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RESU?--10

Utilizando-se quatro diferentes ticnicas de medi ­

das analisou-se as propriedades dielitricas e estruturais da 1i52

zima com grau de hidratação inferior ~ 40mg HZO/g prot. De um mo­

do geral todos os efeitos observados foram relacionados com a pr~

sença de moléculas de H20 ligadas aos sítios hidrofílicos existen­

tes na superffcie da macromolécula proteica.

Das curvas de Descarga Isot~rmica observa-se a e ­

xistincia de dois diferentes sítios de ligaçio ambos caracteriza~

dos por frequência, medida de temperatura ambiente, no intervalo

de IO-2Hz, indicando que as moléculas se encontram fortemente li­

gadas.

o processo de despolari%ação pode ser. em princf ­

pio. devido a dois efeitos: a rotação e a desorç~o das moléculas

de H20. Os dados experimetitais indicam os efeitos da desorçio CQ­

mo os principais.

As energ~as de ativação do processo de desorção ,

encontradas para os. dois diferentes sítios 0.34 e O.SSeV, sugercn

que as moléculas de H,O se ligam por uma ou duas pontes de hidrc-..
ginio a superfície da lisozima.





A igua ~ um dos mais abundantes compostos sobre a

superfície da terra e o nrincipal constituinte de todos organis­

mos vivos.
- 24 24

Os oceanos contem 1.4x1O g de H 2O e outra5 O. 8xlO g

existem nas rochas da crosta terrestre na forma de igua de crista

lização.

O corpo humano possue cerca de 65% de água eM ne­

50. Alguns tecidos tais como o c~rebro e os pulmões são comnostos

de anroximadamente 80% de á~ua .. "

Desde Thal es de 'li1eto (624- 546AC) que cons iderou a

água como o elemento universal, teM-se reconhecido a im~oTt~ncia

da água em nosso meio ambiente externo e interno e se tem estudado

essa substância extensivamente.



CAP!TlJLn I

a) 1_ Introdução sobre bioeletretos

A palavra "eletreto" foi criada em l8RS por Olíver

Heaviside, físico inglês, para definir uma polarização dielétrica

" " 1 1-' ,permanente, o ana ogo e etrlco da J:lagneto.

O primeiro trabalho experimental sobre eletretos d~

ta de 1919 e é devido a Eguchi, um físico japon~s. Esse fen6meno

foi descoberto quando investip,ava-se a condutividade elétrica de

óleos e ceras em solidificação. Eguchi fundiu, a 1200C, partes i ­

guais de cera de carnauba e uma resina. Através de eletrodos de m~

tal foi aplicado a esta mistura um campo de 10KV/cm durante a fu ­

são e todo o processo de resfriamento. Após a mistura ter alcança­

do a temperatura ambiente e se encontrar solidificada, o campo e1~

trico foi removido e como resultado o sistema exibiu urna polariza­

çao elétrica interna. Estava descoberto o primeiro eletreto.

Eguchi concluiu que esta nova propriedade era um [~

nomeno volumétrico, pois ao quebrar a mistura solidificada, dois n~
vos eletretos se formavam.

Os vários tipos de eletretos conhecidos hoje são de­

finidos a partir do método físico pelo qual foram criados. O e1etr~

to original de Eguchi é agora chamado um termoeletreto. Os eletre ­

tos produzidos por incidência de luz são chamados fotoeletretos e

assim temos os radioe1etretos, os magnetoe1etretos, os e1etretos na

turais e outros.

Após os trabalhos pioneiros de Eguchi, carga e arma­

zenamento de polarização via estado de e1etreto tem sido identific~

do em uma grande variedade de materiais, tais como os cristais iônl

cos (1), sólidos moleculares (2), po1ímeros (3,4), gêlo (5), cris ­

tais líquidos (6) e cerâmicas (7). O grau de polarização desses ma­

teriais e sua razão de decaimento (tempo de relaxação), dependem da

natureza do dielétrico e das suas condições experimentais.

l~ dielétrico torna-se um eletreto quando sua razao

de decaimento faz-se tão pequena que uma fração significante do cam
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po induzido fica preservada depo~s do campo de polarização ter si

do removido.

o efeito de eletreto tem percorrido um longo cami­

nho desde os trabalhos pioneiros de O.Heaviside (8) e as descober

tas experimentais de Eguchi (9), B.Gross (10) e outros (11).

O completo entendimento do fenômeno envolveu bases

fenomenológicas e microscópicas. Podemos hoje dizer que o estado

de eletreto não é uma anomalia dos dielétricos como se chegou a

pensar, mas sim uma propriedade geral de isolantes a qual pode e~

tar presente em maior ou menor grau dependendo de sua origem mol~

cular e parâmetros experimentais, em particular a temperatura.

Recentemente atenções tem sido voltadas para as po~

sibilidades de armazenamento de polarização elétrica em materiais

de interesse biológico, os bioeletretos. A presença de tal fenôme­

no tem sido estudada intensamente em ossos (12) e outros materia­

is estruturais.

Após uma vasta série de investigações dos efeitos de

eletreto em material biológico, conclue-se que este estado é uma

propriedade geral dos biopolímeros, tendo sido encontrado em poli­

peptídeos fibrilares (colageno) e globulares (hemoglobina e tripsi

na), polinucleotídeos (DNA e RNA) polisacarídeos (celulose e quitl

na de várias origens biológicas) e em vários polipeptídeos artifi­

ciais.

O termo "bioel etreto" foi .propc:sto por S.Mascare

nhas (13) em vista desse comportamento geral dos biopolímeros como

eletretos.

Aplicações do conceito de bioeletreto tem ocorrido

no campo das superfícies antitrombogênicas por Murphy e Col (14) e

S.Mascarenhas e col (15). A maioria dos materiais tanto naturais

como sint~ticos que apresentam boa compatibilidade sanguínea, tam­

bém apresentam,eletronegatividade em suas superfícies. Uma técnica

para aumentar a eletronegatividade dos polímeros é o efeito de el~

treto. Os experimentos "in vivo" e "in vitro" mostraram contínuo

aumento da compatibilidade sanguínea como resultado da carga nega-



tiva induzida, via estado de eletreto, nesses materiais.

Outras aplicaç6es do conceito de eletreto no campo

da permeabilidade de membranas, tem sido estudadas de um ponto de

vista experimental e te6rico por diversos pesql:is ores (16, 17).

A idéia básica é que a indução do estado de eletreto em membranas

bio16gicas pode apresentar diferenças marcantes nas ~ropriedades de

transporte, uma vez que a maioria das moléculas difundidas possuem

carga elétrica.
~
As aplicações acima selecionadas servem para demon~

trar a potencial idade dos bioeletretos e sua importincia para uma

melhor compreensão de muitos processos biol6gicos a partir de uma

base física da matéria. Investigando a carga e armazenamento de po­

larização em macromoléculas biol6gicas, nós esperamos obter a tão

necessária base microscópica que permitirá um melhor entendimento

de toda física envolvida nesses processos.

Correlacionando os estados de eletretos das molécu­

las com suas funções biológicas, aproximamos mais e mais a física

da biologia.
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Modelos sobre ~ estr~tura da água

A estrutura da água tem sido o assunto de um gran­

de número de artigos e livros (18,19). Essa molécula forma um líqu2

do de "estrutura aberta" (20), muito diferente dos líquidos "ideais"

tais como o Argônio ou o Mercúrio. O número de vizinhos mais próxi­

mos a cada molécula, 5 é muito menor do que no gelo em estrutura,
FCC, 12 moléculas.

Tem existido muitos pontos de vista diferentes e

conflitantes sobre as possíveis 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 Contínuos e a Teoria devida a Berendsen.

De acordo com as teorias de agrupamento (21), supoe­

se que a água forme aglomerados de pontes de hidrogênio, existindo

moléculas não ligadas como espécies distintas. Teorias estatísticas

baseadas nesses agrupamentos (22), as quais admitem 5 tipos distin­

tos de moléculas dependendo do número de pontes de hidrogênio exis ­

tentes, tem tido certo sucesso. Interpretações dos dados de infrave!

melho (23) tendem a suportar essa teoria~ Recentemente, porém, tais

interpretações tem sido mostradas serem incorretas (24).

No modelo de dois estados (25) a estrutura de água

fica baseada na existência de anéis hexagonais distorcidos, simila ­

res aos encontrados no gelo. Na água esses anéis são assumidos em uma,
distribuição de equilíbrio entre essas duas estruturas.

A "Compacta Aberta" ótima para a formação de pontes de hidrogênio en

tre os anéis e a "Compacta Fechada" na qual as moléculas formam apr~

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

concorda com estimativas de espectroscopia Raman e dados de propried~

des dielétricas da água.

Na teoria interstícial (26,27) a estrutura da água

líquida é vista como um colapso parcial da estrutura do gelo, fican­

do as partes colapsadas preenchidas por moléculas de água intersti­

ciais. Esse modelo é fortemente suportado pelos dados obtidos por



Danford e Levy (27) em experi~entos com raios-X • •

Por outtd lado. àS teorias c01\ttntlas (28.29) não su

põe ~ualql,lertipo. particular de ()rdem; nelas a água se estrutura

por intermédio de pontes de hidrogênio distorcendo fortemente suas

distâncias intérrnoleculares e ângulos em relação a molécula livre.

Outro importante modelo Com base nos experimentos

de d1fração de raios .•x, espalhamento de neutrons e propriedades di

elétricas foi proposto por Rerendsen (30) eVI 1967. Em resumo o mo­

delo assume que o gelo ao se derreter vari~ sua estrutura de modo

que alguns dos sítios intersticiais existentes:€.icamocupados. Es­

sas moléculas não permanecem livre para rodar pois são ligadas por

pontes de hidrogênio distorcidos a·rede viZifiha. Portanto onde e­

xiste uma molécula intersticial, a rede, com estrutura semelhant~

ao gelo, se torna apreciavelmente distorcida.O cÔl1ceito de liga ­

ções nos interstícios torna POSSíVél uma s~ri~ de explicações 50 ­

bre as propriedades dielétricas da água e do gelo.
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c) A água estruturada em macromoléculas

Desde que a água fica estabilizada em cadeias nas

vizinhanças de certas moléculas biológicas tais como o colageno,

o DNA, a queratina, e certos agregados de lipIdeos (20), essas c~

deias de igua podem ligar, através de pontes de hidrog~nio, vá ­

rias macromoléculas contribuindo assim para estabilizar os mais

diversos arranjos formados.

Isso, naturalmente, ocorre em adição as interações

diretas entre as cadeias laterai$, mas ainda assim a função da á­

gua como estabilizadora pode ser da maior importincia para o cres

cimento desses agregados.

Podemos então concluir que certas macromoléculas .

tais como o colageno, podem estabilizar a estrutura da água nas

suas vizinhanças, a qual por sua vez, estabiliza os arranjos for­

mados por essas moléculas.

A seletividade i6nica pode ser outro aspecto muito

importante das variações estruturais na água. Quando no estado li
quido, a água apresenta ordenação em distincias menores do que

o
lOA, as variações estruturais que acompanham a hidratação iôni\:3

sao importantes somente nas primeiras camadas de moléculas de á ­

gua em torno dos íons. Se essa ordem se extender a distincias mal

ores, as dimensões do íon hidratado podem ser muito mais críticas

por suas energias livres e mobilidade.

Nas funções de membrana, em conexão com a seletivi­

dade iônica, o estado de eletreto pode ser induzido pelos poten ­

ciais transmembrana, nas moléculas polares de água ligada existente

nos poros, partes hidrofílicas das camadas lipídicas, 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 K+. Tais influ~ncias podem ser

críticas para as funções nervosas.

I.M.Klotz e colo (31) em seus trabalhos sobre trans

porte de elétrons em proteínas, sugeriram que a estrutura da água

pode estar envolvida na transferência de elétrons, íons e hidrogê

nio,nos caminhos do metabolismo e fotossíntese.
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o Estado ~ Eletreto da Ã~ua Estru­
turada em Riomateriais

Em condições fisiológicas, moléculas de água rara ­

mente se ionizam formando H+ e OH-, elas existem como moléculas p~

lares e assim sendo, suas propriedades elétricas pode~ ser explic~

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 distância.

Essa molécula também possue um momento de dipolo in
. \ '

duzido proporcional a magnitude do campo elétrico local (32).

Seu momento de dipolo elétrico permanente (1,84 x

10-18 stat.coul/cm=l,84 Debye) foi determinado por medidas de con~

tante dielétrica através de variações na temperatura do vapor (32)

e confirmado por vários outros métodos (33,34,35). A origem desse

momento dipolar.~em da não linearidade da molécula, o valor do ân­

gulo H-O-H (104.4740) para a molécula livre, é conhecido da análi­

se dos dados de espectrosccipia no infravermelho (18).

Como já ficou enfatizado anteriormente, essa molécu­

la polar pode se unir as mais diversas moléculas biológicas por in­

termédio de pontes de hidrog~nio. A energia dessa ligaçio prov~m de

uma combinação de forças covalentes e forças de Van der Waals ou i~

teração dipolo-dipolo. Segundo Frank (36), a coval~ncia dessa liga­

ção causa uma separação de cargas adicional na molécula de água pr~

vocando um aumento em seu momento dipolar e possibilitando a formú

ção de outras pontes. Assim esse processo tem como resultado um e -

'feito cooperativo em concordância com as teorias de agrupamento.

Por causa da alta natureza direcional, as caracterí~­

ticas covalentes são funções sensíveis do ângulo de ligação. O máxi­

mo de coval~ncia, no caso de ligação entre moléculas de água, ocor­
o

re para o valor de 180 •

Desvios apreciáveis do ângulo crítico result~ em u­

ma perda na coval~ncia. A aus~noia dessa característica é utilizada
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para explicar o rompimento das pontes de hidrogênio.

Um dos objetivos deste trabalho é mostrar que a á­

gua quando ligada de um modo estruturado na macromolécula de liso

zima, pode possuir níveis de energia para a rotação dipolar. En ­

tão a água ligada pode também apresentar o estado de eletreto, co

mo foi mostrado para o caso do colageno, gelatina, hemoglobina e

outras moléculas (13).

Através do estudo das relaxações tanto nos graus de

rotação, quanto nos de vibração das moléculas ligadas junto aos si

tios primários de hidratação na matriz protéica, são obtidas infor

mações sobre a natureza desses locais, sobre os processos de inte­

ração e sobre a estrutura de ligação das primeiras moléculas de á­

gua na superfície da macromolécula.

Naturalmente será preciso limitar nossas investiga­

çoes a baixas hidratações, onde a resistividade das amostras ainda

é suficientemente elevada de modo a permitir a aplicação do campo

de polarização, necessário a indução do estado de eletreto no sis­

tema. Para hidratações maiores existem vários outros métodos sensi

veis tais como: Relaxação dielétrica (37), velocidade de sediment~

ção (38), coeficiente de difusão (39), viscosidade intrínseca

~MR (40), espalhamento de raios-X (41), coeficiente de atrito (42),

difusão de 018 (43) e espectros copia no infravermelho.
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d) Propriedades dielétricas oe proteínas

As primeiras medidas das propriedades elétricas de

proteínas em solução foram feitas por Oncley em 1942 (44). Ele ob­

servou uma dispersão perto de 2MHz a qual foi atribuída a rotação

da molécula de proteína. Dez anos depois, também trabalhando com so

luções, Buchaman, Haggis, Hasted e Robinson (45) concluiram seus

estudos sobre as propriedades dielétricas da albumina, uma proteí­

na do ovo, na região de microondas. Esses revelaram duas relaxações

dielétricas em diferentes regiões de frequência: A região B (105 a

107Hz) correspondente a rotação das moléculas da proteína em solu­

ção e a região y (2xl09HZ a 2x1011Hz) correspondente a relaxação

da água. Posteriormente Schwan (46) (1957) e Grant (47) (1962) ob­

servaram uma dispersão extra a qual ficou relacionada a região 6

(107HZ a 109HZ) situada entre as regiões B e y • Foi sugerido por

Schwan e Grant que a rotação da igua estruturada era a respons~vel

pela nova relaxação encontrada. Schwan, entretanto, frisou que os

radicais polares da cadeia polipeptídica poderiam também apresen ­

tar relaxações nesta região de frequência.

Em artigo posterior, Pennock e Schwan (48) conclui­

ram que a dispersão dielétrica da hemoglobina em solução (7,5-26,6g

/lOOcm3) entre 1 e 1,2xl03~mz poderia ser separada em três regiões

distintas. Abaixo de 30MHz a dispersão notada foi atribuída a nat~

reza dipolar da molécula de hemoglobina. Entre 10 e 100~rnz a dis ­

persão encontrada foi atribuída a relaxaçãQ dos radicais polares

da cadeia. Acima de lOOMHz, a dispersão ficou associada a relaxa ­

ção de camada de igua ligada. A quantidade de igua estruturada mais

compatível com os dados experimentais para a hemoglobina é de (200±

±SO)mg de HZO/g de proteína. Convém frizar que esses estudos não a­

tingiram a região y onde encontra-se a relaxação da igua propriame~

te dita.

Trabalhando com diversas proteínas cristalizadas Ro­

sen (49) apresentou em 1962 um estudo sobre a contribuição da igua

absorvida para as propriedades dielétricas das proteínas em "esta-
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desprezada, uma estrutura de equilrbrio entre 5 estados foi pro ­

posta. Um estado livre, e quatro estados ligados, classificados p~

10 nfimero de pontes de hidrog~nio pelas quais a mol~cula de igua

se encontra presa a matriz proteica.

~enhum dos parâmetros dos processos de ativação fo-- ~ --------~.. --. -
ram calculados nos trabalhos em "Estado Sólido".
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a) Propriedades dielétricas da Liso­

zima ~ sua hidratação

Como já foi visto na secção anterior, devemos a

Pennock e Schwan (48) os primeiros resultados sobre a relaxação

da camada de água estruturada existente na superfície das proteí­

nas. Das três relaxações encontradas, a situada acima de lOOMHz

foi identificada com a dispersão da água ligada a macromolécula .

A melhor concordância com os dados experimentais foi conseguida as

sumindo-se para a água ligada uma constante dielétrica estática

no intervalo de 80 a 100, uma frequência própria de rotação entre

0,5 e IGHz e um valor de ZOO±50mg de HZO/g de proteína para a com

plementação da primeira monocamada.

Com base nesses valores e dos dados da variação da

frequ~ncia de rotação dipolar com a temperatura, Pennock e Schwan

obtiveram uma entalpia de ativação em torno de O,3eV/partícula c

concluiram que a água ligada se encontrava estruturalmente entre

a água propriamente dita e o gelo.

Infelizmente devido a alta constante dielétrica do

solvente e a baixa concentração de soluto (hemoglobina), os efei­

tos da camada de água ligada observados não passaram de 1% dos v~

lores previstos pela equação de uma mistura de água e proteína de­

sidratada. Com isso para a determinação dos parâmetros caracterís­

ticos da relaxação tornou-se necessário medidas de alta precisão ,

além do que no modelo utilizado foram assumidos muitos parâmetros

tais como: A forma da molécula, a quantidade de água ligada, as con~

tantes dielétricas estáticas da molécula proteíca e da água ligada

e a frequência característica da dispersão.

Com o propósito de contornar os problemas inerentes

as medidas em solução Harvey e Hoekstra (49) resolveram estudar as

propriedades dielétricas da água ligada a superfície das macrom~l~

culas em pó de proteína cristalizada. A proteína escolhida para e~

ses estudos foi a Lisozima.A~esar de haverem sido encontradas in -
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fluências da água na constante' dielétrica das proteinas, no tlest!

do sólido", em regiões de baixa frequência, nenhuma das pesquisas

realizadas cobriram o intervalo de frequências (107 e 109HZ) onde

foi observada pela primeira vez por 5chwan, a dispersão da água

ligada, assim sendo nenhum dos parâmetros característicos deste

processo foram calculados.

Harvey e Hoekstra utilizando as técnicas de Medidas

de Ondas Estacionárias (5.W.M) (4~ e Reflectrometria no Domínio

do Tempo (T.D.R.)~~) em guias de ondas e linhas coaxiais no inter

vaIo de frequências entre 107 e 2,5xlOlOHz, observaram duas dispe~

sões distintas as quais foram relacionadas a duas camada~ de água

adsorvida. A primeira monocamada ficou caracterizada por um tempo

de relaxação da ordem de 10-9seg., uma enta1pia de ativação negati

va e uma entropia de ativação também negativa. Essas característi­

cas, pouco comuns, foram explicadas assumindo-se que no processo

de ativação, pontes de hidrogênio são refeitas e assim sendo uma

quantidade de c~lor flui do sistema ( H<O). Com a formação destas

novas pontes devemos esperar um aumento da estrutura local, ou se­

ja, uma redução da entropia ( 5<0). Em resumo, com o aumento da ten

peratura, temos o rompimento de pontes de hidrogênio entre a mo!~c~

Ia da água e a matriz proteíca, seguindo com a formação de melhores

pontes entre as moléculas de água reorientadas e suas vizinhas.

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

H e 5 com o conteúdo de água. Em amostras cuja primeira monocama­

da está completa, H é aproximadamente zero indicando que a molécu­

la de água está bem ligada as vizinhas.

A entropia de ativação também diminue quanto mais

água é agregada a macromolécula mostrando novamente que um menor nú

mero de pontes de hidrogênio estão sendo refeitas e com isso uma me

nor variação da estrutura local tem lugar.

A dispersão associada a segunda wonocamada ficou ca­

racterizada por uma distribuição de tempos de relaxação em torno do
-11

valor 2xlO sego

----------- U ~M ~ ~ _ _______'
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Os dados sobre os trabalhos realizados em solução,

citados na vasta literatura, somados aos estudos em algumas pro­

teínas em "Estado Sólido", mostram que as primeiras "camadas" de

água que envolvem a superfície proteíca apresentam uma dispersão,

medida a temperatura ambiente, no intervalo de 108 e 109Hz, ou

seja. apenas duas ordens de grandeza inferiores a da frequência

de relaxação da água propriamente dita. Essa pequena diferença

quando comparada com a frequência de rotação do proton no gelo

4 - d10 Hz. sugere que as moleculas nas "cama as" se encontram quase

tão livres quanto no estado líquido.

Nosso trabalho não tem por objetivo o estudo das

propriedades físicas das moléculas que pertencem'as "camadas" .

~osso interesse está no estudo das moléculas ligadas aos sítios

hidrofílicos, ou seja. os resultados desse trabalho dizem respe~

to apenas as moléculas que se encontram realmente ligadas a su ­

perfície proteica.
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b) A Lisozima !suas propriedades estruturais

A proteina escolhida para os estudos das propricd!

des da igua estruturada, tanto neste trabalho, quanto no apresen-

de

secreçoes

do corpo e em grande quantidade na parte clara do ovo. Quando retl

rada da clara do ovo, essa enzima apresenta uma estrutura glo~ulaY

com peso molecular de 14.600 proveniente de urna Gnica cadeia poli­

peptídica contendo 129 aminoicidos e quatro pontes dissulfídicas p~

ra a estabilização.

Sua atividade enzimática é Gtil no ataque a muitas

bactérias através do rompimento da estrutura ffillcopolisacarídicada

parede da célula.

A unidade bisica de um polisacarídeo é um anel hexa­

gonal de açucar, o qual pode ser polimerizado de duas maneiras dis­

tintas (50~. A Lisozima corta a cadeia polisacarídica em sítios es­

pecíficos, reduzindo desta forma o polímero a tlm conjunto de díme-

tado por Harvey e Kockstra, foi a Lisozima (Sigma Chemica1 eo.)

Em 1922 Alexander Fleming juntou algumas gotas

mucosa nasal a uma placa contendo uma determinada cultura bacte ­

rial para ver o que poderia acontecer. Para sua grande surpresa ,

ap6s alguns dias, ele notou que algo na mucosa tinha matado as

bact~rias. Essa subst~ncia foi a enzima Lisozima.

Ela tem tido encontrada em virias outras

ros.

Ela foi a segunda proterna e a primeira enzima que

teve sua estrutura molecular detalhadamente resolvida por análise

deadifração de raios-X por Phillips, North, Blake e cols. (51) (52)

(53). Observando essa estrutura de forma globular, notamos a exis­

tência 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 óleo". Se­

melhante as globulinas ela segue o princípio dos grupos hidrofóbi­

cos internos e hidrofílicos externos. Todos seus grupos polares car­

regados se encontram na superfície com uma ou duas exceções. A gran-
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de maioria de seus grupos não polares e hidrofóbicos estão volta­

dos para o interior.

As principais raz6es que nos levaram R escolha des­

sa prote!na para os estudos da igua estruturada foram S11a alta re­

sistência a tratamento térmico e a seguidos ciclos de adsorção-de­

sorçao das moléculas de igua induzidas por esse tratamento (54)

~uando cristalizada, a Lisozima suporta temperaturas até l20o( sem

perda apreciável de sua atividade enzimática.

A fici1 determinação de sua ativi~ade enzimitica e

de um modo geral a vasta literatura existente contribuiram também

para a escolha.
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Fig 2 As sequencias de amino ácidos da Lisozima da clara

de ovo e humana, quando comparados com a Lactalbumina bovina

sugerem um processo de evolução segundo primas.



CAPITULO 111

PARTE EXPERI~ENTAL

a) Preparo e hidratação das amostras

e os sistemas de medida

A lisozima três vezes recristalizada, dializada e

liofilizada que utilizamos foi produzida pela sigma Co.

As amostras foram preparadas inicialmente compac­

tizando-se o pó manualmente. Posteriormente foram feitas pasti ­

lhas de aproximadamente O,lcm ne espessura por 1,3cm de diâmetro

comprimindo-se o pó em prensa hidráulica. Com este novo procedi ­

mento obtivemos uma maior polarização volumétrica e uma melhor r~

produtibilidade nas medidas. As melhores pastilhas foram obtidas

utilizando-se uma densidade de O,9g/cm3. Para se obter melhor re­

sultados foi necessário desidratar o pó antes e durante a prensa­

gemo

O estado "seco" das pastilhas foi obtido extrapo ­

lando-se para o tempo zero as curvas de variação de massa produ:l

da pela adsorção de água com o tempo de hidratação. As amostras

antes de serem postas na balança foram deixadas para desidratar em

vacuo e a temperatura de 700C por varias horas.

O estado "úmido" foi obtido deixando-se a pastilha

hidratar no prato da balança. Uma correção posterior dessa medida

foi feita devido a necessidade de se deixar a pastilha a tempera­

tura de 200C no sistema de medida, em vácuo, durante varios minu­

tos (até o resfriamento) isso tudo para a aplicação do campo de

polarização. Essa correção foi realizada pesando-se a amostra a ­

pós o tempo necessário para a aplicação do campo de polarização.

Com o objetivo de estudar os possíveis efeitos dos

eletrodos nos espectros de C.T.E. foram realizadas medidas com e­

letrodos de Latão, Ouro, lndio e Prata. Para evitar problemas de

condução pela superfície das amostras, foi utilizado durante a des

polarização um "anel de guarda" mantido a potencial sempre igual

ao potencial do eletrodo superior de medida.
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Dos e.studos sobre a condutividade elétrica das a­

mostras como função do grau de hidratação e temperatura, foi pos­

sível se determinar o valor da resistência do eletrômetro de modo

a garantir que praticamente toda a carga de polarização fosse di~

sipada através da resistência de medida e não através da própria

amostra. Desses estudos concluimos que a resistividade elétrica

da lisozima com grau de hidràtação inferior a 40mgH~O/g de protei

na, se situa no intervalo entre 5xlOl5 e SxIOI6~xcm~ -

o SISTEMA DE MEDIDA

Quanto ao sistema de medida, este é bastante Sim ­

pIes, a amostra é encerrada em um recipiente onde se faz vácuo por

meio de uma bomba mecãnica primária (lO-3mm de Hg). A pressão de

HZO desse recipiente foi monitorada por um mRnômetro modelo 610-(

da Varian, previamente calibrado.

O camvo de polarização foi aplicado através de ele

trodos paralelos em contacto superficial com a amostra. Utiliza­

mos uma fonte de tensão H.P. modelo 6Sl60A-Power DC. para esse

fim.

Varia-se a temperatura das amostras com nitrogênio

líquido (-196oC), sendo o aquecimento posterior feito por resis ­

tência elétrica com voltagem aplicada variável de modo a se obter

uma boa linearidade do aumento da temperatura com o tempo.
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Fig 4 Diagrama do sistema de medida e das ligações eletricas.
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criostato

fonte de

voltagem

manometro termo- par

Fig 5 Diagrama em blocos das ligações elétricas.

As medidas de corrente foram feitas por intermé­

dio de um eletrômetro KEITHLEY-610C sendo a corrente lida aSSlna­

lada contra o tempo em um registrador X-Y Hewlett Packard Mod

7004B.

Todas as temperaturas foram

termopares de cobre-Constantan e registradas

próprios espectros de ".T.E. e P.T.E.

medidas por meio
o

de 2,5 em 2,5 K nos
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b) A técnica de corrente termo-estimulada

(C.T.E.)

Este método aproveita o fato de que o tempo 1 t c~

racterIstico da relaxação dipolart depende fortemente da tempera­

tura. A baixa temperatura (-600C para dipolos da água ligada), T

é muito elevado de modo que um tempo extremamente longo (da orden

de vários dias) seria necessário para se levar o dielétrico do e~

tado polarizado ao despolarizado e vice-versa. Por outro lado em

uma temperatura mais elevada (300C) t esse mesmo tempo reduz-se de

várias ordens de grandeza. Em vista disso, se aplicarmos um campo

elétrico, em alta temperatura, por um tempo suficientemente longot

de modo a se obter uma componente de polarização na direção do

campo, e em seguida baixarmos a temperatura, reduzireMos de tal m~

do o tempo de rotação dos dipolos que ao retirarmos o campo, se ­

mente uma fração desprezível da polarização arma:enada será perdi­

da.

o dielétrico ao passar por esse processo torna-se

um termoeletreto.
/

Procedendo-se então a um reaquecimento acelera-se

a despolarização. A corrente, no circuito externo de medida, aume~

ta com o tempo, passa por um valor máximo, e em seguida rapidame~
te se anula. A corrente observada nessa fase chama-se corrente ter

mo-estimulada.

Resumindo-se o método consiste em:

a) aplicação de um campo elitrico continuo

material isolante que contenha um ou mais tipos de dipolos

cOSt a uma temperatura T e durante um tempo t ;P P

b) rápido abaixamento da temperatura após o tempo

t t com o campo elitrico ainda aplicado;p

c) atingida a temperatura final TF o campo E i re~ ­
tirado, a amostra é aquecida e a corrente de despolarização ê medi

da.
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mesmo se

do campo
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As escolhas de T ,
P

ticas do dipolo e do sítio onde o

ção depende não só da intensidade

po durante o qual esse campo atua.

dependem das caracterí~
encontra. Sua orienta­

E como tambem do tem­
p





Integrando membro a membro

P

T
r

dP' w
f-L\F/kT'J

o
dt'

Po

-----
T

e

pl
bo

ou -w

T
-6F/kT'P(T)=P exp{_o fe dT' }

o b
To

(S)

./ onde P é a polarização inicial da amostra e T sua temperatura 1-o o
nicial.

Para obtermos a densidade de corrente J precisamos

tomar a derivada de P no tempo
I
/

_ 3P _ ap 3T 3P
J- - - - - -

- = -b ---
3t

aTat 3T
(9)

(10)_\ F / k TIl 'T' I }i.-J f c. 1e

o

'T'
J

f
T1b

J(I)=P -6F/kT wowo e exp{- o
ou

J (T) =P (T) w (I) (11)

As expressões (10) e (11) nos dão a densidade de

corrente como função da temperatura. A randeza medida nas experi­

ências é a corrente elétrica l(T) que está relacionada com J(T)

através da relação I(T)=J(T)xS onde S é a área dos eletrodos. Subs-
,

tituindo essa relação em (10) e (11) vem finalmente

ou

I(T)=Q w e-6F/kT woo o exp{- -
b

T -6F/kT' dT'}f e

To

(12 )

l(T)=w(T)Q(T) (1~~, .))

onde
Q ~ P So o (14)
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Fig 6 Função Corrente Termo-Estimulaàa ( C.T.E ).

Para a determinação dos parimetros caracterrsticos

do processo existem três diferentes métodos:

1) Pela corrente inicial: Para temperaturas próx~

mas da temperatura inicial, o valor da integral da exp{-~F/kT} r~
de ser desprezado frente ao termo 6F/kT e disso resulta

ICt)~Qowo
e-6F/kT (15 )

Ou seja lançando-se ~nI(T) contra l/T determinamos

6H e o fator pré exponencial Q w e6S/k. I /o o • •
Essa expressão é válida somente até 15% da subida

inicial.

2) Pela posição do máximo: No ponto onde a corren­

te é máxima temos dI/dT=O

dI _ C6F Wo
-6F/kT 6Fe )x exp{- --dT - kT2 - b kT

W

T
e-6F/kT' dT'}

o f (16)
b

T
o
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Mas
dI

dT

6F e6F/kTJ'v1 = ~o
b

(17)

3) utilizando toda I!. curva de C.T.E.: Como na des

polarização I(T)=-dQ/dt (18)

vem
t

Q(t)-Qoo= - f I(t)dt'
00

(19)

go Qoo=O e

No final do processo toda a carga foi perdida, 10-

00

Q(t)= f I(t')dt' (20)t

Com a substituição da expressão (20) na (13) ficamos com
00

f I(t')dt'

T(T)= t (21)

I (T)

00

Portanto se lançarmos o logaritmo natural de { I(t')dt'/I(T) con-
tra o inverso da temperatura, determinaremos da inclinação dessa

reta ~ entalpia da ativação do processo.

Atrav~s da extrapolação para temperaturas infini­

tas, obt~m-se o fator pre exponencial.

A polarização inicial Po ou a carga armazenada Qo
são determinadas integrando-se totalmente a curva de C.T.E. no

tempo.

00

Q = f I(t')dt'o o
(22)

Utilizando-se a estatística clássica de Langevin



(55) para cilculo do valor m~dio do coseno do ângulo e~tre c cam­

po el~trico aplicado E e o momento dipolar P das mol~culas de i-*
gua no caso de pE«kT tem-se que

onde:

P = N <cose>=
o p

')

Np"'E

3kT
P

(23)

N =

P =
E =k =T =

P nGmero de dipolos por unidade de volllAe

momento de dipolo el~trico

campo el~trico local

constante de Boltzmann

temperatura absoluta da polarizaçio

'*

A temperatura ambiente

pE~2xlO-5eV

kTo::2xlO-2eV



A T~CNICA DE PRESSÃO TERMO-ESTIMULADA

(P. T. E. )

Durante o tratamento têrmico indispensável a têc­

nica de corrente termo-estimulada, tem-se com o aumento da tempe­

ratura, o rompimento das pontes de hidrogênio que estruturam as

moléculas da água na superfície da macromolêcula proteica. A tem­

peratura inicial desse processo depende da pressão de vapor de HZO

do gás que se encontra em contacto com a amostra. Para pressões

da ordem de lO-3mm hg, temos uma temperatura inicial por volta de

2730K.

A passagem de moléculas do estado ligado ao esta­

do livre durante a despolarização altera de modo sensível os es­

pectros de C.T.E., uma vez que é possível essas moléculas rompe ­

rem os laços de hidrog~nio ainda orientadas. Isso traz como resul

tado uma despolarização devido a "perda" de dipolos orienta.dos e

não mais a rotaçãb deles.

Com o intuito de seguir esse processo de desorção

e calcular os parâmetros associados a esse fenômeno, registramos

curvas da ,variação da pressão de H20 do sistema de medida, estan­

do a bomba de vácuodesacoplada, contra o momento linear da temp~

ratura. Inicialmente esses experimentos foram realizados simulta­

neamente com a despolarização.

Corno para as baixas densidades de vapor de H20 e~

tudadas é válida a aproximação degis ideal na equação de Van der

Waal s, ,ternosne~ª-ª-ªproxj.mação a pressão proporcional ao número

de moléculas desorvidas.

Assumindo-se que todas as moléculas ~e H20 se 1i-
4' -- ... - -..--,.- -~-

gam em s1tios idênticos, ,ou seja, que elas possuem urna mesma e -

nergia de ligação e urna mesma probaoilidade de transição do esta­

do ligado ao estado livre.

Podemos afirmar com base nessas hipóteses que: se

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

\
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mol~culas no estado ligado, decorrido um intervalo infinitesl~al

de tempo dt e correspondente acr~scimo de temperatura dT, tere ­

mos uma variação de ND(T) dada por

ou efetuando a troca de variáveis de acordo

dN
D

com a expressão (5~

-r ~_~:r;-T"
(25)

onde WD~O(T) é a probabilidade de transição. Supondo novamente
válida a lei de ativação de Arnhenius temos:

(26)

com

(27)

onde

~ED = energia livre de ligação da água

6SD = entropia de ativação da disorção

6HD = entalpia de ativação de disorção

WDO = probabilidade por unidade de tempo caracte­

rística da transição

Como no início do processo todas as moléculas se

encontram no estado ligado temos para

T=T.1 N (T.)=N.
D 1 1 (28)

Da exist~ncia de apenas dois estados vem a lei de

conservaçao

ND(T)+N (T)=N.o 1 (29)



onde No(T) é o número de moléculas no estado livre no instante

em que a amostra se encontra a temperatura T.

Resolvendo a equação (25) com a condição (28) vem

como solução

(30)

Como a pressão p(T) é proporcional ao número de

moléculas de vapor de H20, ou seja, o número de moléculas no es­

tado livre, teremos desprezando a readsorção, que

onde

~(T)= kT" N (T)
V o

V = volume do recipiente

T "= temperatura .das paredes

(31)

será daqui em

Suas caracte-

S~bstituindo a expressão (31) na expressão (29) ~

utilizando NnCT) da expressão (30) vem finalmente

W T
(T) [ {nO f -6En/kT' lT""' "-'~)P =Pp 1-exp - --- e l" .rl 'c')';".

b T.
~

onde Pp=NikT"/V ~ a pT~ssão do sistema ap5s a passagem de tgdas as
moléculas para o estado livre.

A função p(T) expressa na equação (32)

diante referida por Punção Pressão Termo-Estimulada.

rísticas são mostradas na figura 7.

----------_._-~ -



DETERHINAÇAO DOS PARAJvlETROSDO PROCESSO DE DESORÇAO

Derivando a pressio com relaç~o 2 te~peratura,

temos da expressão (32)

dg(T) ::::
dT

ou

e-tEr/kT_ b~ ----
PF-P (T)

dp (T)
dT

tn L b " x dp (T) J

PF-P (1! dT

(34i

Portanto se lançarmos o logarítmo natural de

~/PF-prT~x dp(TJ/dT contra o inverso da temperatura determinare ­

mos pela inclinação da reta a entalpia de ativaç~c do processe.

O fatcr pr€ exponencial fica determinado par ex·r

polação para temperaturas infinitas.

Para o cilculoquantitativo dos par~netTos ussoc:

dos a ligação da igua junto a matriz proteica, foi necess-rio CD~5­

truir um novo sistema de medida.

Nos primeiros espectros de pressão termo-estimula­

da (P.T.E.) realizados simultaneamente aos experimentos de C.T.E.

notamos que o valor da pressão final de saturação do sistema era

inferior ao valor previsto pela equação do gis, na qual a massa da

igua envolvida no processo foi determinada pesando-se a amostra no

início e final de cada medida. Essa incoerência apareceu devido "'

adsorção das moléculas de igua nas paredes do recipiente de medida.

Uma fração das moléculas que deixavam a pastilha estavam sendo ~'e­

adsorvidas nas paredes de aço inoxidivel do sistema e desse modo

não contribuiam para o aumento da pressão interna.

Para solucionar esse problema da adsorção nas par~

d~s, utilizamos um novo sistema de vidro com suas paredes mantidas



a uma temperatura de aproximadamente 2000C durante o decorrer de

todas as medidas.

Como os espectros de P.T.E. não apresentara~ al­

terações sensíveis quanto ao estado de polarização ou despolari­

zação das amostras não houve necessidade de continuar a realizar

as medidas de P.T.E. e C.T.E. simultaneamente. Não poderíamos es

perar alterações dos espectros de P.T.E. com o estado de polari­

zação das amostras pois a fração média de moléculas de água ori­

entadas pelo campo de polarização (calculada com base na estatís

tica clássica de Langevin) não passou de 10-7•

P(T)

PF 1- - - - - - - - - - - - -

Ti T

Fig 7 Função Pressão Termo-Estimulada ( P.T.E ).
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A T~CNICA DE A~ÁLISE TE~O-GRAVIM~TRICA

(A.T.G.)

Essa técnica foi de grande auxílio nesse traba­

lho. Através dela foi possível comparar os resultados obtidos p~

los estudos sobre o aumento de pressão no sistema de medida,cau­

sado pela passagem das moléculas de água ligada ao estado ~aso­

SOe

Esse método consiste da medida contínua do peso

das amostras simultaneamente ao aumento da temperatura. Isso é

conseguido com a utilização de uma micro balança situada no in­

terior de um forno cuja temperatura pode ser programável em fun­

ção do tempo.

Quando ocorre uma variação de peso na amostra

devida, por exemplo ao mlmento da temperatura (também chamada v~

riação termogravimétrica), o braço da balança que suporta a arno~

tra perde sua posição de equilíbrio horizontal tornando-se inc1i

nado. Essa inclinação é medida por um foto-elemento CdS e ampli~

da eletricamente. Através de um sistema de controle (circuito

TG) é então gerada uma corrente elétrica necessária a criação do

campo magnético . A ação desse campo em um magneto fornece a Íl)"

ça necessária para compensar a variação termogravimêtrica. Co~

isso o braço da balança retorna a posição original.

A intensidade da força magnética restauradora é
então assinalada em uma das penas do'registrador.

A temperatura do forno é controlada eletronica­

mente por um sistema PID-SCR.

O instrumento utilizado,de marca Rigaku, para es­

sa técnica, permite realizar simultânea uma análise Termo Dife ­

rencial (TDA).

Com ele uma pequena variação de apenas lOUg em

SOOmg de amostra pode ser detectada.

Para a determinação dos parâmetros associados a

desorçio da água estruturada foi utilizad~ o mesmo modelo discu-
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tido em detalhes na secção anterior.

Utilizando um aquecimento: ineal' com o tc';)() vem

onde

(36)

N av = número de Avogrado

corÔc;) com (5)

m(T)= massa da amostra q tempera:ura T

~ç = m2ssa final da amostra

Da substituição da equação (36) na (24) vem, ae

W .
D-+O(TI=

b

m,.-.- n'1.(T)r

dm (T),
dm, I

expressãc (~7) pode-se ent~o determInar a Çr

~ .' J bque~:la caracte~lstlca 00 processo em como seu·

din~mlcos.

notenCJ,:i15



RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Os espectros de C.T.E. da lisozima como função de

sua hidratação são mostrados na Fig.9. No eixo vertical temos a~

sinalada a corrente de despolarização contra a temperatura do su

porte metálico em contato térmico com a pastilha.

Estes espectros são o resultado da aplicação de

uma d.d.p. de 600Volts através de uma amostra com l,3mm de espe~

sura por 6 minutos.

A temperatura de polarização utilizada foi de

2930K e após se abaixar a temperatura da amostra até cerca de 830K,

utilizou-se uma taxa de aquecimento linear de O,lloK!seg. As cor-.. '
rentes de despolarização foram regist'radas pelo eletrômetro em es

cala correspondente a uma resistência de medida de lOllQ.

x

LOr
II

0.0

/í\ \
\

h-O

300

·Fig 9 Curvas experimentais de C.T.E para várias lri.dr.tàç(;es.

Polarizou-se o dieletrico com um campo de 4.6 V/em por 6 .i",.
o

em temperatura de 300 K.
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° gráfico de C.T.E. da amostra desidrataja leva-nos

a concluir que todos os efeitos na ordem de grandeza observada. ei

tão de algum modo relacionados com a presença de H20 na matriz pr~
teica.

Os picos caracterizados por uma temperatura de cor­

rente máxima em torno de 3l20K apresentam um comportamento quase

sim~trico em relação a temperatura do máximo. A ,área sob a curva

em uma determinada hidratação, para temperaturas acima de T ~ . êmax
superior a área sob a mesma curva calculada em temperaturas infe-

riores a T ~ •
max

Essa característica não pode ser interpretada por

uma cinética mono~olecular com uma única energia de ativação e con~

tante de tempo. pois nesse caso teríamos o tempo de subi~a do pico

superior a seu tempo de des~ida e com isso a área relativa a subi­

da seria maior que a de descida.

° pequeno pico encontrado na região de baixa tempe­

ratura (aproximadamente 2600K) foi associado a presença de molécu­

las de H20 não est+uturadas na superfície dos eletrodos.

Com o abaixamento da temperatura. uma f1"ação das :Th.

l~culas de H20 (do vapor) que nio se conseguiu retirar com J bor

de vácuo são aprisionadas na superfície que se encontra a baixa

temperatura (-1900C). Esse fenSmeno é encontrado na literatura C0­

mo o efeito do "Dedo frio" e termodinamicamente é explicado pela

minimizaçio da energia livre do gás.

Como o campo de polarização permanece aplicado dn ­

rante todo o abaixamento da temperatura, as moléculas de H20 apri­

sionadas na superfície dos eletrodos ficam orientadas gerando as ­

sim um pico na despolarizaçio. Como se trata de água não estrutuT2

d'a e estando a pressão d~ HZO do recipiente de medida inferior a

lO-2Torr, esse pico permanece em região de temperatura abaixo de

Z730K.

° espectro da pressão no sistema de medida mostrado

na figura 10 vem' confirmar essas hipóteses. Nele se encontra assi­

nalada a pressão do sistema de medida contra a temperatura do su ­

porte metálico da amostra.
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Fig 10 Aumento da pressão do sistema de medida com a

temperatura da amostra.

Em temperatuias inferiores a Z6SoK foi necessirio

deixar aberta a válvula de acoplamento entre o'sistema e a homba

para que fosse possível se retirar a água aprisionada nas pared0~

externas do tubo utilizado para o resfriamento das amostras. ~ot~­

mos neste espectro que esse pico não é função da hidrataçào da p1~

tilha como era de se esperar. Fazendo-se a diferença das curvas p~

ra a pastilha hidratada e seca temos os espectros de P.T.E. da li­

sozima hidratada mostrados na figura 11.

Como podemos notar, o aumento da pressão de HZO do

trios tato acontece na mesma região de temperatura onde encontramos

os picos de C.T.E. indicando que a relaxação elétrica está intima­

mente associada com a desorção da fração das moléculas orientada5

pelo campo de polarização.

Na figura 12 encontram-se graficados os dois proces­

sos. Nn(T) indica o número de moléculas da amostra sendo Ni o valor

de Nn no início do processo de desorção.

~'-----'-----------~
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Fig 11 Curvas experimentais de P.T.E para var1as

Utilizou-se uma taxa de aquecimento linear de 0.10

hidratações.
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Fig 12 Superposição do processo elétrico com o processo de

desorção
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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 várias hidratações. O comportamento linear encontrado i~
dica que em primeira aproximação podemos desprezar as interações

dipolo-dipolo entre mol~culas de H70 no interva10 de hidratações~
analisado.

10

_I ./_I/'~-

_.1-'/ ,1/1-­
/i.....-r- I

...--.
N Eu'-.....(.)='O

5
><

---
o.:

o 10 20 30 40 h
mg H20 / 9 prot.

Fig 13 Carga total armazenada como função da hidratação.

Obtida da integral das curvas da fig 9.

~antida uma hidratação constante de lOmg de H~O/g

de prot., curvas com diferentes campos de polarização, figura 14,

também trouxeram corno resultado uma dependência linear da carga

total armazenada com o campo aplicado. Esses resultados encontran­

se na figura 15.

A proporcional idade da polarização total PT com o

campo aplicado E e a hidratação h indicam que o processo segue a

estatística clássica assumida

para pE«kT
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Fig 14 Curvas experimentais de C.T.E para diferentes

campos de polarização e mesma hidrataçào.
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Fig 15 Carga total armazenada como função do campo de

polarização. Dados obtidos das curvas da fig 14.
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Ainda com o intuito de se obter maiores informa ­

ções sobre o armazenamento de energia elétrica na matriz hidrat~

da, foram realizados experimentos de carga e descarga isotérmica

em temperaturas em torno de 300oK. Na figura 16 mostramos o es ­

pectro de descarga obtido a temperatura de 2980K para um tempo de

carga de aproximadamente 20 minutos.

"

-24.0~\

\" 'B''\
t: I \

- \1
\\

.5 -25.or-
\

\------

-26.0
O 2 4 6 8 10

t (filoJ

Fig 16 Espectro de descarga isotermica. O campo de pola­

rização foi aplicado a temperatura de 300 °K.

De um modo geral os espectros apresentam duas regiões caracteriza­

das por diferentes tempos de relaxação. Nestes experimentos temos

novamente implícito o fenômeno de desorção, ou seja durante o pro­

cesso de carga e descarga a pressão de H20 do sistema de medida

foi reduzida (pela utilização da bomba de vicuo) para evitar pro­

blemas com a corrente de condução pela superfícieõ Portanto duran­

te todo o processo de carga e descarga houve variação do número de

moléculas deHZO da amostra.
Com base nestes resultados conclue-se que na super-
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fície da lisozima existem dois sítios de ligação primária com di­

ferentes propriedades físicas e portanto uma parte da polarização

total é armazenada nos sítios rotulados por "A" ficando o restan­

te armazenado nos sítios "B".

A ordem de grandeza dos tempos de relaxação en­

contrados nas curvas de descarga isotérmica (102seg) indica que as

moléculas de água se encontram fortemente ligadas aos respectivos

sítios de adsorção.

Ainda para confirmar os resultados obtidos com a

nova técnica de P.T.E. foram realizadas medidas no sistema termo­

gravimetrico (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 O,0340K/seg.

Estes experimentos foram realizados em pressao

atmosférica. Os parâmetros de ativação determinados pela utiliza ­

ção do modelo encontram-se na tabela 1.

39.0

380-

370r-

--l
310

Fig 17 Curva experimental de Analise Termo-Gravimetrica.



CAP!TULO V

CONCLUSOES E MODELOS

Dessa tabela obtivemos uma frequência característi­

ca média <wD~O>= 2.lxIO+3seg-1 e uma entalpia de desorção média

<6HD>= O.37eV. De acordo com dad?s teóricos e experimentais obti­

dos de estudos do gelo (58) encontramos para as ligações de hidro­

genlo na água uma energia de ligação de O,25eV. Com hase nestes d~

dos concluimos que, em média, as moléculas de H~O se ligam a ma -- --- t.

triz de lisozima por 1.5 pontes de hidrogênio.

Como podemos notar, o ajuste das curvas não é per ­

feito. Na figura 19 lançamos em gráfico a derivada de l;ma das cur­

vas de P.T.E. com relação a temperatura contra o aumento linear da

própria temperatura, isto para uma melhor compreensão do processo.

Essa curva apresenta um comportamento assimétrico em desacordo com

o modelo proposto.

Segundo o modelo de P.T.E deveríamos encontrar um

tempo de subida do pico maior do que seu tempo de descida.

Essa discordincia vem da hipótese de que todos os

sítios de ligação são idênticos. Como se nota nos espectros de car

ga-descarga isotérmica, existem sítios "A" e "E" com propriedades

elétricas distintas portanto é de se esperar que estas diferenças

provenham da estrutura dos sítios.

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 relaxação das moléculas
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Fig 18 Aplicação do modelo de P.T.E a uma das curvas da

fig 11.
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de H20 que foram em parte orientadas pelo campo de polarização e

nos espectros de P.T.E. o efeito acumulativo do fluxo de desorção

dessas moléculas para o volume do sistema de medida. ° "Equivalen­

te Elétrico" do processo de desorção será então a carga de um ca­

pacitor de volume equivalente ao volume do sistema de medidas pro­

duzida pela corrente de desorção.

Com o objetivo de comparar os processos de descarga

elétrica e de "carga produzida pela desorção", lançamos em gráfico

as lTT I(T')dT' contra T para várias hidratações em escalas norma­

lizad~s, superpostas aos espectros de P.T.E. ("carga de desorção").

Os espectros se sobrepõe como se pode notar na fig~
q ------- •..• ------.-

ra 20_indican~~ .,!~e: Em~os_~?_S_~_~!'.=_r_i~e~~os~_~desorção_dosdipolos

de H20 orientados é _o principal processo da despolarizaçãoelétrica.

- De posse desses resultados, -0-- próximo passo foi

ajustar as curvas elétricas pela superposição de duas funções C.T.

E associadas a perda de dipolos orientados de cada sítio de ligação.

Com isso temos que:

J _ dPA
A - --

dt

e

dPA

- - Pdt - - AWA-+O(T)
dPB

dt

dPB =-
dt

wA-+O(T) =
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Fig 20 Curvas de P.T.E superpostas as cargas parciais obtidas da

curvas de C.T.E
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wA+O(T) e wB+OCT) são respectivamente as "velocida­

des de sarda" Cfrequ~ncias de desorção) das mol~culas de H?O dos~
sítios A e B.

ÓHA e ÓHB são respectivamente suas entalpias de de-

sorçao.

Para a obtenção dos parâmetros POA' POB,wAO,wBO'

ÓHA e ÓHB a partir dos espectros de C.T.E., utilizou-se um progra­

ma num~rico para a superposição das funções JA(T) e JB(T).

Em resumo o programa consiste da minimização da so­

ma dos erros quadráticos definidos em cada temperatura como o qua­

drado da diferença entre o ponto experimental e o teórico calcula­

do pela superposição das duas funções com parâmetros próximos dos

ideais. Atrav~s de m~todo iterativo, novos parâmetros são gerados

at~ que a soma acima definida seja minimizada.

Os resultados da aplicação deste programa numérico

as curvas de C.T.E encontram-se,natabela 2. Obti'temos entalpias de

(O.34±O.02)eV e (O.55±O.04)eV, constantes de tempo caracterrsticas
-2 -6

de (O.2±O.l)XlO seg e (O.4±O.3)XlO seg respectivamente para os

sítios A e B. O ajuste das curvas nas hidratações estudadas se en­

contra na figura 21. Nela as linhas contínuas estão representando

os espectros experimentais enquanto que as funções teóricas estão

assinaladas por pontos.

As frequ~ncias de desorção obtidas pelo modelo, são

compatrveis com as obtidas das curvas de descarga isot~rmicas.

Utilizando-se a estatística de Langevin na aproxima­

ção pE«kT, obtemos um nfimero de dipolos por unidade de volume tam­

bém em concordância com o número de moléculas de água determinado

pelo processo de pesagem das amostras em micro balança.

Dos dados das polarizações parciais e da caracterrs­

tica linear da carga com a hidratação conclue-se que os sítios de

menor energia, rotulados por "A" são duas\!ezes mais numerGSOS do

que os rotulados por "B". Vem daí se obter do ajuste parcial das

curvas de P.T.E. uma entalpia de desorção de O.37eV, ou seja, mais

próxima da entalpia de desorção dos srtios duas vezes mais numero-

50S.
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O. 34O • 2 4.9
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mg H20/g Pt.

eV
-6
10-10C/e-m

2
10 ~eg

1 8

O • 5 11 • O 1 • 2

20

0.52O • 5 1 • 3

23

0.58O • O 1 1 • 4

32

0.53O • 6 2 • 1

37

0.62O . O 1 2 • 2

6.HB=O.55~O.04)eV sugerem que as

proteiea por una ou duas pontc~

Os valorlós

TABELA 2

as curvas

Resultados

de C.T.E .

gerai,' da apli~3ç~O de mode10 onde rT~PA+PB

da" f'1\talpias (':,P,oo(C.3/.+O.02)eV1\ -

rnol~culas rle "20 se ligam a matriz

d (: h i d r o g e n i o .
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Das energias obtidas conclue-se que as moléculas de

H?O se ligam a matriz proteica por urna ou duas pontes de hidrogê -w

nio.

Precisamos ainda explicar porque não são observados

os efeitos da rotação encontrados no gelo e atribuídos a defeitos

na estrutura gerados pelo "salto do proton".

Sugerimos tentativamente o seguinte modelo: Nas hi­

dratações estudadas existem cerca de 1019 moléculas de H?O na amosw -

tra. Corno as pastilhas foram feitas com aproximadamente lSOmg de

1"" " .•. 1021 1" 1 h 1lsozlma, necessltarlamos mo ecu as para preenc er comp eta -

Mente as superf{ciesdas moléculas de proteína com uma monocamada
? '

de água, ou sej a, apenas. 10- moléculas. a mais, Portanto mesmo nas

baixas hidratações estudadas ainoo existe uma grande probabilidade

de for,mação de agrupamentos de moléculas de H20 nas superfícies .

Esses aglomerados se estruturam semelhantemente ao gelo e portan­

to a princípio deveriam apresentar uma relaxação die1étrica causa­

da pelo salto doproton do hidrogênio.

Evidentemente essa relaxação ocorre em região de te~

peratura abaixo de 2730K, ioga se ela existisse seria detectada lima

vez que resfriamos as amostras até cerca de lOOoK.

Atribuimos a ausência desta relaxação ao método de·

pesquisa utilizado. O campo de polarização é aplicado a temperatura

de 3000K e em baixo vácuo. Como a energia de ligação entre as molé­

culas de HZO é menor do que a energia de desorção dos sítios primá­

rios, devemos esperar, nesta temperatura, que os aglomerados sejam

desfeitos.

~ O processo de polarização das amostras pode ser ex- ~:"".; plicado pela ~t~çãO das moléculas nos sftiO: de desorção p~r~ \~~\ com urna frequencla maIS baIxa do que a frequencIa de desorçao.

Sugerimos tentativamente o modelo discutido abaixo

para a determinação da frequência de rotação a partir do valor ini­

cial da corrente de carga dos espectros isotérmicos.

Sejam nZ e nl respectivamente os números de molécu­

las orientadas em sentido do campo de polarização e em sentido con-

'Sv..\'.l.M'tM~ - ~"- . f fvQ \,Q...\,: ~à~1A..

íOM.~t> ~ w~~v » wQ.. ')
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Fig 22 Diagrama de energia do modelo utilizado para a determinaçao da
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trário, quando o dielétrico se encontra a temperatura T.

Portanto a polarização será:

ela

* - -
Supondo uma entalpia de rotaçao 6HR e uma frequen-~ .

caraeterlstlea wOR temos:

6Hn -~ EI\. oK'l 6Pn +l,l EL o
'I<"'r"

Como w E«kT temos em primeira aproximação:o

dnz =

dt

Com isso temos que:

dP

dt

onde

?!t b, 6í(T, \~'i = '" ( H - T S)
'\,'k



Na= 2wRl1 o· o
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u E
o .

kT

dP -w t
-- + wT P =a e D~O
dt

cUJa solução isotêrmica será:

ft. ,t ,ft'wdt"
PCt) e o wT dt =a! e-wD~~ e o To

como condição inicial temos.

PCt=O)=O~C=O

Com isso obtemos como solução:

dt'+C

P (t)= [ -w t -w t 1e D~O -e R..

Xo processo de carga temos que

J(t) = dP
dt

Portanto J (t=O) = a ou

I(t=O)=S a



espectros de carga isotérmica realizados a tem­

obtemos uma corrente inicial de O.8xlO-11 . Su-

- 56··

onde

WR = frequência de rotaçao

'J

= momento ne dipolo elétrico
·0

N
= nGmero de dipolos por unidade de volumeo

S

=área doseletrodos

k

=constante de Boltzmann

T

=temperatura absoluta

Logo do valor inicial da corrente no processo de

carga isotérmica podemos determinar a frequência de rotação dos dí

polos.

Dos
o

peratura de 298 K,

bstituindo esses valores na equaç20 acima e considerando para o nc

mento de dipolo elétrico da água o valor de 8.2xlO-30Cxm obtivemos­

uma frequência de desorção da ordem das frequências de desorção

obtidas dos espectros de carga e descarga isotérmica para a mes~a

temperatura. As frequências ce desorção para os sítios "A" e "R"
-3 -1 -3-1

são respectivamente 7x10 seg e 2xlO seg

Convém frisar que os dados utilizados para o câlc'­
10 de wR são qualitativos. A hidratação nestes espectros não foi ob­

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

tempo zero contém erros causados pelo método experimental utiliza­

do.
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CONCLUSOES FINAIS

1) A água ligada é a responsável pela polarização

elétrica obtida no comportamento de eletreto da lisozimat como p~

de ser visto da linearidade da carga total armazenada contra a hi

dratação das amostras figura 13.

2) As medidas de P.T.E. juntamente COTI as inte ­

grais parciais das curvas de C.T.E. indicam que o processo de de~

polarização está associado ao processo de desorção das moléculas

de água ligada causado pelo tratamento térmico.

3) Das curvas de carga e descarga isotérmica ob­

serva-se a existência de dois sítios de ligação.primária. Os valo­

res das frequências obtidos nos experimentos a temperatura ambien­

te para os sítios "A" e "B" são respectivamente 2xIO-3seg-I"e 7x
-3 -1

10 seg

4) Aplicando às curvas de C.T.E. da lisozima hi ­

dratada o modelo no qual a polarização total é considerada corno

sendo a soma das ,polarizações dos dois diferentes sítios conclue­

se que as frequências dos sítios "A" e "B" se encontram nos res ­

pectivos intervalos de frequência

-3 -1 o'· -3 -1
10 'seg <wA(298 K)<4xlO 'seg

5) O processo de despolarização elétrica pode ser,

em princípio, devido a dois efeitos: rotação e desorção. Os dados

experimentais indicam os efeitos da desorção corno os mais impor ­

tantes.
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CONTRI BUI ÇOES DA FRESP;TE DI SSERL\(i\O

1) Uma t~cnica de medida mais sensfve1 para a investigaçio das

propriedades el~tricas e estruturais da ~gtla ligada em hi -

dratações abaixo de 40mgH20/g de prot.

2) Introdução da nova t~cnica de Pressão Termo Estimulada (P.T.

E.)

3) Determinação quantitativa dos parimetros associados aos pro­

cessos de ativação da igua ligada junto aos sftios prinirios

de adsorção.
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SUGES T(";ES PARA TR.L\BALHOS FUTURC<;

1) Estudo detalhado dos processos de carga e descarga iSQt~r­

mica para a obtenção de maiores informações sobre os proces­

sos de rotação das moléculas de HZO.

2) Construção de um novo sistema para evitar gradientes de tem

peratura atrav~s da espessura das amostras.

3) Ampliar os estudos para um maior grau de hidratação.

4) Generalizar os resultados com a investigação de putr3s pro­

teínas.

-.---'"
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