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Cevagar ele comega & aprender,... & or:n
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co a pouco e depois a passos largos. Logo seus pensamentos entram
em choque. 0 que aprende nunca e o que ele imaginava, ¢& mod> que
comeca a ter medo e sente este crescer impiedosamente. Seu pronro-
sito torna-se um campo de batalha,

E assim ele depara com o primeiro de seus inimigoes
naturais: o medo ! Um inimigo terrivel, traicoeiro e dificil de
vencer,

Aos poucos a batalha se estrutura, mas no entantc
o medo e vencido de repente.

Aqui o homem ja conhece seus desejos e sabe cormn
satisfaze-los. Uma clareza incrivel cerca tudo.

E assim ele encontra seu sequndo inimigo: a clare-
za! Uma clareza tao dificil ce se obter, Ela elimina o medo R
tambem cega. Obriga o homem a nunca duvidar de si, ele € corajoso
porque e claro e nao para diante de nada. Mas & tudo um enganr,
como algo incompleto....... e vira o momento em que ele sente .-
sua clareza era apenas um pento diante de sua vista. Naquele inc -
tante, ele tera vencido seu segundo inimigo e sabera que o pode-
qué vem buscando ha tanto tempo & seu, por fim, Seu desejo & or -
dem. Ve tudo que est3d em volta. Mas tambem encontrs
inimigo: o poder.

=y terceire

o

Com paciencia ele controlara seu poder e assim fe-
ra vencido seu terceiro inimigo. 0 homem ent3o estarz no fim ce
sua jornada do saber e, quase sem perceber, encontrara seu Ultir-
inimigo: a velhice! Este € o mais cruel, o-unicc que ele nac cor-
seguira derrotar completamente, mas apenas afasta ... e vira um
desejo irresistivel de descansar. v

Mas se o homem sacode sua fadida e vive seu desti-
no, entdo podera ser chamado um homem de conhecimento. Nem que s¢
ja no breve momento em que ele consegue lutar com o seu Ultimo i-
nimigo invencivel, Esse momento de clareza, poder e Gonhecimento
g pleno.
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RESUMO

Utilizando-se quatro diferentes técnicas de medi -
das analisou-se as propriedades dielétricas e estruturais da lisg
zima com grau de hidratacao inferior g 40mg H,O/g pret. De um mo-
do geral todos os efeitos observados fdram reiacionados com a pre
senga de moléculas de H,0 ligadas aos sTtios hidrofilicos existen-
tes na superficie da macromolécula proteica.

Das curvas de Descarga Isotdrmica observa-se a e -
xistencia de dois diferentes sitios de ligagdao ambos caracteriza-
dos por frequencia, medida de temperatura ambiente, no intervale
de 10 “Hz, indicando que as moléculas se encontram fortemente 1i-
gadas. A ’

0. processo de despolarizacgdo pode ser, em princi -
pio, devido a dois efeitos: a rotacdo e a desorgdo das moléculas
de F, 0. Os dados experimentais indicam os efeitos da desorgiao co-
mo os principais.

As energias de ativagao do processo de desorgao ,
encontradas para os. dois diferentes sitios 0.34 e (.55eV, sugeren
que as moléculas de H,0 se ligam por uma ocu duas pontes de hidrc-
génio a superficie da lisozima.



ITT
ABSTRACT

Using four differents techniques we have analvsed
the dielectric and structural properties of lysozyme with hydr -
ation below 40mg H,0/g prot. All the observed effects were re -
lated to the preseﬁce of bound-water molecules at the hydrophilic
sites on the surface of the macromolecule. From the spectra of
Isotermic Discharge we observe the existance of two differents
bounding sites, both with characteristic frequency, measured at
room temperatures, in the range of 10-2Hz. indicating that the
molecules are strongly bounded.

The despolarization process might be due to two
effects: rotation and sorption of the ,C molecules. The experi -
mental data show that the main‘effects are those of sorption.

The sorption activation energies, (.34 and 0.55e"
suggest thét the HZO molecules are bounded by one cr twc hydrogen
bounds to the surface of lysozume.



A agua € um dos mais abundantes compostos sobre a
superficie da terra e o nrincipal constituinte de todos organis-

mos vivos.

Os oceanos contém 1.4x1024g de HZO e outras 0.&d024g

existem nas rochas da crosta terrestre na forma de agua de crista
lizacgao.

0 corpo humano possue cerca de 65% de agua em ne-
so. Alguns tecidos tais como o cérebro e os pulmdes sao comnostos
de aproximadamente 80% de agua.

Desde Thales de Mileto (624-546AC) que considerou a
agua como o elemento universal, tem-se reconhecido a importancia
da dagua em nosso meio ambiente externo e interno e se tem estudado

essa substancia extensivamente.



CAPTTULD 1

a)|. Introdugiio sobre bioeletretos

A palavra "eletreto" foi criada em 1885 por Oliver
Heaviside, fisico ingles, para definir uma polarizacgao dielétrica
"permanente', o analogo elétrico Jdo magneto.

O primeiro trabalho experimental sobre eletretos da
ta de 1919 e € devido a Eguchi, um fisico japonés. Esse fenomeno
foi descoberto quando investigava-se a condutividade elétrica de
6leos e ceras em solidificacdao. Eguchi fundiu, a 120°C, partes 1 -
guais de cera de carnauba e uma resina., Através de eletrodos de me
tal foi aplicado a esta mistura um campo de 10KV/cm durante a fu -
sao e todo o processo de resfriamento. Apds a mistura ter alcanga-
do a temperatura ambiente e se encontrar solidificada, o camno elé
trico foi removido e como resultado o sistema exibiu uma polariza-
cao elétrica interna. Estava descoberto o primeiro eletreto.

Eguchi concluiu que esta nova nropriedade era um fe
nomeno volumétrico, pois ao quebrar a mistura sclidificada, dois no
vos eletretos se formavam.

Os varios tipos de eletretos conhecidos hoje sao de-
finidos a partir do método fisico pelo qual foram criados. O eletre
to original de Eguchi € agora chamado um termoeletreto. Os eletre -
tos produzidos por incidéncia de luz sao chamados fotoeletretos e
assim temos os radioeletretos, os magnetoeletretos, os eletretos na
turais e outros,.

ApGs os trabalhos pioneiros de Eguchi, carga e arma-
zenamento de polarizagdo via estado de eletreto tem sido identifica
do em uma grande variedade de materiais, tais como os cristais iGni
cos (1), solidos moleculares (2), polimeros (3,4), gélo (5), cris -
tais liquidos (6) e ceramicas (7). O grau de polarizacgao desses ma-
teriais e sua razido de decaimento (tempo de relaxacao), dependem da
natureza do dielétrico e das suas condigdes experimentais,

Um dielétrico torna-se um eletreto quando sua razdao
de decaimento faz-se tao pequena que uma fragao significante do cam



po induzido fica preservada depois do campo de polarizagao ter si
do removido.

O efeito de eletreto tem percorrido um longo cami-
nho desde os trabalhos pioneiros de 0O.Heaviside (8) e as descober
tas experimentais de Eguchi (9), B.Gross (10) e outros (11).

0 completo entendimento do fendomeno envolveu bases
fenomenologicas e microscopicas. Podemos hoje dizer que o estado
de eletreto ndo € uma anomalia dos dielétricos como se chegou a
pensar, mas sim uma propriedade geral de isolantes a qual pode es
tar presente em maior ou menor grau dependendo de sua origem mole
cular e parametros experimentais, em particular a temperatura.

Recentemente atencoes tem sido voltadas para as pos
sibilidades de armazenamento de polarizacdo elétrica em materiais
de interesse bioldgico, os bioeletretos. A presenca de tal fenome-
no tem sido estudada intensamente em ossos (12) e outros materia-
1s estruturais.

ApO6s uma vasta série de investigacdes dos efeitos de
eletreto em material bioldgico, conclue-se que este estado € uma
propriedade geral dos biopolimeros, tendo sido encontrado em poli-
peptideos fibrilares (colageno) e globulares (hemoglobina e tripsi
na), polinucleotideos (DNA e RNA) polisacarideos {celulose e quiti
na de varias origens bioldogicas) e em varios polipeptideos artifi-
ciais.

O termo '"bioeletreto" foi propoesto por S.Mascare -
nhas (13) em vista desse comportamento geral dos biopolimeros como
eletretos.

Aplicagdes do conceito de bioeletreto tem ocorrido
no campo das superficies antitrombogénicas por Murphy e Col (14) e
S.Mascarenhas e col (15). A maioria dos materiais tanto naturais
como sintéticos que apresentam boa compatibilidade sanguinea, tam-
bém apresentam,eletronegatividade em suas superficies. Uma técnica
para aumentar a eletronegatividade dos polimeros € o efeito de ele
treto. Os experimentos '"in vivo" e "in vitro" mostraram continuo
aumento da compatibilidade sanguinea como resultado da carga nega-
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tiva induzida, via estado de eletreto, nesses materiais.

Qutras aplicagoes do conceito de =letreto no campo
da permeabilidade de membranas, tem sido estudadss de um ponto de
vista experimental e tedrico por diversos pesquisadores (16, 17).

A idéia basica € que a induciao do estado de eletreto em membranas
bioldogicas pode apresentar diferencas marcantes nas vropriedades de
transporte, uma vez que a maioria das moléculas difundidas possuem
carga elétrica.

As aplicagoes acima selecionadas servem para demons
trar a potencialidade dos biceletretos e sua importancia para uma
melhor compreensdo de muitos processos bioldgicos a partir de wuma
base fisica da matéria. Investigando a carga e armazenamento de po-
larizacdo em macromoléculas bioldgicas, nds esperamos obter a tio
necessaria base microscopica que permitira um melhor entendimento
de toda fisica envolvida nesses processos.

Correlacionando os estados de eletretos das molécu-
las com suas fungles bioldgicas, aproximamos mais e mais a fisica
da biologia.
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b) Modelos sobre a estrutura da agua

A estrutura da agua tem sido o assunto de um gran-
de nimero de artigos e livros (18,19). Essa molécula forma um liqui
do de "estrutura aberta" (20), muito diferente dos liquidos "ideais"
tais como o Argdnio ou o Merciirio. O nimero de vizinhos mais proxi-
mos a cada molécula, 5-,6 muito menor do que no gelo em estrutura
FCC, 12 moleculas.

Tem existido muitos pontos de vista diferentes e
conflitantes sobre as possiveis estruturas formadas por essas molé-
culas, Os mais importantes podem ser classificados em cinco catego-
rias: Teorias de Agrupamento, Teoria de Dois Estados, Teorias Inters
ticiais, Teorias de Meios Continuos e a Teoria devida a Berendsen.

De acordo com as teorias de agrupamento (21), supoe-
se que a agua forme aglomerados de pontes de hidrogénio, existindo
moléculas nd3o ligadas como espécies distintas. Teorias estatisticas
baseadas nesses agrupamentos (22), as quais admitem 5 tipos distin-
tos de moléculas dependendo do nimero de pontes de hidrogénio exis -
tentes, tem tido certo sucesso. Interpretagoes dos dados de infraver
melho (23) tendem a suportar essa teoria, Recentemente, porém, tais
interpretagoes tem sido mostradas serem incorretas (24).

No modelo de dois estados (25) a estrutura de agua
fica baseada na existéncia de anéis hexagonais distorcidos, simila -
res aos encontr?dos no gelo. Na agua esses anéis sao assumidos em uma
distribuigdo de equilibrio entre essas duas estruturas.

A "Compacta Aberta'" Otima para a formagdo de pontes de hidrogénio en

tre os anéis e a '"Compacta Fechada'" na qual as moléculas formam apro

ximadamente uma estrutura cUbica de face centrada (FCC). Esse modelo

concorda com estimativas de espectroscopia Raman e dados de proprieda
des dielétricas da agua.

Na teoria intersticial (26,27) a estrutura da agua
1iquida € vista como um colapso parcial da estrutura do gelo, fican-
do as partes colapsadas preenchidas por moléculas de agua intersti-
ciais. Esse modelo &€ fortemente suportado pelos dados obtidos por
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Danford e Levy (27) em experimentos com raios-X.

, Por outro lado, as teorias contfnuas (28,29) ndo su
poe qualquer tipo particular de ordem; nelas a agua se estrutura
por intermédio de pontes de hidrogenio distorcendo fortemente suas
distancias inteéermoleculares e angulos em relacio a molécula livre.

Outro importante modelo com base nos experimentos -
de difragdo de raios-x, espalhamento de neutrons e propriedades di
elétricas foi proposto por Berendsen (30) em 1567. Em resumo o mo-
delo assume que o gelo ao se derreter varia sua estrutura de modo
que alguns dos sitios intersticiais existentes ficam ocupados. Es-
sas moléculas n3o permanecem livre para rodar pois sdo ligadas por
pontes de hidrogénio distorcidos a rede vizinha. Portanto onde e-
xiste uma molécula intersticial, a fede , com estrutura semelhante
ao gelo, se torna apreciavelmente distorcida. O conceito de liga -
coes nos intersticios torna possivel uma série de éXplicagSes so -
bre as propriedades dielétricas da agua e do gelo.

!
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c) A dgua estruturada em macromoléculas

Desde que a agua fica estabilizada em cadeias nas
vizinhangas de certas moléculas biolGgicas tais como o colageno,

o DNA, a queratina, e certos agregados de lipideos (20), essas ca
deias de agua podem ligar, através de pontes de hidrogeénio, va -
rias macromoléculas contribuindo assim para estabilizar os mais
diversos arranjos formados.

Isso, naturalmente, ocorre em adigao as interagoes
diretas entre as cadeias laterais, mas ainda assim a fungao da a-
gua como estabilizadora pode ser da maior importancia para o cres
cimento desses agregados.

Podemos entdo concluir que certas macromoléculas .
tais como o colageno, podem estabilizar a estrutura da agua nas
suas vizinhancgas, a qual por sua vez, estabiliza os arranjos for-
mados por essas moléculas.

A seletividade idnica pode ser outro aspecto muitc
importante das variagoes estruturais na agua. Quando no estado 11
quido, a agua apresenta ordenacdao em distancias menores do que
102, as variagdes estruturais que acompanham a hidratagao ioniva
saoc importantes somente nas primeiras camadas de moléculas de a -
gua em torno dos lons. Se essa ordem se extender a distancias mai
ores, as dimensdes do fon hidratado podem ser muito mais criticas
por suas energias livres e mobilidade.

Nas fungbes de membrana, em conexao com a seletivi-
dade ionica, o estado de eletreto pode ser induzido pelos poten -~
ciais transmembrana, nas moléculas polares de agua ligada existente
nos poros, partes hidrofilicas das camadas lipidicas, e na superfi
cie das proteinas existentes (nas membranas), alterando dessa for-
ma a estrutura e o campo elétrico da membrana, com isso ficam alte
radas as seletividades para Na* e X'. Tais influéncias podem ser
criticas para as fungOes nervosas.

I.M.Klotz e col. (31) em seus trabalhos sobre trans
porte de elétrons em proteinas, sugeriram que a estrutura da agua
pode estar envolvida na transferéncia de elétrons, ions e hidrogé

nio nos caminhos do metabolismo e fotossintese.
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O Estado de Eletreto da Agua Estru-
turada em Biomateriais

Em condigoes fisiologicas, moleéculas de agua rara -
mente se ionizam formando H' e OH™, elas existem como moléculas po
lares e assim sendo, suas propriedades elétricas podem ser explica
das, em primeira ordem, através de um momento de dipolo elétrico
permanente originado de uma carga positiva e uma negativa fixas e
separadas por uma certa distancia,

Essa molécula tambem possue um momento de dipolo in
duzido proporcional 2 magnitude do cémpo eletrico local (32).

Seu momento de dipolo elétrico permanente (1,84 x
10° stat.coul/cm=1,84 Debye) foi determinado por medidas de cons
tante dielétrica através de variagdes na temperatura do vapor (32)
e confirmado por varios outros métodos (33,34,35). A origem desse
momento dipolar vem da ndo linearidade da molécula, o valor do an-
gulo H-0-H (104.474°) para a molécula livre, & conhecido da andli-
se dos dados de espectroscopia no infravermelho (18).

18

Como ja ficou enfatizado anteriormente, essa molécu-
la polar pode se unir as mais diversas moléculas bioldgicas por in-
termédio de pontes de hidrogénio. A energia dessa ligacao provem de¢

uma combinagao de forgas covalentes e forgas de Van der Waals ou ir

teragdo dipolo-dipolo. Segundo Frank (36), a covaléncia dessa liga-

¢3o causa uma separagao de cargas adicional na molécula de agua prc

vocando um aumento em seu momento dipolar e possibilitando a forms-

cdo de outras pontes. Assim esse processo tem como resultado um e -
‘feito cooperativo em concordancia com as teorias de agrupamento.

Por causa da alta natureza direcional, as caracteri:s
ticas covalentes sao fungdes sensiveis do angulo de ligag@o. O maxi
mo de covaléncia, no caso de ligacdo entre moléculas de agua, ocor-
re para o valor de 180°,

Desvios apreciaveis do angulo critico resultam em u-
ma perda na covaléncia. A ausencia dessa caracteristica € utilizada

]
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para explicar o rompimento das pontes de hidrogeéenio.

Um dos objetivos deste trabalho € mostrar que a a-
gua quando ligada de um modo estruturado na macromolécula de liso
zima, pode possuir niveis de energia para a rotacgdo dipolar. En -
tdo a agua ligada pode também apresentar o estado de eletreto, co
mo foi mostrado para o caso do colageno, gelatina, hemoglobina e
cutras moléculas (13).

Através do estudo das relaxagles tanto nos graus de
rotagdo, quanto nos de vibragao das moléculas ligadas junto aos si
tios primarios de hidratagdo na matriz protéica, sdo obtidas infor
magoes sobre a natureza desses locais, sobre os processos de inte-
ragao e sobre a estrutura de ligacdo das primeiras moléculas de a-
gua na superficie da macromolécula. _

Naturalmente serd preciso limitar nossas investiga-
o0es a baixas hidratagoes, onde a resistividade das amostras ainda
¢ suficientemente elevada de modo a permitir a aplicacao do campo

Vo)

de polarizagdo, necessario a inducgdo do estado de eletreto no sis-
tema. Para hidratagbes maiores existem varios outros métodos sensi
veis tais como: Relaxagdo dielétrica (37), velocidade de sedimenta
cao (38), coeficiente de difusao (39), viscosidade intrinseca ;
NMR (40), espalhamento de raios-X (41), coeficiente de atrito (42},
difusao de O 8 (43) e espectroscopia no infravermelho.
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d) Propriedades dielétricas de proteinas

As primeiras medidas das propriedades elétricas de
proteinas em solucao foram feitas por Oncley em 1942 (44). Ele ob-
servou uma dispersao perto de 2MHz a qual foi atribuida a rotacgio
da molécula de proteina. Dez anos depois, também trabalhando com so
lugoOes, Buchaman, Haggis, Hasted e Robinson (45) concluiram seus
estudos sobre as propriedades dielétricas da albumina, uma protei-
na do ovo, na regiao de microondas. Esses revelaram duas relaxagoes
dielétricas em diferentes regides de frequéncia: A regiao B (105 a
1O7Hz) correspondente a rotagdo das moléculas da proteina em solu-
gao e a regiao vy (2x109Hz a 2x1011Hz) correspondente a relaxagao
da agua. Posteriormente Schwan (46) (1957) e Grant (47) (1962) ob-
servaram uma dispersao extra a qual ficou relacionada a regido §
(107Hz a 109Hz) situada entre as regioes B e y . Foi sugerido per
Schwan e Grant que a rotacdo da agua estruturada era a responsavel
pela nova relaxacao encontrada. Schwan, entretanto, frisou que c¢s
radicais polares da cadeia polipeptidica poderiam também apresen -
tar relaxagOes nesta regiao de frequencia. _

Em artigo posterior, Pennock e Schwan (48) conclui-
ram que a dispersdo dielétrica da hemoglobina em solucdo (7,5-26,6g
/100cm3) entre 1 e 1,2x103MHz poderia ser separada em tres regides
distintas. Abaixo de 30MHz a dispersdo notada foi atribuida a natu
reza dipolar da molécula de hemoglobina. Entre 10 e 100MHz a dis -
persdo encontrada foi atribuida a relaxacdo dos radicais polares
da cadeia. Acima de 100MHz, a dispersao ficou associada a relaxa -
cao de camada de dgua ligada. A quantidade de agua estruturada mais
compativel com os dados experimentais para a hemoglobina & de (200%
+50)mg de HZO/g de proteina. Convém frizar que esses estudos nao a-
tingiram a regi3o y onde encontra-se a relaxagao da agua propriamen
te dita.

Trabalhando com diversas proteinas cristalizadas Ro-
sen (49) apresentou em 1962 um estudo sobre a contribuigdo da agua

absorvida para as propriedades dielétricas das proteinas em "esta-

€M PES0j, d PIUDEUL11IUAUT UT LlEayau apuu apue o
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desprezada, uma estrutura de equilibrio entre 5 estados foi pro -
posta. Um estado livre, e quatro estados ligados, classificados pe
lo numero de pontes de hidrogénio pelas quais a molécula de agua
se encontra presa a matriz proteica.

Nenhum dos parametros dos processos de ativagao fo-

ram calculados nos trabalhos em "Estado Sdlido".



CAPTTULO II

a) Propriedades dielétricas da Liso-

zima e sua hidratacao

Como ja foi visto na seccdao anterior, devemos a
Pennock e Schwan (48) os primeiros resultados sobre a relaxacgao
da camada de agua estruturada existente na superficie das protei-
nas. Das trés relaxacOes encontradas, a situada acima de 100MH:z
foi identificada com a dispersao da agua ligada a macromolécula
A melhor concordancia com os dados experimentais foi conseguida as
sumindo-se para a agua ligada uma constante dielétrica estatica
no intervalo de 80 a 100, uma frequéncia propria de rotacgdo entre
0,5 e 1GHz e um valor de 200+50mg de HZO/g de proteina para a com
plementacao da primeira monocamada.

Com base nesses valores e dos dados da variacao da
frequencia de rotacgao dipolar com a temperatura, Pennock e Schwan
obtiveram uma entalpia de ativacao em torno de 0,3eV/particula e

[

concluiram que a agua ligada se encontrava estruturalmente entre
a agua propriamente dita e o gelo.

Infelizmente devido a alta constante dielétrica do
solvente e a baixa concentracao de soluto (hemoglobina), os efei-
tos da camada de agua ligada observados ndo passaram de 1% dos va
lores previstos pela equacdao de uma mistura de agua e proteina de-
sidratada. Com isso para a determinacgao dos parametros caracteris-
ticos da relaxagdo tornou-se necessario medidas de alta precisio ,
além do que no modelo utilizado foram assumidos muitos parametros
tais como: A forma da molécula, a quantidadede agua ligada, as cons
tantes dielétricas estaticas da molécula proteica e da agua ligada
e a frequéncia caracteristica da dispersio.

Com o prop6sito de contornar os problemas inerentes
as medidas em solugao Harvev e Hoekstra (49) resolveram estudar as
propriedades dielétricas da agua ligada a superficie das macromolé
culas em pd de proteina cristalizada., A proteina escolhida para es

ses estudos foi a Lisozima.Apesar de haverem sido encontradas in -
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fluéncias da agua na constante dielétrica das proteinas, no "esta
do solido", em regibdes de baixa frequéncia, nenhuma das pesquisas
realizadas cobriram o intervalo de frequéncias (107 e 109Hz) onde
foi observada pela primeira vez por Schwan, a dispersao da agua
ligada, assim sendo nenhum dos parametros caracteristicos deste
processo foram calculados. '

Harvey e Hoekstra utilizando as técnicas de Medidas
de Ondas Estacionarias (S.W.M) (49 e Reflectrometria no Dominio
do Tempo (T.D.R.)(49") em guias de ondas e linhas coaxiais no inter
valo de frequéncias entre 107 e 2,5x1010Hz, observaram duas disper
soes distintas as quais foram relacionadas a duas camadas de agua
adsorvida. A primeira pmonocamada ficou caracterizada por um tempo
de relaxagao da ordem de lo-gseg., uma entalpia de ativacao negati
va e uma entropia de ativagdao também negativa. Essas caracteristi-
cas, pouco comuns, foram explicadas assumindo-se que no processo
de ativagdo, pontes de hidrogénio sdo refeitas e assim sendo uma
quantidade de calor flui do sistema ( H<0). Com a formagao destas
novas pontes devemos esperar um aumento da estrutura local, ou se-
ja, uma redugdo da entropia ( S<0). Em resumo, com o aumento da ten
peratura, temos o rompimento de pontes de hidrogénio entre a molécg
la da 3gua e a matriz proteica, seguindo com a formagdo de melhores
pontes entre as moléculas de agua reorientadas e suas vizinhas.

Tem-se como suporte a esse modelo, as variagoes de

He S com o conteido de agua. Em amostras cuja primeira monocama-
da esta completa, H & aproximadamente zero indicando que a molécu-
la de agua esta bem ligada as vizinhas.

A entropia de ativagao também diminue quanto mais
dgua € agregada a macromolécula mostrando novamente que um menor ni
mero de pontes de hidrogénio estao sendo refeitas e com isso uma me
nor variagao da estrutura local tem lugar.

A dispersao associada a segunda pgonocamada ficou ca-
racterizada por uma distribuigao de tempos de relaxagao em torno do
valor leo'llseg.
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Os dados sobre os trabalhos realizados em solugao,
citados na vasta literatura, somados aos estudos em algumas pro-
teinas em "Estado SG6lido", mostram que as primeiras ''camadas' de
agua que envolvem a superficie proteica apresentam uma dispersao,
medida a temperatura ambiente, no intervalo de 108 e 109Hz, ou
seja, apenas duas ordens de grandeza inferiores a da frequéncia
de relaxacgao da agua propriamente dita. Essa pequena diferencga
quando comparada com a frequencia de rotagao do proton no gelo
104Hz, sugere que as moléculas nas '"camadas'" se encontram quase
tdo livres quanto no estado liquido.

Nosso trabalho nao tem por objetivc o estudo das
propriedades fisicas das moléculas que pertencem as ''camadas'' .
Nosso interesse esta no estudo das moléculas ligadas aos sitios
hidrofilicos, ou seja, os resultados desse trabalho dizem respei
to apenas as moléculas que se encontram realmente iigadas a su -
perficie proteica.
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b) A Lisozima e suas propriedades estruturais

A proteina escolhida para os estudos das proprieda
des da agua estruturada, tanto neste trabalho, quanto no apresen-
tado por Harvey e Kockstra, foi a Lisozima (Sigma Chemical Co.)

Em 1922 Alexander Fleming juntou algumas gotas de
mucosa nasal a uma placa contendo uma determinada cultura bacte -
rial para ver o que poderia acontecer. Para sua grande surpresa |,
apos alguns dias, ele notou que algo na mucosa tinha matado as
bactérias. Essa substancia foi a enzima Lisozima.

Ela tem tido encontrada em varias outras secregoes
do corpo e em grande quantidade na parte clara do ovo. Quando retl
rada da clara do ovo, essa enzima apresenta uma estrutura globular
com peso molecular de 14.600 proveniente de uma Unica cadeia poli-
peptidica contendo 129 aminodcidos e quatro pontes dissulfidicas pa
ra a estabilizacao.

Sua atividade enzimatica € Util no ataque a muitas
bactérias através do rompimento da estrutura mucopolisacaridica da
parede da célula.

A unidade basica de um polisacarideo € um anel hexa-
gonal de agucar, o qual pode ser polimerizado de duas maneiras dis-
tintas (50). A Lisozima corta a cadeia polisacaridica em sitios es-
pecificos, reduzindo desta forma o polimero a um conjunto de dime-
Tos.

Ela foi a segunda proteina e a primeira enzima que
teve sua estrutura molecular detalhadamente resolvida por anilise
deadifragao de raios-X por'Phillips, North, BRlake e cols. (51)(52)
(53). Observando essa estrutura de forma globular, notamos a exis-
tencia de uma fenda (semelhante a falta de um gomo), onde essa en-
zima possue seu centro ativo.

A Lisozima obedece ao modelo da ''gota de dleo'". Se-
melhante as globulinas ela segue o principio dos grupos hidrofébi-
cos internos e hidrofilicos externos. Todos seus grupos polares car-
regados se encontram na superficie com uma ou duas excegoes. A gran-



de maioria de seus grupos nao polares e hidrofdébicos estao volta-
dos para o interior.

sa proteina para os estudos da agua estruturada foram sua aita re-
sisténcia a tratamento térmico e a seguidos ciclos de adsorcgao-de-
sorgdao das moléculas de agua induzidas por esse tratamento (54) .

. . . . = 0
Muando cristalizada, a Lisozima suporta temperaturas ate 120 C sem
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perda apreciavel de sua atividade enzimatica.

de um modo geral a vasta literatura existente contribuiram também

para a escolha.
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CAPITULO I11I
PARTE EXPERIMENTAL

a) Preparo e hidratagao das amostras
e 0s sistemas de medida

A lisozima tres vezes recristalizada, dializada e
liofilizada que utilizamos foi produzida pela sigma Co.

As amostras foram preparadas inicialmente compac-
tizando-se o p6 manualmente. Posteriormente foram feitas pasti -
lhas de aproximadamente 0,lcm de espessura por 1,3cm de diametro
comprimindo-se o po em prensa hidraulica. Com este novo procedi -
mento obtivemos uma maior polarizagdo volumétrica e uma melhor re
produtibilidade nas medidas. As melhores pastilhas foram obtidas
utilizando-se uma densidade de 0,9g/cm3. Para se obter melhor re-
sultados foi necessario desidratar o po antes e durante a prensa-
gem.

O estado ''seco'" das pastilhas foi obtido extrapo -
lando-se para o tempo zero as curvas de variagao de massa produzi
da pela adsorgado de agua com o tempo de hidratagdo. As amostras
antes de serem postas na balanga foram deixadas para desidratar em
vidcuo e a temperatura de 70°C por viarias horas.

0 estado "Umido'" foi obtido deixando-se a pastilha
hidratar no prato da balanga. Uma correcao posterior dessa medida
foi feita devido a necessidade de se deixar a pastilha a tempera-
tura de 20°C no sistema de medida, em vicuo, durante varios minu-
tos (at€ o resfriamento) isso tudo para a aplicagao do campo de
polarizagao. Essa correcao foi realizada pesando-se a amostra a -
pos o tempo necessario para a aplicagdo do campo de polarizaciao.

Com o objetivo de estudar os possiveis efeitos dos
eletrodos nos espectros de C.T.E. foram realizadas medidas com e-
letrodos de Latao, Ouro, Indio e Prata. Para evitar problemas de
condugdao pela superficie das amostras, foi utilizado durante a des
polarizagao um "anel de guarda" mantido a potencial sempre igual
ao potencial do eletrodo superior de medida.
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Dos estudos sobre a condutividade elétrica das a-
mostras como fungao do grau de hidratacao e temperatura, foi pos-
sivel se determinar o valor da resisténcia do eletrometro de modo
a garantir que praticamente toda a carga de polarizagao fosse dis
sipada através da resisténcia de medida e ndo atravées da propria
amostra. Desses estudos concluimos que a resistividade eléetrica
da lisozima com grau de hidratacao inferior a 40mgH,0/g de protei

na, se situa no intervalo entre leO15 € leOléﬂxcm.

O SISTEMA DE MEDIDA

Quanto ao sistema de medida, este € bastante sim -
ples, a amostra & encerrada em um recipiente onde se faz vacuo por
meio de uma bomba mecanica primaria (10-3mm de Hg). A pressao de
HZO desse recipiente foi monitorada por um manometro modelo 610-C
da Varian, previamente calibrado.

O campo de polarizagdo foi aplicado através de ele
trodos paralelos em contacto superficial com a amostra. Utiliza-
mos uma fonte de tensao H.P. modelo 65160A-Power DC. para esse
fim.

Varia-se a temperatura das amostras com nitrogenio
l1iquido (-196OC), sendo o aquecimento posterior feito por resis -
téncia elétrica com voltagem aplicada variavel de modo a se obter

uma boa linearidade do aumento da temperatura com o tempo.
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ORINGS

CONEXAQ COM MANOMETR

ENTRADA P ELETROMETRC E FONTE D TENSAC
TERMO-PAR DA AMCOSTRA [ENTRADA®
TERRA DO SISTEMA

TAMPA

ELETRODO SUPERIOR

TERMO- PAR DA AMOSTRA

TUBC P/ VARIAQAC DA TEMPERATURA
TERMO-PAR DC SUPORTE {ENTRADA)
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Fig 4 Diagrama do sistema de medida e das ligacoes elétricas.
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Fig 5 Diagrama em blocos das ligacoes eletricas.

As medidas de corrente foram feitas por intermé-
dio de um eletrometro KEITHLEY-610C sendo a corrente lida assina-
lada contra o tempo em um registrador X-Y Hewlett Packard Mod

7004B.
Todas as temperaturas foram medidas por meio de

termopares de cobre-Constantan e registradas de 2,5 em Z,SOK nos

proprios espectros de C.T.E. e P.T.E,
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b) A técnica de corrente termo-estimulada
(C.T.E.)

Este método aproveita o fato de que o tempo 1 , ca
racteristico da relaxaciao dipolar, depende fortemente da tempera-
tura. A baixa temperatura (-60°C para dipolos da agua ligada), T
€ muito elevado de modo que um tempo extremamente longo (da orden
de varios dias) seria necessario para se levar o dielétrico do es_
tado polarizado ao despolarizado e vice-versa. Por outro lado em
uma temperatura mais elevada (30°C), esse mesmo tempo reduz-se de
varias ordens de grandeza. Em vista disso, se aplicarmos um campo
eletrico, em alta temperatura, por um tempo suficientemente longo,
de modo a se obter uma componente de polarizagao na direcgao do
campo, e em seguida baixarmos a temperatura, reduziremos de tal mo
do o tempo de rotagao dos dipolos que ao retirarmos o campo, SC -
mente uma fragao desprezivel da polarizacdo armaczenada serd perdi-
da.

0 diel€trico ao passar por esse Processo torna-se
um termoeletreto.

Procedenao—se entao a um reaquecimento acelera-se
a despolarizagao. A corrente, no circuito externo de medida, aumen
ta com o tempo, passa por um valor maximo, e em seguida rapidamen
te se anula. A corrente observada nessa fase chama-se corrente ter
mo-estimulada.

Resumindo-se o método consiste em:

a) aplicacgdo de um campo elétrico continuo F_ a unm
material isolante que contenha um ou mais tipos de dipolos elétri-

cos, a uma temperatura Tp e durante um tempo tp;

b) rapido abaixamento da temperatura apds o tempo
tp’ com o campo elétrico ainda aplicado;

c) atingida a temperatura final Tp © campo Ep é re
tirado, a amostra € aquecida e a corrente de despolarizagdo € medi
da.
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| As escolhas de Tp’ Tp e tp dependem das caracteris
ticas do dipolo e do sitio onde o mesmo se encontra. Sua orienta-
cao depende nao so da intensidade do campo Ep como também do tem-
po durante o qual esse campo atua.
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TEORIA DE CORRENTE TERMO-ESTIMULADA
Se uma amostra estiver no instante t com uma pola-

rizacao P, decorrido um intervalo infinitesimal de tempo dt, essa
polarizagao sofrera uma perda dP, tal que:

dP = -Pu dt ' (1)
onde wéT-l € a frequéncia com que os dipolos perdem sua orienta -
gao.

Supondo valida a lei de ativagao de Arnhenius temcs:

W= W exp{-AF/kT} (2)
com

AF = AH-TAS (3)
onde

AF = energia livre do processo de ativagao

AH = entalpia de ativacgao

AS = entropia de ativacgao

T = temperatura absoluta
k = constante de Boltzmann

w;1=ro= tempo caracteristico do processo

Aumentando-se a temperatura linearmente com o tempo
temos:

T(t) = To+bt (4)
logo :

dt = 14T (5)

b

Substituindo (5) e (2) em (1) ficamos com:

e-AF/kT 4T (6)

I
'
o g lOE



Integrando membro a membro

P w T
r ' “AF/kT!
f) d_-P_ = - 2 {, e AF/KT dt! (™)
o P! b o)
ou
“uy T AR/kT
P(T)=P_ exp{— / e dT'} ()
b T
0

onde PO € a polarizagao inicial da amostra e TO sua temperatura i-
nicial.

Para obtermos a densidade de corrente J precisamos
tomar a derivada de P no tempo

~
s3]

J= - — = - = o = -b - . (9)
3t 3T ot 5T
- \4/— W T - A /*,, t
J(T)=P u e BEART oxpt- 20 ¢ e7dF/KT  apy (1o
s
ou b ‘o
J(T)=P(T)w(T) (1n

As expressoes (10) e (11) nos dao a densidade de
corrente como fungao da temperatura. A ~randeza medida nas experi-
éncias € a corrente elétrica I(T) que esta relacionada com J(T)
atraveés da relacdo I(T)=J(T)xS onde S € a area dos eletrodos. Subs-
tituindo éssa relagao em (10) e (11) vem finalmente

w T .
1(1)=qu, e “F/AT expt- 2 1 /KT gy (o
0 O
bT
ou o)
I(T)=w(T)Q(T) {13)
onde A
Q, 2 p.s (14)



T

Fig 6 Fungao Corrente Termo-Estimulada ( C.T.E )

Para a determinacgao dos parametros caracteristicos
do processo existem trés diferentes métodos:

1)

Pela corrente inicial: Para temperaturas prox:
mas da temperatura inicial, o valor da integral da exp{-AF/kT! po
de ser desprezado frente ao termo AF/KT e disso resulta

o~ _=BF/XT ,
I(t)=Q w, e (15)

Ou seja lancando-se &nI(T) contra 1/T determinamcs
AH e o fator pré exponencial ORI eAS/k. f//
Essa expressao

€ valida somente até 15% da subida
inicial.

2) Pela posigao do maximc: No ponto onde a corren-
te € maxima temos dI/dT=0

AF Yo  -AF/KT AF
= (= - — e )*x expl~ —
dT kT b kT

E:

y T - '
_ 0 ;o gTAF/KT' 41y (16)
b T

o}



Mas
dr - g em T=T, ou seja
dT
AF/KT Yo L2
AF e M= — kT,VI (17)
b i
3) utilizando toda a curva de C.T.E.: Como na des
polarizagao I(T)=-dQ/dt (18)
vem
t
Q(t)-Q. = - / I(t)dt' (19)
No final do processo toda a carga foi perdida, lo-
go Q=0 e
Q(t)= / I(t")dt' (200
t
Com a substituicao da expressao (20) na (13) ficamos com
FPI(eyde”
t(T)= L (21
I(T)

o
Portanto se lancarmos o logaritmo natural de { I(t")dte'/I(T) con-
tra o inverso da temperatura, determinaremos da inclinagao dessa
reta a entalpia da ativagao do processo.

Através da extrapolagdc para temperaturas infini-
tas, obtém-se o fator pre exponencial.

A polarizagao inicial PO ou a carga armazenada Qo
sao determinadas integrando-se totalmente a curva de C.T.E. no

tempo.

QO = [PI(t")dt! (22)
o)

Utilizando-se a estatistica classica de Langevin



(55) para calculo do valor médio dc coseno do angulo erntre ¢ cam-
po elétrico aplicado E e o momento dipolar P das molécuias de a-
gua no caso de pE<<kT* tem-se que
2
PO= Np<cose>= Np B (23)
3kTD

onde:

N = numero de dipolos por unidade de volume

p = momento de dipolo elétrico

E = campo elétrico local

k = constante de Boltzmann

TD= temperatura absoluta da polarizacao

*

A temperatura ambiente

pE=2x10" eV

KT=2x10" ZeV
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A TECNICA DE PRESSAO TERMO-ESTIMULADA
(P.T.E.)

Durante o tratamento térmico indispensavel a téc-
nica de corrente termo-estimulada, tem-se com o aumento da tempe-
ratura, o rompimento das pontes de hidrogénio que estruturam as
moléculas da agua na superficie da macromolécula proteica. A tem-
peratura inicial desse processo depende da pressao de vapor de HZO
do gas que se encontra em contacto com a amostra. Para pressoes
da ordem de 10
273°K.

mm hg, temos uma temperatura inicial por volta de

A passagem de moléculas do estado ligado ao esta-
do livre durante a despolarizagdao altera de modo sensivel cs es-
pectros de C.T.E., uma vez que € possivel essas moléculas rompe -
rem os lagos de hidrogénio ainda orientadas. Isso traz como resul
tado uma despolarizagao devido a '"perda'" de dipolos orientados e
nado mais a rotagab deles. '

Com o intuito de seguir esse processo de desorg¢io
e calcular os parametros asgociados a esse fendomeno, registramos
curvas da . variagdo da pressao de HZO do sistema de medida, estan-
do a bomba de vacuo- desacoplada, contra o momento linear da tempe
ratura. Inicialménte‘esses experimentos foram realizados simulta-
neamente com a despolarizagio.

Como para as baixas densidades de vapor de H,0 es
tudadas € valida a aproximagdo de gis ideal na equagao de Van der
Waals, temos nessa aproximagao a pressao proporcional ao numero
de moléculas desorvidas. '

Assumindo-se que todas as moléculas de H,0 se 1i-
gam em sitios idénticos, ou seja, que elas possuem uma mesma e -
hergia de ligacdo e uma mesma'probaBilidade de transigio do esta-
do ligado ao estado livre,

Podemos afirmar com base nessas hipdteses que: se

a amostra no instante de tempo t e temperatura T, possuir ND(T)



H

moléculas no estado ligado, decorrido um intervalo infinitesimal
de tempo dt e correspondente acréscimo de temperatura dT, tere -
mos uma variagao de Np(T) dada por

dNG (T) = =W o (TIN,(T)dt ik e

ou efetuando a troca de variaveis de acordo com a expressao (5)

"Y W A1 1

dNp = = = W o (TIN,(T)dT (25)

D

ol TE

onde WD+O(T) € a probabilidade de transigao, Supondo novamente
valida a lei de ativacgao de Arnhenius temos:

Wiao(T) = Wpo exp{-AE /kT} (26)
com
onde

- AEp = energia livre de ligacdo da agua
ASy = entropia de ativagao da disorcgio
AHp = entalpia de ativagao de disorgao

Wpo = probabilidade por unidade de tempo caracte-
ristica da transigao
Como no inicio do processo todas as moléculas se
encontram no estado ligado temos para

#

T=T, N (T30 =N (28)

Da existencia de apenas dois estados vem a lei de
conservagao

ND(T)+NO(T)=Ni (29)



onde NO(T) € o numero de moléculas no estado livre no instante
em que a amostra se encontra a temperatura T.

Resolvendo a equagao (25) com a condigao (28) vem
como solugao

T
W
N, (T)=N; exp{- DO [ gBE4/KT!
b T

i

dT'} (30)

Como a pressao p(T) € proporcional ao nimero de
moléculas de vapor de H,0, ou seja, o numero de moléculas no es-
tado livre, teremos desprezando a readsorgao, que

. " :
(M= Xy (m - (31)
onde V.
V = volume do recipiente

T"= temperatura das paredes

Substituindo a expressao (31) na expressao (29) <
utilizando ND(T) da expressao (30) vem finalmente
' w T \
DO 7 e-AED/kT

b T.
i

AT'31 732)

P(T)=pF[1-exp{4

onde PF=NikT"/V e a pressao do sistema apds a passagem de tedas as
moléculas para o estado livre.

A fungao p(T) expressa na equagdao (32) sera daqui em
diante referida por Fungao Pressao Termo-Estimulada. Suas caracte-
risticas sdo mostradas na figura 7.




DETERMINACAO DOS PARAMETROS DO PROCESSO DE DESORCAO

Derivando a pressac cem relacfo a temperatura,
temos da expressao (3Z)

W

dE(T) = DO e-AED/kT{Dr“p(T‘\T 33}
daT b
Wpo e “Bn/¥T. D dp(T) (347
pF'P(T) dT
ou
AH i
in (Wp,, e8Sp/ky D ooy b dp(T) (55

kT ‘pF-p(T} dT

Portanto se lancarmos o logaritmo natural de
@/pE~p(Tﬂx dp/T:/dT contra o inversc da temperatura determinare -
mos pela inclinacac da reta a entalpia de ativagac do processo.

N fatcr pré exponencial fica determinado por extr:
polagio para temperaturas infinitas,

-

Para ¢ calculo quantitativo dos parametics usSsoc:
dos a ligac@ao da agua junto a matriz proteica, foi necessirio cons-
trulr um novo sistema de medida.
Nos primeiros espectros de pressao termo-estimula-
da (P.T.E.) realizados simultaneamente aos experimentos de C.T.E..
notamos que o valor da pressao final de saturacgao do sistema era
da

agua envolvida no processo foi determinada pesando-se a amostra no
inicio e final de cada medida. Essa incoeréncia apareceu devido ¢

[es

inferior ao valor previsto pela equagdo do gas, na qual a massa da

adsorgao das moléculas de agua nas paredes do recipiente de medida.
Uma fracgdo das moléculas que deixavam a pastilha estavam sendo re-
adsorvidas nas paredes de aco inoxidivel do sistema e desse modc
nao contribuiam para o aumento da pressao interna.

Para solucionar esse problema da adsorgao nas pare
des, utilizamos um novo sistema de vidro com suas paredes mantidas



a uma temperatura de aproximadamente 200°C durante o decorrer de
todas as medidas.

Como os espectros de P.T.E. nao apresentaram al-
teragoes sensiveis quanto ao estado de polarizagiao ou despolari-
zagao das amostras nao houve necessidade de continuar a realizar
as medidas de P.T.E. e C.T.E. simultaneamente. Nao poderiamos es
perar alteragoes dos espectros de P.T.E. com o estado de polari-
zagao das amostras pois a fragdo média de moléculas de agua ori-
entadas pelo campo de polarizagdo (calculada com base na estatis
tica classica de Langevin) nao passou de 10-'7

Fig 7 Fungio Pressao Termo-Estimulada ( P.T.E ),



A TECNICA DE ANALISE TERMO-GRAVIMETRICA
(A.T.G.)

Essa técnica foi de grande auxilio nesse traba-
lho. Através dela foi possivel comparar os resultados obtidos pe
los estudos sobre o aumento de pressaoc no sistema de medida, cau-
sado pela passagem das moléculas de agua ligada ao estado gaso-
So.

Esse método consiste da medida continua do peso
das amostras simultaneamente ao aumento da temperatura. Isso €
conseguido com a utilizagao de uma micro balanga situada no in=-
terior de um forno cuja temperatura pode ser programavel em fun-
gac do tempo.

Quando ocorre uma variagao de peso na amostra
devida, por exemplo ao aumento da temperatura (também chamada va
riagdo termogravimétrica), o brago da balanga que suporta a amos
tra perde sua posigao de equilibrio horizontal tornando-se incli
nado. Essa inclinag3o € medida por um foto~elemento CdS e amplia
da eletricamente. Atraves de um sistema de controle (circuito
TG) € entao gerada uma corrente eleétrica necessiria a criagao o
campo magnético . A agao desse campo em um magneto fornece a for
ca necessaria para compensar a variagdo termogravimétrica. Com
isso o brago da balanga retorna a posigao original.

A intensidade da forga magnética restauradora &
entao assinalada em uma das penas do registrador.

A temperatura do forno € controlada eletronica-
mente por um sistema PID-SCR. _

O instrumento utilizado,de marca Rigaku, para es-
sa técnica, permite realizar simultanea uma analise Termo Dife -
rencial (TDA).

Com ele uma pequena variagao de apenas 1l0ug em
500mg de amostra pode ser detectada.

Para a determinagao dos parametros associados a
desorgdo da agua estruturada foi utilizado o mesmo modelo discu-
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tido em detalhes na seccao anterior.

Utilizando um aquecimentc linear <om © Le€Dpo

Np(Ti=N__ m(T)-m.’
ér,( J a\r\__m(lz mF‘
onde
Noy ® nimero de Avogrado

m(T)= massa da amostra a temperatura T

np = m2ssa final da amostra

Da substituicao da eguagao (36) na (24) vem,

cordo com (5)

\ .
WQ¢O(T)= o) dm (T)
o Me=-m{T) a7

feoexpressac (37) pode-se entaoc determinar
S

sc bem como ssus potenciais

Vvem

(

C:: [

+

36)

i AR
H
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Os espectros de C.T.E. da lisozima como fungao de
sua hidratagdo sao mostrados na Fig.9. No eixo vertical temos as
sinalada a corrente de despolarizagaop contra a temperatura do su
porte metalico em contato térmico com a pastilha.

Estes espectros sao o resultado da aplicagao de
uma d.d.p. de 600Volts através de uma amostra com 1,3mm de espes
sura por 6 minutos.

A temperatura de polarizagao utilizada foi de
293°%K e apos se abaixar a temperatura da amostra até cerca de 83K,
utilizou-se uma tgxa de aquecimento linear dp 0,11°K/seg. As cor-
rentes de despolarizagao foram registradas pelo eletrometro em es
cala correspondente a uma resisténcia de medida de 10119.

h=37 mg Hy0 /g prot.

I (x10"3A)

00

250 300 330

T (°K)

*Fig 9 Curvas experimentais de C.T.E para viriashidtatd'q?res.
Polarizou-se o dieletrico com um campo de 4.6 V/‘ciﬁor 6 minm.
em temperatura de 300 °k.
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O grafico de C.T.E. da amostra desidrataia leva-nos
a concluir que todos os efeitos na ordem de grandeza observada, es
tao de algum modo relacionados com a presenga de H,0 na matriz pro
teica.

Os picos caracterizados por uma temperatura de cor-
rente maxima em torno de 312°K apresentam um comportamento quase
simétrico em relagdo a temperatura do maximo. A irea sob a curva ,

-

em uma determinada hidratagao, para temperaturas acima de Tméx' e
superior a area sob a mesma curva calculada em temperaturas infe-
riores a Tméx'

Essa caracteristica nao pode ser interpretada por
uma cinética monomolecular com uma Gnica energia de ativagao e cons
tante de tempo, pois nesse caso teriamos o tempo de subida do pico
superior a seu tempo de descida e com isso a area relativa a subi-
da seria maior que a de descida.

0 pequeno pico encontrado na regiao de baixa tempe-
ratura (aproximadamente 260°K) foi associado a presenga de molécu-~
las de HZO nao estfuturadas na superficie dos eletrodos.

Com o abaixamento da temperatura, uma fragao das m.
léculas de HZO (do vapor) qué nac se conseguiu retirar com .2 bhoriu
de vacuo sao aprisionadas na superficie que se encontra a baixa
temperatura (-190°C). Esse fendmeno & encontrado na literatura c--
mo o efeito do "Dedo frio" e termodinamicamente € explicado pela
minimizacao da energia livre do gas.

Como o campo de polarizagao permanece aplicado dn -
rante todo o abaixamento da temperatura, as moléculas de H,0 apri-
sionadas na superficie dos eletrodos ficam orientadas gerando as -
sim um pico na despolarizagdo. Como se trata de agua ndo estrutura
da e estando a pressdo de H,0 do recipiente de medida inferior a
10_2Torr. esse pico permanece em regiao de temperatura abaixo de
273°K.

O espectro da pressao no sistema de medida mostrado
na figura 10 vem confirmar essas hipoteses. Nele se encontra assi-
nalada a pressao do sistema de medida contra a temperatura do su -
porte metalico da amostra.




pastiha hidratada

P (x10° dyn/cm®)

valvula pastiha seca
- aberta | fechadg
00 1T 1 1 11 T
250 300 350 T (oK)

Fig 10 Aumento da pressao do sistema de medida com a

temperatura da amostra.

Em temperaturas inferiores a 265°K foi necessario
deixar aberta a valvula de acoplamento entre o sistema e a homba
para que fosse possivel se retirar a agua aprisionada nas paredv:
externas do tubo utilizado para o resfriamento das amcstras. Nota-
mos neste espectro que esse pico nao € fungdo da hidratagao da pas
tilha como era de se esperar. Fazendo-se a diferenca das curvas pz
ra a pastilha hidratada e seca temos os espectros de P.T.E. da 1li-
sozima hidratada mostrados na figura 11, '

Como podemos notar, o aumento da pressao de HZO do
criostato acontece na mesma regiao de temperatura onde encontramos
os picos de C.T.E. indicando qué a relaxacdo elétrica esta intima-
mente associada com a desorcdo da fragdo das moléculas orientadas
pelo campo de polarizagao.

Na figura 12 encontram-se graficados os dois proces-
SOS. ND(T) indica o numero de moléculas da amostra sendo Ni o valor
de ND no inicio do processo de desorgao,




10

PH.O (x '03 dyn /cm!)

QS

h=90 mgq H0 / g prot.

00 | .44134? | | N W N N | | IR |

250 300 350‘TPK)

Fig 11 Curvas experimentais de P.T.E para varias hidratagoes.

s . . o
Ttilizou-se uma taxa de aquecimento linear de 0.10 K/seg.

R

|
';
|
~
|
051
C— —
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= o5
0 I ] 1 ! | | [ 1 |
250 300 '
350 T (°K)

Fig 12 Superposicgao do processo eletrico com o processo de

degorgao
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Integrando-se as curvas de C.T.E. no tempo, calcu-
la-se a carga total armazenada., Na figura 13 mostramos essa carga
total em varias hidratacdes. O comportamento linear encontrado in
dica que em primeira aproximacgao podemos desprezar as interagoes
dipolo-dipolo entre moléculas de HZO no intervalo de hidratagoes
analisado.

i

IO

P, (x10"C/cm?)
o
T

< | J 1 [
0 0 20 30 20§

mg H,0 /g prot.

Fig 13 Carga total armazenada como fungao da hidratacgao.

Obtida da integral das curvas da fig 9.

Mantida uma hidratagao constante de 10mg de H,0/g
de prot., curvas com diferentes campos de polarizacgao, figur;Ald,
também trouxeram como resultado uma dependéncia linear da carga
total armazenada com o campo aplicado. Esses resultados encontran-
se na figura 15,

A proporcionalidade da polarizacao total Pr com o
campo aplicado E e a hidratagao h indicam que o processo segue a
estatistica classica assumida

PTth para pE<<kT
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Ep=42x 103 v/em

I (x10°A)

00! :

[ |

|
250 300 350 ey

Fig 14 Curvas experimentais de C.T.E pare diferentes

campos de polarizacao e mesma hidratagao.

; (x10°¢C)

> 05} +/

| ] 1 | l | L
00 0 20 30 40

Ep (x 10% v/Am)

Carga total armazenada como fungao do campo de

Fig 15

polarizacao. Dados obtidos das curvas da fig 14
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Ainda com o intuito de se obter maiores informa -
¢oes sobre o armazenamento de energia elétrica na matri:z hidrata
da, foram realizados experimentos de carga e descarga isotérmica
em temperaturas em terno de 300°K. Na figura 16 mostramos o es -
pectro de descarga obtido a temperatura de 298°K para um tempo de
carga dewaproximadamente 20 minutos.

\,
- 240 _\'\
\|IBII
= \\‘|
5 -250- o
N\I\t "p
\\\\\\\\\ﬂ\\\\\
—
260 L 1 L1 1 | ! T~
0 2 4 8 10

Fig 16 Espectro de descarga isotermica. O campo de pola-

rizagao foi aplicado a temperatura de 300 °k.

De um modo geral os espectros apresentam duas regioes caracteriza-
das por diferentes tempos de relaxagao. Nestes experimentos temos
novamente implicito o fendmeno de deéorgid, ou seja durante o pro-
cesso de carga e descarga a pressao de HZO do sistema de medida
foi reduzida (pela utilizagdao da bomba de vacuo) para evitar pro-
blemas com a corrente de condugdo pela superficies Portanto duran-
te todo o processo de carga e descarga houve variagao do nﬁmero de
moléculas deH,0 da amostra.

Com base nestes resultados conclue-se que na super-
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ficie da lisozima existem dois sitios de ligacdo primaria com di-
ferentes propriedades fisicas e portanto uma parte da polarizagdo

total € armazenada nos sitios rotulados por "A" ficando o restan-
te armazenado nos sitios "B".

A ordem de grandeza dos tempos de relaxagao en-
contrados nas curvas de descarga isotérmica (1025eg) indica que as
moléculas de agua se encontram fortemente ligadas aos respectivos
sitios de adsorgao.

Ainda para confirmar os resultados obtidos com a
nova técnica de P.T.E., foram realizadas medidas no sistema termo-
gravimétrico (A.T.G.) com novas taxas de aquecimento, porém sem -
pre lineares. Na figura 17 mostramos uma de uma série de curvas oh
tidas. A taxa de aquecimento utilizada foi de 0,034°K/seg.

Estes experimentos foram realizados em pressaoc
atmosférica. Os parametros de ativagao determinados pela utiliza -
cao do modelo enceontram-se na tabela 1.

390,

>
E
=
380—
370—
S T 1
i S
350 T CK) 400

Fig 17 Curva experimental de Analise Termo-Gravimetrica.



CAPITULO V
CONCLUSOES E MODELOS

0 modelo de P.T.E, discutido em detalhes no CapitE
lo II1, foi aplicado a todas as curvas de P,T.E. da figura 11.

Na figura 18 graficamos esta funcao cujos parame -
tros foram determinados pelo método de minimos quadrados. A curva
experimental utilizada para o ajuste esta indicada nesta figura
por pontos.

A Tabela I contém os resultados gerais da aplica -
¢ao do modelo tanto das curvas de P.T.E. quanto das curvas de A.T.
G.

Dessa tabela obtivemos uma frequéncia caracteristi-
ca média <Wp,p>* 2.1><10+3seg-1 e uma entalpia de desorgao média
<AHD>= 0.37eV. De acordo com dadgs tedricos e experimentais obti-
dos de estudos do gelo (58) encontramos para as ligagoes de hidro-
génio na dgua uma energia de ligagao de 0,25eV. Com base nestes da
dos concluimos que, em média, as moléculas de HZO se ligam a ma -
triz de lisozima por 1.5 pontes de hidrogenioc.

Cemo podemos notar, o ajuste das curvas nao & per -
feito. Na figura 19 langamos em grafico a derivada de uma das cur-
vas de P.T.E. com relagao a temperatura contra o aumento linear da
propria temperatura, isto para uma melhor compreensdo do processo.
Essa curva apresenta um comportamento assimétrico em desacordo com
o modelo proposto.

Segundo o modelo de P.T.E deveriamos encontrar um
tempo de subida do pico maior do que seu tempo de descida.

Essa discordancia vem da hipGtese de que todos os
sitios de ligac3do sdo identicos. Como se nota nos espectros de car
ga-descarga isotérmica, existem sitios "A" e "B" com propriedades
eletricas distintas portanto & de se esperar que estas diferencgas
provenham da estrutura dos sitios,

Comparando as técnicas de medidas utilizadas, pode-
mos dizer que com o aumento linear da temperatura temos nos espec-

tros de C.T.E. uma corrente produzida pela relaxagao das moléculas
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Fig 18 Aplicag¢ao do modelo de P.T.E a uma das curvas da
fig 11.



TABELA 1

Os valores medios para a entalpia e frequencia

b d 13 -~ -~
caracteristica do processo de desorgao sao respectivamente

(0.37 + 0.02)eV

mgHZO/g Pt.

HIDRATACAQ

TECNICA

P.T.E 9.0
P.T.E 14.0
P.T.E 22.0
P.T.E 24.0
A.T.G 60.0
A.T.G 80.0

i00

(dyn 7/ cm? x °K

50

S O O O O

AQUECIMENTO

OK/AQQ
0.
.103
.100
100
. 035
. 034

101

|

v

S O O

O o O

(2.1 + 0.3)x10°seg:?!

ENERGTIA

.37
.35
.36
.38
.38
. 34

)
LN

W

e
e .

W

.
L

COE
COR

0.

O O O O o

F.
de
RELACAQ

98
.98
.98
.98
.96
.96

Fig 19

300

350

T (°K)

Derivada da curva de P.T.E em relacao a temperatura.

A assimetria observada nao e explicada por uma cinetica mono

- molecular de primeira ordem com uma unica energia de ativagao

e constante de tempo.
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de HZO que foram em parte orientadas pelo campo de polarizagao e
nos espectros de P.T.E. o efeito acumulativo do fluxo de desorgao
dessas moléculas para o volume do sistema de medida. O "Equivalen-
te El€trico'" do processo de desorgao sera entdao a carga de um ca-
pacitor de volume equivalente ao volume do sistema de medidas pro-
duzida pela corrente de desorgao.

Com o objetivo de comparar os processos de descarga
elétrica e de '"carga produzida pela desorgdo', lancamos em grafico
as IT I(T')dT' contra T para varias hidratagOes em escalas norma-
llzadas, superpostas aos espectros de P.T.E. ("carga de desorgao').

Os espectros se sobrepdoe como se pode notar na figu

ra 20 1nd1cando que Em nossos experlmentos, adesorggo dos dlpolos

de HZO orientados & o _principal processo da despolarizacio elétrica.

De posse desses resultados, ~ 0 proximo passo foi
ajustar as curvas elétricas pela superposicdao de duas fungdes C.T.
E associadas a perda de dipolos orientados de cada sitio de ligagao.
Com isso temos que:

JC.T.E. = J,+Jp onde

;. dPA _ dPB
AT — e Iy = - —2
dt dt
dp
A
——=-P'w_’(T)
dPB
— = =Pow (T)
it B“B~+0
wA+0(T) = WaQ exp{~- AHA/kT}

wB+0(T) = wéa"exp{-AHB/kT}



PHZO (x103 dyn/cm?)

05

00

Fig 20 Curvas de P.T.F superpostas as cargas parciais obtidas da
curvas de C.,T.E

-8v-
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wA+O(T) e wB+O(T) sao respectivamente as ''velocida-
des de saida" (frequéncias de desorgdo) das moléculas de H.,0 dos
sitios A e B.

AHA e AHB sao respectivamente suas entalpias de de-
sorgao.,

Para a obtengao dos parametros POA’ POB’wAO’wBO’
AHA e AHB a partir dos espectros de C.T.E., utilizou-se um progra-
ma numérico para a superposicao das fungoes JA(T) e JB(T).

Em resumo o programa consiste da minimizagao da so-
ma dos erros guadraticos definidos em cada temperatura como o qua-
drado da diferenca entre o ponto experimental e o tedrico calcula-
do pela superposigao das duas funcGes com parametros préximos dos
ideais. Através de método iterativo, novos parametros sao gerados
até que a soma acima definida seja minimizada.

Os resultados da aplicagdo deste programa numérico
as curvas de C.T.E encontram-se natabela 2. Obtivemos entalpias de
(0.34+0.02)eV e (0.55%*0.04)eV, constantes de tempo caracteristicas
de (O.ZtO.l)XIO-Zseg e (0.4t0.3)X10_65eg respectivamente para os
sitios A e B. O ajuste das curvas nas hidratagles estudadas se en-
contra na figura 21. Nela as linhas continuas estao representandc
0s espectros experimentais enquanto que as fungdes tedricas estac
assinaladas por pontos.

As frequencias de desorgao obtidas pelo modelo, siac
compativeis com as obtidas das curvas de descarga isotérmicas.

Utilizando-se a estatistica de Langevin na aproxima-
cao pE<<kT, obtemos um nUmero de dipolos por unidade de volume tam-
bem em concordancia com o nimero de moléculas de agua determinado
pelo processo de pesagem das amostras em micro balanga.

Dos dados das polarizagdes parciais e da caracteris-
tica linear da carga com a hidratacdo conclue-se que os sitios de
menor energia, rotulados por "A" sao duas vezes mais numersesos do
que os rotulados por "B". Vem dai se obter do ajuste parcial das
curvas de P,.T.E. uma entalpia de desorgao de 0.37eV, ou seja, mais
proxima da entalpia de desorcdo dos sitios duas vezes mais numero-

SOS.



h AH € p

A 0A 0A
mg H,o0/g Pt. el 70_250,9 1070 ¢crom?
18 0.32 0.6 2.5
20 0.34 0.2 2.5
73 0.34 0.1 7.8
32 0.38 0.04 4.3
37 0. 34 0.2 4.9

h Al %8 iy
mg H,0/g Pt. eV 10 %seg 10710 ¢/em?
18 0.51 1.0 .

20 0.52 0.5 1.3
23 0.56 0.01 1.4
32 0.53 0.6 2.1
37 C.67 0.01 7.7

TABELA 2 Resultados gerais da ap'i~sgao do modelo onde FT=PA+PB
as curvas de C.T.E . Os valores das entalpias QH[*(P.BAiU.OZ)uV

Y
C&HB=0.55iO.04)eV sugerem que as moleculas de H,0 se ligam a matriz

proteica por una ou duas pontes de hidrogenio.

_OS_
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Fig 21

Ajuste das curvas de C.T.E pelo modelo de superposiggo.

Os pontos indicam a= fungoes tedricas.
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Das energias obtidas conclue-se que as moléculas de
HZO se ligam a matriz proteica por uma ou duas pontes de hidroge -
nio. | '

Precisamos ainda explicar porque nao sao observados
os efeitos da rotagdo encontrados no gelo e atribuidos a defeitos
na estrutura gerados pelo ''salto do proton'.

Sugerimos tentativamente o seguinte modelo: Nas hi-
dratagoes estudadas existem cerca de 1019 moléculas de HZO na amos
tra. Como as pastilhas foram feitas com aproximadamente 150mg de
lisozima, necessitariamos 102! moléculas para preencher completa -
mente as superficies. das moléculas de proteina com uma monocamada
de agua, ou seja, apenasvlo2 moléculas.a mais, Portanto mesmo nas
baixas hidratagoes estudadas ainda existe uma grande probabilidade
de formagao de agrupamentos de moléculas de HZO nas superficies .
Esses aglomerados se estruturam semelhantemente ao gelo e portan-
to a principio deveriam apresentar uma relaxagao dielétrica causa-
da pelo salto do ‘proton do hidrogenio.

Evidentemente essa relaxagao ocorre em regiao de tem
peratura abaixo de 273°K, iogo se ela existisse seria detectada uma
vez que resfriamos as amostras até cerca de 100°K.

Atribuimos a auséncia desta relaxagao ao método de.
pesquisa utilizado. O campo de polarizagao € aplicado a temperatura
de 300°K e em baixo vdcuo. Como a energia de ligacdo entre as molé-
culas de H,0 € menor do que a energia de desorcao dos sitios prima-
rios, devemos esperar, nesta temperatura, que os aglomerados sejam
desfeitos.

O processo de polarizacao das amostras pode ser ex-

N . r [ - - . -~ -
plicado pela mbtagao das moléculas nos sitios de desorgao porem

com uma frequéncia mais baixa do que a frequéncia de desorgio.
Sugerimos tentativamente o modelo discutido abaixo
para a determinagdo da freguéncia de rotagao a partir do valor ini-
cial da corrente de carga dos espectros isotérmicos.
Sejam n, e n; respectivamente os nimeros de molécu-
las orientadas em sentido do campo de polarizagdao e em sentido con-

# pn Jugdece sdafuduese o gaebebilideds du. Vowscosa
e wanideds rwwu ( Wono > \»\)Rs
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Fig 22 Diagrama de energia do modelo utilizado para a determinagao da
Frequencia de rotagao das moleculas de HZO' A frequencia de saida esta

indicada por W, , e a de rotagao por WR( AN MX;._ Lvaw oS Mtg,éa)
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trario, quando o diel€trico se encontra a temperatura T,

Portanto a polarizagao sera:
P = uo(nz-nl)

x - -
Supondo uma entalpia de rotacao AHR e uma frequen-
cia caracteristica wop temos:

ny _ R0 . L 70
v T ®n,oR1tRWoR € KT “NoWoR € KT
dnz AHR-u E i Aﬁ2+uoE
Tt T TWpaotptMYoR © KT “ho¥aR € KT

Como uOE<<kT temos em primeira aproximacao:

dn L E vk O
1 -AHL/KT o AL /KT
— n, +n, w1+ ) R : R
gt POUTTORYT G . 1T
dn u E My E -
2 0 -AH /kT ~AH /KT
—_— = W, Nt wa o (14 Je R (I- —)e "R
dt D+0"2 "1 0R kT %Rt KT

Com 1sso temos que:

£ . -wp, gP-2upPra e ¥psot
dt ” '

onde
—_\' -w t
n1+n2—l\o e "D-»0

_ -AH, /KT

4 Aeglr o= ALH-TE)
‘ ',;\ﬁ\ﬂ.\:
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uoE
a= 2w,u N ——
R"0"'0 kT

i L
Seja W = “D+0+2wR logo

(3 wp P = e"¥pso T

dt
cuja solugao isotérmica sera:

P(t) efoth dt’ _4 2 e'wD+§'ef§'wTdt" dt'+C
como condigdo inicial temos

P(t=0)=0+C=0

Com issc obtemos como solugao:

P(t)= -2 [e"“D>0t-e"“RY]
ZwR

No processo de carga temes que

-w.t -w t-
J(t) = = [wpe™T" - w e “D>0
= o psg €20
R
Portanto J(t=0)= 2 ou
I1(t=0)=S a
20.usN_ SE
R0 0 °

I(t=0)=

kT
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onde

wp = frequéncia de rotagao

= momento de dipolo elétrico

Ho

NO = nimero de dipolos por unidade de volume
S = area dos eletrodos

k = constante de Boltzmann

T = temperatura absoluta

Logo do valor inicial da corrente no processo de
carga isotérmica podemos determinar a frequéncia de rotagao dos di
polos.

Dos espectros de carga isotérmica realizados a tem-

peratura de 2980K, obtemos uma corrente inicial de 0.8><10—11 . Su-

bstituindo esses valores na equagao acima e considerando para o nc

mento de dipolo elétrico da agua o valor de 8.2x107°%Cxm obtivemos

uma frequéncia de desorcao da ordem das frequéncias de desorgac
obtidas dos espectros de carga e descarga isotérmica para a mesma
temperatura. As frequéncias ce desorga@o para os sitios "A" e "B"

3 Le 2X1O_Sseg-1.

sao respectivamente 7x10 “seg
Convém frisar que os dados utilizados para o calcu-

lo de wp sao qualitativos., A hidratagao nestes espectros nac foi ob-

tida pelo processo de pesagem e a extrapolagao da corrente para o

tempo zero contém erros causados pelo método experimental utiliza-
do.



-57-

CONCLUSDES FINAIS

1) A agua ligada € a responsavel pela polarizagdo
elétrica obtida no comportamento de eletreto da lisozima, como pe
de ser visto da linearidade da carga total armazenada contra a hi
dratagao das amostras figura 13.

2) As medidas de P.T.E. juntamente com as inte -
grais parciais das curvas de C.T.E. indicam que o processc de des
polarizagdo esta associado ao processo de desorgdao das moléculas
de agua ligada causado pelo tratamento térmico.

3) Das curvas de carga e descarga isotérmica ob-
serva-se a existencia de dois sitios de ligagdo primaria. Os valo-
res das frequénéias obtidos nes experimentos a temperatura ambien-
te para os sitios "A" e "B'" sao respectivamente ZXIO-Sseg-lfe 7x
10_35eg-1.

4) Aplicando as curvas de C.T.E. da lisozima hi -
dratada o modelo no gual a polarizagdo total € considerada como
sendo a soma das.polarizacdes dos dois diferentes sitios conclue-
se que as frequéncias dos sitios "A" e "B" se encontram nos res -
pectivos intervalos de frequencia

1077 seg ™ <w, (298%K) <4x107*seg™?

3 3 -1

0.3x10 7seg” L<wy (208°K) <8x10™*seg

5) O processo de despolarizagao elétrica pode ser,
em principio, devido a dois efeitos: rotagao e desorgao. Os dados
experimentais indicam os efeitos da desorgao como os mais impor -
! tantes .
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CONTRIBUICOES DA PRESENTE DISSERTACAC

Uma técnica de medida mais sensivel para a investigagao das
propriedades elétricas e estruturais da Zgua ligada em hi -
dratagoes abaixo de 40mgH,0/g de prot.

Introducao da nova técnica de Pressdo Termo Estimulada (P.T.
E.)

Determinagao quantitativa dos parametros associados aos pro-
cessos de ativacdo da agua ligada junto aos sitics primirios
de adsorgao.
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PARA TRABALHOS FUTURCS

processos de carga e descarga isotér-
-

T
de maiores informacgoes sobre 0s proces-

sos de rotacado das moléculas de H,0.

Construgao de um novo sistema para evitar gradientes de tem

peratura através da espessura das amostras.

Ampliar os estudos para um maior grau de hidratagac.

Generalizar os resultados com a investigagao de outras pro-

teinas.
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