£
@
w
@
©
o
©
2
=
©
©
L
©
o
(7]
@
L
©
@
=
w
o
]
=
o
‘D
=
b=
£
o
o
w
]
-]
©
N
©
=
2
o
=
S
[
(7]
©
£
=
&=
©
=
<
=

(7
@
S
S
w
=
@
w
(73
L2
=

Adelino Carlos Handa

UMinho | 2023

Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Adelino Carlos Handa

Nanofibras funcionalizadas com dipéptidos
lineares para aplicacoes em biossensores

Junho 2023






I'\

Universidade do Minho
Escola de Ciéncias

Adelino Carlos Handa

Nanofibras funcionalizadas com dipéptidos lineares
para aplicacoes em biossensores

Dissertacao de Mestrado
Biofisica e Bionanossistemas

Trabalho efetuado sob a orientacao de:
Professor Doutor Bernardo Gongalves Almeida
Doutora Rosa Maria Ferreira Baptista

Junho 2023



DIREITOS DE AUTOR E CONDIGOES DE UTILIZACAO DO TRABALHO POR TERCEIROS

Este & um trabalho académico que pode ser utilizado por terceiros desde que respeitadas as
regras e boas praticas internacionalmente aceites, no que concerne aos direitos de autor e

direitos conexos.

Assim, o presente trabalho pode ser utilizado nos termos previstos na licenca abaixo

indicada.

Caso o utilizador necessite de permissao para poder fazer um uso do trabalho em condicdes
nao previstas no licenciamento indicado, devera contactar o autor, através do RepositériUM da

Universidade do Minho.

Licenca concedida aos utilizadores deste trabalho

Atribuicao
CC BY

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



Declaracao de Integridade

Declaro ter atuado com integridade na elaboracao do presente trabalho académico e
confirmo que ndo recorri a pratica de plagio nem a qualquer forma de utilizacado indevida ou
falsificacdo de informacdes ou resultados em nenhuma das etapas conducente a sua
elaboracdo. Mais declaro que conheco e que respeitei o Cddigo de Conduta Etica da

Universidade do Minho.



Agradecimentos

Este trabalho tem subjacente a colaboracéo e apoio de muitas pessoas que de forma direta
ou indireta, contribuiram para a sua construcao. Consequentemente, ndo posso neste momento,
deixar de enderecar a todos, o meu agradecimento pela ajuda prestada. Contudo, nao poderei
também deixar neste momento, de registar um agradecimento muito especial:

Ao Professor Doutor Bernardo Almeida e a Doutora Rosa Baptista por todo apoio, dedicacdo
e disponibilidade dispensados ao longo da construcao desta dissertacdo e por terem aceitado
desde a primeira hora a abracarem o desafio de trabalhar sob vossa orientacdo. Agradeco a
vossa paciéncia, profissionalismo e prestatividade, que servirdo de exemplo para a minha vida
académica e profissional.

A Professora Doutora Etelvina de Matos Gomes, pela disponibilidade em auxiliar nos dados
da caraterizacao piezoelétrica.

Ao pessoal do SEMAT pela analise das imagens micrograficas.

A Doutora Ana Rita Oliveira Rodrigues, pela ajuda na analise fotofisica das amostras.

A Bruna e ao Joao pela prestimosa ajuda com a caraterizacdo dielétrica e piroelétrica, pela
disponibilidade e prontidao durante as varias etapas deste projeto.

A Daniela pela sua sempre prontidao, disposicao, companheirismo e por todos momentos de
partilha quer em sala de aula quer no laboratério ou fora deles. Este trabalho também tem o selo
do seu punho. Sou eternamente grato. Falarei de si, quando a mim perguntarem sobre Portugal.

A Cecilia, a0 Tiago e ao Osvaldo pela vossa sempre aprazivel companhia.

A todos os meus colegas de curso, pelo acolhimento e colaboracéo. Ao Ricardo, Samantha e
ao Hugo, agradeco o vosso apoio.

Ao senhor Antunes da portaria da Residéncia Universitaria de Santa Tecla, pela calorosa
recetividade e pura demonstracao de humanidade a quando da minha chegada a Portugal e a
grande familia que ganhei durante a minha estadia na Residéncia: Ronisio, Jodo, Patricia e Ruth.

A Brigida por todo apoio e por sempre acreditar que essa formacdo um dia seria possivel.

Ao Adilson, Zeferino, Gil, Angelina e aos Sakukuma, pelo suporte nos momentos mais
cinzentos da minha vida durante a vigéncia deste Mestrado, obrigado por vossas muitas oracoes.

Aos meus pais e irmaos, por terem acreditado e depositado toda vossa confianca em mim,
mesmo quando desistir parecia ser a unica solucdo possivel. E sobre vos e por vos, sempre.

Por fim, e ndo menos importante, ao Instituto Nacional de Gestdo de Bolsas de Estudos de
Angola (INAGBE), por ter financiado essa formacéo e tornar tudo isso possivel.



Resumo

Os materiais a base de péptidos sé@o uma classe importante de biomateriais e tém sido alvo
de interesse crescente recentemente. Os péptidos consistem em sequéncias de aminoacidos
com capacidade de se auto-organizarem em diversas nanoestruturas, e, em geral, apresentam
boa biocompatibilidade e atividade biologica. Estes materiais possuem varias vantagens, como
boa estabilidade térmica e mecanica, alta piezoeletricidade e propriedades oticas, o que os torna
uteis em diversos campos da nanotecnologia e nanomedicina. Nesse contexto, os dipéptidos
lineares formados a partir de aminoacidos quirais sdo bionanossistemas atraentes para explorar
as suas propriedades piezoelétricas em aplicacbes, nomeadamente na producao de energia para
alimentar bio(nano)dispositivos, convertendo movimentos mecanicos em eletricidade.

Esta dissertacdo, tem como objetivo, fabricar sistemas hibridos compostos por dipéptidos
quirais lineares, micro/nanoestruturados, incorporando-os em fibras de biopolimeros funcionais
por meio da técnica de Electrospinning, além de explorar as suas diversas propriedades para

aplicacdes em biossensores.

Portanto, neste trabalho, foram produzidos bionanomateriais hibridos compostos pelos
dipéptidos quirais lineares Boc-L-fenilalanil-L-Leucina (Boc-L-Phe-L-Leu) e Boc-L-fenilalanil-L-
isoleucina (Boc-L-Phe-L-lle), que formam estruturas a nanoescala como nanoesferas (NS) e
nanotubos (NT). Seguidamente, os dipéptidos foram incorporados em fibras de biopolimeros

previamente selecionados (PLLA, PCL e PMMA), recorrendo a técnica de electrospinning.

As imagens de microscopia eletrénica de varrimento revelaram nanofibras com didmetros
médios uniformes. As propriedades dielétricas das nanofibras foram caracterizadas por
espectroscopia de impedancia, em funcao da temperatura e frequéncia. Por forma a aprofundar
a caraterizacdo elétrica das amostras, foram realizadas medicdes das respostas piroelétrica e

piezoelétrica das diferentes fibras com dipéptidos.

A influéncia dos parametros de sintese nas propriedades dielétricas, piroelétricas e
piezoelétricas das micro/nanofibras dipéptido-polimero foi demonstrada, revelando um elevado

potencial para aplicacdes na area da biomedicina e na producao de energia a nanoescala.

Palavras-chave: biossensores, dipéptidos lineares, electrospinning, nanofibras,

piroeletricidade, piezoeletricidade.



Abstract

Peptide-based materials are a valuable class of biomaterials. Peptides consist of sequences
of amino acids that can self-assemble into different nanostructures, and they have been found to
demonstrate very effective biocompatibility and biological activity. These materials have many
advantages, such as excellent thermal and mechanical stability, high piezoelectricity, and optical
properties, so they have been used in various fields of nanotechnology and nanomedicine. In this
context, linear dipeptides formed from chiral amino acids are attractive bionanosystems for
energy harvesting. Their piezoelectric properties can be explored for applications in energy

production, to power small devices, by converting applied mechanical force into electricity.

This dissertation aims to manufacture hybrid systems composed of linear,
micro/nanostructured chiral dipeptides, incorporate them into functional biopolymer fibers
(PLLA, PCL and PMMA), using the Electrospinning technique and explore their multivariate

properties for biosensor applications.

Thus, in this project, hybrid bionanomaterials composed by linear chiral dipeptides Boc-L-
phenylalanyl-L-Leucine and Boc-L-phenylalanyl-L-isoleucine, that form nanoscale structures such
as nanospheres (NS) and nanotubes (NT), were synthetised, and incorporated into nanofibers of

previously selected biocompatible polymers, using the electrospinning technique.

Scanning electron microscopy images revealed fibers with average uniform diameters. The
dielectric properties of the nanofibers were characterized by impedance spectroscopy, as a
function of temperature and frequency. Measurements of the pyroelectric and piezoelectric

response for the different nanofibers with dipeptides were also performed.

The influence of synthesis parameters on the dielectric, pyroelectric, and piezoelectric
properties of dipeptide-polymer micro/nanofibers has been demonstrated, revealing a high

potential for applications in biomedicine and nanoscale energy harvesting.

Keywords : biossensors, linear dipeptides, electrospinning, nanofibers, pyroelectricity,

piezoelectricity.
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1. INTRODUGAO

Neste primeiro capitulo introdutério faz-se uma contextualizacdo do tema estudado e séo
referidas as principais motivacoes que levaram ao estudo do mesmo, bem como, sao elencados

0s objetivos que nortearam a sua realizacao.

1.1. Contextualizacao

O mundo esta e continuara a testemunhar um amplo crescimento de novos materiais para
multivariadas aplicacdes, tanto na industria como na alta-tecnologia. Com o0 avanco da civilizacao
humana e o rapido desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, os dispositivos microeletronicos
portateis estdo a tornar-se a tendéncia dominante. As fontes de energia desses dispositivos

tornaram-se objeto de intensa pesquisa.

Tendo em conta que, a producdo de sensores tem conhecido um aumento crescente nas
ultimas décadas, o fornecimento de fontes de energia sustentaveis tornou-se uma questdo
crucial que deve ser abordada a medida que o uso da tecnologia autoalimentada aumenta. A
nanotecnologia, fornece abordagens inovadoras e perspetivas promissoras para a manutencdo

de recursos renovaveis e ecossistemas futuros.

As baterias recarregaveis, das quais dependem os sistemas de detecdo de corrente, podem
nao ser a melhor fonte de energia para dispositivos em miniatura [1,2], que sdo amplamente
usados em diferentes sectores tais como, monitoramento de saude, seguranca, transporte e
vigilancia.

A nova era dos nanomateriais funcionais trouxe mudancas significativas no estudo de
materiais e facilitou o design de materiais personalizados para atender as diversas necessidades

da humanidade, permitindo a manipulacdo da matéria em nivel nanoscopico [3].

As nanoestruturas apresentam propriedades fisico-quimicas muito diferentes daquelas que
regem o0 mundo macroscopico, pois, a medida que o tamanho dos sistemas diminui, os
fendmenos fisicos que regem as matérias alteram-se, uma vez que, na escala nanométrica sao

os efeitos quanticos que predominam.

Neste contexto, os materiais eletroativos, em particular os polimeros eletroativos estdo a
transformar-se numa das classes de materiais com maior potencial no desenvolvimento de
novas e desafiadoras aplicacdes, sendo desta forma, uma das enabling technologies (tecnologias

habilitadoras) dos préximos anos [4]. O recurso a polimeros e aminoacidos biocompativeis,
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combinados na forma de micro/nanofibras hibridas da uma liberdade alargada para que se

possam explorar potenciais aplicacoes.

O trabalho presente, é baseado no estudo de dipéptidos quirais lineares incorporados em
nanofibras de polimeros, com o objetivo de obter o efeito piezoelétrico para aplicacbes em
biossensores, com énfase na construcao de um prototipo que utilize tapetes de fibras como

nanogerador de energia elétrica.

Os péptidos sdo uma classe de compostos naturais formados por grupos de aminoacidos
com estruturas moleculares definidas e funcdes unicas em processos biolégicos. Quando essas
estruturas sdo especificamente concebidas [5], os péptidos, exibem propriedades distintas de

auto-organizacdo (em inglés, selfassembling [6,7].

Com base na capacidade de auto-organizacao, os nanomateriais peptidicos apresentam um
enorme potencial, por exemplo, em aplicacdes médicas, como entrega controlada de farmacos,
e em microeletronica, que podem ter um impacto significativo na nossa vida quotidiana no
futuro. A Figura 1, mostra a importancia desses nanomateriais em areas como
supercondensadores, biossensores e entrega/libertacdo controlada de farmacos (em inglés, drug

deliveny).

Aplicacoes
1 Armazenamento de energia

2 Biossensores

3 Entrega controlada
de farmacos

Figura 1. Aplicacdes de dijpéptidos em varios campos da ciéncia e tecnologia [8].

1.2. Motivacao e objetivos
Os péptidos, devido as suas caracteristicas biomiméticas [8,9], podem formar uma
variedade de estruturas que podem ser usadas para fabricacao de dispositivos funcionais [7].

Neste trabalho, foram escolhidas as moléculas ativas Boc-L-fenilalanil-L-Leucina (Boc-L-Phe-L-

Leu) e Boc-L-fenilalanil-L-isoleucina (Boc-L-Phe-L-lle), derivadas da L-fenilalanil-L-fenilalanina
2



(PhePhe), para serem incorporadas em micro/nanofibras de polimeros. Esses dipéptidos quirais
lineares sao capazes de se auto-organizar em varias nanoestruturas, como nanoesferas (NE)
[10], nanotubos (NT) [7,10,11], nanofitas (NFt) [12] e nanofibrilas (NF) [13,14] com

fotoluminescéncia azul [7].

Todas as amostras funcionalizadas e produzidas foram caracterizadas em termos oticos e
morfologicos, além de terem sido estudadas as suas propriedades dielétricas, piroelétricas e

piezoelétricas, com vista a sua utilizacdo como sistemas hibridos para geracao de energia.

O objetivo deste estudo é fabricar sistemas hibridos compostos por dipéptidos quirais
lineares, micro e nanoestruturados, incorporando-os em fibras de biopolimeros funcionais (PLLA,
PCL e PMMA), recorrendo a técnica de Electrospinning e explorar as suas multivariadas
propriedades.

Os tapetes de fibras funcionalizados, formados por dipéptidos lineares incorporados em

biopolimeros, que apresentaram a maior resposta de tensdo de saida piezoelétrica, foram

utilizados num prototipo desenvolvido para nanogeracao piezoelétrica de energia.

1.3. Estrutura da tese

A presente dissertacdo de mestrado encontra-se dividida em 5 capitulos, cuja estrutura

descreve-se a seguir.

Capitulo 1. Introducao

Esta parte da dissertacao apresenta uma breve introducdo sobre a relevancia do objeto de
estudo, as motivacoes do autor e os objetivos orientadores da investigacdo. Faz-se ainda uma
explicacao sucinta da estrutura que compde o presente trabalho de investigacao.

Capitulo 2. Enquadramento tedrico

Neste capitulo, apresenta-se a revisao de literatura dos principios gerais acerca do estado da
arte da tematica em estudo. Assim, sdo abordados os diferentes tipos de materiais com realce
em nanomateriais peptidicos, seus mecanismos de auto-organizacdo e suas interacdes
intermoleculares. Também, é nossa preocupacdo, ainda neste capitulo, abordar materiais
eletroativos e propriedades dos materiais dielétricos.

Capitulo 3. Técnicas experimentais de producao e caracterizacao

Este capitulo incide sobre o estudo das diferentes técnicas utilizadas para producao e
caracterizacao das nanofibras e dos dipéptidos, nomeadamente: a técnica de electrospinning,
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microscopia eletronica de varrimento (SEM), espalhamento de Luz dinamico (DLS), microscopia
confocal, espectroscopia de absorcao UV-Vis, de fluorescéncia, de refletancia difusa e a técnica

de caracterizacao por espectroscopia de impedancias.
Capitulo 4. Materiais e métodos

A énfase para este capitulo, recai para a descricdo dos materiais utilizados (dipéptidos,
polimeros, solventes e instrumentos) no ambito deste trabalho bem como, na metodologia
adotada para o desenvolvimento do mesmo, durante o processo de preparacao e ensaios
laboratoriais. Sdo descritos os procedimentos experimentais e meios necessarios para a
realizacdo dos ensaios. O fim deste capitulo é reservado a descricdo sobre como as

micro/nanofibras foram produzidas.
Capitulo 5. Analise, interpretacao e discussao dos resultados

Neste capitulo, séo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante o processo da
investigacdo. Sdo estudadas as caracteristicas 6ticas e morfolégicas, bem como as propriedades

dielétricas, piroelétricas e piezoelétricas.
Capitulo 6. Conclusoes e perspetivas futuras

Finalmente, sao apresentadas as conclusdes obtidas ao longo deste trabalho, tendo em
conta os objetivos definidos. Também, sao identificados e sugeridos trabalhos de investigacao

futuros relacionados com a tematica da presente dissertacéo.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO

Neste capitulo, apresenta-se a revisao de literatura dos principios gerais acerca do estado da

arte da tematica em estudo.

2.1. Nanomateriais a base de péptidos

Os nanomateriais, ou materiais organizados a nanoescala, sdao materiais que,
independentemente da sua composicao quimica e estrutura fina detalhada, apresentam

distancias caracteristicas compreendidas tipicamente entre 1-100 nm [15].

Os dipéptidos existem em estruturas lineares e ciclicas. No conjunto dos dipéptidos lineares,
0 péptido mais simples é formado por dois aminoacidos unidos por uma ligacao peptidica CO -
NH entre os seus respetivos grupos terminais —-COOH e -NH,, com a eliminacdo de uma

molécula de agua [16].

Nanomateriais peptidicos, com propriedades fisico-quimicas diversificadas podem ser
projetados através de diferentes sequéncias de aminoacidos que se auto-organizam em formas
distintas, como nanotubos, nanoesferas, nanofilamentos, nanofitas ou outras estruturas
ordenadas a nanoescala, e, em geral, apresentam boa biocompatibilidade e atividade biologica
[7,17,18].

Os materiais a base de péptidos sdo uma classe importante de biomateriais e tém sido alvo

de interesse, em tempos recentes, por varias razoes, entre as quais se podem citar:

e A funcionalizacdo adicional de nanomateriais a base de péptidos pode ser faciimente
realizada pela introducdo de compostos externos, como anticorpos, enzimas,
particulas magnéticas ou compostos fluorescentes na estrutura peptidica;

e Usando métodos de fase solida, os péptidos sao facilmente sintetizados o que faz
com que ao nivel molecular estes podem ser especificamente modificados [12],
produzindo nanomateriais com propriedades desejadas, tais como oticas e
piezoelétricas;

e O processo de auto-organizacao pode ser bem projetado, adaptando as estruturas

de blocos de construcéo de péptidos [8].

Os péptidos sao particularmente importantes como blocos de construcdo molecular devido a

sua flexibilidade e variabilidade no design molecular [9].



E necessario compreender as propriedades dos nanomateriais para investigar as suas
aplicacoes. Algumas das propriedades desejadas dos nanomateriais peptidicos para aplicacdes
em (nano)dispositivos incluem a estabilidade térmica e mecanica, condutividade elétrica,
piezoeletricidade e propriedades o6ticas. Os nanomateriais dipeptidicos ao serem incorporados
em nanofibras poliméricas, produzem novos materiais compésitos com melhor estabilidade
térmica e mecanica [8,19]. As propriedades semicondutoras dos dipéptidos podem ser
facilmente ajustadas, por dopagem e funcionalizacdo, tornando-os materiais semicondutores

emergentes bioinspirados e duraveis.

As propriedades oticas, piezoelétricas e dielétricas dos dipéptidos Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle,

foram estudadas e os resultados sao apresentados no capitulo 5, a partir da pagina 46.

2.2. Mecanismo de auto-organizacao de péptidos

Nanomateriais peptidicos auto-organizados com propriedades fisico-quimicas diversificadas
podem ser projetados a partir de diferentes sequéncias de aminoacidos. O mecanismo de auto-
organizacao em dipéptidos, dada a sua complexidade, envolve dois aspetos a serem
considerados: em primeiro lugar, destacam-se as interacdes nao covalentes (Figura 2),
discutidas mais adiante, e por outro lado, além da estrutura quimica, o processo de auto-
organizacao depende também das condicdes termodinamicas e cinéticas (Figura 3), como o pH,
temperatura ambiente, forca ionica e velocidade de reacao [5,20]. Esses fatores impulsionam a
formacao de nanoestruturas com propriedades distintas. A auto-organizacdo em dipéptidos pode
aumentar a quiralidade supramolecular, melhorar a estabilidade térmica e a resisténcia
mecanica [21].

Um estudo realizado por Baptista ef a/ [7], sobre a auto-organizacdo do dipéptido Boc-
difenilalanina (Boc-Phe-Phe), mostrou que este dipéptido auto-organiza-se em nanoestruturas
tubulares ou esféricas, sob diferentes condicdes de dissolucao. Utilizando hexafluoro-isopropanol
(HFIP)/metanol e HFIP/agua, como misturas de solventes, além de apresentar picos
caracteristicos de um confinamento quantico devido a formacao de excitdes, os resultados
experimentais demonstraram que, apos o dipéptido Boc-Phe-Phe ser incorporado em nanofibras
poliméricas, estas apresentaram fortes propriedades piezoelétricas quando uma forca mecanica

periodica foi aplicada.
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Figura 2. Mecanismo de auto-organizacdo de microesferas de ' TPPS@FPhe-Phe [5].

Os péptidos possuem diversas vantagens, como facilidade de modificacdo e alta
estabilidade, além da capacidade de se auto-organizarem e formarem estruturas secundarias,
como a—hélices e B—sheet através do desdobramento da cadeia peptidica. Isso possibilita a
formacao de nanoggéis, nanocristais, nanoparticulas e outras estruturas [21]. No entanto, devido
a sua inerente instabilidade termodinamica, os péptidos lineares com estruturas o—hélices, ao
serem separados do seu meio original, perdem a sua conformacado helicoidal [5,8]. A
estabilizacao dessa estrutura é importante para a formacao de nanoestruturas auto-organizadas.
Para superar essa instabilidade em dipéptidos lineares, estudos recentes através da combinacao
de varias técnicas como, espectroscopia de massa, espectroscopia infravermelho e Raman [16]
revelam a possibilidade de transformar estruturas lineares comparativamente frageis numa

estrutura ciclica mais estavel.

2.3. Interacdes nao-covalentes na auto-organizacao de péptidos

As interacdes ndo-covalentes desempenham um papel determinante na auto-organizacao
molecular. Embora essas interacdes sejam relativamente insignificantes quando analisadas de
forma isolada [22], porém, quando analisadas como um todo, elas controlam as estruturas das

macromoléculas e afetam as interacdes com outras moléculas.

A auto-organizacao de péptidos € um processo termodinamico e cinético espontaneo,
baseado no efeito sinérgico de varias interacoes intermoleculares nao-covalentes, incluindo as
ligacOes de van der Waals, interacoes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, ligacoes hidrofébicas

e as interacdes de empilhamento T7-7.

Essas interacbes, conforme mostrado na Figura 3, determinam a estabilidade

termodinamica e o estado de energia minima das nanoestruturas formadas [20].

v TPPS - Tetraphenylporphinesulfonate



Cristais/NT/NF

Figura 3. Representacdo da auto-organizacdo peptidica sob controlo termodindmico e cinético. (a) Sob controlo
termodinamico, as estruturas finais, como cristais, nanotubos (NT) e nanofios (NF), estdo no estado de energia livre
minima, (b) quando os parémetros cinéticos (como pH e Temperatura) controlam, a estrutura pode ficar presa num

estado dinamicamente estavel e (c) crescer ainda mais no estado termodinamicamente favorecido. A energia
relativa de cada estrutura néo apresenta um valor absolutamente preciso, por exemplo, a energia das nanoesferas
(NE) pode ser menor do que a dos cristais em alguns sistemas. Todas as estruturas provavelmente interconvertem-
se sob certos controlos cinéticos. Adaptado de [20,22].

Ligacdes de hidrogénio

As interacbes de ligacbes de hidrogénio, desempenham um papel crucial na auto-
organizacao estrutural dos conjuntos peptidicos. Sendo os péptidos biomoléculas importantes,
fornecem muitos espacos para a formacao de ligacdes de hidrogénio, incluindo grupos amida na
cadeia principal do péptido e grupos amina e carboxilicos nas cadeias laterais [20]. Sao
essenciais para a formacao e estabilizacdo da estrutura secundaria dos péptidos e possuem
seletividade e alta direccionalidade, o que pode induzir a organizacao dos péptidos em

nanoestruturas distintas.

As ligacdes de hidrogénio podem ocorrer entre atomos, moléculas ou ides e em fases
gasosas, liquidas e solidas ou supercriticas [8]. A seletividade e a alta direccionalidade das
ligacbes de hidrogénio podem induzir a conversdo de péptidos em diversas nanoestruturas

unidimensionais (1D), bidimensionais (2D) e tridimensionais (3D).

As energias de ligacao de hidrogénio, sao de 10 - 40 kJ/mol por ligacdo a 298 K, o que as
torna muito mais fortes que as ligacdes tipicas de van der Waals (1 - 5 kJ/mol) mas, muito mais

fracas que as ligacdes ionicas (500 kJ/mol) [23].
Ligacoes hidrofobicas

As interacoes hidrofébicas surgem devido ao ambiente hidrofobico proporcionado pelos
aminoacidos hidrofobicos, como a fenilalanina, leucina, metionina, isoleucina, valina, tirosina e

triptofano, e desempenham um papel importante na estabilidade de péptidos. Sao interacdes
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fracas, de aproximadamente 4,18 kJ/mol, e ocorrem devido a interacdo entre cadeias ou

subunidades apolares.

Moléculas anfipaticas tendem a agregar as suas caudas hidrofébicas no interior dos
agregados por meio de interacdes hidrofébicas, enquanto as cabecas hidrofilicas ficam expostas
na periferia dos agregados e em contato com a agua. Sob interacdes hidrofébicas puras, os
péptidos tendem a favorecer a formacdo de micelas em vez de nanofibras unidimensionais

[20,22].
As interacdes hidrofobicas sdo influenciadas por diversos fatores, como:
e Temperatura: as forcas de interacao hidrofébicas aumentam com o aumento da
temperatura. No entanto, temperaturas extremas podem levar a desnaturacao

dessas interacoes.

e Numero de atomos de carbono nos grupos hidrofébicos: em moléculas com um

maior numero de atomos de carbono, as interacdes hidrofobicas também sdo mais
fortes.

e Forma dos grupos hidrofébicos: as interacdes em moléculas alifaticas sdo mais

fortes do que em compostos aromaticos. Ramificacées em uma cadeia de carbono
reduzem o efeito hidrofébico, enquanto uma cadeia de carbono linear pode
promover uma interacdo hidrofobica mais forte. Tal fato ocorre porque as
ramificacdes de carbono produzem impedimento histérico, dificultando a interacdo

entre dois grupos hidrofébicos para minimizar o contato com a agua.

E importante ressaltar que as interacdes hidrofébicas tendem a ser mais fortes em

comparacao com outras forcas intermoleculares fracas, como as interacdes de van der Waals.

Empilhamento m-ir

As interacdes 11-11, definem e estdo na base dos processos de auto-organizacado que levam a
formacdo das nanoestruturas moleculares e supramoleculares desejadas e orientam os

processos dinamicos que ocorrem dentro das estruturas e superestruturas auto-organizadas.

Em péptidos, as interacbes 11-11 séo produzidas principalmente por aminoacidos aromaticos
como a fenilalanina, triptofano e tirosina [22]. Estas interacdes podem induzir o crescimento
direcional e também sao muito estaveis em agua devido a solubilidade limitada das moléculas

contendo grupos aromaticos.



Ligacoes eletrostaticas

Além das ligacdes de hidrogénio, interacoes hidrofébicas e 1-1, a interacédo eletrostatica ¢
outro tipo bem conhecido de interacdo nao-covalente que desempenha um papel importante na

conducao do processo de auto-organizacao.

As interacdes eletrostaticas sado geralmente empregadas para induzir especificidade
estrutural em péptidos carregados [24]. Nao sendo direcionais, as interacdes eletrostaticas
possuem energia de ligacdo fraca [25], envolvendo interacdes eletrostaticas de atracdo e
repulsdo, tanto intermoleculares quanto intramoleculares. Essas ligacdes, baseadas em atracdes

coulombianas entre cargas elétricas opostas levam a formacao de pares de ides [20,23].

O pH e a forca ionica, sao dois fatores importantes que afetam as interacdes eletrostaticas.
Ao alterar esses dois parametros (pH e forca i6nica), é possivel controlar a interacdo eletrostatica
e influenciar o comportamento da auto-organizacdo de péptidos em aminoacidos acidos e

basicos [24].
Interacoes de van der Waals

A interacao de van der Waals é uma interacao relativamente fraca, variando de 1 a 5 kJ/mol
e é de natureza nao idnica. No entanto, em circunstancias 6timas, as interacdes de van der

Waals podem atingir energias de ligacao tao altas quanto 40 kJ/mol [26].

As forcas de van der Waals sdo impulsionadas por interacdes elétricas induzidas entre dois
ou mais atomos ou moléculas que estdo muito proximas umas das outras. Esta acao induz

flutuacdes de cargas que resultam em uma atracdo ndo especifica e ndo direcional.

As forcas de van der Waals sdo geralmente descritas como uma combinacao das forcas de
London entre “dipolos induzidos instantaneamente”, forcas de Debye entre “dipolos permanente
e dipolos induzidos” e a forca de Keesom entre “dipolos moleculares permanentes”, cujas
orientacdes sao calculadas dinamicamente ao longo do tempo. A energia potencial em todas
essas trés variantes da forca de van der Waals mantém uma relacéo inversa com a distancia de

separacao elevada a sexta poténcia [27].

2.4. Materiais eletroativos

2.4.1. Piroeletricidade

A piroeletricidade é o fendmeno no qual ocorre uma mudanca na polarizacao de um material

em resposta a uma variacao na temperatura. Essa mudanca esta relacionada a uma alteracao
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na intensidade do momento dipolar associado a progressiva variacao da estrutura do material. A
variacdo na temperatura afeta a disposicao dos atomos ou moléculas no material, resultando

numa mudanca dos dipolos e, consequentemente, na polarizacao do material.

As correntes piroelétricas observadas nos materiais podem ter varias origens. Elas incluem
[28]:

e Materiais polares, nos quais o momento de dipolo permanente varia com a
temperatura (piroeletricidade primaria);

e Meios dielétricos quando submetidos a um campo elétrico externo. A constante
dielétrica depende da temperatura, uma mudanca na temperatura resulta numa
mudanca na densidade de carga superficial;

e Materiais piezoelétricos, nos quais o aquecimento produz mudancas na deformacdo
mecanica do material, o que, por sua vez, gera mudancas na densidade de cargas

superficiais (piroeletricidade secundaria);

Materiais nao piezoelétricos, nos quais a deformacdo nao uniforme, induzida

termicamente, também pode levar a mudancas na densidade de cargas superficiais.

O efeito piroelétrico intrinseco corresponde ao primeiro da lista. O coeficiente piroelétrico, p,
pode ser descrito como sendo a taxa de variacdo da polarizacao, P, com a temperatura, T, ou

seja:

dP

p:d_T (1)

Dado que P = g/A (carga por unidade de area), a corrente piroelétrica & obtida a partir da

equacao:

I'=Ap— (2)

onde A é a area de contato e d7/df ¢ a taxa de variacdo da temperatura em relacdo ao tempo
em (K/s).

Usando a equacdo (2), obtém-se o coeficiente piroelétrico, pela equacao:

P=—ar (3)
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2.4.2. Piezoeletricidade
O fendmeno fisico mais utilizado, até a data, em aplicacdes de polimeros eletroativos é a
piezoeletricidade, que ocorre num numero limitado de polimeros [4]. O efeito piezoelétrico foi
descoberto por Pierre e Jacques Curie em 1880 e estd relacionado com a variacdo das
dimensdes fisicas de certos materiais quando sujeitos a campos elétricos [29].
A piezoeletricidade envolve a geracdo de um sinal elétrico quando o material é submetido a
uma tensdo mecanica ao longo de um determinado eixo, bem como o efeito inverso, no qual o

material sofre deformacao em resposta a um sinal elétrico aplicado [4].

Este fendmeno pode ser descrito pelo coeficiente piezoelétrico, por:

¢~ (57), = G, @

onde D ¢é o deslocamento elétrico, £0 campo elétrico, 7a tensdao mecéanica e S é a deformacao

mecanica.

A piezoeletricidade, é observada em materiais nao-centrossimétricos, ou seja, materiais cuja
célula unitaria ndo apresenta centro de simetria. Como se exemplifica esquematicamente na
Figura 4, quando nenhuma tensdo é exercida, o centro de massa das cargas negativas e
positivas coincidem. No entanto, quando uma tensdo é aplicada a célula unitaria, esta sofre uma
deformacdo que desloca os centros de massa das cargas positivas e negativas, originando a
polarizacdo da rede. A direcdo da deformacdo define a direcdo da polarizacdo induzida.
Geralmente, para além da direcdo de deformacdo, a aplicacdo de uma tensdo numa

determinada direcao origina também uma polarizacao induzida nas outras direcoes.
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Figura 4. Representacdo esquematica do efeito piezoelétrico [4].

No exemplo da Figura 4, se a célula ndo esta comprimida nem distendida (Figura 4a), o
centro das cargas positivas coincide com o centro das cargas negativas. No entanto, se o cristal

for comprimido ao longo do eixo y (Figura 4b), essa disposicdo ¢ modificada. A compressao
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resulta numa separacao de cargas com 0 mesmo valor e sinais opostos, denominado de dipolo
elétrico. Portanto, o cristal comprimido continua neutro, mas passa a apresentar uma
polarizacao elétrica, com um dipolo em cada célula. Por outro lado, se o cristal for distendido ao
longo do eixo y (Figura 4c), os dipolos formados em cada célula terdo orientacdes opostas
[4,30].

Em principio, os geradores piezoelétricos podem ser utilizados em situacdes em que ocorra
naturalmente uma variacao periddica de energia cinética, como acontece com o vento ou as
ondas oceanicas ou, numa escala muito menor, com os movimentos musculares provocados
pelas batidas cardiacas ou pela respiracao. No entanto, na pratica, as aplicacdes em nano ou
microdispositivos completamente autoalimentados sao ainda muito limitadas devido ao baixo
rendimento do processo de conversao e a corrente elétrica produzida ser muito pequena, o que
exige sistemas de amplificacao sofisticados. Neste trabalho pretende-se, também, avancar no
desenvolvimento de nanogeradores com resposta elevada que abram a possibilidade de

ultrapassar essas limitacoes.

2.5. Materiais dielétricos

De acordo com a capacidade de permitir a mobilidade de cargas elétricas, os materiais
podem ser classificados em trés categorias: condutores, semicondutores e isoladores. A

quantidade fisica que expressa essa propriedade dos materiais é a condutividade.

Muitas vezes, os termos materiais dielétricos e materiais isolantes (ou isoladores) séo
usados como equivalentes absolutos, embora os materiais dielétricos representem uma classe

mais ampla de materiais [31].

Dielétricos sdo materiais que podem ser polarizados sob a influéncia de um campo elétrico
externo neles aplicado. Isoladores sao materiais dielétricos usados para impedir correntes de
fuga ou fluxo de carga em dispositivos elétricos. Os dielétricos sdo materiais de baixa

condutividade, com uma energia de hiato de banda geralmente superior a 3 eV [31].

A condutividade elétrica de um dielétrico perfeito & zero. Assim ele armazena e dissipa

energia elétrica de forma semelhante a um condensador ideal.

De acordo com o tipo de molécula presente no material, os dielétricos sao categorizados

com base em dois tipos: dielétricos polares e dielétricos apolares.
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e Dielétricos polares: o centro de cargas positivas nao coincide com o centro de
cargas negativas, resultando no aparecimento de um momento dipolar. As
moléculas nesses dielétricos possuem forma assimétrica.

e Dielétricos apolares: o centro de massa das cargas positivas e negativas coincidem.

Nao ha momento de dipolo nessas moléculas e tém, portanto, forma simétrica.

—E —E
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Figura 5. Orientacdo de dipolos elétricos permanentes devido a um campo elétrico externo. (A) Na auséncia de
campo elétrico, (B) sob influéncia do campo elétrico, sem interacdes moleculares, e (C) sob influéncia do campo

elétrico, com interacdes moleculares [31].

Quando uma molécula polar ¢ submetida a um campo elétrico, ela tende a se orientar na
direcao do campo devido ao momento aplicado sobre ela. No entanto, 0 movimento térmico
continuo das moléculas (flutuacdes) impede um alinhamento perfeito das mesmas. Esse
alinhamento aumenta com a intensidade do campo elétrico e diminui com o aumento da

temperatura, tal como ilustrado na Figura 5.

A capacidade de alinhamento dos dipolos permanentes de forma paralela ao campo elétrico
depende do ambiente local em que estao inseridos. Por exemplo, um dipolo conectado a uma
rede mais flexivel pode ser orientado mais facilmente do que aqueles conectados a uma rede

mais rigida [31].

2.5.1. Polarizacao em dielétricos

A polarizacao elétrica é o somatdrio dos momentos dipolares por unidade de volume. A
polarizacao de um material dielétrico ocorre devido a atuacdo de interacbes atomicas e
moleculares. Isto pode suceder de forma intrinseca, pela separacéao das cargas como referido na
seccao anterior, ou quando as cargas sao deslocadas devido a influéncia externa, tal como um

campo elétrico. O surgimento da polarizacdo num dielétrico pode ocorrer em funcao de quatro
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fontes de deslocamentos de cargas: (a) deslocamento elétrico, (b) deslocamento idnico, (c)

orientacado de dipolos permanentes e (d) deslocamento de cargas espaciais.

Quando um material dielétrico & submetido a um campo elétrico externo, as cargas positivas
presentes no material sao deslocadas na direcdo do campo, enquanto as cargas negativas sao
deslocadas na direcao oposta, resultando na polarizacao elétrica. Deste modo, ocorre uma
separacao de cargas positivas e negativas em todos os volumes elementares do material.
Durante este processo, as cargas sao deslocadas das suas posicdes de equilibrio, porém nao ha

migracao de carga macroscopica, como ocorreria no caso de um condutor.

A polarizacao P de um material dielétrico expressa o0 momento dipolar total por unidade de

volume, conforme mostrado pela equacéo (5):

P=— (5)
O deslocamento elétrico em funcdo do campo elétrico, E, e da polarizacao, é dado por:

D =¢gE+P (6)
Onde €, ¢ a permitividade elétrica do vacuo. A constante dielétrica relativa ou permitividade

dielétrica € uma propriedade caracteristica do material relacionada com o campo elétrico, com o

deslocamento elétrico e com a polarizacdo, através da equacao (7):

D 1P
= =1+——=1+
ér &E & E x (7)

onde 7y € a suscetibilidade elétrica, que € uma medida da polarizagéo produzida por um campo

elétrico especifico.

Na equacdo (7), foi usada a relacéo (8) entre a polarizacdo e o campo elétrico:
P = gyxE (8)

2.5.2. Permitividade elétrica complexa

A resposta dielétrica de um material submetido a um campo elétrico externo AC depende da
amplitude e da frequéncia do campo, da temperatura do material e da estrutura molecular
[31,32]. O campo elétrico alternado pode ser definido através da notacdo complexa dada pela

equacao (9).

E = Eyexp(iwt) 9)
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Onde o ¢ a frequéncia angular > do campo, E, é amplitude do campo elétrico e i = vV—1.

Sob um campo elétrico alternado, a polarizacao produzida alterna a sua direcao e sentido. A
altas frequéncias, a orientacao dos dipolos permanentes fica desfasada em relacao a direcao do
campo, resultando em uma diferenca de fase (5) entre o campo e o deslocamento elétrico,

expressa da seguinte forma:

D = Dyexpli(wt — 8)] (10)
onde & é a diferenca de fase entre o campo externo aplicado e o deslocamento elétrico, que

depende da frequéncia aplicada.

De acordo a equacéao (7), a relacédo entre E e D é dada por:

Dgexpli(wt — 8)] = €*exEyexp(iwt) (11)
Onde E, e D, sdao as amplitudes das respetivas quantidades, e €* ¢ a permitividade elétrica

complexa definida como:

&'(w) = &' (w) —ie”(w) (12)
onde &” é a parte real e £ é a parte imaginaria da permitividade. A parte real € normalmente
chamada de constante dielétrica. A componente imaginaria também é referida como fator de
perda, indice de perda ou simplesmente perda dielétrica do material. Relacionando as equacoes

(11) e (12), as componentes reais e imaginaria da permitividade dielétrica podem ser expressas

como:
2 Do oss 13
£ —EOEOCOS (13)
e
"o Dy . 5 4
£ —SOEosm (14)

A partir destas duas equacdes, o fator de dissipacdo ou a tangente de perdas, tan(d), de um

dielétrico pode ser definida como:

&
tand = — (15)
£

‘w = 2nf
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2.5.3. Distribuicao dos tempos de relaxacao

Os processos de relaxacdo em materiais dielétricos sdo comumente analisados a partir de
funcdes de modelos [32]. O modelo de Debye descreve a permitividade elétrica complexa em

funcao da frequéncia, representado pela expressao:

(@) = £ + —F 16
ep(@) = €x 1+iwtp {16}

onde é to 0 tempo de relaxacao de Debye e,
Ae = &5 — € (17)

€5, € a contante dielétrica estatica (a frequéncia nula) e €4, € a constante dielétrica associada a
componente atomica e eletronica da polarizacao que ocorrem a frequéncias altas (quando a

frequéncia tende para infinito).

0 modelo de Debye supde que os processos de relaxacdo sdo caracterizados por um Unico
tempo de relaxacao, nao tendo em conta os aspetos de um dielétrico real, onde muitos sistemas
apresentam relaxacdes caraterizadas por uma distribuicao de tempos de relaxacao. Isso pode
ocorrer, por exemplo, devido a variacdes locais de estequiometria, a presenca de tensbes
mecanicas locais ou outros. Para corrigir essa limitacdo, Cole e Cole propuseram a introducéo
de um termo corretivo na equacdo (16), assumindo a forma:

SS_EOO

I =€p +—mm—
cc(@) 1+ (iwtee)?

(18)

onde o expoente 3, com valores compreendidos entre 0 < 3 < 1, é uma medida da distribuicéo
simétrica dos tempos de relaxacdo. Quando B =1, a equacdo (18) reduz-se a equacédo de
Debye.

Para uma melhor concordancia entre os modelos dielétricos e os dados experimentais, Cole
e Davidson, modificaram a equacdo de Debye introduzindo um expoente no denominador,
propondo a seguinte funcao:

& — Eoo

S* W) = Exp +—
CD( ) (1 + l(l)TCD)y

(19)

sendo Ttco 0 tempo de relaxagao de Cole-Davidson e o parametro y (0 <y < 1), uma medida de

distribuicdo assimétrica dos tempos de relaxacdo. Para y = 1, é obtida a funcéo de Debye.
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De notar que, com o modelo de Cole e Davidson, a condicdo mma.T=1 ndo é valida no
maximo de perdas (no maximo de €’), como nos modelos de Debye e Cole-Cole, e deve ser

substituida por:

1 T
WmaxTcp = tan [ 71D '5] (20)

0 modelo desenvolvido por Havriliak e Negami (HN), generaliza os dois modelos anteriores,
introduzindo dois expoentes no denominador da equacdao de Debye, ao sugerir uma

superposicao de distribuicdo simétrica e assimétrica dos tempos de relaxacao:

Ae
[1+ (inHN)B]V

ey (W) = €0 + (21)

Os parametros Be y(0 < B< 1e0 < By < 1) sdo, respetivamente, as amplitudes
simétrica e assimétrica da funcdo dielétrica complexa e descrevem a distribuicdo de tempos de

relaxacdo no material. Para B =y = 1, chega-se a equacéo de Debye.

As partes real e imaginaria da funcéo sdo, respetivamente:

e =r(w)cos[yY(w)]Ae + & (22)
e =r(w)sin[yy(w)]Ae (23)

sendo r(m) e y() funcdes auxiliares definidas como:

r(w) = [1+ 2(wtyy)Pcos(Br/2) + (wTHN)Zﬁ]Wz

sin(Bm/2)
(wtyy)~F + cos(Br/2)

De forma a melhorar o modelo utilizado neste trabalho para descrever o comportamento da

(24)

Y(w) = arctan (25)

permitividade elétrica das fibras, houve a necessidade de fazer incluir um termo devido a
condutividade das amostras, de modo a conseguir um ajuste mais adequado em baixas
frequéncias. Assim, a componente imaginaria da permitividade dielétrica, é expressa da seguinte

forma:

e =r(w)sin[yy(w)]As + ? . (26)

EoW
onde o é a condutividade elétrica DC e s & um expoente (0 < s < 1). Para conduco eletronica

s = 1. No caso de conducdo iénica, s < 1.
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Implementou-se uma outra alteracdo no tratamento dos ajustes nos dados experimentais,
considerando duas relaxacdes para a parte imaginaria da permitividade dielétrica, pelo que, a

equacao (23) fica,

& = i (@psinly (@)]Ae + T (@)sinlyops @)Ae; + 27

2.5.4. Efeito da temperatura nos processos de relaxacao e condutividade

Os comportamentos dos dipolos e dos portadores de carga sofrem variacbes com a
temperatura. Ao estudar a variacdo dos parametros Ty € opc com a temperatura, é possivel
determinar as energias de ativacdo da condutividade DC e das relaxacdes. Assim, para essas

variacoes, é esperado um comportamento de tipo de Arrhenius, pelo que tem-se [33]:

Eq
un = Toexp (15) 28)
E
opc ' T = oyexp (— X aT) (29)
B

sendo E, a energia de ativacdo, kg a constante de Boltzman: e T a temperatura.

A dependéncia de In(t) e In(c) com a temperatura é proporcional ao termo 1/T, assim,
espera-se que os graficos In(t) vs 1/T e In(c-T) vs 1/T, resultem em uma relagéo linear ou uma
boa aproximacdo dela. Neste contexto, a condutividade DC e o tempo de relaxacdo, sdo

expressos pela relacao:

E
In(tyy) = In (19) + exp kB—“T (30)

In(ope - T) = In (0y) — expkB;“T 81)

Os declives das retas nos graficos de In(t) vs 1/T e de In(c-T ) vs 1/T séo usados para
determinar a energia de ativacao, Ea, sendo:
E, = myckg (32)
E, = mpckg (33)
onde myc € mpc, Sao, respetivamente, os declives das retas de cada ajuste linear para os

tempos de relaxacao e condutividade DC.

ky =1,38.1002 Kg.m?*. s72. K *
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3. TECNICAS EXPERIMENTAIS DE PRODUCAO E CARACTERIZACAO

Foi utilizada a técnica de electrospinning para a producao das nanofibras poliméricas.
Posteriormente, fez-se a caraterizacdo morfologica das nanofibras por microscopia eletronica de
varrimento (SEM), mediu-se as propriedades dielétricas por espectroscopia de impedancias e
efetuaram-se as suas caracterizacdes piroelétricas e piezoelétrica, cujos resultados sao

mostrados e discutidos no capitulo 5.

3.1. Electrospinning

Na literatura, sao descritas varias técnicas para a fabricacdo de nanomateriais, incluindo
sintese assistida por modelo (femplate-assisted synthesis), automontagem, producao de filmes
através de evaporacdo do solvente (solvent casting), separacao de fases e técnicas de

electrospinning [34].

A producdo de nanofibras poliméricas por electrospinning é uma tecnologia que supera a
limitacdo das fibras convencionais e dos tapetes ndo tecidos. Na técnica de efectrospinning, a
solucao de polimero é ejetada de uma seringa através de uma agulha metalica sob a influéncia
de uma elevada forca eletrostatica. A solucdo é depositada como um tapete fibroso nao tecido
num alvo eletricamente ligado a terra. A medida que o jato de solucéo viaja pelo ar, o solvente

evapora, resultando na formacao de fibras de polimero ultrafinas [35].

A configuracdo basica da técnica de electrospinning (Figura 6) consiste em quatro partes
principais: uma seringa contendo uma solucdo de polimero, agulha metalica, fonte de

alimentacao e um coletor metalico com morfologia variavel [34-36].

O processo de electrospinning inicia quando as cargas elétricas sao induzidas na solucéo de
polimero através da agulha metalica. Isso causa instabilidade na solucédo, resultando na
formacado de uma gota carregada. A repulsdo das cargas causa uma forca contraria a tensédo
superficial, levando a solucdo de polimero a fluir na direcdo do campo elétrico (Figura 6). Um
aumento adicional no campo elétrico faz com que a gota esférica se deforme e assuma uma
forma conica. Nesta fase, nanofibras ultrafinas emergem da ponta cdnica da gota de polimero,
conhecida como cone de Taylor (Figura 7). Essas fibras sdo coletadas no coletor metalico
mantido a uma distancia otimizada. Um jato de carga estavel pode ser formado apenas quando
a solucdo de polimero tem forca coesiva suficiente. Durante o processo, as forcas de carga

interna e externa causam o “chicote” do jato de liquido na direcao do coletor. Este movimento
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de “chicoteamento” permite que as cadeias de polimero dentro da solucdo se estiquem e
deslizem umas sobre as outras, resultando na formacao de fibras com didmetros pequenos o

suficiente para serem chamadas de nanofibras.

B
——'
FORMACAO DO
R : + A \ CONE DE TAYLOR
SOLUCAO POLIMERICA A
NA SERINGA +

/%
/

/
/

ALTA TENSAO

/
-

—

COLETOR

Figura 6. Esquema que descreve a configuracdo da técnica de electrospinning e o fendmeno de electrospininng

[34].
(A) (B) (€

Solugdo

polimérica
Cone de Taylor
Gota Cargas induzidas
pendente «— pelo campo elétrico
+——— Inicio do jato

Figura 7. Esquema da formacdo do cone de Taylor: (A) Cargas superficiais sdo induzidas na solucdo de polimero

devido ao campo elétrico. (B) Alongamento da gota pendente. (C) Deformacdo da gota pendente para a forma do

cone de Taylor devido a repulséo carga-carga. Adaptado de [36].

O tipo de fibras obtidas por efectrospinning depende de varios parametros do processo que

podem ser modificados de modo a ajustar as propriedades das fibras aos mais variados fins a
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que se destinam. Isso permite a obtencao de fibras grandes ou pequenas, mais espessas ou

muito finas, com orientacao especifica ou aleatoria, com a presenca ou auséncia de nanocristais

no seu interior [36], como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros que afetam o processo de electrospinning [36,37].

Parametros da solucao

Parametros do processo

Parametros ambientais

Viscosidade
Concentracao
Condutividade

Tensao superficial

Potencial eletrostatico
Forca e forma do campo elétrico
Distancia entre agulha e coletor

Diametro da agulha

Temperatura
Humidade
Pressao

Composicdo da atmosfera

Constante dielétrica Taxa de alimentacao

Volatilidade do solvente Tipo/forma do coletor

Estes diversos parametros nao sao independentes entre si. A alteracdo de um parametro da

solucdo pode requerer a alteracao de varios outros parametros do processo.
3.2. Caracterizacao ética

3.2.1. Espetroscopia de absorcao UV-Visivel

A espetroscopia de absorcao utiliza como fonte de luz a radiacao eletromagnética UV-visivel
na faixa de comprimentos de onda entre 190 e 800 nm. Essa técnica é usada para medir a

intensidade de luz absorvida em funcdo do comprimento de onda.

A absorcdo é geralmente definida como o processo no qual a intensidade da luz medida
diminui devido a transicdo molecular do estado fundamental para um estado excitado. Este
processo ocorre quando a diferenca entre as energias dos estados excitado e fundamental é

igual a energia dos fotdes.

Eest.excitado - Eest.fundamental = hv (34)

onde h, é a constante de Planck (h = 6,626.10** J.s) e v representa a frequéncia em Hz.
A absorcao depende das caracteristicas do material, da radiacao incidente e das estruturas
quimicas dos compostos envolvidos.

Na espetroscopia de absorcdo, a intensidade de feixe de luz, diminui ao atravessar a
amostra de acordo a equacao,
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I(A) =1, - exp(—ab) (35)
onde /e /, sdo, respetivamente, as intensidades do feixe transmitido e do feixe incidente, ot € 0

coeficiente de absorcao (cm+) e ¢ comprimento do meio absorvente (cm).

A lei de Lambert-Beer ¢ fundamental para todos os tipos de absorcdao de radiacao
eletromagnética e relaciona a absorcdo da luz com as propriedades do material através do qual
a luz passa. A absorbancia, A, de um feixe de radiacdo monocromatico em um meio isotrépico
homogéneo & proporcional ao comprimento do meio absorvente, 6, e a concentracao de

espécies absorventes, C, do meio, e é dada pela seguinte expressao,

1
A= logloTO = eabC (36)

em que € é o coeficiente de absorcdo molar ou absortividade molar (Micm?), que constitui uma

medida da intensidade da banda de absorcao.

Para a absorcao odtica, os espetros foram medidos usando um espetrofotometro Shimadzu
UV/250IPC. A partir destes dados, a energia do hiato de banda foi determinada usando a

relacao de Tauc, dada pela expressao,

(ahv)™ = k(hv — Ej) (37)

em que k representa uma constante de proporcionalidade independente da energia, Eg é a
energia do hiato de banda. De referir que n representa a natureza da transicao eletronica. Em
transicoes dipolares permitidas, n = 2 (hiato de banda direto) e n = 1/2 (hiato de banda
indireto), sendo que para transicdes dipolares proibidas, n = 2/3 (hiato de banda direto) e

n =1/3 (hiato de banda indireto).

3.2.2. Espetroscopia de fluorescéncia

A espetroscopia de fluorescéncia ¢ uma técnica de espetroscopia que analisa a emissao de

fluorescéncia de uma determinada amostra.

A fluorescéncia e a fosforescéncia, sao processos de emissao de fotdes que ocorrem durante
a relaxacao molecular a partir de um estado eletronico excitado [38]. Estes estados envolvem
transicoes entre estados eletrdnicos e vibracionais de moléculas fluorescentes, também
conhecidas como fluoréforos [39]. Na fluorescéncia, o tempo de vida do estado excitado & muito
curto, da ordem dos nanossegundos apds a excitacdo, enquanto na fosforescéncia, a radiacao

emitida persiste por um tempo maior.
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Os espetros de excitacdo e emissdo de fluorescéncia, representados pelo diagrama de
Jablonski na Figura 8, refletem as estruturas dos niveis vibracionais no estado fundamental e no
estado excitado. A emissao de fluorescéncia ocorre a medida que os eletrdes excitados no

fluordforo retornam aos niveis de energia mais baixos no estado eletrénico fundamental.

Estados excitados VAV

SZ A ‘ f conversao interna

A AVAVAY
Cruzamento intersistema
Vi
relaxacao vibracional
51 %—— AVAVAVAY
T I
m
B
2| [Absorgdo |S [Fluorescéncial | Fosforescéncia |
¥ ¥
v' 7 V' 7
So

Estado fundamental

Figura 8. Diagrama de Jablonski simplificado. S - estados singleto, T - tripleto; a conversao interna e o

cruzamento infersistemas sao processos nao radiativos. Figura adaptada de [38].

Foi utilizado o espetrofluorimetro FluoroMax-4 para a medicao dos espetros de emissao e
excitacdo, a temperatura ambiente. Para a excitacao, usou-se o comprimento de onda (c.d.o.) de
275 nm para os dois dipéptidos estudados, enquanto para a emissao foram de A = 350 nm

(Phe-Leu) e A = 330 nm (Phe-lle).

3.2.3. Espetroscopia de refletancia difusa UV-Vis

Uma propriedade fundamental e importante dos materiais é o seu hiato de bandas de
energia, também conhecido como band gap, que desempenha um papel relevante no estudo
das propriedades elétricas e ¢ticas dos materiais [40]. Para a sua determinacao, pode recorrer-
se a técnica de espectroscopia de refletancia difusa, a qual permite estudar as bandas

eletronicas ou niveis de energia molecular.

Esta técnica envolve a interacdo eletromagnética entre a amostra e a luz incidente na faixa

de comprimento de onda (c.d.o.) caracteristica do ultravioleta, visivel e infravermelho préximo.
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Quando a luz incide na amostra, ocorre dispersao em diferentes direcdes, resultando em reflexdo
difusa [41]. Um sistema de esferas integradoras é acoplado ao espetrofotémetro, onde é
realizada a medicao, colocando a amostra posicionada em frente a janela por onde passa o feixe
de luz incidente, concentrado a partir da amostra em direcdo ao detetor. A esfera é revestida
interiormente com sulfato de bario. A Figura 9 mostra o esquema de um espectrofotémetro de

refletdncia difusa com uma esfera integradora.

delvz
- Monocromador b /“4 --------------------

Figura 9. Representacdo esquematica de um espectrofotometro de refletancia difusa com uma estfera

Integradora [41].

A energia do hiato de banda foi determinada pela funcdo de Kubelka—Munk, F(R.),
apresentada na equacéo (38), sendo este 0 modelo mais utilizado no estudo de dados obtidos a

partir do espectro de refletancia.

F(R )——(1_R°°)2—K 38
* 7 2R, S <9

onde, R. ¢ a reflexdo difusa da amostra, K é a constante de absorcdo em e S o coeficiente de

espalhamento em 7.

Para materiais com transicoes dipolares permitidas indiretas, a energia do hiato de banda
(£) é determinada pela raiz quadrada do produto da funcao de Kubelka-Munk, F(R), pela energia

de excitacao do fotdo emitido (#1), dado pela equacao:

[hv x F(R)]"/? = a(hv — E,) (39)

Para a medicdo do espetro de refletdncia das micro/nanofibras, foi utilizado o
espetrofotémetro UV-2501 PC com a esfera integradora Shimadzu ISR-205 40A, que permite
obter espectros de refletancia (em %) em funcado do c.d.o. na regido espectral entre 200 e
800 nm, disponivel no Centro de Fisica da Universidade do Minho. Para o calculo e analise dos

dados, utilizou-se o programa Origin 2017.
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3.2.4. Microscopia confocal

A microscopia confocal é uma técnica de imagem ética que usa iluminacdo por meio de um
orificio espacial (pinhole) para eliminar sinais fora de foco. A luz de excitacdo da microscopia
confocal é geralmente fornecida por um laser, 0 que resulta em altas intensidades de

fluorescéncia ou refletancia no ponto focal [42].

Na Figura 10, esta representado um esquema simplificado de um microscopio confocal,
onde o feixe de luz passa pelo espelho dicromatico e pela objetiva, incidindo na amostra. A luz
refletida pela amostra retorna passando novamente pela mesma objetiva e espelho dicromatico

até o pinhole, onde é detetada e os sinais gerados sao processados.

Fotodetetor

"\ Filtro espacial com

Laser pinhole

Espelho dicromatico

Figura 10. Imagem simplificada de um microscdpio confocal [42].

Para este trabalho de investigacao, a fluorescéncia das fibras e das solucdes foi visualizada
utilizando um Olympus FluoView FV1000 do Centro de Engenharia Bioldgica da Universidade do

Minho.

3.3. Caracterizacao morfolégica

3.3.1. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O espalhamento de luz dinamico (em inglés DLS - dynamic light scattering) também
conhecido como espetroscopia de correlacdo de fotdes (em inglés PCS - photon correlation

spectroscopy), € uma técnica emergente utilizada no estudo do comportamento de difusdo de
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particulas em solucdo. O DLS, geralmente usa luz /aser ndo invasiva que é focada numa solucdo

contendo particulas utilizando uma cuvete.

No esquema representado na Figura 11, um feixe de luz monocromatica atravessa a solucao
contendo as particulas. A luz espalha-se em todas as direcoes em funcao do tamanho e forma
das particulas (difusao de Rayleigh), resultante do movimento aleatério das particulas em
solucéo causado pelo movimento browniano, ou seja, os choques das moléculas do fluido com

as particulas em suspensao [43]. A intensidade da dispersao € registada por um detetor.

O raio hidrodinamico (R.), que pode ser definido como o raio de uma esfera hipotética que
se difunde na mesma taxa que a particula sob investigacédo, pode ser obtido usando a equacao
de Stokes-Einstein:

kgT
D, =
6mnR,

(40)

onde D: é o coeficiente hidrodinamico, K; é a constante de Boltzmann, T é a temperatura

absoluta, e n é a viscosidade do meio.

Para a medicdo das amostras em estudo, foi usado um aparelho Litesizer 500 da Anton
Paar (Figura 11A) do Departamento de Fisica da Universidade do Minho. As medicdes foram
realizadas numa cuvette de quartzo com angulo de medicdo de 175° (backscatter). O material
em estudo foi definido como proteina, e o solvente utilizado foi 0 metanol. O processamento dos

dados experimentais foi feito através do soffware Kalliope.

Laser (fonte)

Luz
Incldente

Processador do sinal

digital

Figura 11. Aparelho de medicdo DLS em A) e esquema de funcionamento da DLS onde a luz dispersa é

desviada para um detetor e as intensidades médias sdo convertidas em tamanhos, em B) [44].
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3.3.2. Microscopia eletrénica de varrimento

A microscopia eletronica de varrimento (MEV ou SEM, do inglés, scanning electron
microscopy), € uma técnica de imagem que utiliza um feixe de eletrdes para interagir com a
amostra. Essa técnica, desenvolvida para o estudo e caraterizacao de materiais em escala nano-
e micromeétrica, possui alta resolucao espacial, geralmente na faixa de 2 a 5 nm, e possui uma
profundidade de campo consideravelmente ampla [45]. Essas caracteristicas tornam o MEV um
instrumento versatil para o estudo e analise de superficies topograficas, estruturas cristalinas e

composicdes quimicas, dependendo do tipo de microscépio e do sinal utilizado para formar a

imagem.
A Fonte de
b - eletrdes
Anodo _‘-—I -
. Gerador de
. ﬁ Varrimento
Lentes
eletromagnéticas Amplificador

| ' Posluonador Xy
Objetiva
Detetor de “ﬁ 4

eletrdes
\ , ."/
| |
!

re(roespalhados
Detetor de )
ralos-X —Q ' Detetor de eletrdes
¥ | o
s \ /
L\ ~

secundarios
, (& Amostra
Pora-substratos

Figura 12. A. Microscdpio eletronico de varrimento do SEMAT [46). B. Esquema representativo de um

microscopio eletronico de varrimento. Figura adaptada de [47].

0 estudo dos dipéptidos em solugcdo bem como dos dipéptidos incorporados em nanofibras
poliméricas, foi realizado utilizando o sistema de MEV (Nano SEM-FEI 200), mostrado na Figura
12A, do SEMAT - Servigos de Caracterizacao de Materiais da Universidade do Minho.

A técnica de MEV (cujo esquema representado na Figura 12B), envolve o use de um feixe de
eletroes de pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por meio de

linhas sucessivas. O sinal do detetor ¢ transmitido para uma tela catddica cujo varrimento
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encontra-se sincronizado com o do feixe incidente. O feixe é guiado por um sistema de bobinas
de deflexdo, varrendo dessa forma a superficie da amostra [45,48].

As imagens no MEV, podem ser obtidas através dos eletrdes secundarios (eletrdes de baixa
energia) e dos eletroes retroespalhados (eletrdes de alta energia). As imagens geradas pelos
eletroes secundarios, advém da excitacao dos eletrdes da camada mais externa dos atomos dos
materiais, enquanto, para os eletroes retroespalhados, € possivel obter contrastes em funcéo do
numero atdmico dos elementos quimicos presentes na amostra em estudo.

Os eletrdes sao produzidos a partir de um filamento de tungsténio (W) aquecido, sendo
acelerados por meio de campos elétricos com valores compreendidos entre 1 e 50 kV. O feixe
gerado passa por uma série de lentes eletromagnéticas que reduzem seu diametro e, em
seguida, é focado na amostra que é varrida por ele. Quando o feixe primario interage com a
regido de incidéncia da amostra, ocorre a difusdo de parte dos eletrdes, formando um volume de
interacdo cuja forma depende principalmente da tensao de aceleracdo e do numero atomico da

amostra [48], conforme representado na Figura 13.

Feixe de eletroes

5-50 nm : Eletrdes secundarios
Eletroes
1-2 um retroespalhados
Raios-x
2-5um

Figura 13. Volume de interacdo, mostrando a profundidade da penetracéo do feixe de eletroes. Figura

adaptada de [49].

3.4. Espectroscopia de Impedancias
A espetroscopia de impedancias também conhecida como espetroscopia dielétrica, €
frequentemente usada para estudar a resposta de uma amostra quando submetida a um campo

elétrico de corrente alternada. Esta técnica permite a analise das propriedades dielétricas de um
material em funcéo da frequéncia e/ou temperatura.

Os estudos dielétricos sdo realizados principalmente por duas razées [50]:
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e (Os dados adquiridos, fornecem informacdes detalhadas sobre as propriedades
elétricas da amostra, permitindo obter informacdes tedricas e aplica-las na industria
eletronica, especificamente no desenvolvimento de dispositivos semicondutores e na
caracterizacao de isolantes.

e [Esta técnica, também serve como uma ferramenta analitica pela qual os dados
dielétricos obtidos podem ser associados a outras propriedades, como alteracoes na
morfologia de um gel ou de um cristal.

Na espetroscopia de impedancias, a amostra é colocada entre dois elétrodos, formando um
condensador de placas planas paralelas. Neste estudo, utilizaram-se como elétrodos, a folha de
aluminio na parte inferior das fibras e um cilindro de latdo de 1 cm de didametro, na parte
superior.

A parte real da permitividade ou constante dielétrica (¢°) e a parte imaginaria da

permitividade (€”) e o fator de perda (tand), podem ser determinados a partir das seguintes

equacoes:
Y= cd 41
g = ™ (41)
&
tand = — (42)
£

onde &0, € a permitividade do vacuo, d representa a espessura do material da amostrae A € a
area do elétrodo (A = 7,85.10° m?).

As medicdes para a caracterizacao dielétrica, tiveram lugar no Laboratorio de Fisica de
Estado Solido do Centro de Fisica da Universidade do Minho. A montagem experimental consistiu
em um forno resistivo, ligado a uma fonte de tensdo para a monitorizacdo da temperatura, um
pino de medicdo e uma resisténcia PT100 calibrada. A tensdo nos extremos foi obtida usando o
voltimetro Keithey 182 Sensitive Digital Voltimeter. Na Figura 14, esta representado o esquema

da montagem experimental para a caracterizacao dielétrica.
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Figura 14. Representacdo esquemadtica da montagem experimental utilizada para medidas dielétricas [51].

A analise dos resultados é realizada por meio de ajustes, utilizando a equacao (27) que

descreve a parte imaginaria da permitividade em funcao da frequéncia, para cada temperatura.

3.5. Caracterizacao piroelétrica

Para a medicao piroelétrica, sao considerados trés tipos de equipamentos: um medidor da
corrente elétrica com resolucao suficiente para detetar sinais elétricos pequenos, um medidor de
temperatura com resolucdo suficiente para permitir a determinacdo da taxa de variacao da
temperatura no tempo e um cronémetro que ajude na determinacéo da referida taxa.

Para este projeto, com o objetivo de obter o coeficiente piroelétrico das micro/nanofibras,
sao aplicados ciclos térmicos utilizando um eletrémetro Keithley 617. A montagem experimental
¢ semelhante a das medicoes dielétricas descrita na seccdo anterior, registando a corrente
elétrica (l) e temperatura (T) em determinados intervalos de tempo especificos durante o ciclo
térmico, tanto na fase de aquecimento como na fase de arrefecimento.

O coeficiente piroelétrico é obtido de acordo com a equacao (3) da pagina 11.

3.6. Caracterizacao piezoelétrica

Os tapetes de nanofibras foram depositados diretamente em folhas de aluminio de alta
pureza, que funcionaram como elétrodos para a medicao piezoelétrica.

A tensdo de saida piezoelétrica foi medida por meio de uma resisténcia de 100 MQ
conectada a um filtro passa-baixo (low — pass) de 6 dB, seguido por um pré amplificador de
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baixo ruido (research system SR560). Em seguida, os valores de tensao foram registados por um
osciloscopio de armazenamento digital (Angilent Technologies DS0-X-3212A).

O tapete de micro/nanofibras foi submetido a uma forca mecanica periédica gerada por um
gerador de vibracdes (Frederiksen SF2185) com uma amplitude 500 mVPP aplicada a
membrana e uma frequéncia de 3 Hz fornecida por um gerador de sinais (Hewlett Packard
33°20A).

Com base nos valores de tensdo de saida V obtidos pelo osciloscdpio e sabendo a

resisténcia, R, do aparelho, calcula-se pela lei de Ohm, a corrente piezoelétrica maxima, .

I =—= (43)

A partir do intervalo de tempo, At, e conhecida a corrente piezoelétrica maxima através da

equacao 43, chega-se ao valor da carga, Q, através da equacao 44,

Q = LAt (44)
Desta forma, é possivel determinar o coeficiente piezoelétrico efetivo, defr, tendo em conta o

valor da carga Q e da forca aplicada Fap,

Q
deff = 72— (45)

Fap
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, sera dada énfase a descricao dos materiais utilizados, incluindo dipéptidos,
polimeros e solventes, no contexto deste trabalho. Além disso, sera apresentada a metodologia
adotada para o desenvolvimento do trabalho, abrangendo os processos de preparacdo e os
ensaios laboratoriais. Serdo detalhados os procedimentos experimentais e equipamentos
necessarios para a realizacao dos ensaios. Por fim, sera descrita a técnica de electrospinning

utilizada para obter as micro/nanofibras.

4.1. Materiais utilizados

Tal como foi referido no capitulo 1, neste trabalho foram produzidos bionanomateriais
hibridos compostos por dipéptidos quirais lineares L-fenilalanil-L-leucina (H-Phe-Leu-OH, L-Phe-L-
Leu ou Phe-Leu) e L-fenilalanil-L-isoleucina (H-Phe-lleu-OH, L-Phe-L-lleu ou Phe-lle), que foram
incorporados em polimeros selecionados previamente. Os polimeros escolhidos incluem PLLA
(acido poli-L-atico), PCL (policaprolactona) e PMMA (polimetilmetacrilato), tendo em
consideracdo as suas caracteristicas como biodegradabilidade, biomimeticidade e
biocompatibilidade. Além disso, a baixa toxicidade dos polimeros foi um critério importante na

sua selecado, uma vez que o objetivo para este trabalho visa aplica-los em biossensores.
Dipéptidos (Phe-Leu e Phe-lle)
A Lfenilalanil-L-leucina e a L-fenilalanil-L-isoleucina sdo dois isémeros dipeptidicos formados

respetivamente, a partir de residuos de L-fenilalanina e L-leucina e de residuos de L-fenilalanina e

L-isoleucina, respetivamente.

Estes dipéptidos foram fornecidos pela Bachem e possuem massa molecular média de
278,35 g/mol. A sua formula molecular é C,sH..N.O;, e apresentam 3 grupos dadores por ligacao
de hidrogénio e 2 grupos aceitadores - os grupos C=0 e o N-H da ligacao peptidica, bem como
0S grupos terminais, o grupo amina (NH,) e o grupo acido carboxilico (COOH). A Figura 15
mostra a formula estrutural em 2D dos dipéptidos L-fenilalanil-L-Leucina (Figura 15A) e L-

fenilalanil-L-Isoleucina (Figura 15B).
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Figura 15. Estrutura molecular do dipéptido. A. Phe-Leu e B. Phe-lle.

A protecao do grupo amina dos dipéptidos com o grupo protetor Boc (ferc-butoxicarbonilo) foi
realizada com o objetivo de aumentar a solubilidade dos dipéptidos em solventes organicos
convencionais e permitir sua posterior incorporacdo em solucdes de biopolimeros. O grupo
protetor Boc & quimicamente conhecido como di-terc-butil pirocarbonato, Boc,0, e possui uma

massa molecular de 218,25 g/mol.

O grupo Boc, representado na Figura 16 a verde, protege a amina devido a sua inércia a
hidrogendlise catalitica e resisténcia a hidrolise na maioria das condicdes basicas e reagentes
nucleofilicos, desta forma, qualquer grupo nucleofilico que se aproxime do grupo amina €
impedido pela elevada densidade eletronica do grupo Boc evitando assim a desprotonacao da

amina.

As condicdes de reacdo para a protecdo da amina sdo bastante flexiveis e o processo

alcanca geralmente rendimentos altos.
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Figura 16. Estrutura molecular dos dipéptidos com o grupo Boc. A. Phe — Leu e B. Phe - /le.
Acido poli-L-latico (PLLA)

O PLLA, cuja estrutura molecular (2D) é representada na Figura 17, é produzido a partir da
dimerizacdo do acido poli-L-atico. E um polimero semicristalino com ponto de fus&o em torno de
170 °C e cristalinidade em torno de 70%, situando-se entre os polilaticos que apresentam a
menor taxa de degradacéo. E considerado o material biodegradavel mais promissor, no sé por
apresentar excelente biodegradabilidade e alta resisténcia, mas também por ser totalmente

obtido a partir de recursos renovaveis [52].

- -n
Figura 17. Estrutura molecular do PLLA.
Policaprolactona (PCL)

O PCL é um poliéster alifatico composto por uma sequéncia de unidades de metileno, entre
os quais se formam grupos éster [53]. E um polimero semicristalino com grau de cristalinidade

que pode chegar a 69% e um ponto de fusao de 58 — 60 °C.

As propriedades fisicas, térmicas e mecanicas do PCL dependem do seu peso molecular e

do seu grau de cristalinidade [54]. Possui propriedades interessantes, como a degradabilidade
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controlada, miscibilidade com outros polimeros e biocompatibilidade. A Figura 18, representa a

formula estrutural da policaprolactona [55].

Figura 18. Estrutura molecular do PCL.

Polimetilmetacrilato (PMMA)

O PMMA, é um polimero sintético do mondémero de metacrilato de metila, conforme
estrutura molecular ilustrada na Figura 19. Funde a 130 °C e é considerado um polimero
termoplastico amorfo, devido a presenca do grupo metil adjacente na estrutura do polimero, o
qual inibe o seu acondicionamento cristalino, permitindo que as cadeias girem livriemente em

torno das ligacdes CC.

Tendo em conta a sua biocompatibilidade e facilidade de processamento como um polimero,
o PMMA possui varias aplicacbes em biomedicina, otica, eletrdlitos de baterias, sensores e

nanotecnologia, o que justifica a sua escolha para este trabalho [56].

Hy |
c—0O
— /
(e}
L Jn

Figura 19. Estrutura molecular do PMMA.

Solventes

A solubilidade é a capacidade de um soluto (so6lido, liquido ou gas) de se dissolver em um
solvente (liquido ou gas) e formar uma solucdo homogénea. A solubilidade de uma substancia
depende das propriedades fisicas e quimicas do soluto e do solvente, bem como da

temperatura.

No contexto deste trabalho, foram selecionados solventes especificos com base no principio

"'semelhante-dissolve-semelhante" para compostos organicos. Inicialmente, o 1,4-dioxano foi
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utilizado na preparacdo dos dipéptidos, enquanto o hexafluoro-isopropanol (HFIP) e o metanol
foram utilizados na caracterizacdo otica e morfolégica dos dipéptidos. Em todas as restantes
fases do processo de preparacdo das nanofibras poliméricas, foram usados o cloroformio, o
diclorometano (DCM) e a dimetilformamida (DMF), selecionados de acordo com a solubilidade

tanto dos dipéptidos quanto dos polimeros.

4.2. Funcionalizacao das nanoestruturas peptidicas com o grupo Boc

Os dipétidos H-Phe-Leu-OH e H-Phe-lle-OH, foram funcionalizados pelo método convencional
em solucao, conforme descrito por Jana ef a/[57]. O grupo Boc foi usado para a protecéo do

terminal-N, convertendo o grupo amina em carbamida.

4.2.1. Procedimento de sintese do Boc-Phe-Leu-OH

2 g de H-Phe-Leu-OH, foram dissolvidos em uma mistura de 1,4 dioxano (20 mL), agua
(12 mL) e hidréxido de sodio 1M NaOH (12 mL). A solucao foi agitada (500 rpm) e arrefecida
(até 0 °C) num banho de gelo-agua durante 20 minutos. Apés a homogeneizacao da solucao,
adicionou-se di-fercbutilpirocarbonato (1,72 g, 1.1 eq.) e a agitacéo foi mantida a temperatura
ambiente durante 40 h. Em seguida, a mistura reacional foi coberta com uma camada de
acetato de etilo (50 mL) e acidificada com uma solucao diluida de hidrogenossulfato de potassio,
KHSO,, (6,31 g, 50 mL) a pH 2 - 3 (verificado com vermelho do Congo). A Figura 20A,

representa o esquema deste processo.

A solucao foi mantida sob agitacdo, e a fase aquosa foi rejeitada através de repetidas
lavagens com acetato de etilo. Por fim, o solvente foi evaporado, tendo-se obtido o Boc-Phe-Leu-
OH, sob a forma de um sélido branco (conforme Figura 20B) que foi colocado a secar em estufa,

a 50 °C por mais 24 h.
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Figura 20. Funcionalizacdo/protecdo do dipéptido Phe-Leu. A. Esquema de sintese do dipéptido Boc-Phe-Leu-OH e

B. djpéptido sob a forma de um sdlido branco.

4.2.2. Procedimento de sintese do Boc-Phe-lle-OH

Uma solucao de H-Phe-lleu-OH (0,50 g) em uma mistura de 1,4 dioxano (5 mL), agua
(3 mL) e hidroxido de sodio 1 M NaOH (3 mL) foi agitada (500 rpm) e arrefecida (até O °C) em
um banho de gelo-agua durante 20 minutos. Apés a homogeneizacao da solucado, adicionou-se o
Boc,0, di-fercbutilpirocarbonato (0,43 g, 1.1 eq.) e a agitacdo continuou a temperatura
ambiente durante 40 h. Em seguida, a reacéo foi coberta com uma camada de acetato de etilo
(50 mL) e acidificada com uma solucao diluida de hidrogenossulfato de potassio, KHSQO,,
(6,31 g, 50 mL) a pH 2 - 3 (vermelho do Congo). O esquema deste processo esta representado

na Figura 21.

A solucao continuou sob agitacao, e de seguida por extracao descartou-se a fase aquosa
apos repetidas lavagens com acetato de etilo. Evaporou-se o solvente, acetato de etilo, em

vacuo, tendo-se obtido finalmente o Boc-Phe-lle-OH sob a forma de um sdlido branco.
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Figura 21. Funcionalizacdo/protecdo do dipéptido Phe-lle. (A) Esquema de sintese do dipéptido Boc-Phe-lle-OH.

4.3. Preparacao das solucoes poliméricas com dipéptidos

Para a obtencdo de fibras com as caracteristicas desejadas, ¢ necessario realizar uma
preparacao cuidadosa e precisa das solucdes. Estas solucdes devem ser homogéneas e ter a
viscosidade apropriada para garantir a estabilidade do electrospinning. Durante o processo, se a
viscosidade for muito alta, a solucao pode solidificar na extremidade da agulha da seringa e nao
ser ejetada. Por outro lado, se a viscosidade for muito baixa, pode resultar num fluxo muito
rapido da solucao através da agulha, o que dificulta a formacao de um jato continuo durante o

processo. Isso pode levar a formacao de goticulas em vez de fibras continuas.

Para o efeito, & necessario preparar os polimeros e testar os solventes adequados para cada
polimero nas proporcdes adequadas. A dissolucdo é feita sob agitacdo magnética e controlo da
temperatura. A Figura 22, mostra a placa de agitacdo magnética utilizada na preparacado das
solucdes em frascos de vidro que deverdo manter-se devidamente selados, de forma a evitar a

evaporacao do solvente e consequente alteracéo da concentracdo da solucdo polimérica.

Figura 22. Placa térmica de agitacdo magnética utilizada na preparacdo das solucdes poliméricas com

dipéptidos.
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Em primeiro lugar, comecou-se por testar a dissolucao do PLLA em cloroférmio e DMF.
Numa mistura de 5 mL de cloroférmio/DMF (4:1 v/v), sob forte agitacdo e temperatura
controlada (610 rpm, 35 °C) adicionou-se em pequenas porcdes 0,50 g de PLLA, de forma a
obter uma solucao de concentracao 10% (w/v). Importa referir que o PLLA nao dissolve em
DMF, por esse motivo, procedeu-se a dissolucdo total do polimero em cloroformio a 35 °C, e
posterior adicdo do DMF. Os mesmos solventes e na mesma proporcao (4:1 v/v), foram usados
na preparacao da solucdo polimérica de PCL 10% (0,50 g), tendo-se verificado a dissolucao total
a temperatura ambiente e sob agitacdo de 300 rpm. O PCL foi ainda testado em
tetrahidrofurano (THF) e DMF numa proporcdo de (4:1 v/v) a temperatura ambiente sob
agitacado de 400 rpm.

No caso do PMMA, foram realizados testes em que 0,6 g (12%) e 0,75 g (15%) do polimero
foram dissolvidos em frascos separados contendo 5 mL de uma mistura de DCM/DMF (4:1 v/v)
a temperatura ambiente, com agitacdo de 300 rpm. Em ambas as condicdes, o PMMA
dissolveu-se completamente. No entanto, mesmo apos a dissolucdo do polimero, as solucdes
obtidas nao foram adequadas para a producao de fibras. Em alguns casos, as solucdes ficavam
aglomeradas na extremidade da agulha e ndo chegavam ao coletor, impedindo a formacao do
cone de Taylor. Em outros casos, as fibras produzidas apresentavam beads (goticulas),
provavelmente devido a viscosidade inadequada das solucdes. Além disso, em alguns casos, o

tapete de fibras secava e se transformava em plastico apos 24 horas, como ocorreu com o PCL.

Assim, houve necessidade de mudar os solventes, variar as proporcdes ou apenas variar
alguns parametros durante o processo do efectrospinning. Apds varios testes incluindo a adicao
dos dipéptidos, obtiveram-se fibras adequadas, com diametros em média uniformes, bem
orientadas, consistentes e resistentes, cujas condicdes de preparacao sao apresentadas na

Tabela 2.
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Tabela 2. Condigdes de preparacdo das solugoes poliméricas com djpéptidos.

Amostra | Composicao Relacao peso/volume
1 PLLA + Boc-Phe-Leu | PLLA (0,5 g) + DCM (4 mL) + Boc-Phe-Leu (0,5 g) + DMF (1mL)
2 PCL + Boc-Phe-Leu PCL (0,5 g) + DCM/DMF (5 mL, 4:1) + Boc-Phe-Leu (0,5 g)
3 PMMA + Boc-Phe-Leu | PMMA (0,5 g) + DCM (4 mL) + Boc-Phe-Leu (0,5 g) + DMF (1 mL)
4 PLLA + Boc-Phe-lle PLLA (0,5 g) + DCM/DMF (5 mL, 8:1) + Boc-Phe-lleu (0,5 g)
5 PCL + Boc-Phe-lle PCL (0,5 g) + DCM/DMF (5 mL, 8:1) + Boc-Phe-lleu (0,5 g)
6 PMMA + Boc-Phe-lle | PMMA (0,5 g) + DCM/DMF (5 mL, 8:1) + Boc-Phe-lleu (0,5 g)

Na amostra 1, o PLLA foi dissolvido em DCM e submetido a uma forte agitacdo de 600 rpm
e a uma temperatura de 35 °C. O dipéptido dissolvido em DMF, tal como referido na Tabela 2,
foi adicionado a solucao polimérica, a temperatura ambiente sob uma agitacdo ligeira com 300

rpm. Apds a adicdo, a solucdo continuou sob agitacdo por mais 24 h.

Foram aplicadas as mesmas condicdes da amostra 1 para a amostra 3, com a diferenca de
que nesta, o polimero, PMMA, dissolveu completamente a temperatura ambiente. Para a
amostra 2, a solucdo polimérica em DCM, foi submetida a uma agitacdo de 600 rpm, a
temperatura ambiente durante todo o processo de dissolucéo, tendo sido adicionado o DMF
posteriormente, na proporcéo (4:1 v/v). O dipéptido foi adicionado a solucao gradualmente e

esta foi mantida sob agitacao até se observar a dissolucao completa.

Na preparacdo das amostras 4, 5 e 6, foi utilizado um frasco contendo 5 mL de uma
mistura de DCM/DMF na proporcao de 8:1 (v/v). A solucdo foi agitada a 400 rpm durante o
processo de dissolucao do polimero. Foi aplicada temperatura a solucao de PLLA, de 35 °C, e as
solucdes de PCL e PMMA foram mantidas a temperatura ambiente. Procedeu-se a adicao do
polimero em pequenas quantidades para permitir uma dissolucéo gradual e homogeneizacao da
solucdo. Apos a dissolucdo completa do polimero, o dipéptido foi adicionado em pequenas

porcdes, e a agitacdo continuou por mais 24 h.

E importante referir que todas as amostras resultaram em solucdes homogéneas e

transparentes, com excecao das amostras 3 e 6, que apresentaram solucdes esbranquicadas.
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4.4, Solucao das nanoestruturas peptidicas para caracterizacao otica e

morfolégica

Na caracterizacdo otica e morfologica das nanoestruturas peptidicas, os dipéptidos foram
dissolvidos em HFIP, numa concentracdo de 100 mg/mL para o Boc-Phe-Leu e 12,75 mg/mL
para o Boc-Phe-lle. A fim de realizar analises mais detalhadas, foram efetuadas diluicdes em

metanol para concentracoes de 1, 3, 6 e 10 mg/mL, respetivamente para cada dipéptido.

A caracterizacao otica das solucdes diluidas, absorcao e emissao, encontra-se apresentada

no capitulo 5.

Para os estudos oticos de emissao e excitacao, as solucdes dos dipéptidos foram diluidas
em metanol para concentracbes menores. As concentracdes finais utilizadas foram de
0,0001 mg/mL, 0,0003 mg/mL e 0,0006 mg/mL para cada dipéptido. Essa diluicao foi
necessaria devido a elevada fluorescéncia dos dipéptidos e a sensibilidade do fluorimetro

utilizado nas medicdes.

Para a determinacdo do tamanho hidrodinamico, indice de polidispersividade e potencial
zeta das nanoestruturas peptidicas, recorreu-se a técnica de espalhamento de luz dinamico.
Inicialmente, uma solucdo do dipéptido dissolvido em metanol com concentracdo de 0,0006
mg/mL foi preparada. Em seguida, 100 uL dessa solucéo foi adicionado a 2900 uL de agua
ultrapura. Antes das medicdes, a solucdo foi sonificada a 36 °C por 10 minutos, agitada em
vortex por 2 minutos e filtrada utilizando um filtro de poro com diametro de 45 um. As medicdes
foram realizadas em uma célula de quartzo para o tamanho hidrodindmico e indice de
polidispersividade, e numa univete (célula de vidro) para o potencial zeta e faz-se a medicdo em

angulo de retrodifusdo (backscatter).

Para a caracterizacdo morfolégica, foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de
varrimento (MEV). Para isso, 20 uL de uma solucédo de dipéptido dissolvido em metanol, numa
concentracdo de 3 mg/mL, foi depositada numa lamela de vidro. Apos a evaporacdo completa

do solvente a temperatura ambiente, as amostras foram enviadas ao SEMAT para analise.

4.5. Producao das micro/nanofibras por electrospinning

No presente estudo, a producao das micro/nanofibras com dipéptidos incorporados em

solucdes poliméricas, foi realizada utilizando um aparelho convencional de efectrospinning. A
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Figura 24 ilustra o equipamento utilizado, que foi montado no Laboratério de Preparacéo Il do

Centro de Fisica da Universidade do Minho.

Figura 23. Montagem experimental do electrospinning, usado para a producdo de nanofibras.

O principio de funcionamento do efectrospinning deve sempre ter em conta os varios
parametros listados na Tabela 1 do capitulo 3. Esses parametros desempenham um papel
crucial na qualidade das fibras produzidas. Alguns dos principais parametros incluem a
viscosidade das solucdes, a tensao aplicada a agulha da seringa, a distancia entre a agulha e o
coletor, bem como as condicdes ambientais. A tensao aplicada a agulha da seringa afeta a forca
eletrostatica que atua sobre a solucéo, influenciando a formacao das fibras. A distancia entre a
agulha e o coletor determina a extensdo de estiramento e orientacdo das fibras durante o

processo de ejecao.

Além disso, as condicoes ambientais, como a temperatura e a humidade, também podem
afetar o processo de efectrospinning. O coletor utilizado no processo descrito € um cilindro
rotativo, composto por arames metalicos revestidos com folha de aluminio. Essa configuracdo do
coletor é escolhida para promover a coleta uniforme das fibras e facilitar a posterior manipulacao

e utilizacao das fibras produzidas.

As condicdes usadas para a obtencdo das fibras referidas neste trabalho estdo apresentadas

na Tabela 3. E de referir que os valores apresentados sdo resultado de varios testes e
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combinacdes de parametros. A rotacéo do coletor é gerada por um motor acoplado ao aparelho

de electrospinning e ligado a uma fonte de tensdo DC entre 6,50 a 7,50 V.

Tabela 3. Parametros aplicados durante o processo de electrospinning.

Amostra Didmetro da Tensao Taxa de Distancia entre
agulha Aplicada alimentacao agulha e coletor
(mm) (kV) (mL/h) (cm)

1 0,5 20 0,30 11

2 0,5 20 0,30 11

3 0,5 20 0,30 11

4 0,5 18 0,30 11

5 0,5 20 0,10 11

6 0,5 18 0,20 12

7 0,5 20 0,20 11

A utilizacdo destes parametros experimentais permitiu obter fibras com camadas entre

125 - 233 um de espessura, cujos tapetes encontram-se representados na Figura 24.

Um esquema ilustrando o processo de producéo de nanofibras poliméricas com dipéptidos

incorporados, é apresentado na Figura 25.

Figura 24. tapete de micro/nanofibras poliméricas com dipéptido incorporado produzido por electrospinning.
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Figura 25. Esquema do processo de producdo das nanofibras poliméricas com dipéptidos incorporados.

Durante a producao das fibras ha necessidade de interromper o0 processo sempre que se
verifique alguma anomalia, como aglomeracdo da solucdo na extremidade da agulha ou
gotejamento excessivo da solucao. Nesses casos, € necessario proceder a uma limpeza e, se
possivel, ajustar um ou mais parametros do processo. No inicio de cada producdo, uma lamela
de plastico é colocada sobre a superficie de aluminio do coletor, permitindo a recolha e
monitorizacdo da qualidade das fibras por observacdo num microscopio otico simples. Quando
as fibras apresentam boa orientacdo, uniformidade de didmetros e auséncia de beads, uma
lamela de silicio é colocada sobre a superficie de aluminio do coletor. Essa lamela permite
recolher uma amostra de fibras que posteriormente é enviada ao SEMAT para a caracterizacéo
morfoldgica (MEV). O tapete de fibras depositado sobre a superficie de aluminio foi utilizado para
realizar medicdes dielétricas, piroelétricas, piezoelétricas e para caracterizacdo otica das fibras

por refletancia difusa.
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5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo sao apresentados os resultados dos dados experimentais obtidos através das
varias técnicas de caracterizacdo descritas no capitulo 3, a partir da pagina 20. Durante a
apresentacao dos resultados, também é realizada a discussao desses dados, com o objetivo de

interpretar e compreender os resultados obtidos.

5.1. Caracterizacao otica
> Espetros de absorcao e fotoluminescéncia
Tal como referido no capitulo anterior, os dipéptidos foram dissolvidos em metanol para
caracterizacao otica. As medicdes de absorcao para a amostra Boc-Phe-Leu, representadas na
Figura 26, mostram bandas na regiao espetral 240 — 280 nm. Os espetros correspondentes

apresentam picos, em ordem crescente de comprimentos de onda, localizados em 247,5 nm

(5,01 eV), 252,5 nm (4,91 eV), 258 nm (4,80 eV), 263 nm (4,71 eV) e 267 nm (4,64 eV).

1
1 mg/mL
25250m  258nm 3 mg/mL
) ¥ 6 mg/mL
10 mg/mL.
1

263,5nm

Absorgao normalizada

T T T T T
240 250 260 270 280
Comprimento de onda (nm)

Figura 26.Espetros de absorcdo UV-Vis normalizados do dipéptido Boc-Phe-Leu em metanol, para diferentes

concentragoes de solugao.

A presenca dos picos nos espectros de absorcdo (normalizados segundo o espectro de
maior concentracdo), como mencionado anteriormente, sugere a formacdo de nanoesferas auto-
organizadas com um efeito de confinamento quéantico [7]. Como é esperado, com 0 aumento da

concentracao regista-se um aumento na intensidade de absorcao.
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0O método de Tauc, representado na Figura 27, foi aplicado ao espetro de maior
concentracago (10 mg/mL). Os resultados mostraram um hiato de banda de

Eg = 4,498 + 0,004 eV para a amostra Boc-Phe-Leu.

—— Boc-Phe-Leu

1,0

8
—Tauc
— Ajuste linear|

0,8

0,6+

E,= 4438 = 0.004 eV
0,4 1

Absorgao normalizada

44 45 48 47 48
Energia (eV)

0,2

00 i T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340

Comprimento de onda (nm)

Figura 27. Espetro de absorcdo UV-Vis normalizado do dipéptido Boc-Phe-Leu (10 mg/mlL), com o gréfico de

Tauc representado.

Aplicou-se 0 mesmo procedimento para a amostra Boc-Phe-lle, com o espetro de absorcao
representado na Figura 28, cujos resultados sdo similares aos obtidos para o Boc-Phe-Leu, pelo

fato de as duas moléculas serem isoméricas.

1 mg/mL

258nm — 3 mg/mL
253nm 6 mg/mL

=10 mg/mL

Absorcéo normalizada

T T T T T T
250 260 270 280
Comprimento de onda (nm)

Figura 28. Espetros de absorcdo UV-Vis normalizados do dipéptido Boc-Phe-lle em metanol, para diferentes

concentragoes de solugao.
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Para diferentes concentracdes com o dipéptido dissolvido em metanol, a intensidade dos
picos de absorcao aumenta com o aumento da concentracdo, sendo 0s picos mais
proeminentes observados em concentracdes mais altas. O espetro de absorcéao apresenta cinco
picos, caracteristicos de um confinamento quéantico. Os comprimentos de onda sdo 247 nm
(5,02 €V), 253 nm (4,91 €V), 258 nm (4,80 €V), 264 nm (4,70 eV) e 267 nm (4,64 V), com
uma distancia média entre os picos de 4 nm.

Ao aplicar o método de Tauc (Figura 29) ao mesmo espetro de absorcdo para uma

concentracdo maxima de 10 mg/mL, obteve-se um hiato de banda igual a 4,510 + 0,007 eV.

Boc-Phe-lle
1,04

8
—Tauc
——Ajuste linear|

o
o
|

Absorgéo normalizada
o o
- [¢2]
1 1

Eqg=4.5100+0.0085eV

0,2
Energia (eV)

0,0 T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)

Figura 29. Espetro de absorcdo UV-Vis normalizado do dipéptido Boc-Phe-lle (10 mg/mlL), com o gréfico de

Tauc representado.

A Figura 30 representa o espetro de emissdo a temperatura ambiente, com excitacdo a
275 nm para as nanoesferas do Boc-Phe-Leu em metanol. Devido a alta fotoluminescéncia da
amostra e a sensibilidade do instrumento de medicao (fluorimetro), as fendas foram fixadas em
3,5 nm e a concentracéo foi reduzida em comparacdo com os espectros de absorcado. Para a
maior concentracao utilizada, foram observados trés picos no espectro de emissao, localizados
em 313 nm, 326 nm e 342 nm. Esses picos podem estar associados a uma maior agregacao e
tamanho das nanoesferas, aumentando o efeito de confinamento quantico e,

consequentemente, a intensidade da fotoluminescéncia.
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Figura 30. Espetros de emissdo de luminescéncia normalizados da auto-organizacdo do dipéptido Boc-Phe-Leu

em meltanol, para diferentes concentracoes.

Para a compreensao do espetro de emissao das nanoesferas do Boc-Phe-Leu, foi medido o
espetro de excitacao da fotoluminescéncia, fixando o c.d.o. de emissdao em 326 nm, como

ilustrado na Figura 31.

Na Figura 31, é possivel observar que o espectro de excitacdo apresenta uma banda na
mesma faixa espectral do espetro de absorcdo, com intensidade maxima entre os 250 nm e os
290 nm, aproximadamente. Isso indica que a luz emitida no espectro de emissdo, com
intensidade maxima entre 313 nm e 326 nm, tem origem em transicdes eletrdnicas
correspondentes as bandas de absorcao. Essas transicdes ocorrem nas gamas de comprimento

de onda onde ocorre o confinamento quantico das nanoesferas.

104 280nm 313nm 326nm 10
3
®
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@ 0,5 -] 0,5
o e
8 »
‘o .0
x IS
w |
0,0 T T T T T T 0,0
250 300 350 400
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Figura 31. Espetros de excitacdo e emisséo do dipéptido Boc-Phe-Leu em metanol.
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Na Figura 32, encontra-se representado o espetro de emissao do Boc-Phe-lle, com os picos
maximos localizados aproximadamente em 310 e 324 nm. Do espetro, é possivel observar, tal
como para o espetro de emissao do Boc-Phe-Leu, que a intensidade das bandas de emissao
aumenta com a concentracao. Isso indica que, com o aumento da concentracdo, haja uma
maior interacdo entre as nanoesferas, aumentando o efeito de confinamento quéntico e,
consequentemente, a intensidade da fotoluminescéncia, visto que para a maior concentracao, a

intensidade nao aumenta de maneira proporcional.

—0,0001 mg/mL
—0,0003 mg/mL
Sz4nm —— 0,0006mg/mL

310nm

Emissao normalizada

T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440
Comprimento de onda (nm)

Figura 32. Espetros de emisséo de luminescéncia normalizados da auto-organizacao do dijpéptido Boc-Phe-lle

em metanol, para diferentes concentracoes.

Os espetros de excitacdo e emissdo encontram-se representados na Figura 33 para o
dipéptido Boc-Phe-lle. O espectro de excitacdo apresenta uma banda numa faixa de
comprimentos de onda semelhante ao espectro de absorcao, atingindo a intensidade maxima
entre os 270 nm e 290 nm, aproximadamente. Demonstrando que a luz emitida no espectro de
emissao, apresentando intensidade maxima entre 310 nm e 360 nm, tem origem nas transicoes

eletronicas correspondentes as bandas de absorcao.

50



279nm 310nm

Excitagdo normalizada
Emissao normalizada

T T T I T T T T T T
240 280 320 360 400 440
Comprimento de onda (nm)

Figura 33. Espetros de excitacdo e emisséao do dipéptido Boc-Phe-lle em metanol.

Para as matrizes de micro/nanofibras, foi medido o espetro de emissao das nanofibras de
PMMA dopadas com o dipéptido Boc-Phe-lle. Foram feitas pelo menos cinco medicdes para
observar o comportamento do espetro a medida que as fibras dissolviam em diclorometano
(DCM).

Foram feitas medidas em intervalos de 5 min, entre uma medicao e outra, tendo-se obtido
os espetros da Figura 34. Do grafico, podemos deduzir que as primeiras duas medicdes foram
obtidas quando as fibras ainda estavam no principio de dissolucao, o que explica a diferenca na
intensidade dos picos. A partir da 3% e 4° medicbes, ja € possivel observar um aumento na
intensidade de emissdo, indicando uma maior disponibilidade e exposicdo das nanoesferas a
radiacdo. Na 5% medicdo, correspondente ao maximo de emissdo a 331 nm, as fibras estavam

completamente dissolvidas.
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Figura 34. Espetro de emissdo das nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA dissolvidas em DCM.

A comparacdo dos espetros de emissdo entre as nanoesferas dipeptidicas Boc-Phe-lle em
metanol e as nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA em DCM, apresentada na Figura 35, confirma a
presenca das nanoesferas no interior das fibras, uma vez que apresentam emissdo na mesma
faixa de comprimento de onda. Quando as fibras sado excitadas, observa-se uma
fotoluminescéncia azul e um desvio de 21 nm para o vermelho do espetro (deslocamento

batocrémico).

Boc-Phe-lle
Boc-Phe-lle@PMMA

104 310nm 331 nm

Emissao normalizada
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»
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360 400 440
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Figura 35. Espetros de emissdo das nanoesferas Boc-Phe-lle em metanol e nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA em

solucéo dissolvidas em DCM.
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Do grafico, pode-se concluir que o deslocamento batocrémico no espetro das fibras, € devido
ao aumento de tamanho das nanoesferas incorporadas em fibras. O aumento de tamanho das
nanoesferas pode levar a uma mudanca nas propriedades eletronicas, resultando em um desvio
para o vermelho no espectro de emissdo. O efeito solvente também pode contribuir para o
desvio para o vermelho. O metanol & mais eletronegativo do que o DCM, o que significa que o
ambiente molecular ao redor das nanoesferas pode ter uma polaridade diferente. Essa diferenca
de polaridade pode afetar as energias dos estados eletrénicos e, consequentemente, causar um
deslocamento no espectro de emissdo. O efeito de Stokes também pode influenciar o desvio
para o vermelho no espectro. O efeito de Stokes estd relacionado a dissipacdo de energia
térmica durante o processo de emissao de luz, resultando num alargamento das bandas
espetrais. O arranjo das fibras e a interacdo entre as nanoesferas e a matriz polimérica podem

contribuir para esse alargamento das bandas espetrais [7].

> Espetros de refletancia difusa UV-Vis

Na Figura 36, sdao apresentados os espectros de refletancia do dipéptido Boc-Phe-Leu (Fig.
36a) e do dipéptido Boc-Phe-Leu incorporado em fibras poliméricas (Fig. 36b, 36¢, 36d). A
energia do hiato de banda (Eg) foi determinada através da funcao de Kubelka-Munk, descrita na
equacao (39).

O resultado deste estudo indica uma energia de Eg = (4,40 + 0,01) eV para Boc-Phe-Leu,
valor relativamente menor em comparacdo com o obtido no espetro de absorcéo utilizando o
método de Tauc. Essa diferenca pode estar relacionada com a forma de preparacao da amostra,
uma vez que, para a medicao da refletancia, a amostra foi preparada na forma de pé seco. Essa
forma de preparacao pode resultar em diferencas na organizacdo molecular em comparacao
com a amostra utilizada para o espectro de absorcao, que foi dissolvida em um solvente. Essas
técnicas podem ter sensibilidades diferentes para a detecdo de absorcao e refletancia, o que

pode resultar em pequenas variacdes nos valores de energia do hiato de banda.

Quando o dipéptido é incorporado em fibras poliméricas, observa-se um aumento na energia
do hiato de banda, com valores de (4,518 + 0,002) eV e (4,526 + 0,002) eV para fibras PLLA e
PCL, respetivamente. Relativamente ao Boc-Phe-Leu@PMMA (Figura 36d), a energia do hiato de

banda foi de (4,40 + 0,01) eV, o mesmo valor obtido para o dipéptido isolado.

53



100

TN AN i ]
(a) 100 4 b
[ ! Kubelka-Munk piot
Kubelka-Munk Piof —— Linear Fit
80 Linear Fit 80 J
§ g._, 0.75 % 60 z
z I3
§ oo g, 5
L= £
2 B o
" /B, = 4,518 10,002 oV|
E, = 4,40 + 0,01 eV
40 ? ’ “4 4 45 46 a7 48
45 46 a7 a8 20 Energia (eV)
Energia (eV) ——PLLA
Boc-Phe-Leu Boc-Phe-Leu@PLLA|
20 T T T 0 T T
200 300 400 500 600 200 300 400 500
Comprimento de onda (nm) 00 Comprimento de onda (nm)
1 - P ——
71 @ [ et (d) i
1.0 A - )
1 o= sinbond a2l e Kubelka-Munk plot
If {=— Linear Fit
80 - ) 4 154
g 60 4 'E 54 E;=4,526 +0,002 eV 104
£ 3
‘% [
ﬁ 05
E 40 _|l / E, = 4,40+ 0,01 eV
e/
Y} o " e o T s
20 Energia (eV) Energia (V)
PCL — PMMA
Boc-Phe-Leu@PCL o Boc-Phe-Leu@PMMA
Q T T
200 300 400 500 200 300 400 500

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 36. Espetros de refletincia do (a) djpéptido Boc-Phe-Leu, e (B) micro/nanofibras Boc-Phe-Leu@PLLA, (c)
micro/nanofibras Boc-Phe-Leu@PCL e (d) micro/nanofibras Boc-Phe-Leu@PMMA. O grafico inserido mostra a

energia do hiato de banda determinada a partir da funcdo Kubelka-Munk com o ajuste linear a vermelho.

O estudo de refletancia com o dipéptido Boc-Phe-lle incorporado em nanofibras poliméricas,
encontra-se representado na Figura 37. O grafico da funcdo de Kubelka-Munk é apresentado e
determinada a energia do hiato de banda para o Boc-Phe-lle@PLLA com Eg = (4,51+ 0,01) eV, 0
Boc-Phe-lle@PCL com Eg = 4509 + 0,004 eV e o Boc-Phelle@PMMA com
Eg= 4,430 + 0,006 ev.
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Figura 37. Espetros de refletancia das micro/nanofibras (a) Boc-Phe-lle@PLLA, (b) Boc-Phe-lle@PCL e (c)
Boc-Phe-lle@PMMA. O grafico inserido mostra a energia do hiato de banda determinada a partir da funcdo

Kubelka-Munk com o gjuste linear a vermeiho.

» Microscopia Confocal

Com o objetivo de visualizar a fluorescéncia dos dipéptidos Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle,
recorreu-se a esta técnica. As imagens apresentadas, mostram a fluorescéncia das nanoesferas
na Figura 38(a), evidenciando a alta fluorescéncia do Boc-Phe-Leu. Para o Boc-Phe-lle, na
imagem da Figura 38(b), as nanoesferas em solucédo formaram aglomerados apds a secagem, o

que impediu sua distribuicdo adequada no local onde a solucao foi aplicada.

(a) (b)

Figura 38. Imagens de microscopia confocal (a) Boc-Phe-Leu e (B) Boc-Phe-lle.
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5.2. Estudo da morfologia das amostras

Nesta seccdo sao apresentados e discutidos os resultados obtidos pelas técnicas de
espalhamento de luz dindmico (DLS) e microscopia eletrénica de varrimento, tanto em solucao
quanto em fibras. A MEV permitiu obter informacdes sobre a distribuicdo dos diametros médios
e a forma das nanoestruturas. Através da técnica de DLS, foi possivel observar a distribuicao dos
tamanhos hidrodindmicos das nanoestruturas do Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle, além de obter

dados como a transmitancia, indice de polidispersividade e o potencial zeta.
» Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Esta técnica foi utilizada para uma melhor compreensdo do processo de auto-organizacao
dos dipéptidos Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle e para comparar com os resultados obtidos a partir da

microscopia eletronica de varrimento (MEV).

A DLS fornece apenas o tamanho hidrodinamica, ou seja, o tamanho das particulas em
movimento. As medidas de distribuicdo por tamanhos indicaram que os dipéptidos se auto-
organizam em estruturas supramoleculares com tamanhos hidrodinamicos de 306 e 1260 nm,

respetivamente, para o Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle, tal como mostrado na Figura 39 (a, b).

(a) 306 nm (b) 1260 nm

180 nm

Distribuigcdo de tamanho (%)
Distribuigéo de tamanho (%)

31 nm

N T TR ! orerE T
10 100 1000 10 100 1000
Diametro (nm) Di&gmetro (nm)

Figura 39. Distribuicdo de tamanho dos dipéptidos, (a) Boc-Phe-Leu e (b) Boc-Phe-lle, em metanol-dgua.

Os resultados obtidos para as nanoestruturas do Boc-Phe-lle, sao consistentes com os
observados na microscopia eletronica de varrimento (MEV) na Figura 39 (d, e), onde séo
visualizadas as nanoesferas formadas pelos dipéptidos. Os didametros obtidos por MEV para o
Boc-Phe-lle sdo de 1713 nm, o que esta em concordancia com os tamanhos hidrodinamicos de
1260 nm obtidos pela técnica de DLS.
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No entanto, para o Boc-Phe-Leu, os valores de diametro obtidos por MEV (1404 nm) nao sao
semelhantes aos tamanhos hidrodinamicos de 306 nm obtidos por DLS. Essa discrepancia pode
ser explicada por duas razbes. Primeiro, a solucao utilizada para a analise de MEV foi muito mais
concentrada em comparacao com a solucao utilizada para as medidas de DLS, o que pode levar
a um maior crescimento das nanoestruturas e, consequentemente, a didmetros maiores. Além
disso, o longo tempo decorrido entre a preparacao da amostra e a medicdo no MEV pode ter
levado a um crescimento (aglomeracdo) adicional das nanoestruturas, resultando em dimensoes

maiores observadas na MEV em comparacao com os tamanhos hidrodinamicos obtidos por DLS.

Na Tabela 4, estdo resumidos os dados obtidos por DLS, para os dipéptidos Boc-Phe-Leu e

Boc-Phe-lle.

Tabela 4. Caracterizacdo morfologica do tamanho dos djpéptidos por DLS.

Dipéptido Tamanho Transmitancia indice de Potencia

Hidrodinamico (nm) (%) polidispersividade (%) | Zeta ¢ (mV)
Boc-Phe-Leu 401 86,48 21,87 -16,20 + 0,91
Boc-Phe-lLe 1412 86,01 0,29 24,62 + 0,52

Os dados apresentados na Tabela 4, comprovam a polaridade das moléculas, mas revelam
uma certa instabilidade para o Boc-Phe-Leu, cujo potencial zeta é de (- 16,20 + 0,91) mv. Por
outro lado, o valor de (- 24,62 + 0,52) mV, para o potencial zeta do Boc-Phe-lle indica que as
moléculas sdo estaveis em meio aquoso. Além disso, os valores de transmitancia (86,01 %) e
indice de polidispersividade (0,29 %), sugerem que as nanoesferas podem ter aplicacdes em
biomedicina, concretamente para o transporte controlado de farmacos, ou drug delivery, bem
como para a producao de biomarcadores. No entanto, é importante ressaltar que os resultados

ainda requerem de alguns ajustes nos parametros.

» Microscopia eletrénica de varrimento

A Figura 40 mostra as imagens de microscopia eletrénica de varrimento (MEV) das
nanoesferas dos dipéptidos Boc-Phe-Leu (a, b) e Boc-Phe-le (d, e), juntamente com os
histogramas (c, f) correspondentes dos tamanhos dos didmetros. Observa-se que as
distribuicbes dos diametros seguem uma distribuicdo log-normal, com valores médios de

(1,40 £ 0,17) ume (1,71 + 0,39) um, respetivamente, para o Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle.
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De notar que as nanoesferas observadas por MEV sdo ocas, com superficies distribuidas por
camadas lisas e tendem a agregar-se em supraestruturas moleculares. Além disso, uma
caracteristica notavel dessas nanoesferas ¢ a sua saturacao, Figuras 40(a) e 40(b), explicada
pela elevada concentracdo da solucdo. E importante mencionar que o uso de metanol induz um

rapido crescimento das nanoesferas.

N total Média (um) S0 Minimo (m)  Maximo (m)
n 14043 01742 0,884 1745
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243 1,7128  0,3901 0,805 2,729

f [ 1Boc-Phe-lle

\

1',0 1"5 20 zfs 30
Diametro (um)

Figura 40. Imagens de MEV das nanoesferas dipeptidicas para solu¢des do Boc-Phe-Leu (a,b) e Boc-Phe-lle (d,e),

com ampliacdes de 15 000x e 50 000x. A curva azul indica a distribuicdo log-normal.

Na Figura 41, sao apresentadas as micrografias obtidas por MEV das fibras com o dipéptido
Boc-Phe-Leu incorporado, juntamente com os histogramas que representam os didmetros
médios e maximos medidos, bem como o desvio padrao (SD) das microestruturas.

Observa-se que o Boc-Phe-Leu@PLLA (nas Figuras 41la - c) apresenta uma distribuicao
uniforme das imagens, com um diametro médio de (0,98 + 0,25) um. Por outro lado, o Boc-
Phe-Leu@PMMA (Figuras g — i) exibe diametros muito maiores, da ordem de (1,61 + 0,45) pum,
e uma superficie porosa.

No entanto, devido a excelente processabilidade e flexibilidade das cadeias do PCL [58],

observa-se que as nanofibras de Boc-Phe-Leu@PCL apresentam um diametro menor, com um
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confinamento eficaz do dipéptido. O diametro médio das nanofibras é de (0,56 + 0,24) um

(d-1).
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Figura 41. Imagens MEV com ampliacdes de 1 000x, 5 000x, 10 000x e 50 000x, e as suas respetivas
distribuicdes para histogramas PLLA (a,b,c) PCL (d,e,f) e PMMA (g,h,i) com o Dipéptido Boc-Phe-Leu
incorporado. A curva log-normal, em azul, indica a distribuicdo do tamanho médio, minimo, maximo e desvio padrdo

aas micro/nanofibras.

Relativamente as fibras produzidas com Boc-Phe-lle, as imagens MEV e seus histogramas

sao apresentados na Figura 42.

Para o Boc-Phe-lle@PLLA, foram realizadas 62 medicdes, obtendo-se um didametro médio de
(0,87 + 0,24 um, com um valor méaximo de 1,51 um, como mostrado na Figura 42(c). As fibras
estdo bem orientadas e definidas, apresentando alguma porosidade na sua superficie (Figuras
42b, 42c).

Na recolha de 76 medicdes das nanofibras de Boc-Phe-lle@PCL, obteve-se um diametro
médio de (0,44 + 0,14) um, com um valor maximo de 0,83 um. Estas fibras ndo estdo tao
orientadas e alinhadas quanto as de Boc-Phe-lle@PLLA e apresentam alguma conglomeracéo ou
agregados ao longo das suas superficies, provavelmente relacionada a tensao de superficie na

formacao do cone de Taylor durante o processo de electrospinning.
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Para a amostra Boc-Phe-lle@PMMA, foram realizadas 42 medicdes. O histograma, da Figura
42(i), das imagens obtidas por MEV, mostradas nas Figuras 42(g) e 42(h), apresentam um
diametro médio de (1,85 + 0,60) um, com um valor maximo de 3,07 um. Ao longo de toda a
extensao destas fibras, € possivel verificar a presenca de porosidade. A formacao de poros nas
fibras depende de varios fatores, como o processo de fabricacao, as propriedades do polimero,

as condicoes de processamento, entre outros.

Niotal Média(um)  SD  Minimo (um)  maximo (um) Ntotal Média(um)  SD Minimo (m)  Maximo (um)

Ntotal  Média (m) sD Minimo (4m)  Maximo (um)
62 0,8683  0,2395 0418 1,508 | 76 04429  0,1436 0,158 0,834
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Figura 42. Imagens MEV com ampliacdes de 5 000x, 10 000x e 50 000x, e as suas respetivas distribuicoes de para
histogramas PLLA (a,b,c) PCL (d,e,f) e PMMA (g,h,i) com o Dijpéptido Boc-Phe-lle incorporado. A curva log-
normal, em azul, indica a distribuicdo do tamanho médio, minimo, maximo e desvio padrdo das micro/nanofibras.

Os resultados obtidos nas analises das micro/nanofibras obtidas por MEV indicam que as
amostras nao apresentaram a formacdo de beads, o que é um indicativo de uma boa
uniformidade e estabilidade das fibras. Além disso, as fibras estdo bem orientadas e alinhadas
na maioria das amostras, com excecao das produzidas com PCL. Esses resultados, combinados

com os dados obtidos por refletancia difusa UV-Vis, sugerem que os dipéptidos foram
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incorporados com sucesso nas solucdes poliméricas e que a técnica de electrospinning foi eficaz

na producao das fibras incorporando os dipéptidos.

5.3. Estudo das propriedades dielétricas

Foram estudadas as propriedades dielétricas de seis amostras: Boc-Phe-Leu@PLLA, Boc-
Phe-Leu@PCL, Boc-Phe-Leu@PMMA, Boc-Phe-lle@PLLA, Boc-Phe-lle@PCL e Boc-Phe-lle@PMMA,
em funcao da temperatura e da frequéncia.

Foi medida a capacidade e a tan(d) de cada amostra desde a temperatura ambiente até 60,
80 ou 100 °C, respetivamente para PCL, PMMA e PLLA, de acordo ao ponto de fusdo de cada
polimero, e posteriormente destas temperaturas até a temperatura ambiente. Foram registadas
as frequéncias de 100 Hz a 1 MHz.

A partir das medidas da capacidade e tan(d) foi possivel determinar as constantes
dielétricas, real e imaginaria, em funcdo da temperatura e frequéncia, para cada amostra, de
acordo as equacdes (41) e (42) do capitulo 3 (pagina 32).

» Nanofibras Boc-Phe-Leu@PLLA
A Figura 43 mostra a permitividade real, em funcdo da temperatura, para frequéncias desde

158 Hz até 1 MHz.
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Figura 43. Parte real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PLLA em funcdo da temperatura.

Como se pode observar, a permitividade diminui com o aumento da frequéncia. A
frequéncias mais altas a permitividade real varia pouco com a temperatura. Entretanto, ha um

aumento da permitividade a partir dos 60 °C para frequéncias até aproximadamente 25 kHz, o
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que é justificavel, pois a medida que a temperatura aumenta a disponibilidade local de energia
térmica é maior e consequentemente, € mais facil o deslocamento das cargas na direcao do
campo elétrico externo aplicado. O efeito € maior a baixas frequéncias, pois € nessa regiao que a
contribuicdo da polarizacao de Maxwell — Wagner, que depende da condutividade e é

particularmente sensivel a temperatura, ¢ maior [33,59].

A dependéncia da parte imaginaria da permitividade com a temperatura representada na
Figura 44, mostra um aumento da permitividade a partir dos 60 °C, particularmente a baixas

frequéncias, pelas mesmas razoes anteriores.
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Figura 44. Parte imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PLLA em funcdo da temperatura.

A Figura 45, mostra a tan(d) em funcdo da temperatura para diferentes frequéncias. Verifica-
se que quando a temperatura aumenta, a tan(0) também aumenta devido ao aumento da

condutividade com a temperatura.
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Figura 45. Tan(o) em fungéo da temperatura para a amostra Boc-Phe-Leu@PLLA.
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A Figura 46 mostra a tan(d) em funcdo da frequéncia para diferentes temperaturas. Do
grafico é possivel observar a presenca de uma relaxacdo cuja posicdo do maximo varia com a
temperatura. Para baixas temperaturas o maximo encontra-se fora da regido de medida. A
medida que a temperatura aumenta a relaxacédo desloca-se para frequéncias mais baixas, com a
diminuicdo da posicdo do maximo até cerca de 100 kHz, para T = 100 °C. Com o aumento da
temperatura, existe mais energia térmica para promover o deslocamento alternado das cargas
induzido pelo campo elétrico aplicado AC, de tal modo que a relaxacdo dos dipolos no material

ocorre a frequéncias mais baixas.
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Figura 46. Representacao grafica da dependéncia da tan(d) em funcdo da frequéncia para a amostra Boc-Phe-

Leu@PLLA.

Na Figura 47, encontra-se apresentado a componente real da permitividade em funcao da
frequéncia, para temperaturas entre 50 e os 100 °C. De novo, observa-se uma relaxacao no
comportamento da oscilacdo dos dipolos. A baixas frequéncias a permitividade real aumenta
bastante. Este comportamento tem origem na polarizacao interfacial de Maxwell-Wagner [33,59].
Quando existem interfaces no material, a aplicacao do campo elétrico tende a separar as cargas
de um e do outro lado delas, originando polarizacbes que podem ser significativas. Ou seja, a
aplicacdo de um campo elétrico induz uma polarizacao significativa, o que corresponde a uma
permitividade alta. Aqui, o aparecimento da polarizacdo de Maxwell-Wagner esta associado a
existéncia de interfaces no material devido as inclusdes dos dipéptidos dentro das fibras,
confirmando a sua incorporacdo dentro delas. A medida que a frequéncia do campo aplicado

aumenta, no entanto, as cargas tém mais dificuldade de se deslocar em resposta a ele,
63



originando uma diminuicao da permitividade com o aumento da frequéncia, como observado nas

fibras.

——50°C
—55°C
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Figura 47. Componente real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PLLA em fungdo da frequéncia.

Foi feita também a medida da permitividade dielétrica imaginaria em funcédo da frequéncia
para diferentes temperaturas, tendo sido separada em duas figuras, tal como mostram as

Figuras 48 e 49.
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Figura 48. Componente imagindria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PLLA em funcdo da

frequéncia até aos 45 °C, e respetivos ajustes efetuados com o modelo de HN.
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Figura 49. Componente imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PLLA em fungdo da

frequéncia acima dos 50 °C, e respetivos ajustes efetuados com o modelo de HN.

Como se pode observar nos dois graficos ha um deslocamento dos picos em funcdo da
temperatura, o mesmo observado na Figura 46. A partir dos 55 °C é possivel notar a presenca
de maximos provenientes de uma relaxacao dielétrica e ainda uma possivel segunda relaxacao a
altas frequéncias, na Figura 49.

Observa-se ainda na Figura 49 uma componente condutiva da permitividade elétrica
imaginaria, com aumento significativo da permitividade imaginaria a baixas frequéncias, que
justifica o acréscimo do termo condutivo na equacao (26).

O comportamento dos graficos das Figuras 48 e 49 levou a que fossem feitos ajustes com a
funcdo de Havriliak-Negami para a componente imaginaria da permitividade elétrica, tendo

também em conta o termo condutivo.

Os resultados dos ajustes (parametros) obtidos na funcdo de Havriliak-Negami para

componente imaginaria da permitividade, encontram-se listados na Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros do modelo de Havriliak-Negami para a primeira relaxacdo da amostra Boc-Phe-Leu@PLLA.

Parametros
Temperatura (°C)
p Y T Ag
30 0,90616 0,8118 1,10E-08 5,73988
35 1 0,52957 8,24E-08 2,80062
40 0,94652 0,5619 8,10E-07 2,00382
45 1 0,34029 1,30E-07 2,15139
50 0,93776 0,44134 2,25E-06 2,23934
55 0,96271 0,46967 2,62E-06 1,90829
60 0,94902 0,44353 2,35E-06 2,16344
65 0,96926 0,47992 2,51E-06 1,86085
70 1 0,08191 6,30E-07 7,40319
75 0,93975 0,5809 1,88E-06 1,62937
80 0,96036 0,56141 1,95E-06 1,79612
85 0,95661 0,52826 2,71E-06 1,89437
90 0,91156 0,42174 2,77E-06 2,91081
95 0,94522 0,39916 2,89E-06 2,80189

Da tabela 5, € possivel observar os valores de 3 muito proximos de 1 ou iguais a 1 sendo os
valores de y muito mais reduzidos, a excecao do valor a 30 °C, o que mostra uma assimetria na
distribuicao dos tempos de relaxacao dielétrica e uma largura reduzida.

Procedeu-se a um ajuste na equacao de Havriliak-Negami para cada temperatura na
componente imaginaria da permitividade (Figura 49), sendo que conjugado com o grafico da
componente real da permitividade (Figura 47), obtiveram-se semicirculos caracteristicos de uma

relaxacao dielétrica, cujas curvas estdo apresentadas na Figura 50.
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Figura 50. Representacdo do gréfico de Nyquist para a parte imagindria em funcdo da parte real, da permitividade

complexa entre 55 °C e 95 °C, com o ajuste da equacdo de Havriliak-Negami para a amostra Boc-Phe-Leu@PLLA.

De forma a estudar a energia de ativacdo do Boc-Phe-Leu@PLLA, importa analisar as
contribuicdes da condutividade e da variacao dos tempos de relaxacdo com a temperatura.
Assim, através dos ajustes da funcao de HN apresentados na Figura 49, foi possivel obter dados
sobre a contribuicdo da condutividade do material e dos tempos de relaxacdo e recorrendo a
equacao (30) e (31) da paginal9, calculou-se a energia de ativacao de conducdo em DC e das

relaxacoes.

A Figura 51, apresenta o In(c.T) em funcdo do inverso da temperatura (1/T) e o respetivo

ajuste linear para a amostra Boc-Phe-Leu@PLLA.

O grafico mostra dois regimes diferentes, um para temperaturas abaixo 328 K, e outro para

temperaturas acima de 323 K.
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Figura 51. Representacéo grafica do In (o.T) em funcdo do inverso da temperatura com ajuste linear em duas

regides diferentes, para temperaturas abaixo de 318 K (ajuste azul) e para temperaturas acima de 323 K (ajuste

Para cada regime, dependente da temperatura, a energia de ativacao foi calculada, tendo se
obtido Ea = 1,12 eV para a regido de altas temperaturas (acima de 323 K) e Ea = 0, 32 eV, para
a regiao de baixas temperaturas (abaixo de 318 K). Este resultado mostra que a temperaturas
altas a conducao é sobretudo ionica, devido a mobilidade do ido hidrogénio ao longo da

molécula, enquanto que a baixas temperaturas a conducao é sobretudo eletrdnica, mediada

através de polardes livres ou ligados [60].

Com os dados da Tabela 5 determinou-se a energia de ativacdo pelos ajustes lineares de

In(t) em funcédo do inverso da temperatura (1/T) de acordo a equagéo 30. Os respetivos ajustes

apresentam-se na Figura 52.

vermelho).
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Figura 52. Logaritmo dos tempos de relaxacdo em funcdo do inverso da temperatura com ajuste linear em duas
regides diferentes, para temperaturas abaixo de 318 K (ajuste azul) e para temperaturas acima de 323 K (ajuste

vermelho).

Quanto ao comportamento dos tempos de relaxacao, mostrado na Figura 52, o grafico
mostra, de novo, dois regimes diferentes, um para baixas temperaturas e outro para altas
temperaturas.

Para cada regime, dependente da temperatura, a energia de ativacdo da relaxacdo foi
calculada, tendo se obtido Ea = 0,23 eV para a regiao de altas temperaturas e Ea = 0,84 eV,
para a regiao de baixas temperaturas. Este resultado mostra que a relaxacao se deve a hopping
de polardes ou de deficiéncias de oxigénio nestas regides de temperaturas [60].

A Figura 53, mostra a dEependéncia dos parametros [3 e y com a temperatura, obtidos a

partir dos ajustes da funcao de HN.
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Figura 53. Pardmetros B e y em fungéo da temperatura, obtidos a partir do ajuste da funcéo de HN.

Tal como foi descrito na seccdo 2.5.3. da pagina 17, os parametros 3 e y indicam,

respetivamente, o alargamento simétrico e assimétrico da funcao dielétrica complexa de HN.

Como se pode observar o parametro [3 mantem-se praticamente constante, variando os seus
valores entre 0,9 e 1, enquanto y diminui até a temperatura de 318 K e depois estabiliza, o que

¢ consistente com o grafico dos tempos de relaxacédo da Figura 52.

A equacdo de Debye representa a permitividade em funcéo da frequéncia e corresponde ao
comportamento de um conjunto de dipolos a oscilar de forma independente em consequéncia
da aplicacdo do campo elétrico. Fazendo uma transformada de Fourier dessa expressdo, passa-
se do dominio das frequéncias para o dominio dos tempos. O comportamento desses dipolos
independentes em funcao do tempo corresponde, assim, a uma permitividade cuja resposta é

dada por:
£ — &y = Ag[1 — exp(—t/tp)] (46)

Ou seja, ela corresponde a um comportamento (decaimento) exponencial no tempo com um
tempo caracteristico Tp. Entretanto, em sistemas onde os dipolos ndo sao independentes e onde
as correlacdes dipolares se tornam significativas aparece uma distribuicdo de tempo de
relaxacao e a permitividade nao obedece a funcao de Debye. Em vez dela, a relaxacao é
representada por meio de uma exponencial esticada descrita pela funcédo de Kohlrausch -

Williams — Watts (KWW):

£E— &y = As[l — exp((—t/TD)BKWW)] (47)
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O parametro de esticamento pode ser associado aos parametros {3 e y da funcdo de HN através
da relacéo, Bww = B-y [33].

Assim, a Figura 54 representa a dependéncia do parametro exponencial esticado com a
temperatura. E possivel observar que o parametro Bkww = -y, inicialmente decresce com a

temperatura, ficando posteriormente a variar pouco, oscilando entre 0,4 e 0,5.
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Figura 54. Dependéncia da temperatura ao parametro exponencial, Sxww.

Estudou-se ainda a dependéncia da condutividade AC com a frequéncia angular da amostra

Boc-Phe-Leu@PLLA, desde a temperatura ambiente até 100 °C.

A condutividade AC é obtida a partir da componente imaginaria da permitividade elétrica, €”/,

através da relacdo oac = weog’’, onde w é a frequéncia angular e o é a permitividade do vacuo.

A Figura 55, mostra a dependéncia da condutividade AC com a frequéncia angular para
diferentes temperaturas, onde se observa um aumento geral da condutividade com o aumento
da temperatura. Para cada temperatura, na regido de baixas frequéncias, a condutividade AC é
quase independente da frequéncia, refletindo o comportamento da condutividade DC. Por outro
lado, acima de um valor de frequéncia limiar, wp, ha um forte aumento na condutividade AC
para todas as temperaturas. Esse comportamento segue a resposta universal de Jonscher com

um comportamento em lei de poténcia, obtendo-se:

0 = Opc¢ + A(Un (48)
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Figura 55. Condutividade AC em funcao da frequéncia angular para diferentes temperaturas da amostra Boc-Phe-
Leu@PLLA.

> Nanofibras Boc-Phe-Leu@PCL
Com o objetivo de estudar as propriedades dielétricas da amostra Boc-Phe-Leu@PCL, foi

medida a sua capacidade desde a temperatura ambiente até aos 60 °C e posteriormente desta
até a temperatura ambiente. Fez-se o registo das frequéncias entre 100 Hz e 1 MHz.
A Figura 56 representa a componente real da permitividade elétrica em funcdo da

temperatura para as frequéncias 100, 158, 252, 1000, 1590, 10000 e 15800 Hz.
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Figura 56. Parte real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PCL em funcdo da temperatura.

A Figura 57 representa a componente imaginaria da permitividade elétrica em funcao da

temperatura para as frequéncias 100, 158, 252, 1000, 1590, 10000 e 15800 Hz.
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Figura 57. Parte imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PCL em funcdo da temperatura.

Em ambas as Figuras 56 e 57, as permitividades real e imaginaria aumentam com o
aumento da temperatura, devido a maior disponibilidade de energia que permite o deslocamento

das cargas locais na direcao do campo elétrico alternado aplicado.

De igual modo, mediu-se ainda as constantes dielétricas real e imaginaria em funcéo da

frequéncia para temperaturas entre 21 e 45 °C.

A Figura 58 mostra a dependéncia da parte real da permitividade elétrica com a frequéncia

para as diferentes temperaturas.

- 45°C
- 35°C

. . 30°C

R . 21°C

3,5

R | L | AL R | L | o
10 100 1000 10000 100000 1000000 1E7
Frequéncia (Hz)

Figura 58. Componente real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PCL em funcéo da frequéncia.
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A Figura b9, representa a componente imaginaria da permitividade em funcao da frequéncia
para temperaturas de 21 a 45 °C.
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Figura 59. Componente imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PCL em fungdo da

frequéncia, e respetivos ajustes efetuados com o modelo de HN.

Do grafico 59 é possivel observar a alta contribuicdo da parte condutiva a baixas frequéncias
e inicio de uma relaxacao para regides de altas frequéncias. Com base no grafico da Figura 59
da componente imaginaria, realizaram-se os ajustes do modelo de HN, cujos resultados dos

parametros encontram-se apresentados na Tabela 6.

De referir que para o Boc-Phe-Leu@PLLA a segunda relaxacdo nao foi tida para analise pois

nao foi observada nas curvas experimentais.

Tabela 6. Parametros do modelo de Havriliak-Negami para a primeira relaxacdo da amostra Boc-Phe-Leu@PCL.

Parametros
Temperatura (°C)
B Y T Ae
21 0,36186 0,0466 5,15E-05 9,35067
30 0,34554 0,02468 5,29E-05 32,64275
35 0,44604 0,06494 1,11E-05 7,03863
40 0,3946 0,02422 1,70E-05 31,61343
45 0,34423 0,04205 2,28E-05 32,90964
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Diferente da amostra anterior, os dados apresentados na Tabela 6, ttm um parametro 3
com valores entre 0,3 e 0,5 e um y muito mais proximo de O, mostrando curvas de relaxacao
mais alargados.

A Figura 60, mostra a dependéncia da condutividade AC com a frequéncia angular para
temperaturas entre 21 e 45 °C, onde se observa um aumento da condutividade com o aumento
da temperatura. Para cada temperatura, na regido de baixas frequéncias, a condutividade AC é
quase independente da frequéncia, refletindo o comportamento da condutividade DC e para

frequéncias mais altas obtém-se uma lei de poténcia. Um comportamento diferente no aumento

da condutividade AC ¢é verificado & temperatura de 25 °C, onde ela ocorre a uma frequéncia

ligeiramente inferior & das restantes.
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Figura 60. Condutividade AC em fungdo da frequéncia angular para diferentes temperaturas da amostra Boc-

Phe-Leu@PCL.
Para estudar a energia de ativacao dos tempos de relaxacdo com a temperatura, recorreu-se
as equacdes (30) e (31) da pagina 19 através do declive da relacéo linear entre o logaritmo de t
e 0 inverso da temperatura.

A Figura 61 mostra o logaritmo do tempo de relaxacdo em relacdo ao inverso da

temperatura e respetiva regressao linear para a amostra Boc-Phe-Leu@PCL.
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Figura 61. Logaritmo do tempo de relaxacdo em funcéo do inverso da temperatura com o ajuste linear a vermelho.

A partir do declive determinado no ajuste linear, obteve-se a energia de ativacdo para o
tempo de relaxacdo, Ea = 0,61 eV.

Visto que ocorre a frequéncias baixas, ela é relativa a difusédo eletronica mediada por
polardes no material.

A energia de ativacdo da condutividade DC, foi determinada pelo declive linear do logaritmo
de (o-T) em relacéo ao inverso da temperatura.

Do ajuste linear, apresentado na Figura 62, e valendo-se da equacao (31) e (33) da pagina
19, obteve-se a energia de ativacado de conducao DC de 0,32 eV.

A energia de ativacdo de condutividade indica uma conducao de eletrdes através do hopping

de polardes no material [60].
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Figura 62. Representacdo grafica do In (o-T) em funcdo do inverso da temperatura e respetivo ajuste linear.

A Figura 63, apresenta os parametros 3 e y em fungdo da temperatura, obtidos a partir da
Tabela 6. Os parametros apresentam graficos aproximadamente constantes com alguma

variacdo na regiao da temperatura entre 302 e 310 K.
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Temperatura (K)
Figura 63. Pardmetros B e y em fungdo aa temperatura, obtidos a partir do ajuste da fungdo de parédmetro
exponencial esticado descrito pela funcdo de Kohlrausch — Williams — Watts (KWW).
O parametro Bww = B-y, encontra-se apresentado na Figura 64, em funcéo da temperatura.
Pode observar-se uma diminuicdo de [3-y com o aumento da temperatura até valores préximos

de 313 K e depois aumenta ligeiramente até ao valor limite da temperatura.
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Figura 64. Dependéncia da temperatura ao parametro exponencial, [Sxww.

> Nanofibras Boc-Phe-Leu@PMMA

Procedeu-se ao estudo das propriedades dielétricas das nanofibras de Boc-Phe-Leu@PMMA,

cuja analise e discussao dos resultados encontram-se apresentados a partir das Figuras 65 a 73.

A Figura 65, apresenta a relacdo entre a componente real da permitividade elétrica e a

temperatura.

Do grafico é possivel observar que a parte real da permitividade aumenta com o aumento da

temperatura, diminuindo consideravelmente a altas frequéncias.
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Figura 65. Parte real da permitividade elétrica para a amostra Boc-Phe-Leu@PMMA em funcao da temperatura.

A relacdo entre a parte imaginaria da permitividade com a temperatura encontra-se

apresentada na Figura 66, com medicdes de frequéncias de 398, 1000, 2512, 6310 e 15849

Hz.
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Figura 66. Parte imagindria da permitividade elétrica para a amostra Boc-Phe-Leu@PMMA em funcdo da

temperatura.

De notar que com o aumento da temperatura, regista-se um aumento das componentes real

e imaginaria da permitividade complexa o que esta relacionado com a componente condutiva

bem como, com o fato de que com o aumento da temperatura ha maior disponibilidade de
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energia em mover localmente as cargas no sentido e direcdo do campo elétrico alternado

aplicado.

Do mesmo modo, fizeram-se ainda medicdes das constantes dielétricas real e imaginaria em

funcao da frequéncia para temperaturas entre 30 e 70 °C.

A Figura 67, apresenta a constante dielétrica real em funcao da frequéncia para diferentes

temperaturas.
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Figura 67. Componente real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PMMA em funcdo da

frequéncia.

A Figura 68, mostra a componente imaginaria da permitividade elétrica em funcdo da
frequéncia para as mesmas temperaturas. Em ambas observa-se a presenca de uma relaxacéo

cujo maximo se encontra fora do intervalo de medida.
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Figura 68. Componente imaginéria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-Leu@PMMA em fungéo da

frequéncia, e respetivos ajustes efetuados com o modelo de HN.

Aplicou-se o ajuste para cada temperatura da Figura 68 segundo a funcdo do modelo de
Havriliak-Negami incluindo o termo condutivo, tendo se obtido os parametros apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7. Parametros do modelo de Havriliak-Negami para a primeira relaxacdo da amostra Boc-Phe-Leu@PMMA.

Parametros
Temperatura (°C)
p Y T Ag
30 0,64063 0,4791 8,85E-07 0,64063
45 0,65238 0,44089 5,57E-07 0,65238
55 0,74935 0,5727 1,51E-07 0,74935
60 0,74798 0,34828 1,62E-07 0,74798
65 0,89672 0,24293 2,74E-07 0,89672
70 0,88417 0,80628 1,79E-07 0,88417

A Figura 69, mostra a dependéncia da condutividade AC com a frequéncia angular para
temperaturas 30, 40, 60, 70 e 80 °C, onde se observa um aumento da condutividade com o

aumento da temperatura. Para cada temperatura, na regido de baixas frequéncias, a
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condutividade AC reflete o comportamento da condutividade DC. A variacdo em funcao da

frequéncia segue o comportamento de Jonscher.
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Figura 69. Condutividade AC em funcdo da frequéncia angular para diferentes temperaturas da amostra Boc-Phe-
Leu@PMMA.
Foi determinado a energia de ativacao da condutividade DC, descrita na equacao do modelo
de HN com o termo condutivo incluido, equacao (27), através do ajuste linear representado na

Figura 70, tendo se obtido uma energia de ativacao Ea = 0,56 eV. Esta energia corresponde a

conducao através de conversao entre polardes livres e ligados [60].
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Figura 70. Representacédo grafica do In (o-T) em funcdo do inverso da temperatura e respetivo ajuste linear.

O declive da relacao linear entre o logaritmo de t e o inverso da temperatura permitiu obter

a energia de ativacao dos tempos de relaxacdo da amostra Boc-Phe-Leu@PMMA na Figura 71.
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A energia de ativacao para o tempo de relaxacdo foi de 0,35 €V, relativa a difusédo de

eletronica mediada por polardes livres [60].
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Figura 71. Logaritmo do tempo de relaxacdo em funcdo do inverso da temperatura com o ajuste linear a vermelho.
Quanto ao estudo dos parametros 3 e y em relagdo a temperatura, apresentado na Figura
72, mostrou um aumento progresso dos parametros 3 e y com o aumento da temperatura.

Um comportamento diferente para o parametro y foi registado entre 325 e 337 K, tendo

diminuido para valores aproximadamente de 0,3.
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Figura 72. Pardmetros B e y em funcdo da temperatura, obtidos a partir do ajuste da funcéo de HN.
O parametro exponencial, Bww, apresentado na Figura 73 teve um comportamento constante

a baixas temperaturas, tendo-se verificado uma subida abrupta depois de 335 K, o que pode
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estar relacionado o aumento da assimetria da distribuicao de tempos de relaxacdo com o

aumento da temperatura.
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Figura 73. Dependéncia da temperatura ao parametro exponencial, [Sxww.

> Nanofibras de Boc-Phe-lle@PLLA

Fez -se 0 estudo das propriedades dielétricas para as nanofibras de Boc-Phe-lle@PLLA. Dos
dados experimentais obteve-se a capacidade desde a temperatura ambiente até aos 100 °C e
posteriormente desta até a temperatura ambiente. Fez-se o registo das frequéncias entre 100 Hz

e 1 MHz.

A Figura 73 representa a componente real da permitividade elétrica em funcdo da

temperatura para as frequéncias de 158, 631, 2512 e 10000 Hz.

Como se pode observar na Figura 74, a constante dielétrica real aumenta com o aumento
da temperatura. De notar que para diferentes frequéncias a componente real da permitividade
elétrica tem um aumento com aumento da frequéncia, o que difere das amostras anteriores para
o dipéptido Boc-Phe-leu, em que foi verificada uma diminuicdo a altas frequéncias. Isto indica a

presenca de uma relaxacao a frequéncias intermédias.
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Figura 74. Parte real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PLLA em funcdo da temperatura.

A Figura 75 mostra a relacao da componente imaginaria da permitividade elétrica em funcao

da temperatura.
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Figura 75. Parte imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PLLA em funcdo da temperatura.

Do grafico pode depreender-se que a constante dielétrica imaginaria aumenta com o

aumento da temperatura, em consequéncia do aumento da condutividade, como nas restantes
amostras.

Procedeu-se ao estudo das constantes dielétricas real e imaginaria em funcao da frequéncia
para as temperaturas de 80, 90, 95 e 100 °C. A Figura 76 apresenta o grafico da componente

real da permitividade elétrica em funcao da frequéncia as mesmas temperaturas.
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Figura 76. Componente real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PLLA em funcdo da frequéncia.

A Figura 77, representa a componente imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-

Phe-lle@PLLA em funcao da frequéncia para as temperaturas de 80, 90, 95 e 100 °C.
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Figura 77. Componente imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PLLA em funcdo da

frequéncia, e respetivos ajustes efetuados com o modelo de HN.

E possivel observar a presenca de maximos provenientes de uma relaxacao dielétrica e ainda

uma possivel segunda relaxacao a altas frequéncias.
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Observa-se ainda, uma componente condutiva da permitividade elétrica imaginaria muito
acentuada que domina a resposta da amostra para todas as frequéncias medidas, que justifica o
acréscimo do termo condutivo na equacao (26). A parte real mostra a presenca da polarizacao
interfacial de Maxwell-Wagner, correspondente a subida acentuada da permitividade real a baixas
frequéncias, devido as interfaces originadas pela presenca das inclusdes dos dipéptidos dentro

das fibras.

O comportamento do grafico da Figura 77 levou a que fossem feitos ajustes na funcédo de

Havriliak-Negami para a componente imaginaria da permitividade elétrica.

Os resultados dos parametros obtidos na funcdo de Havriliak-Negami para componente

imaginaria da permitividade, encontram-se listados na Tabela 8.

Tabela 8. Parédmetros do modelo de Havriliak-Negami para a primeira relaxacdo da amostra Boc-Phe-lle@PLLA.

Parametros
Temperatura (°C)
B Y T Ag
80 1 0,20079 3,93E-05 0,11179
90 0,57343 0,01569 4,87E-05 20,62628
95 0,80363 0,00899 7,47E-06 10,78999
100 0,3624 0,33929 1,12E-06 14,56123

Da tabela 8, é possivel verificar que os parametros [3 e y apresentam valores muito variados,

tal como se pode observar nos graficos das Figuras 81 e 82.

A partir dos dados da Figura 77, procedeu-se ao estudo da condutividade AC, representada
na Figura 78, através da relacdo entre a condutividade AC em funcédo da frequéncia angular para

diferentes temperaturas.

A baixas frequéncias, o comportamento da condutividade AC é constante e igual a
condutividade DC. A altas frequéncias a condutividade aumenta com o aumento da frequéncia
segundo uma lei de poténcia (Jonscher), sendo que o maior sinal recai as temperaturas 90 e

100 °C, o que ¢ consistente os dados da Figura 77.
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Figura 78. Condutividade AC em funcéo da frequéncia angular para diferentes temperaturas da amostra Boc-Phe-

lle@PLLA.
A Figura 79 mostra a relacdo linear do logaritmo de t em funcao do inverso da temperatura

(1/T), e o seu respetivo ajuste.

O declive da reta permite determinar a energia de ativacdo dos tempos de relaxacdo da
amostra Boc-Phe-lle@PLLLa, tendo sido obtido uma energia de ativacao de Ea = 4,41 eV. Esta

energia elevada de ativacéo, indica um caracter iénico do /opping local das cargas originado

pela aplicacdo do campo elétrico alternado externo.
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Figura 79. Logaritmo do tempo de relaxacdo em funcao do inverso da temperatura com o ajuste linear a vermeiho.
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A Figura 80, representa a relacdo linear do logaritmo de o-T em funcdo do inverso da
temperatura (1/T) e o seu respetivo ajuste.

A energia de ativacao obtida a partir do declive regressivo da reta ¢ de Ea = 0,52 eV. Este
valor indica que a conducdo é eletronica, por meio de conversao de polardes, como nas

amostras anteriores.
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Figura 80. Representacao grafica do Info-T) em funcdo do inverso da temperatura para amostra Boc-Phe-lle@PLLA.

Fez-se o estudo do comportamento dos parametros 3 e y obtidos dos ajustes da equacéo do
modelo de HN, em relacao a temperatura. No conjunto, representado na Figura 81, enquanto o
parametro 3 diminui em média em funcdo da temperatura, o parametro y tem um minimo na

regiao 363 - 368 K.
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Figura 81. Pardmetros B e y em fungdo da temperatura, obtidos a partir do ajuste da funcéo de HN.

A Figura 82, representa o parametro exponencial, Bw = -y, em funcdo da temperatura. E
possivel observar no grafico, um comportamento totalmente dominado pelo parametro
assimétrico da distribuicao dos tempos de relaxacdo, ocorrendo o minimo na regiao de

temperaturas referida anteriormente.
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Figura 82. Dependéncia da temperatura ao parametro exponencial, [Sxww.

> Nanofibras de Boc-Phe-lle@PCL

Para o estudo das propriedades dielétricas relativamente as nanofibras de Boc-Phe-lle@PCL,
obteve-se a capacidade desde a temperatura ambiente até aos 60 °C e posteriormente desta até
a temperatura ambiente. As frequéncias foram entre 100 Hz e 1 MHz.
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Posteriormente determinou-se a constante dielétrica real e imaginaria através das equacdes

(41) e (42), ao que se construiram os graficos das Figuras 83 — 86.

Na Figura 83, esta apresentada a parte real da permitividade em funcdo da temperatura,
para as frequéncias de 252, 1000, 2520 e 6300 Hz. Observa-se que com o aumento da

temperatura a componente real da permitividade também aumenta.

3,15
4 252 Hz
1000 Hz
3,104 « 2520 Hz
* 6300 Hz
3,05
3,00
“w
2,95
2,90
2,85
A
AAA 4
2,80 T T T T T T T T T T T T T
15 20 25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

Figura 83. Parte real da permitividade elétrica em funcdo da temperatura para a amostra Boc-Phe-lle@PCl.

Para as mesmas frequéncias, mediu-se a contante imaginaria da permitividade elétrica em

funcdo da temperatura, que encontra apresentado na Figura 84.

O grafico mostra que com o aumento da temperatura a constante dielétrica imaginaria varia

pouco, o que nao é diferente das outras amostras.
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Figura 84. Parte imaginadria da permitividade elétrica em funcdo da temperatura para a amostra Boc-Phe-lle@PCL.

Procedeu-se a medicdo das constantes dielétrica real e imaginaria em funcéo da frequéncia

para as temperaturas de 21, 25, 30, 35 e 40 °C.

As Figuras 85 e 86, apresentam, respetivamente, a relacdo entre as componentes real e

imaginaria da permitividade elétrica em funcédo da frequéncia para as mesmas temperaturas.

= 21°C
3054 ° 25°C
+ 30°C . .
v 35°C -~
3,00
. 2,95
w
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2,85
2,80 ——rrrrr

L | L] L] T T
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Figura 85. Componente real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PCL em fungdo da frequéncia a

temperaturas diferentes.
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Figura 86. Componente imaginaria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PCL em fungdo da frequéncia

a temperaturas diferentes, e respetivos ajustes efetuados com o modelo de HN.
Observa-se um comportamento do grafico diferente para as temperaturas 30 e 35 °C na
Figura 86, que é devido a uma relaxacao a essas temperaturas.

> Nanofibras de Boc-Phe-lle@PMMA

Para as nanofibras de Boc-Phe-lle@PMMA, fez-se o estudo das propriedades dielétricas e dos
dados experimentais obteve-se a capacidade desde a temperatura ambiente até aos 80 °C e
posteriormente desta até a temperatura ambiente com as frequéncias foram entre 100 Hz e 1

MHz.

As Figuras 87 e 88, mostram, respetivamente, as constantes dielétricas real e imaginaria em

funcao da temperatura para frequéncias de 252, 1590, 10000 e 398000 Hz.
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Figura 87. Parte real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PMMA em fungdo da temperatura.
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Figura 88. Parte imagindria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PMMA em funcdo da temperatura.

Dos graficos é possivel observar que as componentes real e imaginaria da permitividade
elétrica aumentam com o aumento da temperatura. Observa-se também uma diferenca
acentuada entre a subida e a descida, o que indica irreversibilidade no comportamento da
permitividade com a temperatura, possivelmente provocadas por alteracdes no polimero

originadas pelo seu “amolecimento” a medida que a temperatura aumenta.

Na Figura 89, encontra-se representada componente real da permitividade elétrica em

funcao da frequéncia para diferentes temperaturas.
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Figura 89. Componente real da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PMMA em funcéo da frequéncia para

dliferentes temperaturas.

A Figura 90 representa a permitividade elétrica imaginaria em funcdo da frequéncia, para

diferentes temperaturas e respetivos ajustes pela funcéo de HN.
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Figura 90. Componente imagindria da permitividade elétrica da amostra Boc-Phe-lle@PMMA em funcdo da

frequéncia para diferentes temperaturas, e respetivos ajustes efetuados com o modelo de HN.

Dos ajustes efetuados, foram obtidos os parametros com base no modelo da equacéo de
Havriliak-Negami. De notar que a amostra nao apresenta o comportamento devido a

condutividade DC, no intervalo de frequéncias medido.
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Relativamente a distribuicdo dos tempos de relaxacéo do material, € também possivel obté-
los, através do ajuste da parte imaginaria da permitividade em relacao a frequéncia pelo modelo
de HN. O ajuste linear do logaritmo T em funcéo do inverso da temperatura (1/T), permite obter
a energia de ativacao.

A partir do declive linear da reta apresentada na Figura 91, obteve-se a energia de ativacéo

dos tempos de relaxacado para as nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA de Ea = 0,53 eV, sendo relativa

a oscilacédo dos dipolos envolvendo conversao de polaroes.

-11 - -
—— Ajuste linear

-12 4

Equation y =a+b*
Intercept -34.26462 + 0.99903
-13 Equacédo 6086.7484 + 307.263
Intercecé@o 0,98991
Declive 0,98739

-16 4

-17

T T T T T
0,00288 0,00312 0,00336 0,00360
UT (K

Figura 91. Logaritmo do tempo de relaxacdo em funcéo do inverso da temperatura com o ajuste linear a vermelho.

A condutividade elétrica AC em funcéo da frequéncia angular, encontra-se representada na
Figura 92. A baixas frequéncias a condutividade AC é constante, refletindo a condutividade DC. A
altas frequéncias, a condutividade AC aumenta com o aumento da frequéncia com lei de

poténcia.
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Figura 92. Condutividade AC em funcdo da frequéncia angular para diferentes temperaturas da amostra Boc-Phe-

lle@PMMA.

A Figura 93, mostra a dependéncia da temperatura com os parametros 3 e y, obtidos com

0s ajustes da funcao de HN para as nanofibras de Boc-Phe-lle@PMMA.

Observa-se que o parametro 3 tem um comportamento praticamente constante,
aumentando ligeiramente depois de 350 K, enquanto a parametro assimétrico y aumenta

progressivamente com o aumento da temperatura até os 353 K.
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Figura 93. Pardmetros B e y em funcdo da temperatura, obtidos a partir do ajuste da funcdo de HN.

O parametro exponencial Bkww (Figura 94), aumenta com o aumento da temperatura, tendo
um comportamento dominantemente assimétrico devido ao parametro assimétrico dos tempos

de relaxacao.
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Figura 94. Dependéncia da temperatura com o pardmetro exponencial, Slww.

5.4. Caracterizacao piroelétrica

Para a caracterizacao piroelétrica, foi medido o coeficiente piroelétrico dos dipéptidos Boc-
Phe-Leu e Boc-Phe-lle incorporados em nanofibras dos polimeros PLLA, PCL e PMMA. Os
resultados dessas medicdes foram apresentados nas Figuras 95 a 99, demonstrando a variacdo

do coeficiente em funcdo da temperatura.

A partir dos dados experimentais, foi construido um grafico que mostra a relacao entre a
variacdo da temperatura (K) em funcéo do tempo (s). Durante o aquecimento, observou-se um
comportamento linear, sugerindo uma relacdo direta entre a carga elétrica gerada e a
temperatura, enquanto durante o arrefecimento o comportamento foi polinomial, o que indica
uma relacao mais complexa. Na Figura 95 esta representada essa caracteristica para a subida e

descida das amostras estudadas.
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Figura 95. Representacdo grafica da dependéncia da temperatura em funcdo do tempo para nanofibras de Boc-Phe-

Leu@PMMA

A partir do grafico da Figura 95, é feito um ajuste linear para a subida e um ajuste
polinomial para a descida de forma a obter o coeficiente piroelétrico pela equacao (3) da pagina

11.

O comportamento do grafico da Figura 95 foi igual para todas as amostras, pelo que os
ajuste linear para a subida e o ajuste polinomial para a descida foi realizado de modo igual em
todas as amostras. Assim, foram selecionadas as amostras que obtiveram melhores resultados
no coeficiente piezoelétrico, cujos resultados encontram-se apresentados entre as Figuras 96 e

99.

Na Figura 96, apresentam-se os valores do coeficiente piroelétrico em funcao da
temperatura para as nanofibras de Boc-Phe-Leu@PCL. Nesta figura, é possivel observar que o

coeficiente piroelétrico atinge um valor maximo de 2x10¢ C/(m2K) a temperatura de 317 K.

Do grafico, pode-se inferir que o coeficiente piroelétrico apresenta um comportamento
constante até aproximadamente 317 K, a partir do qual comeca a aumentar rapidamente,

atingindo o valor maximo a 318 K.

99



. -6
8,010 Subida

p = 2x10® C/(m?K)
T=317K

6,0-10°

4,0-10°

2,010

Coeficiente piroelétrico (C/(m?K))

0,0

I T T T T T T T T T
310 312 314 316 318 320
Temperatura (K)

Figura 96. Coeficiente piroelétrico em funcdo da temperatura para as nanofibras Boc-Phe-Leu@PCL.

Para as nanofibras de Boc-Phe-Leu@PMMA, conforme representado na Figura 97, o
coeficiente piroelétrico maximo obtido é de 0,4x10¢ C/(m2K) a temperatura de 345 K, sendo

uma ordem de grandeza menor em relacdo ao obtido quando o dipéptido é incorporado em PCL.
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Figura 97. Coeficiente piroelétrico em funcdo da temperatura para as nanofibras Boc-Phe-L.eu@PMMA.

Na Figura 98, esta representada a resposta piroelétrica das nanofibras de Boc-Phe-
lle@PLLA, que apresenta um valor maximo do coeficiente piroelétrico de 0,3x10¢ C/(m2K) a uma

temperatura de 321 K.
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Figura 98. Coeficiente piroelétrico em funcao da temperatura para as nanofibras Boc-Phe-lle@PLLA.

Na Figura 99, representa-se o coeficiente piroelétrico da amostra Boc-Phe-lle@PMMA, como
maximo de 1x10¢ C/(m:K) a 350 K. Um comportamento constante pode ser verificado até

aproximadamente 327 K quando comeca a subida até atingir o valor maximo.
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Figura 99. Coeficiente piroelétrico em funcdo da temperatura para as nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA.

Dos dados experimentais para a determinacao do coeficiente piroelétrico, pode-se concluir
que a polarizacdo do material é verificada e mantém-se constante a baixas temperaturas. Em

seguida, ocorre uma diminuicao rapida da polarizacdo numa faixa limitada de temperaturas. De
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referir que o coeficiente piroelétrico foi determinado tendo em conta a temperatura de transicéo

vitrea de cada polimero.

Os resultados dos coeficientes piroelétricos para as amostras estudadas estao apresentados

na Tabela 9, para melhor compreensao e comparacao.

Tabela 9. Variacdo do coeficiente piroelétrico para diferentes temperaturas.

Temperatura Coeficiente piroelétrico
Amostra
(K) C/(m:K)
Boc-Phe-Leu@PCL 317 2.10s
Boc-Phe-Leu@ PMMA 345 0,4.10¢
Boc-Phe-lle@PLLA 321 0,3.10¢
Boc-Phe-lle@PMMA 350 1.10s

5.5. Caracterizacao piezoelétrica

Para a analise dos dados experimentais piezoelétricos, foram recolhidas as tensoes de saida
a partir de um osciloscopio. Em seguida, foi calculada a corrente piezoelétrica utilizando a lei de
Ohm e a equacao (43) apresentada na pagina 33. Conhecendo a carga e a forca aplicada, foi

possivel determinar o coeficiente piezoelétrico utilizando a equacao (45).

A Figura 100, representa a relacdo entre a corrente piezoelétrica e a tensdo de saida do
circuito aberto ao longo do tempo, para a amostra Boc-Phe-Leu@PLLA, utilizando uma
resisténcia de 100 MQ. Observa-se que um aumento na forca aplicada resulta num aumento
proporcional na corrente e na tensédo de saida, mantendo um sinal constante dentro do intervalo

de medicao.

O coeficiente piezoelétrico efetivo das nanofibras de Boc-Phe-Leu@PLLA foi determinado

para cada forca aplicada, resultando num valor médio de medicao de 85 pC/N.
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Figura 100. Corrente piezoelétrica e tensdo de saida em funcdo do tempo paras as nanofibras Boc-Phe-Leu@PLLA.

Um ajuste linear foi realizado para confirmar a relacdo entre o aumento da corrente e o
aumento da forca aplicada, representado na Figura 101. O ajuste linear mostra uma tendéncia
positiva e linear, reforcando a relacdo direta entre a forca aplicada e a corrente piezoelétrica.
Isso confirma que o aumento da forca resulta num aumento proporcional na corrente

piezoelétrica.
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Figura 101. Dependéncia da corrente piezoelétrica e respetivo ajuste linear para as nanofibras Boc-Phe-Leu@PLLA.
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Para o Boc-Phe-Leu@PCL, o coeficiente piezoelétrico efetivo médio medido foi de 15 pC/N.
O grafico da Figura 102 representa a corrente piezoelétrica e a tensao de saida em funcao do

tempo para diferentes forcas aplicadas.

A intensidade do sinal de saida para cada forca aplicada nao apresenta grandes desvios,
mantendo-se constante ao longo do tempo. De notar ainda a proporcionalidade direta entre o
aumento da corrente piezoelétrica, a tensdo de saida e a forca aplicada. E importante realcar
que é a molécula dipeptidica Boc-Phe-Leu que contribui para a geracao da corrente piezoelétrica
e da tensao de saida. O polimero PCL nao possui propriedades piezoelétricas intrinsecas, sendo

a incorporacao do dipéptido responsavel pela resposta piezoelétrica observada.
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Figura 102. Corrente piezoelétrica e tenséo de saida em funcdo do tempo paras as nanofibras Boc-Phe-Leu@PCL.
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Na amostra Boc-Phe-Leu@PCL, também ¢ observada uma relacdo linear entre a corrente
elétrica de saida gerada e a forca externa aplicada, o que é esperado para um material
piezoelétrico. A Figura 103 ilustra essa relacao linear, mostrando a corrente elétrica de saida em

funcao da forca aplicada.
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Figura 103. Dependéncia da corrente piezoelétrica e respetivo ajuste linear para as nanofibras Boc-Phe-Leu@PCL.

Na Figura 104 encontra-se representada a dependéncia da corrente e tensdo de saida com o

tempo para as nanofibras de Boc-Phe-Leu@PMMA.

Os dados experimentais demonstraram que o coeficiente piezoelétrico efetivo médio é de 45
pC/N. Observa-se que, a medida que a forca aplicada aumenta, tanto a corrente piezoelétrica
gerada quanto a tensdo de saida aumentam proporcionalmente. E possivel ainda verificar que, o

sinal gerado permanece invariavel ao longo do tempo.
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Figura 104. Corrente piezoelétrica e tenséo de saida em funcdo do tempo para as nanofibras Boc-Phe-Leu@PMMA.

O ajuste linear da dependéncia da corrente piezoelétrica com a forca aplicada apresenta-se

na Figura 105, comprovando um aumento proporcional da corrente com a forca aplicada.
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Figura 105. Dependéncia da corrente piezoelétrica e respetivo ajuste linear para as nanofibras Boc-Phe-Leu@PMMA.

Fez-se a caracterizacao piezoelétrica das nanofibras Boc-Phe-lle@PLLA. A dependéncia da

corrente e da tensdo de saida com o tempo, encontra-se representada na Figura 106. E possivel
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verificar, mais uma vez, que a cada aumento da forca aplicada, a corrente piezoelétrica e a

tensao de saida aumentam também.

O sinal de saida ndo apresenta desvios com o tempo & medida que a forca aumenta,

mantendo-se quase constante.
0O valor médio obtido para o coeficiente piezoelétrico efetivo foi de 56 pC/N.

Na Figura 107, é possivel verificar a relacao linear entre a corrente e a forca aplicada ao

material.
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Figura 106. Corrente piezoelétrica e tensdo de saida em funcdo do tempo paras as nanofibras Boc-Phe-lle@PLLA.
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Figura 107. Dependéncia da corrente piezoelétrica e respetivo ajuste linear para as nanofibras Boc-Phe-lle@PLLA.

0 mesmo dipéptido, Boc-Phe-lle, quando incorporado em nanofibras poliméricas de PCL,
representado na Figura 108, apresenta variacéo da corrente e da tensao ao longo do tempo. Ao
observar 0s picos maximos da corrente e tensdo é possivel notar que o sinal se mantém

constante com o tempo para a mesma forca aplicada.
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Figura 108. Corrente piezoelétrica e tensdo de saida em funcdo do tempo para as nanofibras Boc-Phe-lle@PCL.
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A Figura 109, representa a relacao linear da corrente com a forca aplicada.

O coeficiente piezoelétrico efetivo médio obtido é de 15 pC/N.
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Figura 109. Dependéncia da corrente piezoelétrica e respetivo ajuste linear para as nanofibras Boc-Phe-lle@PCL.

Para a dependéncia da corrente e tensdo com o tempo das nanofibras de Boc-Phe-
lle@PMMA, representadas na Figura 110, o coeficiente piezoelétrico efetivo médio foi de 20
pC/N.

A corrente gerada e a tensdo de saida, sdo proporcionais a forca aplicada, ou seja, com o

aumento da forca aplicada, as correntes e as tensdes de saida também aumentam.

Os sinais das correntes e tensdes maximas geradas nao variam ao longo do tempo, isso
indica que esses sinais alcancam um estado estacionario apés a aplicacdo da forca e

permanecem constantes.

A relacdo linear da corrente piezoelétrica com a forca aplicada, encontra-se representada na
Figura 111.
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Figura 110. Corrente piezoelétrica e tensdo de saida em funcdo do tempo paras a nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA.
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Figura 111. Dependéncia da corrente piezoelétrica e respetivo ajuste linear para as nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA.

Dado que o PLLA é um material piezoelétrico, houve a necessidade de avaliar as

contribuicdes dos dipéptidos ao serem incorporados nas nanofibras poliméricas.

Na Figura 112, encontra-se representado o grafico linear das correntes das nanofibras Boc-
Phe-Leu@PLLA e Boc-Phe-lle@PLLA e do PLLA puro. Verifica-se um aumento muito significativo
na intensidade da corrente para as nanofibras contendo os dipéptidos em comparacao com as
nanofibras de PLLA puro. Isso indica que os dipéptidos contribuem de forma muito expressiva
para o efeito piezoelétrico observado.
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Figura 112. Representacdo gradfica da corrente piezoelétrica em funcdo da forca para o PLLA e para as nanofibras

de Boc-Phe-Leu@PLLA e Boc-Phe-lle@PLLA, com seus respetivos ajustes lineares.

Na Tabela 10, procurou-se demonstrar que para os polimeros PLLA, PCL e PMMA, todos
dopados com um mesmo tipo de dipéptido, o Boc-Phe-Leu no caso, apresentam respostas
piezoelétricas diferentes quando submetidos ao mesmo stress mecanico de 100 mN.

Tabela 10. Variacdo na resposta piezoelétrica para os diferentes polimeros sujeitos a uma mesma forca de 100 mV.

Amostra Forca aplicada (mN) d(eff) pC/N
Boc-Phe-Leu@PLLA 100 84
Boc-Phe-Leu@PMMA 100 36
Boc-Phe-Leu@PCL 100 19

A representacao grafica encontra-se apresentada na Figura 113.
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Figura 113. Corrente piezoelétrica em fungdo do tempo das nanofibras Boc-Phe-Leu@PLLA, Boc-Phe-Leu@PCl e
Boc-Phe-Leu@PMMA para uma forca aplicada de 100 mN.

As Figuras 114 e 115, comparam a resposta piezoelétrica de diferentes polimeros para as
fibras produzidas com o Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle, respectivamente. Também sao apresentados
0s ajustes lineares correspondentes. A partir desses graficos, é possivel observar que as fibras
produzidas com o polimero PLLA apresentam uma resposta piezoelétrica mais significativa,
sendo o unico polimero com propriedades piezoelétricas inerentes. Para o PMMA e PCL, a
contribuicdo piezoelétrica é totalmente atribuida as moléculas dipeptidicas incorporadas, uma

vez que esses polimeros nao apresentam propriedades piezoelétricas proprias.
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Phe-Leu@PLLA, Boc-Phe-Leu@PCL e Boc-Phe-Leu@PMMA.
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Figura 115. Dependéncia da corrente piezoelétrica com a forca e respetivos ajustes lineares para as nanofibras Boc-

Phe-lle@PLLA, Boc-Phe-lle@PCL e Boc-Phe-lle@PMMA.

Procedeu-se ao estudo da influéncia da frequéncia e da forca aplicada num determinado

intervalo de tempo.
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O comportamento da amostra Boc-Phe-Leu@PLLA em relacao a resposta da tensao de saida

foi estudado sob uma forca constante, conforme representado na Figura 116.

Ao analisar a figura, podemos observar que, durante um intervalo de tempo de 10 minutos,
a intensidade da tensao de saida apresenta uma variacao insignificante. Isso indica uma alta
estabilidade das fibras ao longo do tempo, pois a resposta da tensdo de saida permanece
praticamente constante durante esse periodo. Essa observacao sugere que as fibras possuem
uma capacidade de manter uma resposta consistente e previsivel, mesmo quando submetidas a
forcas constantes e a mesma frequéncia ao longo do tempo.
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Figura 116. Variacao da tensdo de saida para as nanofibras de Boc-Phe-Leu@PLLA num intervalo de tempo de 10

min, sob acdo de uma forca.

Para a mesma amostra, Boc-Phe-Leu@PLLA, avaliou-se o comportamento da tensdo de
saida ao variar a frequéncia em 1, 3, 6 e 8 Hz, mantendo constante a forca e num mesmo

intervalo de tempo, como mostrado na Figura 117.

Como se pode observar, a tensao de saida manteve-se constante em todas as frequéncias

aplicadas as fibras.
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Figura 117. Variacdo da tensdo de saida para as nanofibras de Boc-Phe-Leu@PLLA para diferentes frequéncias.

Para a variacdao do tempo, a amostra Boc-Phe-lle@PLLA foi submetida a uma forca e

frequéncia constantes durante 10 min.

Como se pode confirmar na Figura 118, a tensao de saida ndo variou ao longo do tempo.
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Figura 118. Variacédo da tensao de saida para as nanofibras de Boc-Phe-lle@PLLA num intervalo de tempo de 10

min, sob acdo de uma forca.
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As nanofibras Boc-Phe-lle@PLLA (Figura 119), ainda foram sujeitas a uma forca constante
durante um intervalo de tempo definido. Ao variar os valores da frequéncia em 1, 3, 6,8 e 10 Hz,
a tensao de saida permaneceu constante até a frequéncia de 6 Hz. A partir de 8 e 10 Hz, nota-
se um ligeiro decréscimo no sinal da tensdo, indicando uma diminuicdo na amplitude da
resposta. Isso sugere que, para frequéncias mais altas, a capacidade das nanofibras em gerar
tensao piezoelétrica pode ser afetada, resultando numa resposta ligeiramente reduzida.
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Figura 119. Variacdo da tensdo de saida para as nanofibras de Boc-Phe-lle@PLLA para diferentes frequéncias.

5.6. Aplicacao do nanogerador piezoelétrico

Ao longo dos capitulos 1, 2 e 4 da presente dissertacao, foi realizado um estudo abrangente
que envolveu a sintese, caracterizacdo e producdo de nanofibras poliméricas funcionalizadas
com dipéptidos lineares, nomeadamente o Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle, bem como explorar suas
aplicacoes.

Tratando-se de materiais organicos e de forma a evitar os seus danos ao longo do tempo, 0s
resultados obtidos foram medidos usando forcas compressivas por unidade de area. Um outro
parametro importante usado, € o coeficiente de tensdo piezoelétrica, geff = deft/(€'s,) VMmN, de

forma a quantificar a adequacao do material como um sensor piezoelétrico.
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Uma outra grandeza que importa destacar é a densidade de poténcia liberada pelo tapete de
nanofibras, dada por W = RI2/A (uW/cm?), onde R = 100 MQ é a resisténcia e A, a area do
elétrodo.

Os resultados dos calculos obtidos encontram-se apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Pardmetros do nanogerador piezoelétrico para os dipéptidos estudados.

d(eff) Forca/Area g(eff) Densidade de
Nanogerador
(pC/N) (N/m2) (Vm/N) | poténcia (uW/cm:)
Boc-Phe-Leu@PLLA 85 2.10s 0,96 0,18
Boc-Phe-Leu@PCL 15 8.10: 0,17 0,11
Boc-Phe-Leu@PMMA 45 4,10 0,51 0,18
Boc-Phe-lle@PLLA 56 2.10° 0,63 0,11
Boc-Phe-lle@PCL 15 7.10: 0,17 0,08
Boc-Phe-lle@PMMA 20 7.10: 0,23 0,12

Para testar a resposta piezoelétrica das nanofibras produzidas, foi montado um circuito
utilizando um LCD (display de cristal liquido). Nesse circuito, as fibras foram conectadas ao LCD

para demonstrar o funcionamento de um nanogerador piezoelétrico.

0 esquema de montagem apresenta-se na Figura 120.

Forga
aplicada

Elétrodo

Boc-Phe-Leu@PLEA=

Elétrodo

Figura 120. Esquema de montagem do nanogerador piezoelétrico com nanofibras.

Na montagem experimental, as nanofibras funcionam como um condensador de placas
planas paralelas. No circuito, os condutores do ecra LCD foram conectados ao tapete de fibras.

Ao exercer uma forca mecanica sobre as fibras, os dipolos moleculares do material se
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reorientam e ocorre uma separacdo de cargas elétricas. A separacdo de cargas gerou uma
diferenca de potencial, ou seja, uma tensdo de saida. Essa tensao de saida foi utilizada para
alimentar o ecra LCD e permitir a sua ativacdo. A corrente elétrica resultante da tensdo de saida
foi responsavel por fornecer a energia necessaria para o funcionamento do ecra LCD, como

mostrado na Figura 121.

FeRE WrLE

Figura 121. Montagem experimental do nanogerador piezoelétrico através de nanofibras de Boc-Phe-Leu@PLLA.

Importa referir, que uma montagem semelhante foi realizada utilizando nanofibras de PLLA
sem a inclusdo do dipéptido. Os resultados obtidos, revelaram uma melhoria significativa no
sinal do ecrad LCD quando as nanofibras com o dipéptido incorporado foram utilizadas, indicando
que a presenca do dipéptido na solucédo polimérica resultou numa maior eficiéncia na geracao

da resposta piezoelétrica.

118



6. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

6.1. Conclusoes

No ambito desta dissertacao, foram produzidas micro/nanofibras utilizando o método de
electrospinning, incorporando os dipéptidos quirais lineares Boc-Phe-Leu e Boc-Phe-lle em
solucdes poliméricas. Esses dipéptidos demonstraram a capacidade de se auto-organizarem em
nanoesferas, exibindo propriedades de confinamento quantico e uma intensa fotoluminescéncia

azul.

Os resultados obtidos através das imagens MEV, de modo geral mostraram que as
micro/nanofibras eram homogéneas, bem orientadas e alinhadas, com didametros a variar entre

0,56 £ 0,24 um e 1,60 + 0,45 um.

Foi possivel comprovar a polaridade das moléculas pela técnica de espalhamento de luz
dinamico. Os resultados revelam uma certa instabilidade para o Boc-Phe-Leu, cujo potencial zeta
¢ de (- 16,20 + 0,91) mV, sendo que, o valor de (- 24,62 + 0,52) mV, para o potencial zeta do

Boc-Phe-lle indica que as moléculas sdo estaveis em meio aquoso.

A energia do hiato de banda das nanoesferas e nanofibras, determinada por métodos como
Tauc e Kubelka-Munk, foi consistente e variou entre 4 e 5 eV, indicando que os materiais se

comportam como dielétricos (bio)organicos.

As propriedades dielétricas das amostras foram estudadas em relacao a temperatura e
frequéncia. Foi observado um aumento da constante dielétrica com a temperatura, devido a
maior disponibilidade de energia para deslocar as cargas na direcao do campo elétrico alternado

aplicado.

Foi possivel a partir da analise dos dados da permitividade elétrica real das nanofibras Boc-
Phe-Leu@PLLA e Boc-Phe-lle@PLLA, observar que a aplicacdo de um campo elétrico induz uma
polarizacdo significativa, o que corresponde a uma permitividade alta, dando lugar ao
aparecimento da polarizacao de Maxwell-Wagner que esta associado a existéncia de interfaces
no material devido as inclusdes dos dipéptidos dentro das fibras, confirmando a sua
incorporacao dentro delas. No entanto, a medida que a frequéncia do campo aplicado aumenta,
as cargas tém mais dificuldades em se deslocarem, originando uma diminuicdo da permitividade

com o aumento da frequéncia,
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O modelo de Havriliak-Negami foi aplicado para ajustar a componente imaginaria da
permitividade elétrica em funcao da frequéncia, obtendo-se parametros relacionados com a
contribuicdo da conducdo DC e dos tempos de relaxacdo. Os valores de B mostraram uma
simetria na distribuicao dos tempos de relaxacao dielétrica e um alargamento de relaxacdes

enquanto os valores de y mostraram uma largura reduzida.

Na amostra Boc-Phe-Leu@PLLA, foi observada uma contribuicdo eletronica na conducdo DC,
com uma energia de ativacdo de Ea = 1,12 eV para a regido de altas temperaturas (acima de
323 K) e Ea = 0, 32 eV, para a regiao de baixas temperaturas (abaixo de 318 K). Que se pode
concluir que a temperaturas altas a conducédo é sobretudo idnica, devido a mobilidade do ido
hidrogénio ao longo da molécula, enquanto a baixas temperaturas a conducao € sobretudo

eletrénica, mediada através de polardes livres ou ligados

As nanofibras Boc-Phe-Leu@PLLA apresentam uma energia de ativacao de relaxacao de
0,23 eV, para a regiao de altas temperaturas 0,84 eV, para a regido de baixas temperaturas,
mostrando que a relaxacao se deve a fopping de polardes ou de deficiéncias de oxigénio nestas

regides de temperaturas.

As nanofibras de Boc-Phe-Leu@PCL, tm um parametro 3 com valores entre 0,3 € 0,5 e um
v muito mais proximo de O, mostrando curvas de relaxacdo mais alargadas, diferente das outras

amostras com o mesmo dipéptido.

O ajuste linear do logaritmo T em funcao do inverso da temperatura (1/T), permitiu obter a
energia de ativacao dos tempos de relaxacédo para as nanofibras Boc-Phe-lle@PMMA de 0,53 eV,
sendo relativa a oscilagdo de polardes. Foi ainda verificado que o parametro exponencial Biww
aumenta com o aumento da temperatura, tendo um comportamento dominantemente
assimétrico da distribuicao dos tempos de relaxacdo devido ao parametro assimétrico dessa
distribuicao.

Os resultados para o estudo da piroeletricidade, mostraram valores do coeficiente
piroelétrico de 2.10¢ C/(m2K) a temperatura de 317 K e 1.10¢ C/(m2K) a temperatura de 350 K,
respetivamente, para as nanofibras Boc-Phe-Leu@PCL e Boc-Phe-lle@PCL.

No decorrer do estudo, foi possivel comprovar que as micro/nanofibras poliméricas tém a
capacidade de atuar como geradoras de energia piezoelétrica, convertendo energia mecanica

proveniente de uma forca aplicada periodicamente por unidade de area. Observou-se que as
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nanofibras de Boc-Phe-Leu@PLLA e Boc-Phe-lle@PLLA apresentaram os maiores valores médios

do coeficiente piezoelétrico efetivo, alcancando 85 pC/N e 56 pC/N, respectivamente.

Quando as fibras sdo comprimidas, ocorre uma reorientacdo dos dipolos moleculares no
material dipeptidico, resultando na separacao de cargas elétricas. Essa separacao gera uma
tensao de saida e, consequentemente, uma corrente elétrica externa é gerada por meio de um

circuito externo conectado as fibras.

Estes resultados comprovam a capacidade das micro/nanofibras poliméricas de
funcionarem como nanogeradoras de energia piezoelétrica, possibilitando a sua aplicacdo em
dispositivos portateis e wearables, como relogios inteligentes, sensores de movimento, sistemas

de monitoramento de saude, entre outros.

6.2. Perspetivas futuras

Em trabalhos futuros, seria importante estudar a estabilidade dos dipéptidos Boc-Phe-Leu e
Boc-Phe-lle em solucao, especialmente no que diz respeito as suas propriedades quimicas e
estruturais ao longo do tempo. Compreender a estabilidade dos dipéptidos é crucial para garantir

a reprodutibilidade dos resultados e a viabilidade de suas aplicacoes.

Neste trabalho, ficou claramente demonstrado a capacidade de desenvolver estas
nanoestruturas e os principios de otimizacao de sintese também ficaram conhecidos, sera agora
importante proceder a otimizacdo das propriedades oticas e eletronicas abrindo novas

perspetivas de aplicacoes.

Tendo-se obtido boas propriedades dielétricas nos materiais estudados, seria interessante
combina-los com particulas magnéticas, criando fibras multiferroicas. Nesse ambito, seria
importante estudar os efeitos relacionados ao possivel acoplamento mecanico entre as fases e
proceder a caracterizacdo magnética e magnetoeletrénica apos incorporacao de particulas
magnéticas. Além disso, utilizando outros polimeros com pontos de fusao mais elevados, é
possivel obter uma compreensao mais abrangente sobre o comportamento destes materiais.
Como a estrutura cristalina dos dipéptidos estudados ainda nao é conhecida na literatura, seria
util realizar estudos para determinar a estrutura cristalina destes materiais. Compreender a
estrutura cristalina dos dipéptidos contribuira para uma melhor compreensao das suas

propriedades e possiveis aplicacdes.
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