eliminar as bandas de absorção 

do solvente da amostra.  

 

 

Figura 9.4: Desenho esquemático de um espectrofotômetro UV/Vis de duplo feixe. 

 

Desprezando a atenuação da luz incidente proveniente da reflexão e 

espalhamento, os valores de Τ e A são relacionados com a concentração c da solução e 

pelo caminho óptico b no recipiente pela seguinte expressão: 14,17

bc
I
I

A ε==Τ−= 0log        (9.6) 

sendo ε é a absorvitividade molar, c a concentração molar, I0 a intensidade da luz 

incidente e I a intensidade da luz transmitida. A expressão  

bcA ε=         (9.7) 

é conhecida como lei de Beer. 

Um gráfico da absorbância (ou da transmitância) de uma substância em 

função do comprimento de onda, λ, da luz incidente é chamado de espectro de absorção. 

A espectrofotometria molecular na região do UV/Vis consiste na media da absorbância 

(ou da transmitância) de uma amostra em cada comprimento de onda compreendido na 

região do espectro do ultravioleta ao visível (200 nm a 700 nm). 

A intensidade da absorção de luz monocromática por uma molécula é 

dependente de sua estrutura. Desta forma, a espectrofotometria UV/Vis pode ser 

utilizada para identificar uma substância através de seu espectro ou até mesmo para 

verificar a interação entre duas ou mais substâncias. A absorção de luz pela amostra se 

deve às transições atômicas entre os orbitais moleculares da amostra (espectro 

eletrônico). Um composto absorve luz na região do espectro ultravioleta/visível quando 
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a radiação incidente possui energia da mesma ordem da energia, ∆E, de sua banda 

proibida.  

A espectrofotometria na região do infravermelho é uma das técnicas de 

maior importância para a caracterização da estrutura molecular. O espectro 

infravermelho de um sistema desempenha o papel de uma “impressão digital”, podendo 

ser utilizado para identificação do material.14

Através da espectroscopia FTIR é possível observar bandas relativas a 

ligações especificas entre átomos do material. Desta forma, a espectroscopia FTIR é 

útil, no projeto de um biossensor, para observar interações entre as moléculas da matriz 

polimérica e do mediador de elétrons, como também interações entre a matriz e a 

enzima. 

Todas as substâncias orgânicas e algumas inorgânicas absorvem radiação 

infravermelha. A radiação absorvida afeta os níveis rotacionais e vibracionais da 

molécula. A faixa do espectro infravermelho compreendida entre 10-3 m e 10-4 m, 

chamada de infravermelho distante, é aplicável a excitação de espectros rotacionais, 

enquanto a faixa de comprimentos de onda menores, entre 10-4 m e 10-7 m, chamada 

infravermelho próximo, é aplicável a excitação de espectros vibracionais.15,16

A freqüência fundamental de vibração, υ, de uma molécula pode ser 

expressão pela seguinte equação:18 

µπ
υ k

c2
1

=         (9.8) 

sendo k a constante de força, e µ a massa reduzida, dada por µ=m1m2/(m1+m2), sendo 

m1 e m2 as massas dos átomos envolvidos na ligação química de interesse. Esta equação 

simples fornece uma conexão entre a força de uma ligação covalente, a sua freqüência 

de vibração e as massas dos átomos. Porém, ela não considera a repulsão e atração das 

nuvens de elétrons e não incorpora o conceito de dissociação da ligação em altas 

absorções de energia. 

Na prática, um espectro é composto de mais que apenas modos normais 

de vibração, ou estiramento das ligações. Deformações angulares também 

desempenham grande importância, sendo estes relacionados à absorção de radiação de 

menores freqüências.18

Cada grupo funcional em uma molécula possui sua freqüência de 

absorção característica. Desta forma, uma análise qualitativa de um espectro 
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infravermelho nos fornece importantes informações sobre a presença ou não de grupos 

funcionais em uma molécula desconhecida. Leves alterações nas freqüências 

características de grupos podem indicar a ocorrência de eventos físicos ou químicos, 

que podem ser relacionados à formação de complexos, solventes e outros efeitos.14 

O espectro eletrônico de filmes de PVA, CuFtc e PVA/CuFtc foram 

obtidos através de uma varredura entre 200 nm e 1000 nm a temperatura ambiente (25 

ºC) utilizando um espectrofotômetro UV/Vis Varian Serie 643 (200 nm a 400 nm) e um 

espectrofotômetro 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 II. Os espectros 

foram coletados após 32 varreduras com resolução de 2 cm-1.  

 

 

 
(A) (B) 

 

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

utilizados para obtenção do espectro UV/Vis. 

 

 

9.2.4 – Análise microestrutural por MEV 

 

A caracterização morfologia das membranas reticuladas de PVA foi 

realizada nos laboratórios do IPEN/USP através de um microscópio eletrônico de 

varredura (MEV) modelo Phillips XL 30. A Figura 9.6 ilustra o MEV utilizado neste 

trabalho. 
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Figura 9.6: MEV utilizado neste trabalho (IPEN/CNEN-USP). 

 

9.2.5 - Transporte eletrônico em filmes de PVA/Ftc 

 

Foram estudadas as propriedades elétricas de filmes PVA, Ftc e filmes 

de PVA/Ftc com diferentes concentrações de Ftc. Filmes na forma de discos de PVA e 

PVA/Ftc foram preparados pela técnica de evaporação do solvente com diâmetro 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 pressão de 3 ton durante 15 minutos, produzindo 

amostras cilíndricas com 8 mm de diâmetro e espessura média de 1,4 mm. Para a 

realização do experimento, as amostras foram revestidas com cola prata em ambas as 

faces, para estabelecimento do contato elétrico na montagem experimental. 

A caracterização elétrica das membranas de PVA/Ftc foi realizada em 

uma câmara escura com temperatura controlada e com vácuo, utilizando-se um 

multímetro Keithley modelo K-237, interfaceado por computador através de um 

programa construído no sistema LabView. O multímetro Keithley utilizado para 

realização das medidas é mostrado na Figura 9.7. A câmara com vácuo e temperatura 

controlada utilizada é apresentada na Figura 9.8, com um detalhe do compartimento da 

amostra. 
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Multímetro Keithley K-237 

Interface para computador 

 

Figura 9.7: Multímetro Keithley modelo K-237 utilizado para a caracterização elétrica 

dos filmes de PVA. Ftc e PVA/Ftc. 

 

 
   (A)      (B) 

 

Figura 9.8: Câmara (A) e compartimento para amostras (B) utilizados na caracterização 

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 ºC a 70 ºC. As amostras de Ftc foram estudadas 

em temperaturas entre 25º C e 200 ºC. As amostras foram submetidas a variações de 

tensão de 0 V a 5 V, lendo-se a corrente DC em função da tensão aplicada. 

O mecanismo de transporte eletrônico em membranas de PVA/Ftc foi 

investigado através da Equação 7.4. Para cada um dos tipos de amostras foram 

construídos gráficos ln(σ) versus 1/Tα assumindo valores de α iguais a α = 0,25 e α = 

0,50. Após realizar o ajuste de uma reta à cada uma das curvas, através do método dos 

mínimos quadrados, o coeficiente de correlação foi comparado. Foi considerado como 

característico do mecanismo de condução, para cada tipo de amostra, o valor do 

coeficiente α que permite a maior linearidade (maior coeficiente de correlação) da curva 

contida no gráfico (σ) versus 1/Tα. 

A energia de ativação associada ao processo de saltos nos modelos de 

Mott e Efros foi calculada através da Equação 7.3, em analogia ao modelo de Arrhenius.  
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CAPÍTULO 10 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 
10.1 - Caracterização físico-química do biossensor 

 
 
10.1.1 – Análise da microestrutura por MEV 

 

A morfologia da matriz polimérica utilizada para construção do 

biossensor pode influenciar a estabilidade da enzima ocluída. É desejável que a matriz 

polimérica apresente uma distribuição de porosidade que permita a difusão do analito e 

dos produtos da reação através da matriz polimérica. 

As membranas de PVA, após o processo de reticulação (Figura 10.2), 

apresentaram uma grande distribuição de poros, ao contrario das membranas não 

reticuladas (Figura 10.1). A formação de poros nas membranas de PVA reticuladas pode 

ter ocorrido durante o processo de evaporação do solvente (água) contida no hidrogel. O 

processo de formação de poros durante a desidratação está relacionado a diversos 

fatores, principalmente à tensão superficial, estrutura, mecanismo de transporte e 

conteúdo de água.1,2 O aumento da tensão superficial das membranas causada pelo 

processo de reticulação gera uma barreira para a evaporação de água das membranas. 

Os poros podem se formar devido à instabilidade superficial provocada pela grande 

pressão osmótica necessária para vencer essa barreira à evaporação da água.  

O processo de formação de porosidade em hidrogéis devido a reticulação 

é um processo complexo cujo mecanismo ainda não foi devidamente esclarecido pela 

literatura.1
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Figura 10.1: Micrografia MEV de uma membrana de PVA não reticulada. O filme foi 

seco à 25 ºC sob vácuo. 

 

 

 
 

Figura 10.2: Micrografia MEV de uma membrana de PVA reticulada com ácido bórico. 

A desidratação da membrana ocorreu a 25 ºC sob vácuo. 
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10.1.2 – Difusão de fluido fisiológico através da membrana 

 
O meio ideal para que ocorra a reação catalisada pela colesterol oxidase é 

o meio aquoso. Desta forma, o transporte de água na matriz polimérica influencia a 

atividade enzimática e, consequentemente a performance do biossensor. O tempo de 

resposta do biossensor é dependente do tempo necessário para que ocorra a difusão do 

analito juntamente com a água para o interior da matriz polimérica. 

Os resultados obtidos com relação ao transporte de água em membranas 

de PVA reticulado (PVAR) e não reticulado (PVA) são apresentados nas Figuras 10.3 a 

10.5. Estas figuras não apresentam curvas obtidas por ajuste, mas apenas curvas de 

tendência. A Figura 10.3 mostra a cinética de intumescimento de membranas não 

reticuladas de PVA a temperaturas entre 20º C e 50 ºC. A Figura 10.4 apresenta a 

cinética de intumescimento de membranas de PVAR, reticuladas por 25 min, a 

temperaturas entre 20º C e 40 ºC. Não foi possível realizar os ensaios a temperatura de 

50ºC, devido à fragilidade da amostra a esta temperatura. Consequentemente, não foi 

possível calcular o valor do coeficiente de difusão para esta temperatura (Figura 10.6). 

Tanto as membranas de PVA quanto as de PVAR apresentaram um aumento da 

capacidade de sorção de água com o aumento da temperatura.  

A Figura 10.5 apresenta a cinética de intumescimento de membranas de 

PVA não reticulado e membranas com tempos de reticulação entre 10 min e 60 min. As 

membranas apresentaram um decréscimo na capacidade de sorção de água com o 

aumento do tempo de reticulação. Este comportamento pode ser atribuído à diminuição 

nos graus de liberdade das cadeias de PVA devido ao processo de reticulação. A 

diminuição dos graus de liberdade das cadeias poliméricas prejudica o processo de 

relaxação e tende a diminuir a capacidade de sorção de água da matriz polimérica. 
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Figura 10.3: Cinética de intumescimento de membranas de PVA em solução 

fisiológica, pH 7,4, a diferentes temperaturas: 20º C (A), 30º C (B), 40 

ºC (C) e 50 ºC (D). O desvio padrão médio é de 3%. 
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Figura 10.4: Cinética de intumescimento de membranas de PVAR em solução 

fisiológica, pH 7,4, reticuladas por 25 min, em diferentes temperaturas: 

20º C (A), 30º C (B) e 40 ºC (C). O desvio padrão médio é de 3%. 

 

 

 

 

 



 104

 

 

 

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165

0

1

2

3

4

5

 

 
In

tu
m

es
ci

m
en

to
 (g

so
lv
/g

po
l)

tempo (min)

(A)

(B)
(C)

(D)

(E)

 
Figura 10.5: Cinética de intumescimento, em solução fisiológica, pH 7,4, de 

membranas de PVA (A) e membranas de PVAR com diferentes tempos 

reticulação: 10 min (B), 25 min (C), 40 min (D) e 60 min (E). O desvio 

padrão médio é de 3%. 
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A densidade de reticulação, νe, das membranas de PVA foi calculada 

através da Equação 5.40. Para tempos de reticulação iguais a 10 min, 25 min, 40 min e 

60 min, os valores de νe foram respectivamente iguais a 1,02x10-5 mol.cm-3, 1,09x10-5 

mol.cm-3, 1,12x10-5 mol.cm-3 e 1,20x10-5 mol.cm-3.  

A reticulação de membranas de PVA através de sua transição sol-gel em 

solução de ácido bórico se revelou uma técnica de alta eficiência, por produzir 

membranas com densidade de reticulação comparáveis a filmes de PVA reticulados 

com radiação gama de 60Co.3 Os valores de νe, citados na literatura, obtido através da 

técnica de reticulação por radiação gama são de 3,0x10-5 mol.cm-3 a 1,0x10-3 mol.cm-3. 

O coeficiente de difusão, D, da água em membranas de PVA foi 

calculado através da solução da segunda lei de Fick para uma membrana (Equação 

5.35). A Figura 10.6 mostra a curva de tendência do coeficiente de difusão de água, para 

membranas de PVA e PVAR (νe = 1,09x10-5 mol.cm-3), em função da temperatura. A 

saturação do coeficiente de difusão do PVAR a 30 ºC está associado ao processo de 

reticulação. A diminuição no número de graus de liberdade das cadeias do polímero 

após o processo de reticulação com ácido bórico limita o intumescimento da amostra de 

PVA, como pode ser observado na Figura 10.5. O coeficiente de difusão para o PVA 

não reticulado apresentou um aumento exponencial com a temperatura, de acordo com a 

equação de Arrhenius (Equação 5.38). 

A Figura 10.7 apresenta a curva de tendência do coeficiente de difusão 

de água em função da densidade de reticulações de membranas de PVA. Observa-se a 

diminuição de D como o aumento da densidade de reticulação do PVA. Este 

comportamento pode ser atribuído à diminuição no número de graus de liberdade das 

cadeias do polímero devido ao processo de reticulação. 

A Tabela 10.1 apresenta os valores médios de n calculados para o PVA e 

PVAR com νe entre 1,02x10-5 mol.cm-3 e 1,20x10-5 mol.cm-3, e valores de entalpia, Hi, 

e energia de ativação, Ea, associada ao processo de difusão, para o PVA e PVAR com 

νe=1,02x10-5 mol.cm-3. 
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Tabela 10.1 – Valores médios calculados de n, e valores de Ea e Hi para filme de PVA e 

PVA reticulado. 

 

Amostra n / Desvio padrão a Ea (kJ/mol) b Hi (kJ/mol) b

Não reticuladas 0,61 / 0,04 0,65 1,24 

Reticuladas 1,18 / 0,27 21,00 3,37 
a valores médios para membranas com νe=1,02x10-5 mol.cm-3 a νe=1,20x10-5 mol.cm-3; 
b valores para amostras com νe=1,02x10-5 mol.cm-3. 

 

Observou-se um mecanismo de difusão do tipo não “Fickiano” para o 

transporte de água nas membranas de PVAR (Tabela 10.1). Este tipo de transporte 

indica que o processo de sorção de água pelas membranas é fortemente dependente da 

cinética de intumescimento. A diminuição dos graus de liberdade das cadeias 

poliméricas provocada pelo processo de intumescimento compromete a relaxação das 

cadeias poliméricas, fazendo com que este processo seja mais lento que o processo de 

difusão de água nos filmes. Para as membranas de PVA, observou-se um pequeno 

desvio do mecanismo de difusão “Fickiano”. O filme de PVA apresentou os menores 

valores de Ea e Hi, indicando menor energia associada ao processo de sorção de água 

durante o processo de intumescimento relativamente ao filme de PVAR.  
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Figura 10.6: Dependência do coeficiente de difusão com a temperatura para membranas 

de PVAR (A) e PVA (B). 
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Figura 10.7: Dependência do coeficiente de difusão com a densidade de reticulações 

das membranas de PVA à temperatura de 20ºC. 
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10.1.3 - Avaliação das propriedades mecânicas 
 

As Figuras 10.8 a 10.11 apresentam as curvas TMA referente à 

profundidade de penetração devido a forças de 0,1, 0,2 e 0,5 N versus tempo de 

exposição para amostras com densidade de reticulação de νe=1,02x10-5 mol.cm-3 

(Figura 10.8), νe= 1,09x10-5 mol.cm-3 (Figura 10.9), νe=1,12x10-5 mol.cm-3 (Figura 

10.10) e νe=1,20x10-5 mol.cm-3 (Figura 10.11). Para cada νe foram analisadas oito 

amostras diferentes. O desvio padrão médio da profundidade de penetração para as 

forças de 0,1, 0,2 e 0,5 N foram iguais a 1,10, 7,46 e 11,57 µm respectivamente. 

Observou-se que a profundidade de penetração da ponta de prova diminui com o 

aumento na densidade de reticulações das membranas de hidrogéis, sugerindo um 

aumento da resistência mecânica das membranas com o aumento de νe. 

O módulo de Young, γ, das membranas foi calculado através das curvas 

profundidade de penetração versus tempo, considerando por vez, a profundidade de 

penetração após 30 s devido a duas das forças aplicadas, segundo a relação: 

ji

ji

l
P

,

,

∆

∆
=γ , i=0,1, 0,2, 0,5; j=0,1, 0,2, 0,5, i≠j    (10.1) 

sendo ∆P a diferença de pressão exercia pelas forças i e j e ∆l a diferença da 

porcentagem de deformação provocadas pelas forças i e j. A porcentagem de 

deformação, l, sofrida pela amostra é dada pala relação: 

d
pl =          (10.2) 

sendo p a profundidade de penetração da ponta de prova e d a espessura do filme. O 

módulo de Young de cada membrana é determinado pela media dos valores de γ obtidos 

pela equação 10.1. 

Comumente na literatura o valor de γ é obtido a partir de curvas tensão 

versus deformação. Porém, neste trabalho o valor de γ é obtido a partir de curvas 

pressão versus deformação. Para pequenas deformações, a deformação sofrida por uma 

amostra devido a uma força de pressão possui o mesmo valor que a deformação 

promovida por uma força de tração de mesmo módulo.4 Este fato torna válida a 

metodologia de calculo do módulo de Young realizado neste trabalho. 

O valor de γ de membranas de PVA e PVAR (νe=1,02x10-5 mol.cm-3), 

não intumescidas, são respectivamente iguais a 401,87 MPa e 5699,59 MPa. O valor de 
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γ obtido para membranas de PVA é comparável ao valor encontrado na literatura (γ = 

120 MPa).5 Os valores do γ do PVAR e PVA, no seu máximo de intumescimento, em 

função da densidade de reticulações são apresentados pela Figura 10.12. O desvio 

padrão médio dos valores de γ é 18,35 MPa. Podemos observar que γ aumenta com o 

aumento de νe. A clara relação linear (R2=0,97) entre essas duas variáveis pode ser 

atribuída ao processo de reticulação das membranas de PVA. Essa relação é prevista 

pela Equação 9.2, como também a diminuição de γ devido ao processo de 

intumescimento. O alto valor do desvio padrão referente aos valores de γ pode ser 

atribuído à cinética de difusão anômala (Capítulo 5.6) das membranas de PVA 

reticuladas. A cinética de difusão anômala provoca o intumescimento não homogêneo 

nas membranas, fazendo com estas apresentem diferenças de espessura e superfície não 

plana. Também a perda de água das membranas durante os ensaios é outro fator 

importante que influencia as propriedades mecânicas das membranas. 

No projeto do biossensor, a matriz polimérica deve possuir um valor 

apreciável de γ, para garantir a estabilidade mecânica da matriz polimérica, o que 

facilitaria seu manuseio durante o processo de fabricação e utilização. 
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Figura 10.8: Profundidade de penetração versus tempo de exposição das membranas às 

forças de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (νe=1,02x10-5 

mol.cm-3) intumescidas, à temperatura de 25ºC. 
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Figura 10.9: Profundidade de penetração versus tempo de exposição das membranas às 

forças de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (νe= 1,09x10-5mol.cm-3) 

intumescidas, à temperatura de 25ºC. 
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Figura 10.10: Profundidade de penetração versus tempo de exposição das membranas 

às forças de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (νe=1,12x10-5 

mol.cm-3) intumescidas, à temperatura de 25ºC. 
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Figura 10.11: Profundidade de penetração versus tempo de exposição das membranas 

às forças de 0,1, 0,2 e 0,5 N para a amostra de PVAR (νe=1,20x10-5 

mol.cm-3) intumescidas,  à temperatura de 25ºC. 
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Figura 10.12: Módulo de Young das membranas intumescidas de PVAR (20ºC) em 

função da densidade de reticulações. O desvio padrão médio é de 18,35 

MPa. γ(PVA)=16,18 MPa. 
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10.1.4 – Caracterização térmica das membranas 

 

É fato bem conhecido da literatura que o processo de reticulação exerce 

influencia significativa nas propriedades térmicas de um polímero bem como na 

temperatura de transição vítrea, Tg, entalpia de fusão, ∆Hm, temperatura de fusão, Tm e 

percentual de cristalinidade, χc. 

A Figura 10.13 apresenta o termograma DSC de filmes de PVA com 

diferentes densidades de reticulações. A partir deste termograma, foi obtido os valores 

de ∆Hm e χc e Tm. 

 A influencia da densidade de reticulações, νe, nos valores da Tg e Tm dos 

filmes de PVA são apresentados na Figura 10.14. Esta figura não apresenta curvas 

obtidas por ajuste, mas apenas curvas de tendência. Verifica-se um aumento tanto da Tm 

e redução da Tg com o aumento de νe, sugerindo a formação de reticulações. O aumento 

da Tm pode ser atribuído à diminuição dos graus de liberdade das cadeias devido ao 

aumento da densidade de reticulações. Em filmes com elevada densidade de 

reticulações, as cadeias poliméricas não possuem energia suficiente para que ocorra o 

movimento de translação de moléculas inteiras e os movimentos cooperativos de 

extensão e contração de segmentos da molécula necessários para que ocorra a Tg, 

provocando uma queda brusca no valor da Tg. 

Os valores obtidos para a Tg e Tm dos filmes não reticulados de PVA são 

menores que os valores encontrados na literatura (Tg=85 ºC e Tm≈230 ºC). Isto pode ser 

atribuído à presença de água nas amostras analisadas, que pode reduzir 

significativamente o valor da Tg e Tm.6

A curva de tendência de ∆Hm e χc em função de νe é apresentada na 

Figura 10.15. A presença de reticulações impede o alinhamento das cadeias poliméricas 

necessário à formação de cristalitos, provocando a diminuição da χc com o aumento da 

νe.  
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Figura 10.13: Termogramas DSC de filmes de PVA (A) e filmes reticulados de PVA: 

νe=1,02x10-5 mol.cm-3 (B), νe= 1,09x10-5mol.cm-3 (C), νe=1,12x10-5 

mol.cm-3 (D), νe=1,20x10-5 mol.cm-3 (E). 
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Figura 10.14: Dependência da temperatura de transição vítrea (Tg) e da temperatura de 

fusão (Tm) com a densidade de reticulações (νe) de membranas de PVA. 
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Figura 10.15: Dependência da entalpia de fusão (∆Hm) e porcentual de cristalinidade 

(χc) da densidade de reticulações (νe) de membranas de PVA. 
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10.1.5 – Caracterização Espectroscópica (UV/Vis, FTIR) 

 

Neste trabalho o PVA e a Ftc foram utilizados em conjunto como matriz 

para o biossensor e mediador de elétrons. É possível que ocorra uma interação entre 

essas duas moléculas, formando um complexo de transferência de carga (CTC) entre 

elas. A formação de CTC pode contribuir para as propriedades elétricas do material. 

Para verificar se ocorreu a formação 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 eletrônicos obtidos de filmes de 

PVA, Ftc e PVA/Ftc. O espectro da Ftc se origina do sistema aromático de orbitais com 

elétrons 18π e da superposição de órbitas no átomo central de cobre. O sistema π 

conjugado leva a uma intensa absorção na região do visível. Os picos podem ser 

atribuídos a transições diretas entre bandas do tipo π-π*. O espectro do PVA apresenta 

duas bandas de absorção em 280 nm e 318 nm. A banda de absorção na região de 280 

nm pode ser relacionada a transições do tipo π- π* devido a ligações insaturadas, como 

grupos carbonila de alta absorção na região do UV nas extremidades da cadeia.5,7 A 

banda de absorção em torno de 318 nm pode estar relacionada a transições do tipo π - 

π* nos grupos OH das cadeias de PVA. 

O espectro de absorção dos filmes de PVA/Ftc possui um máximo a 380 

nm e esta banda pode ser associada à forma de coordenação das moléculas de Ftc na 

matriz de PVA. Este espectro sugere a formação de um complexo de transferência de 

cargas. Assumindo a formação deste complexo, os possíveis sítios de ligação são os 

grupos OH nas moléculas de PVA e os átomos de nitrogênio situados nos anéis 

aromáticos da Ftc. Esta interação deve ser qualitativamente similar à protonação, pois os 

grupos OH nas moléculas de PVA aparentam possuir um forte caráter aceitador de 

elétrons e neste caso é esperado um deslocamento no espectro UV/Vis do PVA, 

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

temperatura de 25 ºC. 

 

 

O espectro vibracional FTIR pode oferecer informações valiosas a 

respeito das interações 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 concentrações de Ftc de 30, 17 e 5 m/m%. Os espectros FTIR foram obtidos a 

temperatura ambiente (25 ºC).  

Lembrando-se que o PVA é um copolímero composto de PVA e PVAc, a 

estrutura do PVA apresenta três diferentes tipos de ligações C-H: metil, metileno, e 

meteno. Cada um desses tipos possui bandas de absorção características. Uma análise 

do espectro FTIR do PVA (Figuras 10.17 e 10.18 - A) revela bandas de absorção típicas 

do estiramento da ligação C-H em agrupamento metileno na região próxima a 2924 e 
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2853 cm-1. Bandas típicas do estiramento da ligação C-H de agrupamentos metil são 

observadas na região de 2964,1451 e 1372 cm-1. Bandas características da deformação 

angular da ligação C-H em agrupamentos metileno e meteno são observadas 

respectivamente na região de 1451 e 2900 cm-1. Na região de 1141 observam-se bandas 

características das ligações C-C do esqueleto central da cadeia de PVA. As bandas 

características das ligações O-H encontram-se na região de 720 a 590 cm-1. Na região de 

870 a 1100 cm-1 localizam-se as bandas de forte absorção, características do estiramento 

da ligação C-O associada a álcool secundário.8-11

A análise do espectro FTIR da Ftc (Figuras 10.17 e 10.18 - E) revela 

bandas de absorção características das ligações C-C dos anéis aromáticos mais externos 

da molécula nas regiões de 1530, 1408, 1299, 1000, 793 e 643 cm-1. As bandas relativas 

às ligações C-H situam-se nas regiões de 2870, 1190, 1152, 1105-1000 e 945 cm-1. As 

bandas situadas nas regiões de 1472, 895 e 760 cm-1 estão relacionadas às ligações C-N-

C. Em 643 cm-1 localiza-se a banda característica das ligações N-Cu-N.8,9,12

Observando-se o espetro FTIR dos filmes de PVA/Ftc, percebe-se o 

deslocamento de algumas bandas relacionadas às ligações C-H do PVA e da Ftc: a 

banda situada em 2925 cm-1 sofreu um deslocamento para 2929 cm-1 na amostra de Ftc 

30 m/m%, e foi decomposto em dois picos a 2928 e 2921 cm-1 na amostra 17 m/m%; os 

picos situados em 2870 cm-1 no espectro da Ftc e 2853 na amostra de PVA sofreram 

deslocamento para 2868 cm-1 na amostra 30 m/m%, 2858 cm-1 na 17 m/m% e foi 

decomposto em três bandas situadas em 2857, 2869 e 2883 cm-1 na amostra 5 m/m%. 

As bandas relacionadas à ligação C-H da Ftc situadas em 1105, 1095 e 1078 cm-1 e a 

banda relacionada à ligação C-O do PVA situada em 1073 cm-1 integradas em uma 

única banca localizada em 1078 cm-1 na amostra 30 m/m%, 1076 nas amostra 17 e 5 

m/m%. A banda característica da ligação C-N-C da Ftc, situada a 895 sofreu um 

deslocamento para 879, 875 e 872 cm-1 nas amostras de 30, 17 e 5 m/m% 

respectivamente. 

Os deslocamentos de bandas observadas nos espectros dos filmes de 

PVA/Ftc sugerem a ocorrência de uma interação entre as duas moléculas, formando um 

complexo de transferência de cargas. Considerando a formação desse complexo, os 

possíveis sítios de interação entre as duas moléculas são os átomos de H e N da Ftc com 

os agrupamentos hidroxilas do PVA. 

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

analisada utilizando a modelagem molecular. Esta análise é importante para a 
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compreensão do mecanismo de formação do complexo e como auxilio na interpretação 

dos resultados experimentais. A seguir, serão discutidos os principais resultados obtidos 

neste trabalho. 
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Figura 10.17: Espectro infravermelho na região de 600 cm-1 a 2000 cm-1 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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Figura 10.18: Espectro infravermelho na região de 3500 cm-1 a 2500 cm-1 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 compreensão do mecanismo de condução nos filmes de 

PVA/Ftc e de seu espectro infravermelho, a interação entre as moléculas de PVA e Ftc 

foi investigada através de modelagem molecular. Os cálculos foram realizados de 

acordo com o método semi-empírico PM3-d, utilizando o software Spartan em um 

computador Pentium 4 de 2.2 GHz, 1 Gb de memória com o sistema operacional Linux. 

Foram obtidos parâmetros relacionados à estrutura eletrônica das 

referidas moléculas, como isosuperfícies de densidade eletrônica e potencial de 

ionização, potencial eletrostático e orbitais moleculares HOMO e LUMO  

A superfície de isodensidade de elétrons reflete a forma e o tamanho de 

uma molécula através de sua nuvem eletrônica. Esta superfície nos revela se realmente 

existe uma ligação química entre todos os átomos de uma molécula. O potencial de 

ionização mostra a facilidade de remoção de um elétron de uma região da molécula. 

As Figuras 10.19 a 10.21 apresentam o potencial de ionização mapeado 

em uma superfície de isodensidade eletrônica para as moléculas de PVA, Ftc e para o 

complexo PVA/Ftc.  Nessas figuras, as cores próximas ao azul mostram regiões de alto 

potencial de ionização enquanto as cores próximas ao vermelho mostram regiões de 

baixo potencial de ionização. O mapa de potencial de ionização para a molécula de 

PVA (Figura 10.19) mostra baixos valores de potencial de ionização na região 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 ionização na região do átomo 

metálico central e dos átomos de nitrogênio da molécula. 

A  Figura 10.21 apresenta o mapa de potencial de ionização para o 

sistema PVA/Ftc. Para produzir este mapa, a posição escolhida para a molécula de Ftc 

foi a região central da cadeia de PVA. Observa-se altos valores de potencial de 

ionização na região das ligações N-C=N e das ligações C-H na periferia da molécula de 

Ftc, e na cadeia carbônica central da molécula de PVA. Este mapa revela uma interação 

entre os grupos OH do PVA (baixo potencial de ionização) com a e a região das 

ligações C-N-C e das ligações C-H da periferia da molécula de Ftc (alto potencial de 

ionização), sugerindo a formação de um complexo de transferência de carga através da 

sobreposição dos orbitais π das moléculas de PVA e CuPhc. 
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Figura 10.19: Potencial de ionização mapeado numa superfície de isodensidade 

eletrônica para o PVA. 

 

 

 
 

Figura 10.20: Potencial de ionização mapeado numa superfície de isodensidade 

eletrônica para a Ftc. 
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Figura 10.21: Potencial de ionização mapeado numa superfície de isodensidade 

eletrônica para o sistema PVA/Ftc. 

 

 

O mapa de potencial eletrostático (MEP) reflete a localização dos 

elétrons π 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 concentração de carga em torno dos grupos OH. O mapa para a molécula de Ftc 

(Figura 10.23) mostra uma grande concentração de cargas em torno dos átomos de N e 

do átomo de Cu central.  

 
 

Figura 10.22: Superfície de potencial eletrostático para o PVA. 
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Figura 10.23: Superfície de potencial eletrostático para a Ftc. 

 

Os orbitais moleculares HOMO e LUMO são de particular interesse, já 

que estão intimamente relacionados com a condutividade elétrica do material. Estes 

orbitais são também importantes por serem envolvidos em reações químicas, já que os 

elétrons que podem ser doados se localizam no orbital HOMO. 

A superfície dos orbitais moleculares podem se estender sobre um ou 

mais átomos. Superfícies de orbitais moleculares restritas a apenas um átomo são 

chamadas de orbitais não ligante, enquanto superfícies que se estendem sobre a região 

de ligação de átomos vizinhos são chamadas orbitais ligante. A adição de elétrons em 

um orbital não ligante enfraquece a ligação, aumentando sua distância, enquanto a 

remoção de elétrons deste orbital provoca o efeito oposto. A adição de elétrons em um 

orbital ligante, a ligação entre os átomos irão se fortalecer, diminuindo a distância de 

ligação. A remoção 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 superfície de cor vermelha indica a parte 

negativa da função de onda e a de cor azul, a parte positiva. Na molécula de PVA, o 

orbital HOMO se concentra na região das ligações C=O 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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átomos de N e do átomo de Cu central. O tipo de orbital predominante é o não ligante, 

sendo que existem orbitais ligante apenas em torno de ligações 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: Superfície do orbital HOMO para o PVA 

 

 
 

Figura 10.25: Superfície do orbital HOMO para a Ftc. 
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Figura 10.26: Superfície 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 superfície de cor vermelha indica a 

parte negativa da função 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 

átomos de carbono da cadeia central. Para a molécula de Ftc, o orbital LUMO se 

localiza em torno dos átomos de carbono. Os orbitais ligantes predominam em torno das 

ligações 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: Superfície do orbital LUMO para o PVA. 
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Figura 10.28: Superfície do orbital LUMO para a Ftc. 

 

 

 
 

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

 

 

A Tabela 10.2 mostra os valores do calor de formação ∆Hf, orbitais 

HOMO, LUMO e largura da banda proibida, ∆E, para as moléculas de PVA, Ftc e 

PVA/Ftc. As moléculas de PVA foram modeladas com grau de polimerização igual a 

20. O calor de formação da molécula de Ftc é exotérmico e o do PVA e PVA/Ftc é 
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endotérmico. O sistema PVA/Ftc possui o menor calor de formação, indicando que este 

sistema é mais estável 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 ∆E 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 

oxidação do peróxido de hidrogênio 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 formação ∆Hf, orbitais HOMO e LUMO e largura da 

banda proibida, ∆E, para as moléculas de PVA, Ftc e PVA/Ftc, 

calculados pelo método PM3-d. 

 

Molécula ∆Hf (Kcal/mol) HOMO (eV) LUMO (eV) ∆E (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 – Caracterização elétrica do biossensor 

 

A caracterização espectroscópica e a modelagem molecular mostraram 

que ocorre a formação de um CTC entre a matriz de PVA e o mediador de elétrons Ftc. 

A formação desse complexo pode exercer grande influência 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 tendência da condutividade elétrica 

de filmes de PVA/Ftc em função da temperatura. Observou-se um aumento exponencial 
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da condutividade com o aumento da temperatura. As amostras com maior concentração 

de Ftc apresentaram maior condutividade elétrica. A curva de tendência apresentada 

pela Figura 10.31 mostra a variação da condutividade em função da concentração de Ftc 

para membranas de PVA/Ftc a diferentes temperaturas. Foi observado um grande 

aumento da condutividade com o aumento da temperatura e da concentração 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 valência. Os buracos deixados podem contribuir para a 

condução através de saltos entre estados localizados.  O mecanismo de condução nesse 

material pode então ser descrito pelo modelo de condução por saltos, onde 

. As membranas de PVA e PVA/Ftc com 5 m/m% de Ftc, 

apresentaram valores de α = 0,25, indicando a predominância 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 α = 0,50, indicando a predominância do 

mecanismo de saltos entre vizinhos mais próximos (mecanismo de Efros). 

( ασ TT /exp 0∝ )

A Figura 10.32, mostra a dependência da energia de ativação com a 

concentração de Ftc dos filmes estudados. Houve um grande aumento de ∆E com o 

aumento da concentração de ftalocianina. 

Apesar do mecanismo de Mott exigir menor energia de ativação, a maior 

distância entre os saltos leva à menor probabilidade de tunelamento, ou seja, à menor 

probabilidade de ocorrência do salto (Equação 7.4). Em conseqüência, tipicamente, o 

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: Dependência de σ com a temperatura, de filmes de PVA/Ftc com 

diferentes concentrações: 5 m/m % (A), 0 m/m % (B), 40 m/m % (C), 

20 m/m % (D). 
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Figura 10.31: Dependência de σ com a concentração de Ftc, de filmes de PVA/Ftc a 

diferentes temperaturas: 26ºC (A), 40ºC (B), 55ºC (C), 70ºC (D). 
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Figura 10.32: Dependência de ∆E com a concentração de ftalocianina de filmes de 

PVA/Ftc. 
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10.4 – Conclusões parciais 

 

Os principais resultados obtidos com relação a caracterização da matriz 

polimérica do biossensor são: i) A reticulação das membranas de PVA levou à formação 

de poros, o que pode melhorar a estabilidade da enzima ocluída e facilitar a difusão do 

analito no biossensor; ii) A capacidade de sorção de água das membranas de PVA 

aumenta com o aumento da temperatura e diminui com o aumento da densidade de 

reticulações. iii) O módulo de Young das membranas cresceu linearmente com a 

densidade de reticulações; iv) O grau de cristalinidade diminuiu e a temperatura de 

transição vítrea aumentou com o aumento da densidade de reticulações; v) A 

caracterização espectroscópica do sistema PVA/Ftc mostrou que ocorre a formação de 

um CTC entre as moléculas de PVA e Ftc. Este resultado foi confirmado através da 

modelagem molecular deste sistema; vi) A Ftc aumentou a condutividade elétrica da 

matriz (PVA) do biossensor. Este resultado pode ser atribuído à formação do CTC. O 

mecanismo de condução do sistema PVA/Ftc pode ser classificado com o mecanismo 

de saltos termicamente ativado, predominando o mecanismo de Mott para baixas 

concentrações de Ftc e o mecanismo de Efros para concentrações maiores de Ftc. 

Estes resultados mostram que membranas de PVA/Ftc reticuladas com 

H3BO3 possuem características físico-químicas que garantem boa funcionalidade e 

estabilidade quanto à sua utilização no projeto de biossensores clínicos. 
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CAPÍTULO 11 – ANÁLISE DA PERFORMANCE DO BIOSSENSOR 

 

 

11.1 – Análise da performance 

 

O biossensor para colesterol foi analisado através de ensaios in vitro com 

soluções de colesterol de concentrações entre 0 mM e 5,17 mM. A medida da resposta 

do biossensor foi feita em um multímetro Keithley modelo K-237, lendo-se a corrente 

gerada pelo dispositivo em função do tempo.  

A Figura 11.1 mostra o sinal obtido pelo sensor para uma concentração 

de colesterol de 1,3 mM. O biossensor apresentou um sinal na ordem de nA, com vários 

picos de corrente ao longo do tempo. O sensor, para as demais concentrações, 

apresentou um sinal de forma equivalente. A ordem de grandeza do sinal apresentado é 

a mesma dos biossensores comerciais já existentes no mercado. 

Para a construção da curva de calibração do biossensor, foi utilizada a 

média dos três picos de corrente mais elevados no intervalo de 0 s a 12 s, produzidos a 

partir da reação bioquímica. A Figura 11.2 mostra a curva de calibração do sensor, onde 

cada ponto representa a média do resultado obtido de quatro diferentes sensores. 

Observou-se uma boa linearidade (R2=0,96) para concentrações de colesterol entre 0 e  

5,17 mM. Neste caso, a concentração de colesterol pode ser determinada através da 

seguinte relação: 

cxxi 78 1041,11070,3 −− +−=   (R2=0,96) 

sendo c a concentração de colesterol. 

Para concentrações elevadas de colesterol observou-se um aumento no 

desvio padrão do sinal do biossensor. Esta observação pode ser devido à grande 

diferença entre o parâmetro de solubilidade, δ, do PVA e do colesterol (Tabela 11.1), 

que pode influenciar na difusão das moléculas de colesterol na matriz polimérica do 

biossensor. Como já visto anteriormente, δ, determina se uma molécula tem ou não a 

capacidade de se difundir no polímero. A proximidade dos valores de δ entre o PVA e a 

água indica que existe uma grande força de interação entre essas duas moléculas, o que 

permite a difusão da água no polímero. Como o valor de δ para a molécula de colesterol 

é distante do valor de δ da água, então a força de interação entre o colesterol e o PVA é 

fraca, prejudicado a difusão do colesterol na matriz do biossensor. 
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Tabela 11.1: Parâmetro de solubilidade para o PVA1, água2 e para o colesterol.3

 

Substância δ (cal1/2/cm3/2) 

PVA 19,10 

Água 23,40 

Colesterol 9,40 
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Figura 11.1: Sinal obtido pelo biossensor para uma solução de colesterol com 

concentração de 2,58 mM, a temperatura de 37 ºC. 
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Figura 11.2: Curva de calibração do sensor para colesterol. Cada ponto representa a 

média da resposta produzida por quatro diferentes sensores. 
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11.2 – Conclusões parciais 

 

Os níveis de colesterol no organismo humano, em um indivíduo com 

dislipidemia, pode chegar a níveis de 6,20 mM.4 Desta forma, o sensor de colesterol 

obtido possui sensibilidade adequada para a determinação de colesterol no plasma 

sanguíneo. O biossensor apresentou uma boa linearidade (R2=0,96) e intensidade de 

sinal na ordem de nA. A intensidade de sinal do biossensor obtido é comparável à da 

literatura5,6, como também à do biossensor comercial para glicose da marca Roche, 

linha Accu-Chek, testado em nosso laboratório. 
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CAPÍTULO 12 - PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 

Como foi exposto anteriormente, o número de pessoas com 

dislipidemias é grande no Brasil e no mundo. Os altos níveis de colesterol no 

sangue é o principal fator de risco para o desenvolvimento de doença arterial 

coronariana. Sistemas inteligentes para o monitoramento colesterol representam 

um elevado potencial de crescimento mercadológico. Os biossensores já têm sido 

utilizados para tal finalidade, contudo, ainda é grande o número de pessoas que 

ainda não têm acesso ao monitoramento de seus níveis 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 

país. Porém, é reconhecido que o caminho a ser percorrido ainda é longo.  

Algumas etapas necessitam ser estudadas e analisadas 

cuidadosamente quanto ao projeto de um biossensor de colesterol genuinamente 

nacional. Tais etapas, que não foram executadas em nosso trabalho devido ao 

binômio tempo x instrumentação, serão objetos de trabalhos futuros. Assim, pode-

se dizer que as perspectivas futuras desse trabalho são: 

1- Calcular os parâmetros cinéticos das enzimas imobilizadas e 

verificar a influência do processo de imobilização na atividade 

enzimática; 

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

3- Considerando-se que um biossensor envolve, além de um eletrodo 

enzimático, um sistema de aquisição de sinais em tempo real, é 

proposto a otimização e miniaturização do circuito usado, bem 

como a elaboração de um software para digitalização de sinais; 

4- Testar o sensor incorporando a enzima glicose oxidase na matriz, 

criando um sistema multienzimático para a análise de glicose 

simultaneamente ao colesterol; 

5- Aplicar os princípios de inteligência artificial na aquisição e 

interpretação dos sinais oriundos de um biossensor 

multienzimático; 

6- Avaliar as propriedades hemocompatíveis do biossensor 

desenvolvido com vistas à obtenção de biossensores implantáveis. 


