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RESUMO

MAGESTE, Aparecida Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2012. Adsorcao de proteinas do soro do leite e do glicomacropeptideo (GMP)
na interface hidrofobica de nanotubos de carbono de paredes multiplas.
Orientador: Luis Henrique Mendes da Silva. Coorientadores: Maria do Carmo
Hespanhol da Silva e Luis Antonio Minim.

Neste trabalho, foi estudado o comportamento de adsor¢do das proteinas o-
Lactoalbumina (a-La), B-Lactoglobulina (B-Lg) e o glicomacropeptideo (GMP) em
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) na presenca e na auséncia de
eletrolitos da série de Hofmeister, em diferentes valores de pH, visando a compreensdo
do mecanismo de adsor¢do de proteinas em nanotubos de carbono (CNTSs). Foram
investigados os efeitos do pH do meio reacional, natureza do eletrdlito e estrutura da
proteina sobre a quantidade adsorvida (I") das diferentes proteinas e do GMP. Variac6es
na carga liquida da proteina e na natureza do eletrdlito alteram o processo de interacdo
nanotubo-proteina. A T de a-La é maior quando sua carga liquida € positiva (pH 3) e da
B-Lg quando a carga liquida ¢ negativa (pH 9). Os elevados valores de I" demonstraram
o potencial dos NCTs na adsorcao de proteinas. Em pH 9 observa-se um aumento na I

de a-La devido & presenca de 100,0 mM dos eletrélitos. Para [o-La] ~ 0,7000 mg mL™,

Tampao
Fa— La

na presenca apenas de tampdo pH 9 temos: =197,0mgg™!, indo para

rNasCN — 233,0mgg™!,  Th25% —281,0mgg™!, TNFO% = 256,0mgg .
Comportamento contrario foi observado para a f-Lg. Em pH 9, os maiores valores de T’
foram observados para 0 GMP e o processo foi pouco influénciado por eletrélitos. Os
resultados mostram gue o mecanismo do processo de adsorcdo é dependente da natureza
da proteina, sendo as isotermas de pB-Lg e o-La caracteristicas de adsorcao
monocamada, enquanto que as isotermas de adsorcdo de GMP né&o se ajustaram bem ao
modelo de Langmuir, apresentando duas regifes de saturacao, caracterizando a adsorcao
em bicamada. Além disso, pela primeira vez, foram determinados os parametros
termodinamicos de adsorcéo de proteinas em NCTs, usando dois modelos: o modelo de
Langmuir e o modelo termodindmico de dilui¢do infinita. A analise termodindmica
baseada nas titulagdes microcalorimétricas demonstrou que o processo de adsorcdo de
proteinas em todas as condigdes avaliadas ocorre de maneira espontanea (AygsG° <0). O

processo é exotérmico e entalpicamente dirigido, para todos os estados termodinamicos

avaliados. Com base nos resultados experimentais, foi proposto um mecanismo para o
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processo adsortivo dos polieletrolitos estudados na interface dos MWCNTSs, que
consiste em mudanga conformacional da molécula de proteina, devido a sua interacao
com a superficie do nanotubo, de forma que residuos de aminoacidos hidrofobicos se
direcionam para a interface dos MWCNT e residuos carregados e hidrofilicos formam
uma interface proteina adsorvida solugdo. Enquanto isso, ions provinientes dos
eletrolitos formadores da solucdo tampdo adsorvem na interface proteina
adsorvida/solucdo. Foi proposto que, na presenca de eletrolitos da série de Hofmeister,
h& uma adsorcdo competitiva entre os ions da série de Hofmeister e os ions formadores
do tampdo, alterando as contribui¢des entélpicas e entropicas para o processo adsortivo.
Medidas de potencial eletrocinético reforgaram o mecanismo proposto.
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ABSTRACT

MAGESTE, Aparecida Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2012. Adsorption of whey protein and of the glicomacropeptideo (GMP) in the
hydrophobic interface of multiple-walled carbon nanotubes. Adviser: Luis
Henrique Mendes da Silva. Co-Advisers: Maria do Carmo Hespanhol da Silva and
Luis Antonio Minim.

In this work we studied the adsorption behavior of the proteins a-lactaloumin (a-La), -
Lactoglobulin (B-Lg) and of the glicomacropeptideo (GMP) in multiple-walled carbon
nanotubes (MWCNT) in the presence and absence of electrolytes of Hofmeister series at
different pH values, aimed in the understanding of the mechanism of protein adsorption
on carbon nanotubes (NCTS). We investigated the effect of pH of the reaction medium,
nature of electrolyte and protein structure on the amount adsorbed (I') of different
proteins and of the GMP. A variation in net charge of protein and of the electrolyte
nature changes the process of nanotube-protein interaction. The I of a-La is greater
when its net charge is positive (pH 3) and B-Lg when the net charge is negative (pH 9).
The high values of I" demonstrated the big potential of NCTs in the protein adsorption.
At pH 9 there is an increase in I" of a-La due to the presence of 100,0 mM electrolyte,
for [o-La] =~ 0,7000 mg mL™ in the presence of only buffer pH 9 are: ruffer —
197,0 mg g~* going to TN2N = 233,0mg g, Ih 2% = 281,0 mgg™!, TN s 04 =
256,0 mg g~1 , opposite behavior was observed for p-Lg. At pH 9 the highest values of
I" were observed for the GMP and the process was little influenced by electrolytes. The
results show that the mechanism of adsorption depend on the nature of the
polyelectrolyte, and the isotherms of B-Lg and a-La features of monolayer adsorption
while the adsorption isotherms GMP did not fit well to Langmuir model featuring two
characterizing the regions of saturation adsorption bilayer.
In addition, that is the first time that thermodynamic parameters were determined for
adsorption of proteins in NCTs using two models: the Langmuir model and the
thermodynamic model of infinite dilution. The thermodynamic analysis based on
calorimetric titrations showed that the adsorption of proteins in all conditions evaluated
occurs spontaneously (AagsG° <0). The process is exothermic and enthalpy driven, for
all thermodynamic states evaluated. Based on experimental results a mechanism was
proposed for the process of adsorption of polyelectrolytes studied in the interface of

MWCNTSs consisting of conformational change of the protein molecule due to its
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interaction with the surface of the nanotube so that hydrophobic amino acid residues are
directed to interface of MWCNT loaded and hydrophilic residues and form an adsorbed
protein solution interface, meanwhile ions from the electrolyte that forms the buffer
adsorb at the protein adsorbed at the interface / solution and it was proposed that the
presence of electrolytes of the Hofmeister series - a competitive adsorption between the
ions the salt of the Hofmeister series of ions and the ions that form the buffer by
changing the enthalpy and entropy contributions to the adsorptive process.

Electrocinetic potential measurements reinforced the proposed mechanism.
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CAPITULO 1: FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Introducéo

Desde a descoberta dos nanotubos de carbono (CNTs) em 1991, eles se
tornaram rapidamente um dos nanomateriais mais estudados, devido as suas estruturas
com propriedades fisico-quimicas Unicas (eletrbnica, Optica, térmica, mecanica,
catalitica, etc) e amplas aplicacBes em nanoeletrénica, nanocompositos, nanolitografia,
sensores e em imagens de alta resolucéo® ®. Recentemente, sua importante aplicacdo em
biotecnologia tem atraido muito interesse, pois complexos CNT-biomoléculas tém
mostrado grande potencial para aplicagdes nas areas de biossensores, liberacao
controlada de drogas em células especificas e dispositivos biomédicos”.

O grande desafio € a dispersdo estavel e/ou a aplicacdo de nanotubos em
estruturas ordenadas ou tecnologicamente aplicaveis®, uma vez que os CNTS interagem
fortemente entre si através de forcas atrativas de van der Waals que induzem a formacéo
de agregados insollveis®®. Recentemente, tem sido demonstrada a solubilizacdo
eficiente de nanotubos de carbono usando a adsorcdo de surfatantes’, polimeros e
biomoléculas, como proteinas®, polissacarideos®, DNA'° e peptideos. Fica claro que
esta é uma area de pesquisa desafiadora, que tem despertado um crescente interesse em
compreender e controlar as interacBes dos nanomateriais de carbono com moléculas
bioldgicas, tais como proteinas'?.

Apesar dos varios trabalhos na literatura, investigando qualitativamente e / ou
quantitativamente a adsorcao de peptideos e / ou proteinas nas superficies de CNT®1 3
maioria deles tém se concentrado na modificacdo ou melhoria das propriedades dos
nanomateriais para conferir uma funcéo bioldgica especifica'’. Entretanto, 0 mecanismo

de adsorcdo de proteinas em CNTSs ainda é desconhecido e existe uma necessidade de



trabalhos que facam um estudo termodindmico dessa adsor¢do, permitindo ndo s6 o
desenvolvimento de produtos, como também uma contribuicdo cientifica sobre as
propriedades fisico-quimicas da interface dos nanotubos e a interacdo destes com
biomoléculas. Espera-se também que uma melhor compreensdo das interacGes
proteinas-CNTs possa acarretar um grande impacto sobre a biotecnologia, permitindo o
desenvolvimento de nanocompdsitos "inteligentes".

E bem estabelecido que as proteinas tem uma tendéncia em adsorver
espontaneamente em interfaces sélido/liquido, sendo esta propriedade muito importante
em diversos processos naturais e sintéticos, por exemplo, no uso potencial de proteinas
na estabilizacdo de microemulsdes, farmacos, cremes, espumas, etc.'®

E conhecido o fato de que a adsorcéo de proteinas em superficies hidrofdbicas é
fortemente influenciada pela presenca de eletrélitos®. Para melhor entender as
principais interacGes responsaveis pela adsorcdo de proteinas em NCTs é importante
elucidar a influéncia de eletrolitos caotropicos e cosmotropicos da série Hofmeister
(HS) na adsorcdo. Além disso, através da determinacdo de parametros termodinamicos
de adsorcdo na presenca destes eletrdlitos, pode-se inferir sobre a contribuicdo da
estrutura terciaria da agua no processo de adsorcdo e pode-se descobrir um eletrdlito
que, em determinada concentracdo, permita tornar mais estaveis as dispersdes de

nanotubos, aumentando a aplicabilidade destas nanoestruturas de carbono.

1.2. Revisao de Literatura

1.2.1. Nanotubos de Carbono

O carbono em suas diversas formas alotrépicas tem sido amplamente utilizado

desde a pré-historia. As primeiras pinturas rupestres em cavernas foram feitas com



mistura de carbono e fuligem, além disso, carbono amorfo, grafite e negro de fumo tém
sido amplamente utilizados em escrita, impressdes e pintura®’. N&o devemos deixar de
assinalar que ainda hoje o carvao é utilizado como combustivel para consumo humano e
também industrial. A importancia do carvdo € tdo relevante que o descobrimento do
carvao vegetal é considerado a primeira grande descoberta tecnoldgica.

Em 1896, Edward Acheson sintetizou pela primeira vez o grafite sintético e, a
partir do século XX, cresceu o uso do carvao ativado para purificar o ar e a agua. O
grafite, assim como os diamantes - até recentemente utilizados apenas em decoracgéo - €
conhecido desde a antiguidade. No entanto, o desenvolvimento de um método para
produzir diamante sintético abriu caminho para o uso industrial desta forma de
carbono®.

Com tantas descobertas e aplicacdes, a ciéncia do carbono esta repleta de nomes
ilustres. No inicio dos anos 1980, a ciéncia do carbono era considerada consolidada e
pouco provavel de proporcionar novas descobertas. Essa situacdo hoje € diferente
devido, em grande parte, a sintese do fulereno em 1985. Foi essa descoberta que levou a
sintese de nanotubos de carbono e fez a ciéncia de carbono ressurgir mais forte®.

Essa grande versatilidade do carbono ndo somente de se ligar de maneiras
diferentes, como também de criar estruturas inteiramente distintas é atribuida a diferente
hibridizacdo que os atomos de carbono podem assumir® 2. O carbono tem quatro
elétrons em sua camada de valéncia, a configuracdo do estado fundamental é 2s? 2p? 2,

O nascimento do campo de pesquisa em nanotubos de carbono é marcado pela
publicacéo de lijima,* na qual ele observou nanotubos de carbono de parede maltipla
(MWCNT). Esse trabalho motivou o desenvolvimento de varios outras investigagdes

experimetais e tedricas nos ultimos anos.



Sumio ljima, um microscopista eletrénico que trabalhava nos laboratorios da
companhia de tecnologia japonesa, NEC, ficou fascinado pelo trabalho de Kratschmer—
Huffman, a respeito do carbono, publicado na Nature?®. Dez anos antes desta
publicacdo, ljima ja havia utilizado um aparato de descarga por arco, semelhante ao
usado por Kratschmer—Huffman (K-H) para estudar a formacéo da fuligem, descobrindo
que na fuligem havia um grande ndmero de diferentes estruturas de carbono. ljiima
ficou intrigado em descobrir se essas diferentes estruturas estariam presentes em
fuligem K-H. Seus estudos iniciais o deixaram desapontado, uma vez que apenas
estruturas amorfas foram encontradas. Eventualmente, ljima desistiu de peneirar a
fuligem da parede, e concentrou sua atencdo para o depdsito desse elemento que se
formava sobre o catodo de grafite ap6s a arco-evaporacdo. Em vez de uma massa
amorfa, a fuligem catddica continha uma série de novas estruturas de grafite formadas
por longas fibras ocas, mais finas e mais perfeitas do que quaisquer outras estruturas de
carbono ja vistas, que foram denominadas de nanotubos de carbono?.

Os nanotubos de carbono (CNTS) sdo cilindros longos compostos por atomos de
carbono covalentemente ligados a outros trés, formando estrutura hexagonal com
hibridizacdo sp® semelhante & observada nas folhas de grafeno constituintes do
grafite®??. Existem dois tipos bésicos de CNTs: nanotubos de carbono de parede
simples (SWCNTs) e nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs). O
SWCNT pode ser considerado como uma folha Unica de grafeno enrolada ao longo de
um eixo caracteristico na forma de cilindro. Esse enrolamento pode ocorrer de
diferentes diregdes, originando nanotubos com quiralidade distintas: ‘“zigzag”,

1”2, O MWCNT é formado por varios cilindros de grafeno

“armchair” e “quira
enrolados ao longo de um eixo central, com separacdo intercamadas de

aproximadamente 0,34 nm, indicativa do espacamento interplanar do grafite®. Esses



nanotubos sdo produzidos basicamente por trés técnicas, cada qual com suas proprias
caracteristicas: descarga por arco, ablacdo por laser e deposicdo quimica de vapor
(CVD). Tais técnicas produzem misturas de nanotubos de diferentes tipos, diametros e
comprimentos, juntamente com diferentes tipos e quantidades de impurezas,
principalmente carbono amorfo, grafite e particulas metalicas dos catalisadores® * 2%,

Os estudos de lijima, em 1991%, sobre os nanotubos de carbono impulsionaram
uma enorme atividade na pesquisa basica e aplicada, devido as propriedades quimicas e
fisicas sem precedentes destes elementos. Por exemplo, os SWCNTs podem ser
metalicos ou semicondutores, possuem moédulo de Young entre 640GPa-1TPa,
resisténcia a tracdo de 150-180GPa e condutividade térmica tedrica de 6000 W/mK. Os
MWCNTSs possuem caracteristicas elétricas entre metal e semicondutor, apresentam
modulo de Young de 0,27-0,95 TPa, resisténcia a tracdo de 11-63GPa e condutividade
térmica entre 200-3000 W/mK (MWCNTSs isolados)?* 2*. Adicionalmente, os CNTs
possuem alta flexibilidade, baixa densidade massica e alta razdo comprimento/diametro
(tipicamente entre 300-1000). Sua resisténcia mecanica elevada deve-se a estrutura
(semelhante a uma fibra) dos nanotubos, relacionada a sua baixa densidade, alta razdo
comprimento/diametro e extraordinarias propriedades mecanicas (& necessario o
rompimento de 10-50 ligagdes carbono-carbono para que uma ruptura aconteca)®.

Os CNTSs, devido as propriedades apresentadas, apresentam um vasto potencial
com aplicacdes em dispositivos nanométricos?®, por exemplo, como reforco em
compdsitos®®; na sintese de compésitos poliméricos condutores em setores de energia
(como em preparo de eletrodos para supercapacitores e baterias); no setor aeroespacial;
em tintas que proporcionam dissipacdo eletrostatica e interrupcdo de interferéncias

22,27,

eletromagnéticas® *’; em suporte para catalisadores®, entre tantos outros. Para destacar

apenas um desses campos, observa-se, por exemplo, que o emprego de nanotubos de



carbono em eletrodos para a construcdo de supercapacitores de alto desempenho é
matéria atual nas pesquisas apresentadas na literatura, como pode ser verificado pelo
crescente nimero de pedidos de patentes e como também na alta quantidade de patentes

concedidas a pesquisadores®.

1.2.2. Proteinas e glicomacropeptideos do Soro do Leite

O soro do leite contém uma mistura de proteinas com numerosas e diversas
propriedades funcionais que possuem muitos usos em potencial. As principais proteinas
no soro de leite sdo a a-lactoalbumina (a-La) e a PB-lactoglobulina (B-Lg), que
representam aproximadamente 70 % do total protéico contido nele. Elas possuem
diversas propriedades importantes para a inddstria alimenticia, dentre elas, atividade
hidratante, emulsificante, espumante, além de formar géis protéicos®.

A a-La é uma proteina do soro do leite que contribui, significativamente, para
suas caracteristicas fisicas, biolégicas e nutricionais. Ela representa cerca de 20% das
proteinas do soro de leite bovino (3,5% de proteinas do leite total) e é a principal
proteina no leite humano®. Foi reconhecida pela primeira vez em 1885 e desde 1964
tém sido intensivamente estudada® *.

Em condigdes fisioldgicas, a a-La funciona como uma proteina “modificadora”
da especificidade da enzima D-glicose 4-B-galactosil transferase, que é responsavel pela
sintese da lactose nas glandulas mamarias™.

A molécula de a-La € formada por uma cadeia polipeptidica composta por 123
residuos de aminoacidos e quatro ligacdes dissulfidicas, caracterizada por uma massa

molar relativamente baixa (14.200 g mol™) e ponto isoelétrico (P1) 4,6*°. a-La é

relativamente rica em triptofano (quatro residuos por mol). Também € rica em enxofre



(1,9%) que esta presente nos residuos de aminodcido cistina (quatro interacGes
dissulfidicas por mol) e metionina, ndo contém cisteina (grupos sulfidril)*®.

Em relacdo as estrutura tercidria e secundaria, a-La € uma proteina compacta
globular que, em solucéo, assume o formato de um prolato elipsdide com dimensdes de
2,5 x 3,7 x 3,2 nm, consistindo de 26 % de a-hélice, 14% de B-estrutura e 60 % de
estrutura desordenada®.

A o-La é uma metalo-proteina, pois ela se liga a um fon Ca®* por mol de proteina
em uma espécie de “bolsa” contendo quatro residuos do aminodcido asparagina (Asp).
A interacdo com os fons Ca’* estabiliza a conformacéo da proteina. Em valores de pH
menores que 5, os residuos de Asp se tornam protonados e o fon Ca** é liberado®.

A exposi¢do da conformag¢do nativa de o-La (estado N), em valores de pH
menores que 4, promove instantaneamente a formacdo de uma conformacéo (estado A)
cujas propriedades sdo muito diferentes do estado nativo®®>’. O intermediario estrutural
surge da dissociacdo dos fons Ca®*. Musci e Berliner’, utilizando técnicas
espectroscopicas, determinaram que a liberacio de Ca®* resulta no aumento da
exposicao de residuos de aminoacidos hidrofébicos para o meio aquoso, sendo que essa
mudanga conformacional leva a uma diminui¢do da estabilidade conformacional da a-
La.

A proteina presente em maior quantidade no soro de leite é a pB-Lg,
representando cerca de 50 % do total das proteinas do soro e, aproximadamente, 12 %
do total das proteinas presentes no leite. E pequena, soltvel e globular com 162 residuos
de aminoacido e massa molar aproximada de 18,3 KDa, ponto isoelétrico igual a 5,2 e €
termosensivel*®,

A B-Lg é rica em aminoacidos sulfurados, contém 2 mols de cistina e 1 mol de

cisteina por mondmero de 18 kDa. A cisteina € especialmente importante uma vez que



reage, ap0Os desnaturacdo por aquecimento, com o dissulfeto de x-caseina e afeta
significativamente coagulacdo do coalho e as propriedades de estabilidade térmica do
leite, sendo também responséavel pelo sabor do leite aquecido®.

Em relacdo a estrutura secundaria, a B-Lg € uma proteina altamente estruturada:
medidas de dicroismo circular e rotacdo dptica mostram que na faixa de pH 2-6, p-lg
consiste de 10 - 15% a-hélice, 43% folhas B e 47% de estrutura ndo-ordenada. p-Lg
tem uma estrutura globular muito compacta em que folhas 3 ocorrem em uma estrutura
de tipo B-barril ou célice. Cada mondmero existe quase como uma esfera com um
diametro de cerca de 3,6 nm*.

A estrutura quartenaria de B-Lg apresenta associacdes que variam conforme o
pH do meio. Em valores de pH menores que 3,5, a f-Lg bovina sofre uma mudanca
conformacional, dissociando em mondmeros. Entre pH 5,5 e 7,5, todos as variantes [3-
Lg bovina forma dimeros de massa molar 36 kDa. Entre pH 3,5 e 5,2, especialmente no
pH 4,6, B-Lg bovina forma octdmeros de massa molar 144 kDa. Acima de pH 7,5, B-Lg
bovino sofre uma mudanca conformacional, dissociando em monémeros e 0 grupo tiol
torna-se exposto®>.

O glicomacropeptideo (GMP) é um peptideo derivado da caseina que
corresponde a cerca de 10 a 20 % do total de proteinas do soro do leite doce. Quando o
leite é submetido ao tratamento com a enzima quimosima durante a fabricacdo de
queijo, a proteina k-caseina é hidrolisada em dois peptideos®. O peptideo é
relativamente pequeno, com a massa molar de 8000 Da. No entanto, devido a
glicosilagdo, seu tamanho real pode variar 25.000-30.000 Da. Ha duas variantes
principais de GMP, a variante A e variante B, que diferem em dois aminoacidos.
Abreviaturas diferentes sdo usadas para identificar GMP, mas todas se referem a mesma

molécula encontrada no soro*.



1.2.3. Adsorcao

A exposicdo de uma solucdo aquosa de proteina a uma superficie solida resulta

no acimulo de um excesso de moléculas de proteina na interface sélido/liquido®®. O

fendmeno no qual moléculas de um componente se concentram preferencialmente na

interface em relacdo as fases é denominado adsorgdo™.

Antes de iniciar a discussdo sobre adsorcao, € preciso saber que:

1)

2)

3)

4)

Fase € uma regido homogénea do sistema em que as propriedades
termodinamicas intensivas do sistema ndo variam ponto a ponto em toda
a sua extensdo. Entre fases distintas do sistema existe uma regido de
contato a qual chamamos de interface. Na interface as propriedades
termodinamicas intensivas do sistema variam em toda sua extensdo ao
longo de um eixo Z perpendicular a interface.

Existe uma regido limite, a interface, com propriedades termodinamicas
distintas das propriedades termodinamicas das demais fases;

A diferenca das propriedades termodinamicas da interface em relacdo
aquelas das fases determina propriedades termodinamicas estratégicas do
sistema;

Todos os processos coloidais sdo controlados via modulacdo dessas

propriedades termodinadmicas da interface.

Existem algumas formas de alterar as propriedades termodindmicas intensivas da

interface. Dentre elas, pode-se citar a adicdo de um soluto ao sistema coloidal que seja

capaz de ir & interface e alterar as interagdes intermoleculares em termo de energia e

estrutura (configuracGes) dessa regido. Isso é o que ocorre no fenémeno de adsorcéo.

A adsorcdo € o fenébmeno pelo qual moléculas de um componente i do sistema se

concentram preferencialmente na interface em relacdo as fases, porém, o fato de termos



moléculas do componente i na interface ndo quer dizer que ocorreu adsorcdo. Este
fendmeno s6 é caracterizado quando a concentracdo média de um componente i na
interface é maior que a concentracdo média do componente nas demais fases*.

Quando se fala de adsorcdo, existe uma quantidade muito importante que é a
quantidade do componente i adsorvida na interface, dada por I;. Ha um sistema formado
pelas fases a e B, no qual ¢ feita a adicdo do componente i que se adsorve
preferencialmente na interface. Pode-se determinar o valor de T} pela equacdo 01%%

NTi—Ngi—Ng; (01)
S

Fi =

Mais especificamente, I é a quantidade do componente i adsorvido por unidade
de area da interface, Np; € o nimero de mols total do componente i, Ny ; € Ng;€ 0
nimero de mols do componente i nas fases a ¢ [, respectivamente e S é a area
superficial.

A limitacdo da equacdo 01 se da pelo fato de ndo se saber onde comeca e
termina cada fase. Consideremos o sistema cubico representado na Figura 1 formado

pelas fases a e f3, a interface estd delimitada entre +0 e —0 e dividida pelo eixo 0.

Fase 3
+9:
0
-0
Fase o

Figura 1. Sistema composto de duas fases e a interface delimitada entre —§ e + .
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Supondo a adigao de um componente i que adsorve na interface no sistema, I’
pode ser determinada a partir da equacédo 01. Assim, temos:

-8 superficie a 0 superficie a (02)
L==| [c (- Ccfldz+ | [c (2) - C] dz
—o -6

+6 . +oo -
+f [C'superfzae(z) _ Ciﬁ] dZ_I_J. [Cisuperfzae(z) _ CiB] dz
0

i
+6

Como a concentragdo de 1 ndo varia ao longo do eixo z nas fases a e B, o
primeiro e o Ultimo termo a direita da igualdade na equacdo 02 é igual a zero. Assim,

temos:

0 superficie *0 superficie B (03)

{ i 14
0

Para definirmos rigorosamente I'j aplica-se a equacdo 03 para o0 processo de
adicdo de um surfatante i a um sistema consistindo de agua liquida (fase a) em
equilibrio com &gua vapor (fase p).

Ao analisar o perfil da concentracdo de moléculas de dgua no sistema, observa-
se que a concentracdo de agua é maior na fase a e que, ao longo do eixo Z, a
concentra¢cdo de moléculas de 4gua ndo varia em toda a extensdo das fases a e 3, porém,
na medida em que se aproxima da interface pelo lado da fase a, a concentracéo de agua

diminui até atingir a concentracao de dgua na fase vapor () conforme Figura 2.
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Fase 3

Fase o

Figura 2. Perfil da concentracdo de agua ao longo das fases e na interface.

Podemos determinar I'sq, @ partir da equagéo 03. Assim, temos:

0 superficie a +e superficie B (04)
Fégua == [C (Z) - Cdgua ] dZ + [C (Z) - C ] dZ
-5 0

agua agua agua

As integrais na equacao 04 representam as areas 1 e 2 hachuradas na Figura 2,
sendo que 1 é negativo e 2 e positivo. Dependendo da posicéo do eixo 0, a I'sgua pode ter
valores negativo, positivo ou nulo. Existe uma posicao no eixo z em que 1 e 2 sdo iguais
em modulo e a I'sgia € zero. Nessa posicdo, definimos a interface equimolecular. A
interface equimolecular ¢ definida para que I' de um dos componentes do sistema seja 0.

Supondo agora que a este sistema foi adicionado um surfatante i, surge um
questionamento: como €é o perfil da concentracédo de surfatante neste sistema?

Ao saber que i adsorve na interface, o perfil da concentracdo de surfatante ao

longo do eixo z pode ser representado pela Figura 3.

12



Fase 3

Fase|a

Figura 3. Perfil da concentracao de surfatante i ao longo das fases e na interface.

Podemos determinar I'j a partir da equacdo 03. Levando em conta a interface
equimolecular definida anteriormente e que o surfatante ndo se move espontaneamente

para a fase B3, considera-se que C; entre interface equimolecular e +6 é zero (Figura 4).

Fase 3

Fasela

Y.

Figura 4. Perfil da concentracdo de surfatante ao longo das fases e na interface

equimolecular
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E assim, obtemos:

L 4

0 . 05
Fi ::f [C§uperflcle(z)_ Ca] dz ( )

Aplicando o teorema do valor médio, obtemos:

I = [ Coerie - el s (06)

l

O & é a espessura da interface e C; é um valor médio da concentracéo de i.
Nessa equagdo, nds expressamos a concentracdo da espécie i na interface como
concentracdo média, pois, ndo existe na interface um valor de concentracdo homogéneo.
Esse valor varia ao longo do eixo Z.

~superficie

Considerando I'; muito grande, temos que C; »>>» Cfe:

I = [ C—isuperficie]x 5 (07)

A variagdo da energia livre de Gibbs do sistema (AG), quando moléculas
adsorvem na interface, tem duas contribuigdes: a alteragdo na tensdo interfacial (o),
devido a mudancas nas interacdes e orientacfes das moléculas na interface, e o trabalho
quimico (Tp;) referente & transferéncia de moléculas do soluto da solucdo para a
interface. Assim, temos*:

G=o0+Ty (08)
Onde y; € o potencial quimico do componente i.
Derivando a equacédo 08 em relagéo a ;, temos:

ae d_U_I_ d(lipy) (09)
dp dpy  dpy
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dG dG dG
Ao multiplicar e dividir o termo — da equagdo 09 por I'j tem-se —.—
dpg dr; dp;’

: le - . N «
Considerando o Hie substituindo essas consideracdes na equacao 09 e resolvendo
i

a diferencial do produto I'; |;, tem-se:

ar_do . dn (10)
Maw ~aw T My

Cancelando os termos iguais na equacgéo 10, tem-se:

do (11)
SR

A equacdo 10 é a equacdo fundamental de adsorcdo de Gibbs para qualquer
processo adsortivo. Lembrando que y; = uf + RTlna; e que para solucbes ideais e
idealmente diluidas u; = u? + RTInC; e derivando em relagéo a C;, tem-se:

dy  d 1 12
du_ dw/ + RT — (12
dc;, — dG; C;

6 6
~ . iz au; .
Como ll? nao varia com C;, —‘é‘ é constante e —d’él = 0. Assim, temos:
i i

dpy 1 (13)

Substituindo a equacao 13 na equacdo 10 temos:

Ci do (14)

: RT dC;

A equacdo 14 é valida apenas para solucdes ideais e idealmente diluidas, mas
tem uma vantagem em relacdo a equacdo 10, j& que é muito dificil medir
experimentalmente y; e, consequentemente, dificil determinar I a partir da equacéo 10.
Por outro lado, a partir da equagéo 14 pode-se medir ¢ em fungdo de C; e por meio de

um grafico obter T;.
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Moléculas de um componente i adsorvem na interface para reduzir o conteudo
de energia livre de Gibbs do sistema. Assim, uma molécula adsorve para reduzir a
tensdo interfacial e para aumentar o potencial quimico da espécie i na solucdo (equacéo
11), uma vez que a quantidade T'; s pode ser uma grandeza positiva. Além disso, a
equacdo fundamental de Gibbs nos diz que se T'; € um valor muito grande, implica que
ao ir para a interface, as moléculas de i reduzem muito a tens&o interfacial & custa de um
pequeno aumento do potencial quimico. E, se I'; € um valor muito pequeno, significa
que, ao ir para interface, moléculas de i reduzem pouco a tensdo interfacial, ao custo de
aumentar muito o potencial quimico da espécie em solucéo.

Para entender o mecanismo de adsor¢do constroem-se isotermas de adsorcao,
onde se tem um adsorvente sdlido e o soluto, podendo ser o Ultimo um gas ou estar
presente em uma solucéo liquida®.

Os primeiros estudos de adsor¢do foram de gases em sélidos. Preparavam-se
tubos contendo o adsorvente em contato com gas em diferentes pressdes e T constante.
Para cada pressdo determinava-se a quantidade adsorvida em mols do soluto por gramas
de adsorvente .

Uma isoterma é uma funcdo que relaciona a quantidade de substéncia adsorvida
por unidade de area interfacial ou quantidade de substancia do soluto adsorvida por
grama de adsorvente com a concentracéo de equilibrio do adsorvato na solugdo®.

A Figura 5 mostra dois perfis tipicos de isotermas obtidos para adsor¢do de um

soluto presente em uma fase liquida na interface solido/liquido.
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Figura 5. Perfis tipicos de isoterma: (a) isoterma do tipo | (b) isoterma do tipo II.

Observam-se perfis diferentes para as isotermas a e b na Figura 5. As isotermas
com o perfil semelhante ao da Figura 5a sdo chamadas isotermas do tipo | e 0 processo
de adsorcdo ocorre com a formacdo de uma Unica camada de i na superficie do
adsorvente. As isotermas com perfil semelhante ao da Figura 5b sdo chamadas
isotermas do tipo Il e sdo caracterizadas pela formacdo de multicamadas do componente
i sobre a superficie do adsorvente®.

Em 1918, Langmuir propds um modelo para explicar as isotermas do tipo 1*. E
importante observar as considerac@es implicitas para se chegar a isoterma de Langmuir:
(i) a variacdo de entalpia de adsorcdo (AagsH) € equivalente para todos os sitios e,
guando uma molécula encontra-se adsorvida, ndo ha interacfes desta com as moléculas
adsorvidas em sitios vizinhos e todos os sitios possuem a mesma estrutura quimica, (ii)
cada molécula de adsorbato ocupa apenas um sitio (iii), a adsorcdo é localizada (isto é
as moléculas permanecem no local de adsorcéo até serem dessorvidas)*.

De acordo com o modelo de Langmuir, o processo de adsor¢do de uma espécie
pode ser encarado como uma reagdo quimica de conversdo de espécies quimicas em
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outras, em que uma espécie | reage com o sitio do adsorvente S para formar o complexo
espécie-sitio (IS), de acordo com o processo representado pela equacdo 15:
[+S5=1S (15)
O sitio S é simplesmente uma espécie quimica que ndo se movimenta sobre a

superficie do adsorvente. A esse processo quimico, podemos associar uma constante
termodindmica (b) relacionada a variacao de energia livre de Gibbs padrao de adsor¢éo
pela equaco 16°:

AgqsG® = —RTInb (16)
onde A,gsG® = ul — (uf + u2). A constante b nessa equacio é dada pela relagéo 17:

[IS] @17

em que os termos entre colchetes referem-se as concentragfes das espécies na condicao

de equilibrio termodindmico. Se denominarmos de 6 a fracdo molar de sitios do

N° de sitios ocupados

adsorvente ocupados, tal que 8 = , expressando assim a concentracdo

N° de sitios totais

da espécie IS, temos como consequéncia que a fracdo de sitios desocupados é igual a

1 — 6. Sendo a concentragdo de ions no “bulk” da solugdo igual a C, , temos:

0
b=——— 20
C, (1-9) (20)
Isolando & na equacdo 20 obtemos:
bC, =6+ bOC, (21)

Rearranjando, temos:
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g _bC (22)
14 bC,

Podemos notar que se existe uma quantidade méxima de substancia adsorvida
(gs), para uma dada quantidade de substancia adsorvida Q. a fracdo de sitios ocupados

0 ¢ dada por:

_Q @)
ds

0

Substituindo essa relacdo na equagédo 22 obtemos:

Q = bC. qs

e 24
1+ bC, (24)

A equacao 24 é conhecida como equacao da isoterma de Langmuir.

1.2.4. Adsorgéo de Proteinas em Nanotubos

Ambos o0s nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNTSs) e de paredes
maultiplas (MWCNTS) tém aplicacBes potenciais no desenvolvimento de novos tipos de
dispositivos bioldgicos em miniaturas, incluindo sondas e sensores, devidade elétrica e
tamanho nanométrico. O primeiro passo para alcancar este objetivo envolve a
imobilizacdo de moléculas bioativas na superficie de nanotubos de carbono através de
ligacBes covalentes ou ndo-covalentes™.

Um dos primeiros trabalhos de interacdo proteina-nanotubo descritos na
literatura foi publicado em 1995 por Tsang et. al*®, avaliando a imobilizacdo de
pequenas proteinas (Zn,Cds-metalotioneina, o citocromo C (3) e B-lactamase) em
nanotubos de carbono. Foi utilizado para analise dos resultados, principalmente,
microscopia eletronica de transmissdo de alta resolugdo (HRTEM). Nanotubos de
carbono foram deixados em refluxo com acido nitrico por 24 horas, lavados com agua

destilada e secados em vacuo a 180° C por 12 horas. Apds esse tratamento, prepararam-
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se suspensdes de nanotubos em solugdo aquosa de proteina e apds 24 horas a agua foi
volatilizada pela reducdo da pressdao de vapor, a temperatura ambiente. O material
restante consistindo de nanotubo e proteina foi analisado por HRTEM. Moléculas de
proteina individuais e associadas foram claramente observadas no interior da cavidade
central dos nanotubos e interessantemente uma quantidade significativa de proteina
permaneceu cataliticamente ativa, indicando que nenhuma mudanca conformacional
dréstica tinha ocorrido. Dando continuidade a estes trabalhos ainda em 1998, Davis et.
al*’ compararam a atividade da proteina B-lactamase, imobilizada no interior do
nanotubo com a atividade de B-lactamase livre em solucdo na hidrélise de penicilina, e
observaram que as proteinas imobilizadas se mantiveram ativas, porém a atividade é
menor que a das proteinas livres. A menor atividade das proteinas imobilizadas sugere
mudanca conformacional da enzima p-lactamase. Entretanto, o decréscimo na atividade
pode ser associado com varios outros efeitos na imobilizacdo, como por exemplo, a
restricdo do acesso do substrato ao sitio ativo. Ainda neste mesmo ano em continuacéo a
esses trabalhos, Guo et. al* utilizando a técnica HRTEM avaliaram a imobilizacio de
DNA e Zn,Cds-metalotioneina em nanotubos. Curiosamente, as moléculas de DNA
tendem a cobrir a superficie dos nanotubos uniformemente, sugerindo uma forte
interacdo com a superficie do nanotubo de carbono. Eles concluiram que a natureza das
interagBes entre nanotubo e proteina ou DNA ainda é desconhecida.

Esses trabalhos iniciais despertaram o interesse de pesquisa no desenvolvimento
de bionanomateriais aplicdveis e, nessa perspectiva, em 2001, Chen et. al*®
funcionalizaram a superficie de SWCNT e avaliaram a imobilizacdo de varias
biomoléculas. A funcionalizagdo dos SWCNT envolveu a adsorcdo da molécula
bifuncional acido 1-pirenobutandico, estér Succinimidico na superficie hidrofobica dos

nanotubos na presenca de dimetilformamida (DMF) ou metanol, ocasionando a
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funcionalizacdo dos nanotubos com grupos estér succinimidico que sdo muito reativos
com aminas. As aminas sdo grupos funcionais presentes em grande quantidade na
superficie de proteinas. O mecanismo de imobilizacdo de proteinas em nanotubos
funcionalizados com grupos estér succinimidico, envolve a substituicdo nucleofilica de
N-hidroxisuccinimidico por um grupo amina na molécula de proteina, resultando na
formacgédo de uma ligacdo amida. Esta técnica permitiu a imobilizacdo de uma grande
variedade de biomoléculas como a ferritina, estreptavidina, e biotinil-3,6-
dioxaoctanodiamina nas paredes laterais de nanotubos de carbono com alta
especificidade e eficiéncia.

Em 2002, Huang et. al*® funcionalizaram nanotubos de carbono com a proteina
Bovino Serum Albumina (BSA). O bionanocomplexo formado nanotubo-BSA é
altamente solivel em agua, formando solucdo aquosa de cor escura. Resultados de
caracterizacbes usando microscopia de forca atdbmica (AFM), analise
termogravimétrica, espectroscopia Raman e eletroforese em gel mostram que as
amostras contém nanotubos de carbono e proteinas, além de que as espécies de
proteinas estdo interagindo com os nanotubos e 90% delas permanecem bioativas. A
funcionalizacdo de nanotubos com proteinas pode ser usada para introduzir o0s
nanotubos de carbono em outros sistemas biolégicos importantes. Nessa perspectiva
em 2002 Sun et. al®® desenvolveram um trabalho sobre a aplicacdo de nanotubos
funcionalizados com diversos tipos de moléculas, entre as quais a proteina BSA, e
perceberam que a funcionalizacdo dos nanotubos pode permitir uma maior
aplicabilidade destes.

A interacdo altamente especifica entre biomoléculas e nanotubos comecou a

intrigar os pesquisadores e, a partir de 2004, o numero de trabalhos publicados
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estudando a interacdo de nanotubos e diversas proteinas para a obtencdo de
bionanocomplexos aplicaveis aumentou significativamente.

Novos estudos tém sido feitos nos ultimos anos na tentativa de descobrir
proteinas que sdo capazes de dispersar melhor os nanotubos ou ainda formar
bionanocomplexos aplicaveis. Entre as proteinas imobilizadas estéo a ferritina™, BSA™,
hemoglobina®, glicina®, citocromo C**, tripsina™, albumina de soro humano (HSA)*®,
ovalbumina®’, hemoglobina bovina®’, Streptavidina®, metalotioneina chamada SmTA>®
e hidrofobinas®. Algumas proteinas como glicosidase, quimotripisina e peroxidase
(SBP) sdo adsorvidas em grande quantidade: 630, 670, e 575 mg de proteina por g de
CNTs, respectivamente®*®2. Também se tem um ndmero significativo de trabalhos
visando o desenvolvimento de biossensores®.

Em 2011 Li et. al*® estudaram a adsorcdo da proteina BSA em nanotubos
funcionalizados com uma amino-ciclodextrina sintetizada (f-MWNTs). Os
difratogramas mostraram que a BSA adsorvida em f-MWNTs tem sua forma cristalina
alterada. Os espectros de dicroismo circular demonstraram uma reducdo percentual
elevada do contetdo a-helicoidal quando BSA foi adsorvida em f-MWNTs. Os
resultados também indicam que a mudanca de estrutura secundaria da BSA é causada
principalmente pela interacdo hidrofébica dos residuos de BSA com as paredes de f-
MWNTSs. Este trabalho demonstra que, com a funcionalizacdo dos nanotubos, aumenta-
se a dispersabilidade do nanotubo em &gua, facilitando a adsorcdo de BSA nos f-
MWNTSs.

Proteinas tém a conformacdo e a carga liquida (CL) facilmente alterada em
funcdo do pH da solugédo, consequentemente, mudancas no pH do meio pode alterar a
quantidade de proteina adsorvida e pode-se encontrar valores de pH em que a

estabilizagdo dos nanotubos é mais significativa. Nessa perspectiva, em 2011 Bomboi
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et. al®

avaliaram a interacdo de lisozima e SWCNTs em diferentes concentracfes de
proteina e valores de pH. Acredita-se que a lisozima adsorve nos SWCNTSs devido a
intera¢des hidrofobicas ¢ do tipo m-m entre a proteina ¢ a superficie hidrofobica dos
nanotubos. Nos valores de pH estudados, a proteina estava carregada positivamente e
interacbes eletrostaticas podem também contribuir para a estabilizacdo do
bionanocomplexo lisozima-SWCNT. Dados de dicroismo circular indicam que ndo
ocorre a desnaturacdo das moléculas de lisozima adsorvidas em nanotubos. A
distribuicdo de carga em torno de nanotubos foi inferida através da combinacdo de
mobilidade eletroforética e métodos de espectroscopia dielétrica. A primeira experiéncia
fornece informacgbes sobre as mudancas na densidade de carga na superficie dos
complexos, enquanto a segunda, informa sobre modificacfes na espessura da dupla

camada elétrica em torno deles. Tais resultados se complementam e indicam que

algumas moléculas de lisozima estdo ligadas aos SWCNTS.

1.2.5. Série de Hofmeister

fons tém um papel fundamental em muitos processos naturais, bioldgicos e
tecnoldgicos e, por isso, o0 estudo e descricdo das propriedades de solugdes eletroliticas
tém despertado um maior interesse da comunidade cientifica nos tltimos 100 anos®®.

Em uma série de trabalhos, Franz Hofmeister, professor de Farmacologia da
Universidade de Praga, foi o primeiro a estudar sistematicamente os efeitos de ions.
Entre os anos de 1880 e 1890 Hofmeister e colaboradores estudaram tais efeitos na
precipitacdo de proteinas, publicando uma série de sete artigos em aleméo cujo titulo da
série foi: “Sobre o efeito da ciéncia do sal”®’. E interessante notar que Hofmeister era

farmacologista e estudou o efeito de sais em sistemas fisioldgicos, ja que os sais tém um
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impacto importante, por exemplo, sobre a digestao, o sistema nervoso e as propriedades
do sangue. Ele investigou sistemas muito complexos para a época como sangue e clara
de ovo, pois nesses sistemas era possivel isolar grande quantidade de proteinas. Mesmo
trabalhando com sistemas complexos, as propriedades buscadas foram facilmente
medidas, uma vez que a condutividade elétrica e a pressdo osmdtica variam de varias
ordens de grandezas quando pequenas quantidades de ions sdo adicionadas em solucéo
aquosa®.

Avancos em metodologias experimentais e computacionais tém levado a um
recente interesse na série de Hofmeister e sua origem molecular®®. As conclusdes
obtidas por Hofmeister estdo longe de serem triviais e ainda ndo sdo explicadas pelas

teorias de solugdo ou quimica coloidal

. Ainda hoje ha um debate sobre a importancia
relativa de interacGes diretas ion-ion e de interacfes ion-agua para explicar ou mesmo
prever esses efeitos, ou seja, a natureza molecular desse fendmeno ainda é
desconhecida.

A principal razéo para esse desconhecimento é que a série de Hofmeister emerge
de uma combinacdo de efeitos gerais de cossolutos na estrutura do solvente e de
interagdes especificas entre o cossoluto e o soluto (proteina ou outros biopolimeros)™.

Um dos modelos propostos para explicar esse fendmeno se baseia no efeito
destes fons na estrutura tridimensional das moléculas de agua’® que consiste em um
atomo de oxigénio ligado covalentemente a dois &tomos de hidrogénio. A diferenca de
eletronegatividade entre os atomos de oxigénio e hidrogénio gera uma distribuicdo
assimétrica de cargas, de forma que had um dipolo orientado positivamente para o
hidrogénio e outro orientado negativamente para o oxigénio. Cada atomo de oxigénio

pode se ligar a dois atomos de hidrogénio de outra molécula de agua, e cada atomo de

hidrogénio a um atomo de oxigénio de outra molécula de agua de forma que cada
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molécula de 4gua se liga a mais quatro moléculas de 4gua formando um tetraedro™. A
estrutura terciaria da agua € altamente organizada em consequéncia das ligacbes de
hidrogénio, uma vez que essas sdo orientacionais, aditivas e cooperativas. Entretanto, a
presenca de ions pode alterar a estrutura terciaria da agua.

Desde 1930 surgiu o conceito de que alguns ions seriam caotropicos e outros
cosmotrépicos’®. Os fons cosmotrépicos séo aqueles que aumentam a organizacdo entre
as moléculas de dgua como, por exemplo, o litio e o sulfato, enquanto os caotropicos
sdo aqueles que diminuem a organizacdo entre as moléculas de agua, como, por
exemplo, o tiocianato e o perclorato.

A variacdo de entropia das moléculas de agua devido a presenca de ions pode ser
negativa ou positiva®® "2, Para fons com elevada densidade de carga, AS< 0; isso porque
0s atomos dos ions interagem fortemente com as moléculas de agua orientando-as, ou
seja, diminuindo as entropias configuracional, vibracional, translacional e rotacional das
moléculas de agua. Por outro lado, os ions com baixa densidade de carga interagem
fracamente com as moléculas de agua, de forma que elas estdo mais livres para assumir
outras configuracdes, aumentando as entropias configuracional, vibracional,
translacional e rotacional destas moléculas.

Hofmeister observou o efeito de ions caotropicos e cosmotropicos na
solubilidade de proteinas, organizando-os em uma série. A série de Hofmeister ou série
liotropica consiste em uma ordem de sais de acordo com o seu efeito na precipitacdo de

proteinas’. A Figura 6 mostra a tradicional série de Hofmeister.
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HOFMEISTER SERIES

Cations
NICHyF NHY o RrRE K5 N Lt mg?t
B 200 |
SO7” HPOF™ OAC cit” OH™ 1~ Br™ NO; CIO3 BE; 17CIO} SCN” PF;
Anions
kosmotropic chaotropic
4 surface tension ¢ surface tension
harder to make cavity easier to make cavity
¢ solubility hydrocarbons # solubility hydrocarbons
salt out (aggregate) salt in (solubilize)
¢ protein denaturation 4 protein denaturation
protein stability J protein stability
weakly hydrated soft strongly hydrated hard
cations of low cations of high
charge density charge density
strongly hydrated hard weakly hydrated soft
anions of high anions of low
charge density charge density

Figura 6. A série de Hofmeister’,

Conforme podemos observar na Figura 6, existe uma série para anions e outra
para cations, sendo que os ions a direita tém efeito caotrépico e, a esquerda, efeito
cosmotropico. Os ions caotropicos aumentam a solubilidade das proteinas, uma vez que
ao adicionarmos proteina em uma solucdo aquosa de um ion é necessario quebrar as
ligacbes de hidrogénio existentes entre as moléculas de agua e as interaces entre as
moléculas de agua e os ions para que a proteina seja solubilizada. O gasto energético
envolvido na quebra dessas ligacGes € menor no caso dos ions caotrdpicos, devido a

uma interacdo menos intensa destes com a dgua, em comparacao a ions cosmotrdpicos.

1.2.6. A dupla camada elétrica e potencial zeta

A influéncia de cargas elétricas na superficie € muito importante para a fisico-
quimica. Interfaces em contato com agua ou uma solucdo aquosa podem desenvolver

pequenas ou grandes quantidades de cargas elétricas™. A presenca ou auséncia de carga
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em particulas coloidais € extremamente importante, ja que implica em aspectos
significativos relacionados com a estabilidade dos sistemas*.

O entendimento das propriedades elétricas dos sistemas coloidais nos fornecera
uma base tedrica para explicarmos diversos fendmenos que ocorrem nestes sistemas. Os
fendmenos elétricos que ocorrem no sistema coloidal sdo: eletrosmose, eletrodifuséo,
corrente de fluxo e corrente de sedimentacéo.

Eletrosmose: € o movimento espontaneo da fase continua em relacdo a fase
dispersa quando se aplica uma diferenca de potencial (ddp).

Eletrodifusdo ou eletroforese: é o movimento espontaneo da fase dispersa em
relacdo a fase continua quando se aplica uma ddp.

Corrente de fluxo ou ddp de fluxo: é a ddp que € causada pelo movimento
relativo da fase continua em relacdo fase dispersa devido a uma diferenca de pressao, ou
seja, por uma gradiente mecanica.

Corrente de sedimentacdo ou ddp de sedimentacdo: é a ddp que surge em um
sistema coloidal devido ao movimento da fase dispersa em relacdo a fase continua,
causada pela acdo da gravidade.

Os quatro fenémenos elétricos podem ser tratados da seguinte forma: todas as
vezes que uma fase continua se deslocar em relacdo a uma fase dispersa ou vice-versa
devido a algum agente externo, surge uma corrente elétrica no sistema e todas as vezes
que uma diferenca de potencial for aplicada num sistema coloidal, a fase continua se
deslocara em relagéo a fase dispersa ou vice-versa.

Segundo 0 modelo de Helmholtz, todos estes fendmenos podem ser explicados
pela existéncia de cargas elétricas concentradas na interface da particula coloidal. Essas
cargas gerariam um campo elétrico que alinharia, ao redor destas particulas, ions de

carga oposta, neutralizando assim as cargas da superficie. Essas cargas de sinal
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contrario chamariam contra-ions. Ao redor da particula coloidal haveria a formacéo de
uma dupla camada, de tal forma que estas cargas permaneceriam rigidas no espaco da
solucéo.

SO existe a dupla camada elétrica devido a existéncia de fenébmenos
eletrocinéticos em sistemas coloidais. Sabemos da existéncia desta distribuicdo de carga
indiretamente, pois a existéncia da dupla camada elétrica explica esses fendmenos
macroscopicos.

A distribuicdo de cargas ao redor de uma particula coloidal € mais complexa do
que Helmholtz propde, mas a ideia dele contribuiu muito para o desenvolvimento desta
teoria. Para explicar os fenémenos elétricos em sistemas coloidais, Helmholtz
considerou um elemento de area muito pequeno de particula (dA), de forma que se péde
representar essa area por uma regido plana.

Com essa consideracdo, a separacdao de cargas que havia entre a superficie da
particula e a solucdo se aproximava da geometria de um capacitor elétrico de placas

paralelas, como representado na Figura 7.

Superficie  Solucéo

® @

+
+
+
+ + + + +
|

=%}
v

0
Figura 7. Modelo de Helmholtz para a dupla camada elétrica.

Para Helmholtz, como havia essa assimetria de carga, deveria haver uma

diferenca de potencial elétrico (A¢g) entre a superficie da particula (A) e um ponto na
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solucéo (B), a uma distancia ¢ da interface onde estariam localizadas as cargas de sinal
contrario as cargas da interface, isto é:
Ap = Psup — Psol,s (25)

Onde ¢g,,€ @501,5 S80 0s potenciais elétricos experimentados por uma carga na
superficie da particula e na solucdo a uma distancia ¢ da superficie, respectivamente, e
A é a diferenca de potencial elétrico entre a superficie e a solugéo.

E muito importante compreender o significado fisico-quimico de Ag, uma vez
que ele esta diretamente ligado a uma propriedade termodinamica a qual chamamos de
potencial zeta. A diferenca de potencial elétrico A@ ¢é a quantidade de energia liberada
ou absorvida na forma de trabalho elétrico, por unidade de carga, para que uma carga
seja transportada da solugdo (distante de & da superficie) até a superficie da particula
coloidal.

De acordo com Helmholtz, essa diferenca de potencial deveria variar
linearmente com a distancia entre as placas (superficie e solu¢do): Ap = ax + b. Ele
também propds (para explicar a eletroforese e a eletroosmose) que, quando um campo
elétrico externo perpendicular as placas estivesse presente, iria surgir um campo elétrico
tangente e paralelo a interface da particula coloidal.

A particula coloidal pode estar se movimentando e ao aplicar um campo elétrico,
sendo a particula muito pequena, € como se em cada ponto dela tivéssemos um vetor
campo elétrico paralelo e constante aplicado a pequena regido da particula coloidal.

Para este pesquisador, quando o campo elétrico aparecia, gerava-se uma forga de
cisalhamento (T,;s), pois o campo elétrico iria fazer as cargas positivas que estdo na
interface se movimentarem em uma direcdo e as forcas que estdo na solugdo se

movimentarem em sentido contrario.
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A forca de cisalhamento (ﬁis) é proporcional a densidade de carga sobre a

particula e a magnitude do campo elétrico aplicado, como expresso na relacao 26.
|Teis | Pearga * | Eext] (26)

A densidade de carga de um capacitor é proporcional a ddp e inversamente
proporcional a espessura do capacitor. Aplicando a Lei de Gauss para o capacitor
associado a dupla camada elétrica, obtemos a intensidade do campo elétrico entre as
placas em funcéo da carga sobre a superficie e da area do capacitor (densidade de carga

= ¢/A) como sendo:

- . P (27)
fE'dA=i=> |Eint| :M
80 80

As equacbes 26 e 27 mostram que a densidade de carga sobre a particula é

proporcional a diferenca de potencial e inversamente proporcional a distancia entre um

.- ~ . A f A . ~
ponto na superficie e a solucdo, ou seja, Prarga@ ?‘p, para uma distancia ¢. Entéo,

obtemos:

—

A -
|Tcis |a7<p ' |Eext| (28)

A constante de proporcionalidade na equacdo 28 é o produto da permissividade

elétrica do meio na dupla camada (¢) e a permissividade elétrica do vacuo (o).

- Ap 5
|Tcis | = && 7 ’ |Eext| (29)

Na eletrosmose, a fase continua se movimenta em relacdo a fase dispersa. 1sso

ocorre, pois ao ser aplicado a um campo elétrico, as particulas carregadas na solucéao se

movem levando consigo as moléculas de agua ou outras moléculas existentes na fase

continua. Nesse movimento, surgira uma forca de resisténcia contraria. Essa € a forga de
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resisténcia viscosa, Tyiscosq- A grandeza T,;0sq € Proporcional a dv/dx, gradiente de

velocidade entre camadas vizinhas e a superficie.

<UL

" (30)
|Tvis | =n-

Ql&
=

Onde n é a viscosidade do fluido no interior da dupla camada elétrica,

: S av o x .
denominada microviscosidade, e d—; é a taxa de variacdo da velocidade das camadas do

liquido em relacdo a superficie da particula com a distancia em relacdo a superficie da
dupla camada elétrica.

Apds a aplicacdo de um campo elétrico, as particulas da fase dispersa vao se
movimentar até chegar a um estado de equilibrio metaestavel. Nesta situacao, a forca de

cisalhamento que faz a fase se mover, se igualara a forca de resisténcia.

-

ﬁcisl = |Tyis| (31)
Nesse estado de equilibrio, as particulas comecam a se movimentar com
velocidade constante em relacdo a fase continua. Substituindo as relacbes 29 e 30 em
31, temos:

Ap dv (32)
SEOT'Eext =—n-—

Essas séo as equacOes desenvolvidas por Helmholtz para explicar os fenémenos
eletrocinéticos. Na equacdo 32, a diferenca de potencial elétrico também é conhecida
como diferenca de potencial zeta. A diferenca de potencial entre a superficie da
particula e a regido na solu¢do com carga oposta localizada a uma distancia ¢ da
superficie, no modelo de Helmholtz, ¢ denominada de potencial zeta. Podemos
determinar seus valores experimentais e tedricos.

Uma das limitacGes na obtencdo do potencial zeta é que ele leva em conta alguns

pardmetros de dificil determinacdo. Como por exemplo, n. N&o é possivel medir a
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viscosidade no interior da dupla camada elétrica, entdo, para determinacdo deste
potencial utiliza-se a viscosidade da fase continua. Outro parametro duvidoso € a rigidez
dielétrica do meio, que nédo é necessariamente a rigidez no interior da particula coloidal.

Uma limitacdo no modelo proposto por Helmholtz esta na ideia de que os ions
iriam formar estruturas organizadas e planas em torno da interface. Nao seria possivel
obter essa estrutura uma vez que o0s ions estdo se movimentando todo o tempo. Um
modelo mais coerente deveria compreender uma estrutura da dupla camada dinamica.

Todavia, no modelo de Helmholtz, proximas a interface s6 poderiam estar
presentes cargas de sinal contrario para se formar um capacitor. Mas isso ndo pode ser
verdade, pois como o0s ions estdo se movendo dinamicamente, proximas a interface
também pode haver cargas positivas, ja que a distribuicdo destas particulas é randémica.
E mesmo existindo a repulsdo elétrica entre particulas com mesma carga, particulas de
mesma carga da interface poderiam se aproximar da interface. O que podemos esperar
é gue a densidade de cargas positivas € menor que a densidade de cargas negativas
préximas a interface. J& ao analisar uma regido mais distante da interface,
encontraremos maior densidade de cargas positivas. Ja a uma distancia consideravel, a
densidade de cargas positivas e negativas se igualara.

A distribuicdo idnica em torno da interface visa reduzir a energia livre de Gibbs
do sistema. Quando o equilibrio termodindmico é alcangado, o potencial eletroquimico
(ii;) de todas as espécies idnicas é mantido constante*’, como pode ser observado na
equacéo 33.

fi; = u? + RTInn; + Z;eN,p(x) = cte (33)

Onde u? é potencial quimico da substancia i no estado padrdo, e é carga do
elétron, Z; é a carga do ion, ¢(x) € a diferenca de potencial elétrico entre a interface e

um ponto P a uma certa distancia da interface, N, é constante de Avogadro, R é a
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constante dos gases, T € a temperatura em Kelvin e n; € o nimero de mols da espécie i
por m® (tanto o “bulk” quanto a dupla camada elétrica se comportariam como solucées
idealmente diluidas).

Esta equacdo nos mostra que trés fatores devem governar a distribuicdo do ion
em torno da interface: u?, RTInn;e Z; e p(x) N,. O primeiro, u? , varia em funcéo da
posicdo do ion, uma vez que, dependendo da posi¢do, o ion fard diferentes interagdes
intermoleculares e também alterara a configuracdo da solucdo. O segundo, RTInn;,
refere-se a contribuicdo para a entropia configuracional da dupla camada elétrica. Este
termo refere-se a forca motriz que vai procurar manter os ions numa dada regido da
dupla camada elétrica, organizados na configuracdo de maior probabilidade. O terceiro
fator, Z;eN,¢(x), € a energia devido as interacdes eletrostaticas ocorrendo entre ions
que gera uma diferenca de potencial elétrico®’. Pode também ser definido, como
trabalho elétrico, ou seja, € a energia potencial elétrica na forma de trabalho necessaria
para transportar o componente i do infinito até um ponto na dupla camada elétrica que
se encontra num plano a uma distancia x da interface com potencial ¢(x). Essa energia
potencial elétrica surge da assimetria de cargas que existe em toda a regido da dupla
camada elétrica. Trata-se ndo sé da distribuicdo de cargas na superficie, mas também na
solucdo. Como a distribuicdo de cargas é diferente em cada ponto da interface, a energia
potencial elétrica da espécie depende de sua posicdo™.

A partir destas consideracGes quatro estudiosos, Stern, Helmholtz, Gouy e
Chapman propuseram um modelo para a dupla camada elétrica. De acordo com eles a
estrutura da dupla camada elétrica era dividida em duas estruturas. Uma € a estrutura
interna da dupla camada elétrica que é a estrutura mais préxima da interface, conhecida
como estrutura interna de Stern-Helmholtz. Segundo eles, nesta estrutura interna as

interacOes intermoleculares e a entropia dominam. Os ions que se aproximam da

33



interface fazem fortes interacdes intermoleculares (ndo apenas interacdes eletrostaticas)
com as moléculas presentes na interface perdendo H,O de solvatacdo. Na regido
conhecida como Stern- Helmholtz pode ter ions de mesma carga que a interface
coloidal, pois a interacdo dessas cargas com particulas na superficie sdo mais fortes que
a repulsdo eletrostatica.

A outra regido é a camada de Gouy — Chapman, mais distante da interface. Nela
a distribuicdo dos ions é governada por forcas entropicas e eletrostaticas e os ions
conservam a camada de solvatacéo.

A partir de uma série de deducbes matematicas, propostas por estes quatro
estudiosos, ao longo de varios anos, realizadas no intuito de compreender como 0s ions
se distribuem ao longo da dupla camada elétrica e como o potencial elétrico varia ao
longo desta regido, obtém-se equacBes que mostram como o potencial elétrico varia na
camada de Stern-Helmoholtz e na camada de Gouy Chapman. Assim, podemos definir
o0 potencial zeta segundo o modelo de Stern-Helmholtz-Gouy-Chapman.

Segundo o modelo de Stern-Helmholtz-Gouy-Chapman, potencial zeta é o valor
do potencial em uma regido em que a forca elétrica aplicada por um campo elétrico
externo é suficiente para deslocar a particula em relacdo ao meio continuo, carregando
com ela toda a camada de Stern-Helmholtz e parte da camada de Gouy-Chapman. Ou
seja, 0 potencial zeta é o valor da diferenca de potencial entre o plano de cisalhamento

que existe entre a unidade que se move, 0 meio continuo e a superficie da particula.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS, MATERIAIS E METODOS

2.1. Objetivos

1. Estudar a interacdo intermolecular entre as proteinas a-La, B-Lg e peptideo GMP
com nanotubos de paredes multiplas em diferentes valores de pH;

2. Determinar os parametros termodinamicos de adsorcao: AagsH, AagsS, AagsG;

3. Investigar o efeito da natureza e concentragédo de eletrélitos sobre o processo de
adsorcéo;

4. Determinar a contribuicdo da estrutura terciaria da agua sobre a interacdo
proteina-MWCNT;

5. Determinar a forca motriz associada ao processo de adsor¢do de proteinas em

CNTs.

2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Caracterizacdo dos MWCNT

Adsorcdo de Nj: A area superficial especifica do MWCNT foi determinada a
partir de isotermas de adsorcédo / dessorcdo de N obtidas em um sistema automatizado
de sorcao de gas, Autosorb-1 ASIAG (INSTRUMENTOS Quantachrome), utilizando o
método de Brunauer-Emmett-Teller (BET).

Analise termogravimétrica: Medidas Termogravimétricas (TG) foram realizadas
utilizando um analisador simultaneo TG / DTA, a 5°C min* em um fluxo de ar seco de
100 mL min™* entre 25 e 1000 ° C em um cadinho de aluminio.

Microscopia Eletronica de Varredura: A microscopia eletronica de varredura

(MEV) foi realizada com 200 Quanta 200 FEG (FEI). A amostra de nanotubos de
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carbono foi colocada em uma fita de carbono condutora e coberto com uma fina camada
de ouro (~ 10 nm) para melhor visualizacao.

Microscopia Eletronica de Transmissdo: A microscopia eletronica de
transmissdo (MET) foi realizada com um microscopio Tecnai-G-20 (FEI), empregando
um filamento LaBg com uma tensdo de aceleracdo de 200 kV. As amostras para analise
em TEM estavam dispersas em etanol e eram gotejadas em uma grade de cobre

revestida com carbono.

2.2.2. Adsorcao de proteinas do soro do leite em MWCNT

2.2.2.1. Equipamentos

Um peagametro (WTW Wissenschaftlich-TechnischeWerkstétten, pH 330i/SET)
foi empregado para o preparo dos tampdes. As amostras foram preparadas por pesagem
de quantidades adequadas de MWCNT, utilizando uma balanca analitica (Shimadzu,
AY 220) com uma incerteza de + 0,0001 g e adi¢do de solucdo de proteina com auxilio
de uma bureta. Também foram utilizados um microcalorimetro de titulacdo isotérmica,
modelo CSC 4200 e um banho termostatizado (Cientec, CT 281-28) durante o0s
experimentos. As concentracbes de proteina das solugdes sobrenadantes foram
determinadas espectroscopicamente a 280 nm utilizando um espectrometro de absorgéo

molecular na regido do ultra-violeta visivel (UV/vis) (Shimadzu UV-2550).

2.2.2.2. Materiais e Reagentes

Todos os reagentes, de grau analitico, foram utilizados como recebidos, sem

purificacdo adicional. Para a construgéo das isotermas, foram utilizadas as proteinas a-
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lactoalbumina, massa molar média (My,) de 14,1 KDa, B-lactoglobulina, M,, 18,3 kDa e
0 peptideo glicomacropeptideo obtidos da Davisco Foods International, Inc. (Minnesota,
USA) e o adsorvente , multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS) Cryge 100 MWCNT
foi obtido da CNT CO. , LTD., Korea. Especificacdes técnicas dos MWCNT foram
fornecidas pelo fabricante: didmetro médio: 10-40 nm; tamanho: 1-25 um; pureza: 93
wt % min.; contaminantes: 7 wt% maximo.; densidade: 0.03-0.06 g cm™; érea
superficial especifica: 150-250 m*g™.

Os reagentes fosfato de sédio dibasico anidro Na,HPO, (98.5%), tiocianato de
sodio NaSCN (98 %), sulfato de sddio Na,SO4 (99 %), carbonato de sodio anidro
Na,CO3 (99.5 %), cloreto de Bario BaCl, (99 %), Citrato de sddio tribasico diidratado
CsHsNaz07.2H,0 (99 %) foram obtidos pela VETEC (Rio de Janeiro, Brasil). Cloreto
de tetrametil amonio C4H1,NCI (98 %) foi comprado da Sigma-Aldrich (Milwaukee,
WI, EUA). Cloreto de Aménio (99.5 %) foi comprado da Isofar (Duque de Caxias,
Brasil). Acido Citrico CgHgO; (99.5%) foi comprado da Merck ((Darmstadt,
Alemanha)). Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) (100 %) foi obtido da Impex (Diadema,
Brasil). Agua deionizada (Milli-Q, Millipore) foi utilizada no preparo de todas as

solugdes empregadas nestes experimentos.

2.2.2.3. Isotermas de Adsorcdo de proteinas em MWCNTSs

2.2.2.3.1. Preparo das solugbes tampéo

Para obter a solucdo tampé&o pH 9 preparou-se 1000 mL de solugéo 0,1000 mol
L de NaHCOs3, e ajustou-se o pH do sistema para 9 com a adic&o de uma solugéo 0,100
mol L™ de Na,CO; Para obter-se a solugdo tampao pH 7, preparou-se 500,0 mL de

solugdo 5,000 mmol L™ de fosfato de potéssio dibasico e ajustou-se o pH do sistema
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para 7 com a adicéo de uma solucéo 5,000 mmol L™ de fosfato de potassio monobasico.
Para obter a solucdo tampéo pH 3, adicionou-se a 465,0 mL de uma solucéo de acido
citrico 0,000 mol L™ 500,0 mL de 4gua deionizada e 35,00 mL de solucéo de citrato de
sodio 0,1000 mol L™ . A mistura foi homogeinizada e o pH do sistema foi ajustado para

3 com a adicéo de solucdo de citrato de sédio 0,1000 mol L™ .

2.2.2.3.2. Obtencao das isotermas de adsorcao

Dispersdes com 1,000 mg mL™* de MWCNT e diferentes concentragdes de a-La
e B- Lg e GMP foram preparadas usando tampéo pH 3, 7 e 9. Nos valores de pH 3 e 9 as
dispersdes foram também preparadas em solucbes de eletrdlitos da série de Hofmeister
NaSCN, BaCl, Na;HPO,4, CH3NCI, Na,SO4, NH,CIl em quatro diferentes concentracfes
(0; 1,000; 10,00 e 100,0 mmol L™). O GMP é insolvel em pH 3 e 0s experimentos
foram realizados apenas em pH 7 e 9 e o efeito do eletrdlito estudado apenas em pH 9.
As concentrag0es iniciais das solucGes de adsorbato variaram de 0,1000 a 1,000 mg mL"
! para as proteinas a-La e B-Lge de 0,100 a 3,400 mg mL™ e para o peptideo GMP.

O valor de pH do tampéo foi confirmado usando um peagametro. Para preparar
a dispersdo de MWCNT em tubo de headspace, 10,00 mg de adsorvente (MWCNT) foi
pesado em uma balanca analitica e acrescentou-se varios volumes (0,0-10,00 mL) de
solucdo eletrolitica na concentragdo de eletrdlito e no pH desejado (3, 7 ou 9) para 0s
tubos. Posteriormente, solugdo concentrada de proteina ( na mesma solugéo eletrolitica
e mesmo tampao) foi adicionado aos tubos a fim de completar o volume da disperséo
para 10,00 mL e obter a concentracéo inicial desejada. Depois de adicionar a quantidade
apropriada de cada componente, a mistura foi agitada por 10 minutos e deixada em

repouso por aproximadamente 20 h a temperatura de 298,15 K em um banho
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termostatico. Todas as medidas foram feitas em duplicata e o valor médio da quantidade
adsorvida foi utilizado. Quando o equilibrio foi alcancado, aliquotas do sobrenadante
foram coletadas e a concentracdo de proteina no sobrenadante foi determinada. A

diferenca entre a concentragdo inicial de proteina (CP,,eimq) € @ CONcentracdo de

proteina na fase liquida apés o equilibrio (C9“. ) foi determinada de acordo com a

Proteina
equacéao 34.
_ o equil
ACProl:el’na — LUproteina — CProteina (34)

Onde ACp,teing € @ Variagdo na concentracéo de proteina na fase liquida.
As quantidades de proteina adsorvida (I') na fase s6lida podem ser calculadas

pela equacdo 35.

— (ACProtel'na) 4 (35)
m

I

Onde I' (mg g %) é a quantidade em mg de proteina adsorvida por mg de

MWCNT, V (mL) é o volume da fase liquida, m (g) é a massa de fase sélida.

2.2.2.4. Titulacdo Calorimétrica Isotérmica (ITC)

Os experimentos de titulacdo microcalorimétrica para determinacdo da variagdo
de entalpia de adsorc¢do de proteina na interface dos MWCNTSs em dois valores de pH (3
e/ou 9), na presenca de trés diferentes concentracbes de eletrolitos da série de
Hofmeister (0, 10,00 e 100,0 mmol L) foram realizados em um microcalorimetro de
titulacdo isotérmica. Tal equipamento consegue detectar fluxos de energia da ordem de
0,02 uW através de termopilhas que se encontram entre as celas de amostra e referéncia

(Figura 8a). O equipamento utiliza duas torres (Figura 8b), as quais se conectam celas
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com volume de aproximadamente 1,8 mL. Em uma das celas adiciona-se a amostra que

serd titulada e na outra, uma amostra de referéncia.

(a) Motor de passo (b)

/ | Motor de agitagéo

|
Sensores
Termoelétricos

\

Motor de passo

|
|
K

1

Referéncia
{ Amostra

Dissipador de calor

®
Banho de agua

Figura 8. (a) Esquema interno do calorimetro e (b) torres e celas de amostra e

referéncia.

Para cada concentracdo de eletrdlito da série de Hofmeister, adicionaram-se em
ambas as celas calorimétricas 5,000 mg de MWCNT e 1,8 mL de solucdo de eletrolito
na concentracédo e pH de interesse, de modo que na cela de amostra foram feitas adi¢oes
consecutivas de solugdo concentrada de proteina (na mesma concentracdo de eletrdlito e
pH que a dispersdo de nanotubo). Todo o experimento de titulacdo foi programado,
sendo automatizado em todas as etapas: as adi¢Ges das solugdes de proteinas realizaram-
se por meio de seringas gastight Hamilton (250 uL), utilizando-se cénulas capilares
feitas de teflon que conduziram a solucdo até a cela calorimétrica da amostra. As
injecOes de cerca de 25 pL de solugdo titulante foram controladas por um motor de
passo comandado por um microprocessador. O intervalo de tempo entre cada inje¢éo foi

de 60 minutos e a homogeneidade da amostra foi garantida por um agitador (350 rpm) .
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Os valores da energia liberada ou absorvida na forma de calor foram obtidos por
integracOes das deflexdes ocorridas a partir da linha base, na curva de poténcia versus
tempo. Em condicBGes de temperatura e pressdo constantes tem-se que a variagdo de
entalpia € numericamente igual a energia na forma de calor envolvido no processo.
Assim, pode-se obter a variagdo de entalpia (AqpsH) associada ao processo, para cada
injecdo de proteina. AgpsH foi corrigido pela variacdo de entalpia de diluicdo das
proteinas (AgiiH) para obter variacao de entalpia liquida de interacdo entre as proteinas e
MWCNT (AixH). Divisdo de AiH pelo nimero de mols de proteina adsorvida por
grama de nanotubo tem como resultado a variacdo de entalpia de adsorcdo da proteina
AsgsH kI molt. A variacdo de entalpia padrdo de adsorcdo A.sH° foi determinado
considerando a diluicdo infinita.

Todas as medidas foram feitas a uma temperatura constante de 25,0000 °C .

2.2.3. Medidas de Potencial Zeta

Para as medidas de potencial eletrocinético preparou-se dispersfes de 1,000 mg
mL™ de MWCNT utilizando como solvente as solugdes especificadas na Tabela 1. As
dispersdes foram homogeneizadas durante 10 minutos em um banho ultrassom e, em
seguida, transferidas para um banho termostatizado a 25°C, onde permaneceram por 20
horas. Apbs essas etapas o sobrenadante foi recolhido e o potencial eletrocinético
(potencial zeta, &) da superficie dos nanotubos ¢ da superficie dos bionanocomplexos

proteina-nanotubo foram medidos em um equipamento ZETA PLUS SIZE.
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Tabela 1: Solventes utilizados no preparo das dispersdes de MWCNT para medidas de

E.

Cadigo Solvente
01 a-La 0,4006 mg mL™ em tamp&o pH 9
02 a-La 1,003 mg mL™ em tamp&o pH 9
03 o-La 0,4006 mg mL™ em tampéo pH 3
04 o-La 0,9014 mg mL™ em tampéo pH 3
05 o-La 0,4014 mg mL™ em tampéo pH 7
06 o-La 0,9032 mg mL™ em tampéo pH 7
07 B-Lg 0,4018 mg mL™ em tampéo pH 3
08 B-Lg 0,9041 mg mL™ em tampéo pH 3
09 B-Lg 0,4016 mg mL™ em tamp&o pH 9
10 B-Lg 0,9036 mg mL™ em tamp&o pH 9
11 o-La 0,4020 mg mL™ tampéo pH 9 100 mM de NH,CI
12 a-La 1,010 mg mL™ tampéo pH 9 100 mM de NH,CI
13 a-La 0,4014 mg mL™ tampao pH 9 100 mM (CH),NClI
14 o-La 1,007 mg mL™ tampéo pH 9 100 mM (CHs),NClI
15 B-Lg 0,4000 mg mL™ em tampéo pH 9 100 mM de NH,CI
16 B-Lg 1,000 mg mL™ em tamp&o pH 9 100 mM de NH,CI
17 B-Lg 0,4001 mg mL™ em tamp&o pH 9 100 mM (CH3),NClI
18 B-Lg 0,9005 mg mL™ em tampé&o pH 9 100 mM (CH),NClI
19 Tampéo pH 9
20 Tampaéo pH 3
21 Tampéo pH7
22 Tampao pH9 (CH3)4NCI 100 mM
23 Tampao pH9 NH,CI 100 mM
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo dos MWCNTSs

A partir da analise termogravimétrica (TG) (Figura 9a) e imagens de MEV e

MET (exemplos podem ser encontrados na Figura 9b e Figura 9c, respectivamente).

(@) \
100 — TG curve
- DTG curve
80 - 13
° o
£ S
2 40 - =
11 2
20 -
0 . : . . . P |
0 200 400 600 800 1000
Temperature / °C

Mag Spot HV WD Det HFW 1.0um
50000x 3.0 15.0 kV/10.3 mm ETD 2.70 pm CENTRO DE MICROSCOPIA UFMG

Figura 9. (a) Curvas de TGA e DTG, (b) micrografia eletrénica de varredura e (c)
imagens de transmissdo eletronica de amostras MWCNTS.
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Observa-se que a amostra de MWCNT tem uma pureza superior a 90 %, com

tubos de comprimentos que variam entre de 1-25 um e didmetros em torno de

aproximadamente 10-40 nm (com predominéncia de tubos com didmetro médio em

torno de aproximadamente 13 nm). Sua area superficial foi determinada através de

isotermas de adsorcdo/dessorcdo de nitrogénio a 77 K usando a equacdo BET, e é da

ordem de 188 m® g. Estes dados estdo de acordo com as informacées fornecidas pelo

fornecedor do material, apresentada anteriormente.

3.2. Isotermas de adsorc¢ao

A Figura 10 mostra as quantidades adsorvidas (I"), expressa em miligramas das

proteinas a-La ou B-Lg por grama de MWCNT, em funcdo da concentracdo de

equilibrio do biopolimero, dada em mg mL™ em tampéo pH 9.

3001
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Figura 10. Isoterma de adsorcéo de a-La e B-Lg em MWCNT pH 9 a 25°C.

Analisando o comportamento de adsorcéo da o-La e da B-Lg percebe-se que em

baixas concentracdes de proteina, 0 < [a-La] < 0,2000 e 0 < [B-Lg] < 0,5000 mg mL™,
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ha um aumento no valor de I' com o crescimento da concentracdo de equilibrio da
proteina em solucédo. A afinidade das proteinas pela superficie dos MWCNTSs é refletida
na inclinacdo inicial das isotermas e pode ser verificado que a interacdo entre as
proteinas e as nanoestruturas de carbono é alta. Para ambas as proteinas, em
concentracdes superiores a esse intervalo, observa-se um platd que possivelmente
caracteriza uma saturacdo da superficie do adsorvente e como consequéncia o valor de I"
ndo varia com o aumento da concentracao de proteina.

Apesar do perfil das isotermas de adsorgéo para o-La e p-Lg obtidas a 25°C e pH
9, mostrado na Figura 10, ser semelhante, no entanto, observa-se que a capacidade de
adsorcdo maxima (I'max) Observada para maiores concentraces de proteina depende da
natureza do biopolimero, sendo menor para a a-La do que para pB-Lg.

17 e B-Lg""®8! em diferentes interfaces

Estudos sobre a adsorcdo de o-La
mostram que a interacdo destas proteinas com a superficie sdo afetadas por um grande
numero de fatores tais como: temperatura, conformacdo da proteina em solucéo, sua
concentracdo de equilibrio em solucdo, pH, forca ibnica e caracteristicas superficiais do
substrato. Em geral, um aumento na temperatura resulta num aumento na capacidade
adsortiva, tendo uma temperatura critica acima da qual ocorre um aumento abrupto na
capacidade adsortiva da superficie sélida. Foi verificado, também, que superficies
hidrofébicas geralmente adsorvem muito mais estas duas proteinas do que interfaces
hidrofilicas'®. Estes trabalhos demonstraram que apesar da espessura da camada
adsorvida ser considerada igual a uma monocamada, durante o processo de adsorgédo
ocorrem mudancas conformacionais nas estruturas terciarias e secundarias de ambas as

proteinas, sendo, muitas vezes, dificil a obtencdo de informacdes detalhadas sobre a

conformacéo dos biopolimeros na camada adsortiva.
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A molécula de a-La consiste de uma Unica cadeia polipeptidica e quatro ligacdes
dissulfidicas. Ela é uma proteina globular compacta que se liga ao ion calcio na razédo
1:1 em um sitio especifico e consiste de dois dominios: um o-hélice e uma B-folha. O
metal se liga a proteina através de 7 atomos de oxigénio formando uma bipiramide
pentagonal. Esses atomos de oxigénio originam de dois grupos carboxilicos e duas
moléculas de agua’”.

Uma notavel propriedade das moléculas de a-La € a existéncia de um estado
“mole” no qual a conformagao da proteina possui uma estrutura secundaria estavel e
uma estrutura terciaria desordenada e mais relaxada. Por outro lado, as moléculas de -
Lg sdo proteinas globulares mais organizadas e menos flexiveis do que a a-La resistindo
assim mais a mudancas conformacionais causadas pelo processo de adsorcao.

Estudos envolvendo adsorcao de proteinas em interfaces de CNTs indicam que
as interagdes hidrofobicas e do tipo n-7t SA0 as principais responsaveis pela adsorcdo de

proteinas em nanotubos de carbono®®°

, apesar de reconhecerem que as interacdes
eletrostaticas e as ligacdes de hidrogénio poderem também desempenhar um papel
importante em algumas condicdes®®’. Entretanto nenhum desses trabalhos determinou
quantitativamente as energias envolvidas no processo de adsor¢do nem tampouco as
forcas motrizes responsaveis pela interacdo entre as proteinas e as nanoestruturas de
carbono.

Diferentes proteinas globulares possuem aspectos comuns em suas estruturas
secundarias e terciarias. Calculos de mecanica e dindmica moleculares obtidos usando
uma estacdo de trabalho Silicon Graphics Iris 4D/70GT, o programa de computador
Byosym's INSIGHTII e coordenadas atdmicas obtidas pelo banco de dados de proteinas

(Brookhaven National Laboratory) mostram que os atomos destas proteinas sao

densamente empacotadas, levando a uma forte interagdo de van der Waals entre atomos
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adjacentes e consequente, a uma densidade atdbmica no interior destas proteinas igual a
aproximadamente 75 % da densidade esperada em modelos atdmicos de esfera rigida.
Além disso, grupos hidrofébicos tendem a se esconder no interior da biomolécula onde
diminuem o contato com as moléculas de agua e como consequéncia alguns grupos
hidrofilicos, ligados aos grupos hidrofobicos por ligacdes covalentes ou de hidrogénio
acabam também se localizando no interior. Quanto aos grupos carregados, estdo sempre
localizados na interface proteina/solucdo. Qualquer grupo carregado no interior da
proteina ocorrera sempre como um par idnico, pois sua ionizacdo € fortemente impedida
pela baixa rigidez dielétrica da vizinhanca. Entretanto, estes calculos estruturais
mostram que uma consideravel area superficial destas proteinas tem um carater
hidrofobico, enquanto residuos polares e apolares sdo mais ou menos igualmente
distribuidos sobre a superficie da proteina®.

Apesar de ambas as proteinas possuirem pontos isoelétricos proximos (Pl da a-
La= 4,6 e PI da B-Lg=5,2), a a-La é mais hidrofobica do que B-Lg, em conseqiiéncia da
presenca do residuo de aminoécido triptofano®. Se fossem as interacdes adsorvato-
adsorvente principalmente de natureza hidrofobica os valores de I" para a a-La deveriam
ser maiores que para f-Lg, porém os resultados experimentais mostram um
comportamento inverso (figura 12). O menor valor de I'max para a-La pode ser
decorrente da sua menor rigidez conformacional quando comparada a B-Lg, 0 que
permitiria durante o processo de adsor¢do, um maior grau de mudanca conformacional
levando a estruturas moleculares mais abertas e com maior capacidade de recobrimento
de area superficial por molécula, o que naturalmente levaria a uma saturacdo da
interface com um menor numero de biomoléculas adsorvidas.

A despeito da menor capacidade adsortiva da a-la em superficies de CNTSs; estas

nanoestruturas de carbono sdo adsorventes promissores para processos de purificacdo
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desta proteina. A titulo de comparacdo com outros adsorventes a Figura 13 mostra
nossos resultados expressos como quantidades adsorvidas (I'), em miligramas de
proteinas o-La e p-Lg por m? de area de MWCNT em funcdo da concentragdo de

equilibrio de proteina, dada em mg mL™ em tamp&o pH 7.
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Figura 11. Isoterma de adsorcéo de o-La e B-Lg pH 7 a 25°C.

A isoterma de adsor¢do de a-La e B-Lg em pH 7 (Figura 13) tem o mesmo perfil
e comportamento de saturagdo que em pH 9, com uma I' maxima de 1,173 mg (a-La) /
m? (MWCNT) e 1,232 mg (B-Lg) / m* (MWCNT). Em baixas concentragdes (0 < [a-La]
mg mL™ < 0,3009 e 0 < [B-Lg] mg mL™ < 0,2897) observa-se um aumento na I com o
aumento da concentracdo de equilibrio de a-La. Para concentragdes superiores a estes
intervalos observa-se a saturacdo da superficie do adsorvente e os valores de I" ndo
variam com o0 aumento da concentracdo de proteina. Resultados experimentais de
quantidades de a-La e B-Lg adsorvidas maximas sobre superficies de materiais solidos,
medidos a 295 K e em pH 7, mostram valores de I'max para alguns adsorventes usados
mais baixos quando comparado com o I'max em NCTS, evidenciando o grande potencial
como adsorvente dos MWCNT. Por exemplo, os valores de I'max da a-La em hematita e
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silica gel em pH 7 a 22°C séo 0,6500 e 0,1500 mg de o-La por m® de adsorvente,
respectivamente®. Entretanto, para o adsorvente poliestireno sulfonado (PSS) foram
observados valores de Tmax de 1,5 mg m?a 22°C em pH 7%, tendo esse material uma
maior capacidade adsortiva para a o-La que 0s MWCNTSs. Para a proteina B-Lg a 25°C
foram obtidos valores de I'max 2,000; 2,100 e 0,6000 mg m em superficies de cromo
hidrofilico pH 6%, silica e silica gel em pH 7% respectivamente.

Em tampéo pH 7 a area disponivel para cada molécula de a-La (Figura 12) varia
de 650,2 nm? em C, 0,0218 mg mL™ para 202,9 nm? em C, 0,4549 mg mL™, enquanto
que para a B-Lg varia de 739,4 nm? em C. 0,0227 mg mL™ para 242,2 nm? em C.

0,4641 mg mL™
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Figura 12. Area superficial do MWCNT disponivel para cada molécula de proteina

adsorvida em pH 7 a 25°C.

O diametro hidrodinamico médio de o-La em pH 7 a 25°C é 4,27 nm* e
considerando que durante o processo de adsor¢do ndo ocorra mudanga conformacional,
a area ocupada por cada molécula de a-La na superficie do MWCNT é igual a
aproximadamente 14,39 nm? (A=nr). O raio de B-Lg em pH 7 é aproximadamente 3,6

nm e a 4rea ocupada por cada molécula é 40,71 nm?. Como cada molécula de o-La tem
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para si uma 4rea entre 650,2 nm? e 202,9 nm?, e cada molécula de p-Lg uma area entre
739,4 nm?® e 246,7 nm? estes resultados sugerem que as moléculas de proteina estdo
distantes entre si na superficie dos MWCNT. Entretanto, para considerarmos que
quando uma proteina de a-La e B-Lg tiver a sua disposicdo uma area superficial do
MWCNT igual a 202,9 nm? e 246,7 nm?, respectivamente, a superficie dos MWCNT ja
estard saturada; temos que reconhecer que provavelmente ocorreu uma mudanca
conformacional na proteina, levando-a a estruturas abertas que ocupam areas muito
maiores do que 14,39 nm? e/ou, além disso, ndo podemos esquecer que nem toda a area
da superficie do nanotubo estad disponivel para a proteina, pois a proteina ndo tem
acesso a area interna do MWCNT.

Como ja é bem estabelecido, o pH determina a carga liquida da proteina e
estudando o efeito da concentracdo hidrogenidnica sobre o processo da adsorcao,
podemos determinar a contribuicdo das interacdes eletrostaticas sobre a interacdo
proteina/CNTSs. Assim, estudou-se o processo de ador¢do das proteinas nos pHs 3 (carga
liquida das proteinas positiva), 7 e 9 (carga liquida das proteinas negativa). Em valores
de pH proximos ao PI (carga liquida das proteinas nula) as proteinas ndo solubilizaram
impedindo a realizacdo dos experimentos.

O efeito do pH do meio tamponante sobre a isoterma de adsorcao de a-La e B-Lg

é mostrado na Figura 13a e 13b, respectivamente.
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Figura 13. Isotermas de adsorcdo em diferentes valores de pH a 25° C para: (a) a-La e
(b) B-Lg.

Em baixas concentracdes de ambas as proteinas, o efeito do pH é insignificante
sugerindo assim que a afinidade dos biopolimeros pela superficie das nanoestruturas de
carbono é pouco afetada pela densidade de carga presente no biopolieletrolito. Assim,
fica evidente que a interacdo proteina-CNTs é pouco influenciada por forcas
eletrostaticas, sendo determinada principalmente por interagdes hidrofébicas e de
Lifschtiz-van der Waals.

Na Figura 13a também podemos observar que o valor maximo de adsor¢do para
a a-La é atingido em pH 3, onde a proteina é carregada positivamente, e que 0 aumento
do pH para valores maiores que o ponto isoelétrico da proteina diminui os valores de
I'max para a a-La. Em geral, observa-se que a adsorcéo da a-La em diferentes substratos
possui um comportamento no qual a adsor¢do é maxima em valores pouco menores que
o0 PI da proteina dissolvida no tampéo e dos dois lados deste maximo a adsorcéo diminui
com o afastamento do valor do pH em relacdo ao Pl. Como este efeito do pH néo se

manifesta no inicio do processo de adsorcdo, mas apenas quando a superficie esta

51




saturada, podemos inferir que este efeito da carga deve-se ndo a uma acgdo sobre a
interacdo proteina-CNTs, mas sim a uma interacdo proteina-proteina presentes na
interface do CNT.

Como descrito acima, a a-La estd ligada a atomos de calcio em sua estrutura
nativa e tem sido demonstrado que em solucdes aquosa dessa proteina e em valores de
pH abaixo de 4, ocorre a formacdo quase instantdnea de uma conformacédo na qual a
estrutura terciaria torna-se desordenada e mais relaxada enquanto a estrutura secundaria
permanece quase similar a conformacdo da proteina nativa’’. Além disso, este
intermediario estrutural resulta em forte aumento da exposicdo da regido hidrofébica de
a-La, aumentando entdo as intera¢oes a-La-nanotubo e a-La-a-La presentes na interface
da nanoestruutra de carbono, justificando os maiores valores de I'max em pH 3.

Por outro lado, para a B-Lg observa-se um efeito muito menor do pH sobre os
valores de I'max (Figura 13b), quando comparado aos valores de I'max da a-La. Em
solucdo a conformagdo da B-Lg é dependente da concentracdo hidrogeniénica do meio,
sendo bem conhecido que a estrutura quartenaria da B-Lg é fortemente dependente do
pH. Em valores de pH abaixo de 3,5 e acima de 7,5 a B-Lg encontra-se sob a forma de
monomeros, entre o pH 5,2 ¢ 7,5 os mondmeros de B-Lg se associam formando dimeros
e quando o pH do meio se encontra entre 3,5 e 5,2 0s dimeros se agregam formando
octomeros®. Apesar do significativo efeito do pH sobre a estrutura conformacional e
carga liquida da B-Lg em solugéo, ndo se observou um efeito significativo do pH nos
valores de I'max, evidenciando que as interagdes responsaveis pela adsor¢ao da B-Lg na
superficie de MWCNT néo sdo, principalmente, de natureza eletrostatica e que a
interagdo B-Lg-p-Lg na interface do nanotubo ndo é dependente da densidade de carga
superficial. Observa-se também que a I'max da a-La € maior quando sua carga liquida é

positiva (pH 3) e da f-Lg quando a carga liquida € negativa (pH 9), evidenciando que o
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processo de mudanca conformacional destas proteinas durante o processo de adsorcao é
dependente da CL da proteina.

A Figura 14 mostra as quantidades adsorvidas (I'), expressa em miligramas de
GMP por grama de MWCNT em fun¢do da concentracdo de equilibrio de GMP, dada

em mg mL™* em tamp&o pH 9.
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Figura 14. Isoterma de adsorcdo de GMP em pH 9 a 25°C.

A isoterma de adsorcdo do GMP (Figura 14) mostra um perfil diferente das
isotermas da o-La ou da p-Lg. Entre as concentracdes de 0 < [GMP] < 1,100 e 1,700 <
[GMP] < 2,230 observa-se um aumento no valor de I" com o crescimento da
concentracdo do glicomacropeptideo, para concentracdes de GMP entre 1,100 < [GMP]
<1,700 e [GMP] > 2,230 observa-se a formacdo de um pequeno patamar e o valor de I"
praticamente ndo varia com o aumento da concentracao de proteina.

O GMP ¢ um glicomacropeptideo produzido pela hidrolise de [-caseina
possuindo por isso uma cadeia peptidica com aminoacidos semelhantes aos presentes
em determinadas regioes das proteinas a-La e B-Lg. Espera-se entdo que a semelhanca
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entre 0 GMP e as proteinas em relacdo a composicao e/ou sequéncia de aminoacidos
possa dar alguma evidéncia sobre a forca motriz responsavel pela adsorcdo das
proteinas.

O comportamento distinto da isoterma de adsorcdo do GMP pode ser atribuido a
formacdo de uma camada de adsor¢do mais complexa do que aquela formada na
adsorcéo das proteinas. O GMP é um polipeptideo hidrofilico com 1,9 vezes menos
residuos de aminoacidos do que a a-La e 2,5 vezes menos que a -Lg. Esta estrutura
mais simples, possivelmente possibilita mudangas estruturais mais intensas a ponto de

permitir a formacao de bicamadas.

3.3.Calculo dos parametros termodinamicos de adsorcéo

Para uma melhor compreensdo dos mecanismos de adsor¢do da o-La, da B-Lg e
do GMP em MWCNTSs os parametros termodinamicos de adsor¢do foram determinados
utilizando duas abordagens: o modelo de Langmuir e o tratamento termodinamico para
diluicdes infinitas.

A equacdo 24 da isoterma de Langmuir pode ser rearranjanda e escrita como:

c, 1 1 (35)

~=—1+—C
Qe qu qS ¢

Onde C. (mg mL™) é a concentracdo de equilibrio, Q. (mg g™*) a quantidade de
adsorbato adsorvida por unidade de massa de adsorvente, gs (mg g*) é a capacidade de
saturacdo monocamada do adsorvente e b é a constante de equilibrio de adsorcéo.

Assim, com um grafico de C, / Q. em funcdo da C. obtém-se uma linha reta com
inclinagdo 1/qs e intercepto 1/bgs permitindo a obtencédo de gs e b. As Figuras 15a e 15b

mostram o gréafico de C. / Qe em fungdo de Ce em tampao pH 9 para as proteinas: (a) a-

54



La e B-Lg e (b) GMP.
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Figura 15. Grafico semi-reciproco da adsorgdo de proteina em MWCNT :(a) o-La (m) €
B-Lg (A) e (b) GMP (e).

As constantes de Langmuir b e gs foram calculadas a partir das isotermas de
adsorcdo de todos os biopolimeros estudados e seus valores foram utilizados na
determinacédo dos parametros termodindmicos de adsorgéo.

A linearidade observada na construcdo dos graficos da relagdo C¢/Q, versus Ce,
sugere, a principio que o comportamento da adsor¢do de a-La e B-Lg (Figura 15a) em
MWCNT pode ser modelado pela equacdo de Langmuir. Entretanto, para 0 GMP
(figura 15b) observa-se um desvio da linearidade, indicando que o comportamento de
adsorcéo do polipeptidio GMP nédo pode ser representado pelo modelo de Langmuir, o
que ja era esperado, uma vez que o0 modelo de Langmuir é para isotermas
monocamadas, ou seja, onde se observa apenas uma regido de saturacdo, enquanto a
isoterma do GMP mostra a possibilidade de formacao de bicamada de adsorcao.

Para estimar a variacdo de energia livre de Gibbs (A,4sG°) do processo de
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adsorcéo, a partir da constante de equilibrio (b) determinada pelo modelo de Langmuir,
podemos usar a seguinte relacéo **:

AnysG® = —RTIn b (36)

Os valores obtidos pelo modelo de Langmuir para as proteinas p-La e a-La bem

como os calculados pelo modelo termodinamico séo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros Termodinadmicos de adsorc¢do da B-La e a-La em MWCNT em
diferentes valores de pH calculado com diferentes modelos

. A ,45G°/ (kI mol A,4sG°/ (kI mol™)
Sistema Y Termod. ' Lang. R
o- La pH 3 -18,40 0,99725 -20,05 0,98647
o- LapH 7 -18,55 0,98572 -20,96 0,99884
a- LapH9 -18,92 0,95012 -22,46 0,90869
B- Lg pH 3 -18,22 0,9185 -21,51 0,99041
B-LgpH 7 -18,06 0,93907 -23,20 0,99041
B- LgpH 9 -18,27 0,96892 -20,54 0,94992

Caso ndo queiramos impor aos dados experimentais de adsorcdo o modelo de
Langmuir, um tratamento termodindmico também permite a determinacéo de A,4sG°.
Como é bem estabelecido, no equilibrio termodindmico o potencial quimico de
moléculas de proteina no bulk da solucdo (u3) é igual ao potencial quimico de

moléculas do biopolimero na interface MWCNT (ub).

up = up (37)

Substituindo Pproteina POr up + RTIna:

usS + RTIna3 = u8! + RTInak (38)

Rearranjando:

56



ah _ —ug' = g (39)

as RT
Lembrando que —u3’ — u3S = —A,4:G°, temos:

aé _ —AadsGo (40)

I
ap (41)
—AadSGO = RTIn ?
P

Considerando ab,,¢eing = Cp NO estado termodinamico de diluigdo infinita, a
expressao para o célculo de A,4,G°, €:

rads (42)

AgasG® = —RTIn C

O parametro termodinamico A,4,G° é a variacdo da energia livre de Gibbs do
sistema quando um mol de moléculas de proteina, em regime de diluicdo inifinita na
solucdo, é adsorvido na superficie do nanotubo em uma concentracdo muito baixa na
interface do nanomaterial. O valor de A,4,G° € o resultado de quatro contribuicdes: (i)
mudanca de energia associada a dessolvatacdo da superficie do nanotubo e das
moléculas de proteina (AgesGrwentt AaesGy ), (ii) a variagdo da energia livre de
Gibbs da interagdo proteina-MWCNT (A Gy mwent ), (iii) @ variagdo da energia livre
de Gibbs devido a mudanca conformacional da proteina (A ;o,r.GF ), (iv) a variagdo da
energia livre de Gibbs associada a troca de ions (i) entre a interface (S) proteina
adsorvida/ solucdo (A,qsGS_;). AqasG® pode ser calculado pela soma de todas essas

contribuigdes conforme equacéo 43.

AadsGO = AdesGI\?IWCNT'l' Adestg + AintG;))+MWCNT + A conf.ng + Aads Gs(‘)—i (43)
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Os valores de A,4,G° foram determinados pelos dois modelos a partir dos dados
obtidos experimentalmente pelas isotermas de adsorcéo da o-La e da B-Lgem pH 3, 7 e
9 e os valores sdo listados na tabela 2. Os valores negativos de A,45G° de a-La e B-Lg
em MWCNT em diferentes valores de pH, calculados por ambos os modelos, indicam
que a adsorcdo dessas proteinas na superficie dos nanotubos é esponténea.

Os valores de A,;5G° independem do pH para ambas as proteinas, indicando
que em baixas concentra¢Bes de biopolimero as interacdes eletrostaticas ndo contribuem
para o processo de adsor¢do de a-La e B-Lg em MWCNTSs. Para elucidarmos melhor o
mecanismo de adsorcdo devemos lembrar que o parametro termodinamico A,;,G° é 0
resultado de contribui¢cbes entalpicas e entropicas. Assim, podemos ter equacdes
similares a relagao 43 para AygsH € AagsS.

Os valores de A,;,G° encontrados na literatura para a adsor¢do da a-La e B-Lg
em outras superficies sdo negativos demonstrando a grande afinidade destas proteinas

por diferentes interfaces'®’’

. Para a adsor¢do da a-La em superficies de silicio
hidrofobico a 27°C em pH 7 ou em ago inox 304 a 25°C em pH 6 ou em superficie de
platina em pH 7 a 313°C, os valores de A,4G° séo de -39,00; -52,00 e -40,00 k] mol™2,
respectivamente’’. O valor mais negativo para o processo de adsorcdo em superficie de
platina é atribuido a forte afinidade da proteina com a superficie deste metal que se
encontra carregada positivamente, evidenciando, neste caso, a importancia da
contribuicdo das interagdes eletrostaticas para A,qsG°’’. Além disso, estes resultados
demonstraram, segundo os autores, que existe uma interacdo especifica entre grupos
carboxilicos nos residuos de aminoacidos presentes na proteina com atomos de oxigénio
presentes na superficie da platina’’. Para adsorcdo de B-Lg em superficies de resina

hidrofobica Streamline Phenyl, em pH 7, na presenca de Na,SO,4 0,05 mol L™ os valores

de A,4sG° variam de -5 a -6 k] mol~! na faixa de temperatura de 10 a 40°C, mostrando
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que o processo de adsorcdo é um pouco mais favoravel em maiores temperaturas®.
Nossos resultados forneceram para a adsorcdo da p-Lg em superficies dos MWCNTSs
um valor de A,4sG° = —18,06 k] mol™?, ressaltando uma maior interacdo proteina-
MWCNTSs em relacdo a interacao proteina-resina Streamline Phenyl. O valor de A,4G°
da B-Lg em aco inox 304 a 25°C em pH 7 *° é -45,00 k] mol~?, o que mostra uma maior
afinidade da B-Lg com a superficie do a¢o inox quando comparado aos MWCNTSs.

Valores de A,4sG° diferentes para a-La e P-Lg na superficie de aco inox
evidenciam que o processo de adsorcdo depende da natureza da proteina. Além disso, 0s
valores de A,45G° diferentes para ambas as proteinas em diferentes superficies indicam
claramente que as interacGes intermoleculares entre, por exemplo, proteina-superficie,
solvente-superficie ou solvente-solvente e forcas intramoleculares entre os residuos de
aminoéacidos no interior da macromolécula de proteina podem contribuir para os valores
de A,4sGOY.

Considerando que o mecanismo de adsor¢ao de a-La e B-Lg ocorre com o
decréscimo da energia livre de Gibbs do sistema, podemos compreender porgque essas
proteinas preferem a interface dos nanotubos em relacdo a solucdo, avaliando os fatores
que contribuem para A,45G°, isto é a contribuicdo de AgsH € AagsS™.

Para determinarmos a contribuicdo entalpica, a variacdao da entalpia de adsorcéao
(AagsH) foi determinada usando a técnica de microcalorimetria de titulagdo isotérmica.

Os valores de AygsH representam a energia total entélpica absorvida ou liberada
quando um mol de proteina em sua conformac&o nativa presente em solucdo € adsorvida
na superficie do adsorvente. Norde e Lyklerma®™ mostraram que a magnitude de AagsH
das proteinas reflete as contribuicdes de quatro subprocessos (equacdo 44) (i) mudancas
no estado de hidratacdo da superficie adsorvente e das moléculas das proteinas

(AqasHnia), (ii) a variagdo da energia da interagdo proteina-MWCNT ( Ay Hy 4 ywent )
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(iii) associacgdo / dissociacdo de ions com grupos carregados na superficie da proteina

(AqasH;), € (iv) rearranjo estrutural na molécula de proteina ( AggsHrear.cony.)

AadsH = AadsHi + AintH;(o)+MWCNT + AadsHhid + Aaderear.conf. (44)

Todos os trabalhos encontrados na literatura para a adsor¢éo da o-La e B- Lg em
diferentes superficies mostram processos endotérmicos para a concentracdo destas
proteinas nas diferentes interfaces estudadas. Para a adsor¢do da o-La em superficies de
em ago inox 304 a 25°C em pH 6 ou em superficie de platina em pH 7 a 40°C, os
valores de A,qsH sdo de 15,60 e 12,00%" kJ mol~!, respectivamente.Para a B-Lg o
valor de A,qH® em aco inox 304 a 25°C em pH 7% é 3,40 kjmol™?
Surpreendentemente, para a adsorcdo destas proteinas em MWCNTS os valores obtidos
de AagsH em nossos trabalhos foram negativos.

A Figura 16 mostra os resultados microcalorimétricos de titulacdo da solucéo de
a-La e B- Lg (7,000 mg mL™), em tampdo pH 9, em dispersdes de MWCNT a 25°C. A
variacdo da entalpia molar de adsor¢do, A,gsH, € plotada em funcdo da quantidade de

proteina adsorvida por grama de adsorvente.
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Figura 16. Dados calorimétricos de AagsH em pH 9 a 25°C,
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Os valores de AygsH mostram que o processo de adsorcdo de ambas as proteinas
a 25°C e em pH 9 é entalpicamente favorecido, i.e. ocorre com reducdo da entalpia do
sistema. Com 0 aumento na quantidade de a-La adsorvida os valores de AygsH se tornam
menos exotérmicos, indo de -27,61 para -0,800 kJ mol™. Comportamento similar é
observado para B-Lg, para a qual -31,55 < AxsH < -1,570 kJ mol™. O modelo de
Langmuir ¢ baseado na consideragdo de que AgsH deveria ser constante em toda faixa
dos valores de I'. Entretanto, € interessante observar que para 0s processos de adsor¢édo
da a-La e da B-Lg em MWCNTS, AusH varia consideravelmente com o aumento da
cobertura da interface dos MWCNTSs pelos biopolimeros. A dependéncia de A,gsH em
relacdo a quantidade de proteina adsorvida expressa a interacdo intermolecular proteina-
proteina que ocorre entre os biopolimeros adsorvidos na interface dos MWCNTSs.
Interessantemente, esta interacdo ndo depende da estrutura das duas biomoléculas,
sugerindo, portanto, que ela ocorra via grupos funcionais presentes nas duas proteinas
como, por exemplo, grupos sulfeto. Esta interacdo proteina-proteina na interface pode
ser descrita da seguinte maneira: 0 processo de adsorcdo levaria a uma mudanca
conformacional da proteina, externando os grupos hidrofobicos presentes no interior da
biomacromolécula, promovendo assim uma forte interacdo inicial com a superficie dos
nanotubos de carbono. Com o aumento da concentracdo de proteina na interface estes
segmentos hidrofobicos da proteina passariam a interagir ndo s6 com a interface, mas
também entre diferentes moléculas de proteina. Essa interacdo hidrofébica favoreceria a
formagdo de outras interacGes intermoleculares tais como: pontes de dissulfeto
intermolecular, ligagdes de hidrogénio e interagdes de Lifschtz-van der Waals.

Apesar do processo de adsorgdo ser exotérmico ainda assim existe a contribuicao
hidrofobica para a interacdo proteina-nanotubo. Sabe-se que interacdes hidrofobicas

estdo associadas a um aumento da entalpia do sistema acompanhada por um simultaneo
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aumento de sua entropia. Assim, para compreendermos a contribuicdo entélpica
exotérmica (Figura 18) para 0 processo de adsorcdo precisamos avaliar cada uma das
contribuicbes para o valor do AygsH (equacédo 44). A primeira contribuicdo, A,qsH;, esté
associada a interacdo de ions presentes em solu¢do com grupos carregados na superficie
das moléculas das proteinas e do MWCNT durante o processo de adsorcdo. Para
produzirmos o tampdo pH 9 devemos adicionar ao sistema os fons CO3~ e Na* que por
sua vez interagem eletrostaticamente com grupos carregados na superficie da proteina
adsorvida visando a reducdo das interagOes repulsivas entre segmentos carregados do
biopolimero. Além disso, moléculas de H,O da camada de solvatagdo desses ions sdo
liberadas formando ligacbes de hidrogénio. A energia liberada das interacOes
eletrostaticas e das ligacGes de hidrogénio € suficiente para compensar a energia
requerida na dessolvatacdo dos ions e ainda contribuir significativamente para uma

AagsH exotérmica. Célculos tedricos'®’" %

, indicam que estes subprocessos sao
exotérmicos e contribuem com valores altos de energia podendo chegar até — 280 kJ
mol™. A segunda contribuico, AineHp s mwenr » refere-se a interagdo proteina-
MWCNT. Essas interagdes ocorrem via contribui¢des hidrofobicas, interacdes de
dispersdo (dipolo-dipolo, dipolo induzido-dipolo permanente, dipolo induzido-dipolo
induzido, ion-ion, etc) ocorrendo com liberacdo de energia, contribuindo também para
um AqgsH exotérmico. A terceira contribuicdo, A,4sHyi4, refere-se a dessolvatacdo das
moléculas de proteina e da superficie de nanotubos, sendo esse processo endotérmico,
pois para que ele ocorra € necessario romper as interacdes agua-MWCNT e &gua-
proteina, contribuindo para um AggsH > 0. Entretanto a contribuigdo endotérmica desse
termo é menor na adsorcao destas proteinas em MWCNT quando comparados a outras

superficies, isso porque a interacdo MWCNT-agua € menos intensa que a interacdo agua

e outras superficies contendo grupos hidrofilicos ou ainda grupos carregados. A quarta
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contribuicdo, AggsHyear.cony., €Sta associada a mudanga conformacional das moléculas
das proteinas com a adsorcdo em superficies. A mudanca conformacional €
endotérmica, pois ocorre com a quebra de intera¢fes intramoleculares entre os residuos
de aminoacidos no interior da proteina, com consequente exposicdo de residuos
hidrofébicos para a interface proteina-solugao. AqgqsHreqr.cons. CONtribui para um AggsH
endotérmico. Quando se compara a contribuicdo endotérmica de AygsHyear.cony. Para
AadsH, observa-se que essa contribuicdo deve ser menor na presenga dos MWCNTS do
que em outros substratos, devido principalmente a maior afinidade entre os residuos de
aminoacidos hidrofébicos e a superficie dos MWCNTS.

A entalpia padrio molar de adsor¢io (A.sH®) € obtida pela aproximagdo do
regime de diluigdo infinita advinda da extrapolagdo de uma curva de AysH em fungao
de C. fazendo C.tendendo a 0. Os valores de AgsH® foram determinados para a-La, -

Lg em pH 3 e 9 e sdo listados na tabela 3.

Tabela 3. Pardmetros Termodindmicos de adsorcéo de o-La e B-Lg em MWCNT em
pH 3 e 9 calculado com diferentes modelos.

AadsGO AadsG'0 T AadsSO T AadsSO

(o]
Sistema (kJmol™) (k] mol™) (éa%i(l){l_l) (kI mol™) (kI mol™)
Termod. Lang. Termod. Lang.
a-LapH3 -19,00 -22,63 -77,36 -58,36 -54,73
o-LapH9 -18,92 -22,46 -30,68 -11,76 -8,22
B-Lg pH 3 -18,45 224,02 -97,85 79,4 73,83
B-LgpH 9 -18,27 -20,54 43,04 24,77 22,5

Os valores de AygsH® indicam que o processo de adsor¢do da a-La e da B-Lg é
exotérmico e entalpicamente favorecido. A partir dos dados de microcalorimetria ndo
podemos determinar cada uma das contribuicdes individuais para o valor de AggsH®
expressos na equacdo 12. Entretanto, a diferenca entre os valores deste parametro
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termodinamico obtidos nos dois pHs pode nos dar pistas sobre a contribuicdo principal
para 0 AzgsH°.

O valor de AysH® € fortemente dependente da natureza da proteina e do pH do
meio, sendo que A,gsH® aumenta de 46,68 e de 54,81 kJ mol™ quando o pH do sistema
aumenta de 3 para 9 para as proteinas a-La e B-Lg, respectivamente. A influéncia do pH
pode ser entendida considerando que o meio tamponante no pH 3 é formado pelos ions
Na* e C4H50; (citrato) na concentracdo de 0,100 mol L?, o que levaria muito
provavelmente a adsorcdo dos anions citrato na interface das proteinas adsorvidas no
nanotubo. Como discutido anteriormente, o termo A,,H; contribui exotermicamente
para 0 valor de AgH® . Contrariamente em pH 9, devido a proteina estar carregada
negativamente haverd uma repulséo eletrostatica entre os anions CO5~ (presentes no
tamp&o) e os segmentos carregados da proteina. Provavelmente, a adsor¢do do sodio
nessas condi¢des ndo € suficiente para liberar tanta energia quanto a observada em pH
3. Entretanto, ndo podemos descartar a influéncia do pH nas outras contribui¢des
entalpicas (equacdo 44) que determinam o valor de AggsH®.

Em pH 3, AwsH® da proteina o-La é 20,49 kJ mol™ maior que para a B-Lg
sugerindo uma maior adsor¢do dos anions citrato na proteina f-Lg do que na a-La.
Provavelmente, este resultado é causado por um nimero maior de cargas positivas
presentes na proteina B-Lg. 1sso reforca a idéia anterior de que em pH 3 hd uma maior
exposicao dos residuos hidrofébicos da a-La.

Utilizando a classsica relacdo termodinamica (equagdo 45) podemos obter
teoricamente a variacdo de entropia padrio (AagsS°) associada ao processo de adsorgao .

AadsG*=AadsH - TAggsS° (45)

Os valores de A,4sS° para as proteinas a-La e B-Lg (tabela 03) indicam que o

processo de adsorcao de o-La e/ou B-Lg em MWCNTSs, pH 9 é entalpicamente dirigido.
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A analise da tabela 03 mostra que o efeito do pH é bem pronunciado nos valores de
AadsS°.

Os valores de AqqsS° indicam que a entropia do sistema diminui com o processo
de adsorcédo da a-La e da p-Lg em MWCNTs. Como discutido anteriormente a adsor¢éo
de moléculas de proteinas na interface dos NCTs fazem com que moléculas globulares
dos biopolimeros assumam uma conformacao mais linear na superficie do MWCNT e
contra-ions da dupla camada elétrica da proteina presentes na solucdo se ligam aos
residuos de aminoacidos por interacGes eletrostaticas diminuindo o grau de liberdade
translacional desta espécie carregada, resultando, consequentemente, na diminui¢do da
entropia do sistema. Por outro lado, o processo de adsorcdo dos ions leva a um parcial
aumento da entropia configuracional do sistema, uma vez que moléculas de agua sdo
liberadas na dessolvatacdo dos ions e da proteina. Entretanto, a diminuicdo da entropia
do sistema ocasionada pela adsorcdo dos ions na superficie proteina/solucdo compensa
0 aumento de entropia do sistema devido a liberacdo de moléculas de agua de

solvatacao dos ions, de forma que a variacdo da entropia resultante é negativa.

3.4. Efeito de eletrolitos da série de Hofmeister sobre a adsorcdo de proteinas em

CNTs

Para avaliar o papel das interacGes hidrofobicas, da estrutura terciaria da dgua e
da interagdo ion-proteina no processo de adsor¢do da B-Lg, da a-La e do GMP em
MWCNT, levantou-se as isotermas de adsorcao das proteinas em pH 3 e 9 na presenca
de sais caotrépicos (NaSCN, BaCly) e cosmotropicos (Na;HPO4, Na,SO4, NH4CI e
(CH3)4NCI) da série de Hofmeister em diferentes concentra¢fes do eletrolito. Como o

GMP ndo € soltvel em pH 3, avaliou se o efeito de sais apenas em pH 9.
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r/mg g'1

3.4.1. Efeito de Eletrolitos na adsorc¢ao de a-La

A Figura 17 mostra o efeito do sal rompedor da estrutura terciaria da agua, NaSCN
e eletrdlitos indutores de uma maior estruturacao tridimensional das moléculas de agua
(Na;HPQ,4, Na,SO,) na adsorcéo da a-La em MWCNT em pH 3 (Figura 17a) e em pH 9

(Figura 17b).
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Figura 17. Isotermas de adsor¢do de a-La em MWCNT na presenca de 10 mM de
eletrdlitos da série de Hofmeister em pH: 3 (a) e 9 (b).

Os valores de I" da a-La (figura 17a) mostram que, em pH 3, a presenca de 10
mM de eletrélitos afeta pouco o comportamento de adsorcdo desta proteina. Estes
resultados evidenciam que a interagdo entre MWCNT e a-La, em pH 3, ndo é

principalmente de natureza eletrostatica. Entretanto, em pH 9 (Figura 17b) observa-se

um aumento nos valores de ' de a-La devido a presenca dos eletrdlitos, onde tem-se

Tampao __
a—La -

que para a C, da a-La ~ 0,7000 mg mL™, na auséncia do eletrélito temos: T

199,0mgg™! indo para TNFN =2340mgg !, TN25% =229,0mgg?,

rN22iP0%s — 206,0 mg g2

o—La
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Os eletrdlitos sulfato de sodio e hidrogenofosfato de sodio sdo eletrolitos
cosmotropicos na série de Hofmeister, aumentando assim, a estrutura terciaria da agua o
que levaria a diminuicao na solubilidade da a-La, resultando pelo menos, em principio,
no favorecimento da adsorcdo desta biomolécula em MWCNT. Nossos resultados
colaboram com esta hipotese. Mas, surpreendentemente, segundo a série de Hofmeister
o0 sal caotropico tiocianato de sodio diminui as interacGes entre as moléculas de agua
aumentando a solubilidade da a-La, 0 que segundo a série deveria aumentar a

solubilidade da a-La desfavorecendo a adsorcdo desta biomolécula em MWCNT.

Entretanto, nossos resultados experimentais de TN < mostram que a presenca do sal

NaSCN aumenta o valor de I" de a-La em MWCNT. Esses resultados elucidam que o
processo de adsor¢do da a-La em pH 9 ndo segue necessariamente a série de
Hofmeister®’.

Para melhor entendermos o efeito desses eletrélitos na adsor¢do da o-La foi
determinado o efeito destes sais sobre os pardmetros termodindmicos de adsor¢do. A
Figura 18 mostra A,gsH em funcéo dos diferentes valores de I" na presenga de 100 mM

dos distintos eletrdlitos da série de Hofmeister para a proteina a-La em pH 9.

L

AggsH / kJ mol™

-20
d —%—0mM sal pH 9
~<J— 100 mM de Na,HPO, pH 9
—@— 100 mM de Na, SO, pH 9
* —1— 100 mM de NaSCN pH 9
-30

50 100 150 200 250 300
T'/mg g'1

Figura 18. Dados calorimétricos de AagsH em pH 9 a 298 K na presenca de 100 mM de

diferentes eletrolitos para a a-La.
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As curvas de AygsH em funcdo de T' apresentam 0 mesmo perfil na presenca e
auséncia de eletrolitos. Os valores de A,gsH sdo inicialmente exotérmicos e véo ficando
cada vez menos exotérmicos até ficarem aproximadamente igual a zero. Esses
resultados mostram que 0s processos moleculares de adsorcdo na presenca dos
eletrolitos sdo similares aqueles na auséncia destes sais da série de Hofmeister. Com a
presenca dos eletrolitos a dependéncia dos valores AysH em funcdo de I' ndo muda
muito evidenciando que os eletrolitos ndo influenciam as interagdes intermoleculares o-
La-o-La das proteinas adsorvidas na interface do MWCNTS.

Como descrito anteriormente, a entalpia molar padrio de adsor¢do (AagsH®) €
obtida pela aproximagdo do regime de diluicdo infinita. Os valores de AgsH® foram

determinados para alguns sistemas e sdo listados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros Termodinamicos de adsorcao de a-La em MWCNT na presenca
de diferentes eletrdlitos calculado com diferentes modelos.

DpgsGO 1 AggsGO 1 TAggsS® ! TAuasS®/

o
Sistema (kI mol™)  (kJ mol™) (Akjd;n'g |'1; (kI mol)  (kJ mol™)
Termod. Lang. Termod. Lang.
o-LapH3 1900 -2263 7736 5836 54,73
o-LapH 9 1892 2246  -3068  -11,76 8,22
o-LapH9100 MM NaSCN  -1848  -21.37  -2565 7,17 4,28
o-LapH9100 MM N&,SO,  -1920  -2585  -14.74 4,46 11,11

Os valores de AssH° indicam que o processo de adsorcdo de o-La €
entdlpicamente favorecido mesmo na presenca dos eletrélitos da série de Hofmeister.
Estes sais fazem com que a contribuicdo entalpica diminua provavelmente devido a uma
adsorcdo competitiva entre os ions do sal da série de Hofmeister e os ions formadores

do tampéo.
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Utilizando a classsica relacdo termodinamica (equacdo 45) podemos obter
teoricamente a variacdo de entropia padrdo (A.sS°) associada ao processo de adsorgéo .
Os valores de AsS° para a a-La (tabela 4) indicam que o processo de adsorgédo de o-La
em MWCNTSs, pH 9, é entdlpicamente dirigido, tendo uma pequena contribuicdo
entropica para o sal Na,SO,.

A analise da tabela 4 mostra que o efeito dos eletrolitos e do pH € pouco
pronunciado nos valores de AqgsG°, mas intenso nos valores de AzgsH® € AqgsS°.

Valores de AqgsS° indicam que a entropia do sistema diminui menos no processo
de adsorcdo de a-La em MWCNTSs na presenca dos eletrolitos da série de Hofmeister,
colaborando com a hipotese de uma menor adsorcdo dos ions formadores do tampéo
devido a uma adsorcdo competitiva dos ions da série de Hofmeister.

Avaliou-se também o efeito de cations da série de Hofmeister sobre a adsor¢éo
de a-La. A Figura 19 mostra 0 comportamento de adsorcdo da a-La em interfaces de
MWCNT em funcéo da concentracao de equilibrio (C¢) de a-La na presenca de cations
caotrépicos (BaCl,) e cosmotropicos (NH4Cl e (CH3)4NCI) da série de Hofmeister em
pH 3 (Figura 19a) e 9 (Figura 19b).

N4o foi avaliado o efeito do cation Ba* em pH 9, uma vez que na presenca de
ions carbonato do tampao ocorre a precipitacdo do BaCOs.

Observa-se um maior efeito dos cétions na adsorcéo da a-La em pH 3 quando
comparados ao efeito dos anions. Em baixas concentracdes da a-La os valores de I
praticamente ndo variam com a presenca de 10 mM dos cations. Entretanto, para
maiores concentracfes de a-La observa-se uma reducdo nos valores de I' da a-La,

devido a presenca de 10 mM dos eletrélitos, para a C, da o-La = 0,6 mg mL™, na

Tampao
1-‘ot—La

presenca apenas de tampéo pH 3, temos: = 336,0 mg g~* indo para Fff‘ff =

-1 NH,4CI
! I‘ot—La

=260,0mg g1, [N — 231 omg g 1.

' “a—La

296,0mgg
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Figura 19. Isotermas de adsor¢ao de a-La em MWCNT na presenca de cations da série
de Hofmeister em pH: 3 (a) e 9 (b).

Em pH 9 (figura 19b) observa-se que 10 mM dos cations (CH3)4N* e NH,"

= 197,9 mg g~! indo para

superficie dos MWCNT e assim aumentando os valores de T'.

aumentam os valores de I da a-La. Para C, de o-La ~ 0,77 mg mL™, na presenca apenas

NH,CI _
[_4 =217,7mgg e

Uma possivel explicacdo para este efeito do cation é que
em pH 9 o-La esta carregada negativamente, os cations interagem com os residuos de

aminoéacidos carregados negativamente, minimizando a repulsdo entre as proteinas na

Estes resultados mostram que em pH 3 a presenca dos eletrélitos da série de

Hofmeister reduzem a capacidade adsortiva dos MWCNTS provavelmente também por
um mecanismo competitivo entre os anions citrato presentes no tampao e 0s anions
cloreto advindos dos eletrolitos da série de Hofmeister. Segundo esta hipdtese os anions
cloreto adsorveriam melhor na interface proteina adsorvida/ solucéo resultando numa
blindagem eletrostatica menos eficiente que causaria uma menor cobertura da superficie

dos nanotubos de carbono. Ja em pH 9 o0 aumento na capacidade adsortiva do MWCNT




pode ser entendida devido também a uma adsorcdo competitiva entre os cations do
tampdo e os cations dos eletrolitos da série de Hofmeister. Neste modelo os cations
NHj} e (CH3),N™ adsorveriam mais do que o cation Na* blindando mais as cargas na
superficie proteina adsorvida/solucdo levando a uma menor repulsdo eletrostatica

proteina-proteina, o que contribuiria para uma maior adsorcao.

3.4.1.1. Efeito da concentracio de eletrélitos sobre a adsorcio da a-La

A Figura 20 mostra o efeito da concentracdo de diferentes eletrélitos sobre as

isotermas de adsor¢ao de a-La em tampao pH 9.
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Figura 20. Isotermas de adsor¢do de a-La em MWCNT na presenca de eletrolitos da
série de Hofmeister em diferentes concentraces e em pH 9.
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As isotermas de adsor¢do mostram que a presenca dos eletrélitos, independente
da concentragdo, aumenta a quantidade da a- La adsorvida na interface dos nanotubos
de carbono e, para todos os eletrolitos com excecdo do NaSCN, observa-se uma
influéncia da concentracdo dos eletrolitos no comportamento adsortivo desta proteina.
Na concentra¢do de 1 mM dos cletrolitos da série de Hofmeister os valores de I" da a-
La aumentam quando comparados no sistema tampdo sem a presenca do eletrolito.
Entretanto, os valores de I" da a- La diminuem quando a concentracdo do eletrdlito vai
de 1mM para 10 mM, aumentando novamente quando a concentracao do sal aumenta de
10 mM para 100 mM.

O aumento na concentracao de eletrdlitos da série de Hofmeister influencia os
valores de I por duas contribuigdes: a primeira contribui¢ao esta associada a adsorgao
competitiva entre os ions dos sais da série de Hofmeister com o0s ions dos sais
formadores do tampdo. Neste processo competitivo, os ions interagem via forcas
eletrostaticas com os residuos de aminoacidos carregados presentes na interface proteina
adsorvida/solucdo de forma a minimizar a repulsdo elétrica entre os segmentos das
proteinas adsorvidas, aumentando, assim, a quantidade das mesmas adsorvidas na
interface. A segunda contribuicdo esta associada ao efeito de blindagem que os ions dos
sais da série de Hofmeister tém sobre a dupla camada elétrica presente na interface
proteina adsorvida/solucdo. Esta blindagem diminui a contribuicdo do potencial
eletroquimico dos ions que sofrem a adsorcdo na interface proteina adsorvida/solucéao
reduzindo, portanto, o processo adsortivo desses ions, 0 que reduz a quantidade de
proteina adsorvida. E reconhecido que este aumento na concentracdo do eletrdlito de
Hofmeister levaria o deslocamento do equilibrio adsortivo na direcdo de uma maior
adsorcdo. Entretanto, considerando o efeito da blindagem maior que o deslocamento

adsortivo podemos considerar que o efeito resultante do aumento da concentracéo de 1

72



mM para 10 mM sobre as interagcBes proteina-proteina na interface é aumentar a
repulsdo eletrostatica, devido a menor adsorcéo dos ions do sal da série de Hofmeister.
Porém, com o aumento da concentracdo do eletrélito de 10 mM para 100 mM, o efeito
do deslocamento do equilibrio adsortivo prepondera sobre a blindagem eletrostatica
causando assim um novo aumento na adsorcao dos ions do sal da série de Hofmeister
reduzindo consequentemente a repulsao eletrostatica entre os segmentos das molécuals
de proteina adsorvidas e aumentando assim a capacidade adsortiva da interface dos
MWCNTSs.

A Figura 21 mostra o efeito da concentracdo de diferentes eletrdlitos sobre as

isotermas de adsor¢ao de a-La em tampao pH 3.
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Figura 21. Isotermas de adsor¢do de a-La em MWCNT na presenca de eletrolitos da
série de Hofmeister em diferentes concentragcdes em pH 3
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No pH 3 praticamente ndo existe um efeito da concentracdo do eletrélito sobre o

processo de adsor¢do da a-La na interface dos MWCNTS, com excecdo do sal Na,SO4

no qual na concentracdo de 1 mM ocorre uma reducdo na capacidade adsortiva para

concentracdes altas de proteina. A auséncia do efeito pode ser compreendida levando

em consideracao que a adsor¢édo dos ions dos sais da série de Hofmeister independem da

concentracdo dos mesmos no pH 3, i.e., neste pH o inicio do processo de adsorcdo

competitiva destes ions ocorre em concentracbes acima de 10 mM com excegdo

naturalmente do Na,SO,.

3.4.2. Efeito da natureza dos eletrélitos na adsorcio de p-Lg

A figura 22 mostra os valores de I' em mg de -Lg por grama de MWCNT em

funcdo da concentracdo de equilibrio da proteina em pH 9 e na presenca de anions e

cations da série de Hofmeister.
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Figura 22. Isotermas de adsor¢do de f-Lg em MWCNT em pH 9 na presenca de (a)

anions da série de Hofmeister (b) cations da serie de Hofmeister
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A figura 22 mostra que o perfil das isotermas de adsor¢do de B-Lg em MWCNT
na presenca de eletrolitos da série de Hofmeister em tampdo pH 9 € o mesmo que na
auséncia desses eletrolitos. Os valores de I" da B-Lg (figura 24b) mostram que, em pH 9,
a presenca de 10 mM dos eletrélitos NH} e (CH;),N* afeta pouco o comportamento de
adsorcéo desta proteina. Estes resultados evidenciam que a interacdo entre MWCNT e
B-Lg, em pH 9, ndo é, principalmente, de natureza eletrostatica. Entretanto, em pH 9
(Figura 24a) observa-se que a presenca de 10 mM de sais cosmotropicos Na,SO, e
Na;HPO, e a do sal caotropico NaSCN diminui os valores de I" (figura 24a).

Segundo a série de Hofmeister o sal caotropico tiocianato de sodio diminui as
interacdes entre as moléculas de agua aumentando a solubilidade da p-Lg,
desfavorecendo assim, a adsorcdo desta biomolécula em MWCNT. Nossos resultados
colaboram com esta hipdtese. Mas, surpreendentemente, segundo a série de Hofmeister,
os eletrolitos sulfato de sodio e hidrogenofosfato de sodio séo eletrolitos cosmotrdpicos,
0 gque aumentaria a estrutura terciaria da dgua e diminuiria a solubilidade da B-Lg,
resultando pelo menos, em principio, no favorecimento da adsorcdo desta biomolécula.
Entretanto, nossos resultados experimentais de I'g_; mostram que a presenca dos sais
Na,SO, e Na;HPO,4 reduzem o valor de I' de f-Lg em MWCNT. Esses resultados
elucidam que o processo de adsor¢do da B-Lg em pH 9 ndo segue necessariamente a
série de Hofmeister.

A figura 23 mostra a I' em mg de B-Lg por grama de MWCNT em funcéo da
concentracdo de equilibrio em pH 3 na presenca de anions e cations da série de

Hofmeister.
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Figura 23. Isotermas de adsor¢do de B-Lg em MWCNT em pH 3 na presenca de (a)
anions da série de Hofmeister (b) cations da série de Hofmeister

A figura 23 a e b mostra que o perfil das isotermas de adsorcdo da B-Lg em

MWCNT na presenca de eletrélitos da série de Hofmeister em tamp&o pH 3 é 0 mesmo

que na auséncia desses eletrélitos. A presenca de anions cosmotrépicos SO4% e HPO,

aumenta os valores de I" e a do ion caotropico SCN” praticamente ndo altera os valores

de I' de B-Lg (Figura 25 a).

Estes resultados mostram que em pH 3 a presenca dos eletrélitos Na,SO, e

Na,HPO, da série de Hofmeister aumentam a capacidade adsortiva dos MWCNTSs

provavelmente também por um mecanismo competitivo entre 0s anions citrato presentes

no tampdo e os anions SO~ e HPO; advindos dos eletrdlitos da série de Hofmeister.

Segundo esta hipotese os anions SO3~ e HPO; adsorveriam melhor na interface proteina

adsorvida/ solugdo blindando mais as cargas e levando a uma menor repulsdo

eletrostatica proteina-proteina, o que contribuiria para uma maior adsor¢édo, resultando

em um aumento da capacidade adsortiva. Ja 0 aumento da capacidade adsortiva do

MWCNT na presenca dos eletrdlitos BaCl, e NH,Cl em pH 3 pode ser entendida
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provavelmente também por um mecanismo competitivo entre 0s anions citrato presentes
no tampao e os anions cloreto advindos dos eletrolitos da série de Hofmeister. Segundo
esta hipotese os anions cloreto adsorveriam melhor na interface proteina adsorvida/
solucdo resultando numa blindagem eletrostatica mais eficiente que minimizaria a
repulsdo proteina-proteina causando uma maior cobertura da superficie dos nanotubos
de carbono.

Para melhor entendermos o efeito desses eletrolitos na adsor¢do da B-Lg foi
determinado o efeito dos sais NaSCN, Na,HPO, e Na,SO, na concentracdo de 100 mM
sobre os parametros termodinamicos de adsor¢do em tampao pH 9. A figura 24 mostra
AagsH em funcdo dos diferentes valores de I' na presenca de 100 mM dos distintos

eletrolitos da série de Hofmeister para a proteina f-Lg em pH 9.
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Figura 24. Dados calorimétricos de AagsH em pH 9 a 298 K na presenca de 100 mM de
diferentes eletrolitos para a -Lg.

As curvas de AygsH em fungéo de I' apresentam o mesmo perfil na presenga e

auséncia de eletrolitos. Os valores de A,gsH sdo inicialmente exotérmicos e vao ficando
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cada vez mais endotérmicos até ficarem aproximadamente iguais a zero. Esses
resultados mostram que os processos moleculares de adsor¢ao de B-Lg na presenca dos
eletrolitos sdo similares aqueles na auséncia destes sais. Com a presenca dos eletrolitos
a dependéncia dos valores AygsH em funcdo de I' ndo muda muito evidenciando que os
eletrolitos ndo influenciam predominantemente as interacbes entalpicas entre as
moléculas do biopolimero adsorvidas na interface dos MWCNTS.

A entalpia molar padrio de adsorcdo (AassH®) para adsor¢do de B-Lg em
MWCNTSs foi obtida pela aproximacéo do regime de diluicdo infinita e os valores de

AqgsH° so listados na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros termodinamicos de adsorcédo de f-Lg em MWCNT na presenca
de diferentes eletrdlitos calculado com diferentes modelos.

DpasGO 1 AgysGO TAgasSC ! TAggsSe!

o
Sistema (kImol™)  (kJ mol?) éﬁd%lz I.l; (Imolh) (kI mol?)
Termod. Lang. Termod. Lang.
B-LgpH 3 18,45 2402 9785 79,4 73,83
B- Lg pH 9 18,27 2054 -43,04 24,77 225
B-LgpH 9100 MM NaSCN  -17,96 1775  -88,19 70,23 70,44
B-Lg pH 9100 MM Na,SO, 17,92 2329 -30,10 12,18 6,81

Os valores de AugH® indicam que o processo de adsorcio de P-Lg é
entalpicamente favorecido mesmo na presenca dos eletrélitos da série de Hofmeister. O
sal caotropico NaSCN faz com que a contribuicdo entélpica aumente enquanto o sal
cosmotropico Na,SO, tem efeito contrario. Ambos os efeitos sdo provavelmente devido
a uma adsorcdo competitiva entre os ions do sal da série de Hofmeister e os ions
formadores do tampdo, no caso da NaSCN a adsorcdo preferencial do anion SCN-
causaria uma melhor blindagem eletrostatica do que os anions citrato do tampédo

reduzindo assim as interagdes repulsivas proteina-proteina favorecendo uma maior
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adsorcéo e, consequentemente, uma maior liberagcdo de energia. Para o caso do sulfato,
apesar de uma maior adsorcdo em relacdo ao anion citrato, 0 mesmo ndo consegue uma
blindagem eletrostatica tdo eficiente quanto o anion citrato, levando a um aumento nas
forcas repulsivas da interacdo proteina-proteina adsorvidas na interface produzindo,
assim, AagsH® menos negativos.

Os valores de A.sS°® para a B-Lg foram determinados a partir da equagéo 45 e
listados na tabela 5. Os valores de AqsS° indicam que o processo de adsorgdo de B-Lg
em MWCNTSs, pH 9 é entalpicamente dirigido, e ocorrem com uma reduc¢édo na entropia
do sistema.

A analise da tabela 5 mostra que o efeito dos eletrolitos e do pH € pouco
pronunciado nos valores de AqgsG°, mas intenso nos valores de AzgsH® € AqgsS°.

Os valores de AyS° indicam que a entropia do sistema diminui menos no
processo de adsorcdo de B-Lg em MWCNTS na presenca do eletrolito Na,SO,4 do que na
sua auséncia. Isto colabora com a hipo6tese de uma menor adsor¢édo dos ions formadores
do tampdo, devido a uma adsorcdo competitiva entre estes e os ions da série de
Hofmeister. Por outro lado, na presenca do eletrélito NaSCN os valores de AggsS°

reduzem mais do que na auséncia e na presenca de Na,SO;.

3.4.1.2. Efeito da concentraciio de eletrolitos sobre a adsorcio da pB-Lg

A Figura 25 mostra o efeito da concentragdo de diferentes eletrolitos sobre as

isotermas de adsor¢@o de B-Lg em tampdo pH 9.
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Figura 25. Isotermas de adsorcdo de B-Lg em MWCNT na presenca de eletrolitos da

série de Hofmeister em diferentes concentragdes em pH 9.

Observando os efeitos da concentragdo dos eletrolitos na adsor¢do da proteina [3-

Lg podemos destacar trés comportamentos distintos. Para os sais Na;SO, e NaSCN,

mesmo sendo 0 segundo caotrépico e o primeiro cosmotropico, o efeito foi semelhante,

onde na concentracdo de 1 mM ambos os sais reduziram a adsorcao, enquanto para as
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concentracdes de 10 e 100 ndo houve efeito. Este comportamento pode ser entendido
por uma maior adsor¢do dos anions sulfato e tiocianato em concentragdo 1 mM na
interface proteina adsorvida/solucdo, retirando, desta interface, anions citrato
previamente adsorvidos. Com o aumento da concentracdo o efeito ndo é verificado,
devido a blindagem eletrostatica da dupla camada elétrica da interface proteina
adsorvida/solucdo, reduzindo, assim, a forca motriz do potencial eletrogquimico que
levaria a adsorcao dos anions sulfato e tiocianato.

Um segundo comportamento observado foi para o sal fosfato acido de sodio, no
qual concentracdes de 1 e 10 mM afetam pouco o processo de adsor¢ao da B-Lg,
enguanto concentracbes de 100 mM reduzem a quantidade adsorvida. Este
comportamento s6 pode ser explicado considerando que apenas a partir de 100 mM do
sal Na;HPO, é que inicia-se uma efetiva adsorcdo competitiva entre os anions HPO%~ e
0s anions citrato pela interface proteina adsorvida/solucdo. Um comportamento muito
similar é observado para o eletrolito (CH3)4sNCI que ndo afeta em nenhuma
concentracdo estudada a adsorc¢éo, isto ocorre provavelmente devido a uma auséncia de
adsorcdo competitiva entre os anions cloreto e citrato nestas condi¢des termodinamicas
do sistema. Finalmente um terceiro comportamento é observado para o sal NH,CIl para
o0 qual estando em concentracfes iguais a 1 ou 10 mM ndo ocorre efeito algum sobre a
adsor¢do da B-Lg, enquanto em 100 mM a adsorcdo € incrementada. Este efeito pode
ser entendido considerando que a adsorcdo competitiva entre os anions cloreto e citrato
inicia-se apenas na concentracdo de 100 mM do eletrolito NH4Cl e que a adsorgdo
preferencial dos anions cloreto leva a uma maior estabilizagdo da camada protéica
adsorvida o que permite uma maior quantidade de biopolimeros adsorvidos.

A Figura 26 mostra o efeito da concentracdo de diferentes eletrolitos sobre as

isotermas de adsor¢do de a-La em tampéo pH 3.
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Figura 26. Isotermas de adsor¢do de a-La em MWCNT na presenca de eletrolitos da
série de Hofmeister em diferentes concentraces em pH 3.

As isotermas de adsorcdo obtidas na presenca de diferentes concentracdes de
eletrolito em tampdo pH 3 mostram que ndo existe um efeito da concentragdo do
eletrolito sobre o processo de adsor¢do da B-Lg na interface dos MWCNTSs, com

excecdo do sal BaCl, para o qual ocorre uma reducdo na capacidade adsortiva para
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concentracdes altas de proteina em consequéncia do aumento da concentracdo deste

eletrolito de 1 para 10 mM. A auséncia do efeito da concentracdo para os demais

eletrolitos pode ser compreendida levando em consideracdo que a adsorc¢do dos ions dos

sais da série de Hofmeister independem da concentracdo dos mesmos no pH 3, i.e.,

neste pH o inicio do processo de adsorcdo competitiva destes ions ocorre em

concentracdes acima de 10 mM com excec¢édo do BaCl,.

3.4.2. Efeito de Eletrdlitos na adsor¢do de GMP

Estudou-se também o efeito de eletrélitos caotropicos e cosmotrdopicos sobre a

adsorcdo de GMP em pH 9. A figura 27 mostra a I' em mg de GMP por grama de

MWCNT em funcdo da concentracdo de equilibrio em pH 9 na presencga de anions e

cations da série de Hofmeister.
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Figura 27. Isotermas de adsor¢do de GMP em MWCNT pH 9 na presenca de: (a)
anions da série de Hofmeister e (b) cations da série de Hofmeister.
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A figura 27a e 27b mostra que o perfil das isotermas de adsor¢do de GMP em
MWCNT na presenca de diferentes eletrolitos € o mesmo que na auséncia destes. Os
valores de I do GMP (figura 29a e 29b) mostram que, em pH 9, a presenca de 10 mM
dos eletrolitos cosmotropicos Na,HPO, e Na,SO, e 100 mM dos sais NH4CI e
(CH3)4NCI afetam pouco o comportamento de adsor¢do deste peptideo. Estes resultados
evidenciam que a interacdo entre MWCNT e GMP, em pH 9, ndo &, principalmente, de
natureza eletrostatica.

Valores de A,qsG°calculados por ambos os modelos de Langmuir e pela
aproximacdo de diluicdo infinita (tabela 6) na presenca e auséncia de diferentes
concentracdes de eletrélitos mostram que o0 processo de adsorcdo do

glicomacropeptideo na interface dos MWCNTS é espontaneo.

Tabela 6. Pardmetro Termodinamico A,;5G° de GMP em MWCNT na presenca de
diferentes eletrélitos em tampao pH 9 calculado com diferentes modelos.

Concentragdo DgasGl R DnasGOl
Sal de eletrdlito  (kJ mol™) Termod. (kJ mol™) Lang.

0mM -16,89 0,97591 -17,85 0,97377
NaSCN 1mM -15,16 0,92853 -16,17 0,96142

10 mM -15,37 0,92384 - -
100 mM -17,15 0,94378 -18,73 0,90883
0mM -16,89 0,97591 -17,85 0,97377
1mM -16,44 0,92783 -17,60 0,94445
Na,SO, 10 mM -16,11 0,94247 -18,01 0,96525
100 mM -15,92 0,90932 -17,99 0,95409
0mM -16,89 0,97591 -17,85 0,97377
Na,HPO, 1 mM -15,74 0,95853 -17,15 0,95022
10 mM -15,55 0,96757 -17,05 0,94733
0 mM -16,89 0,97591 -17,85 0,97377
1 mM -15,09 0,93223 -17,43 0,94383
(CHs),NCl 10 mM -15,45 0,95944 -17,96 0,96467
100 mM -15,27 0,96806 -17,65 0,96552
NH,CI 0mM -16,89 0,97591 -17,85 0,97377
100 mM -16,67 0,90112 -14,54 0,93858
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3.4.2.1. Efeito da concentracdo de eletrdlitos sobre a adsor¢cdo do GMP

A Figura 28 mostra o efeito da concentracdo de diferentes eletrolitos sobre as

isotermas de adsorcdo de GMP em tampdo pH 9.
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Figura 28. Isotermas de adsor¢do do GMP em MWCNT na presenga de eletrolitos da série
de Hofmeister em diferentes concentra¢es em pH 9.

N&o se observa um efeito da concentracdo do eletrolito sobre o processo de

adsorcdo do peptideo GMP na interface dos MWCNTSs, com exce¢do do sal Na,SO4 no
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qual nas concentracdes de 10 e 100 mM aumenta a capacidade adsortiva para
concentracdes altas de proteina. A auséncia do efeito pode ser compreendida levando
em consideracao que a adsor¢édo dos ions dos sais da série de Hofmeister independem da
concentracdo dos mesmos no pH 9, i.e., neste pH o inicio do processo de adsorcdo
competitiva destes ions ocorre em concentracdes acima de 100 mM para o (CH3)4NCl e

de 10 mM para o Na,HPO,4 com excec¢do naturalmente do Na,;SO,.

3.5. Efeito dos eletrdélitos nos valores de A, 45G°

Os efeitos da concentracao dos eletrélitos no processo de adsorcdo das proteinas
foram pouco pronunciados nos valores de A,45G°, que podem ser vistos nas tabelas de
7 a 10. Este pequeno efeito no A,;G° explica-se lembrando que este € um parametro
termodindmico associado a interacdo proteina-MWCNT que ocorre em baixas
concentragOes de proteina, sendo pequena a contribuicdo da interacdo proteina-proteina
presente na superficie. Como visto anteriormente, o efeito dos eletrélitos esta presente
na adsorcdo competitiva que leva a blindagem da repulsdo eletrostatica proteina-
proteina, tornando mais favoravel a interacdo entre moléculas de proteina adsorvidas na
interface. Entretanto, essas interacGes proteina-proteina s6 ocorrem para concentragdes
de proteina elevadas (final da isoterma de adsor¢do) onde o A,;,G° nédo é influenciado

por essas interacoes.
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Tabela 7. Pardmetro Termodindmico A,;,G° de a-La em MWCNT na presenga de
diferentes anions calculado com diferentes modelos.

% 0 0
Sal pH CCI:t;J gfeirr]érl?foao (kJ n?oalql;ql'er/mod. R (kJ ﬁ%ﬁf Lélng.

0mM -19,00 0,96638 -22,63 0,94663

NaSCN 3 1 mM -19,81 0,97613 -23,33 0,96711

10 mM -18,77 0,96289 -19,86 0,98078

0mM -18,92 0,95012 -22,46 0,90869

NaSCN 9 1 mM -18,62 0,94833 -21,90 0,98742

10 mM -18,68 0,97712 -20,29 0,98075

100 mM -18,48 0,9803 -21,37 0,98282

0mM -19,00 0,96638 -22,63 0,94663

Na,SO, 3 1 mM -18,62 0,97846 -21,39 0,96459

10 mM -18,90 0,97346 -17,94 0,91632

0mM -18,92 0,95012 -22,46 0,90869

Na,SO, 9 1 mM -19,42 0,93496 -24,45 0,88535

10 mM -17,94 0,91632 -18,25 0,98979

100 mM -19,20 0,96908 -25,85 0,81103

0mM -19,00 0,96638 -22,63 0,94663

Na,HPO, 3 1 mM -18,81 0,97781 -21,73 0,99605

10 mM -19,11 0,95781 -22,12 0,99004

0mM -18,92 0,95012 -22,46 0,90869

Na,HPO, 9 1 mM -19,18 0,95594 -22,98 0,98862

10 mM -17,71 0,99689 -19,91 0,99374

100 mM -17,77 0,99296 -23,69 0,9759
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Tabela 8. Pardmetro Termodinamico A,;,G° de a-La em MWCNT na presenga de
diferentes cations calculado com diferentes modelos.

Concentragao AgasGP 1 R AgasGOl

Sal pH  de eletrdlito (kJ mol™) Termod. (kJ mol™) Lang.
0mM -19,00 0,96638 -22,63 0,94663
NH,CI 3 1mM -18,49 0,95985 -24,13 0,99492
10 mM -19,24 0,97489 -22,32 0,98414
0mM -18,92 0,95012 -22,46 0,90869
NH,CI 9 1mM -18,83 0,94956 -23,17 0,97714
10 mM -17,31 0,94516 -19,56 0,99399
100 mM -18,73 0,94386 -26,74 0,99397
0mM -19,00 0,96638 -22,63 0,94663
(CH3)4NCI 3 1mM -17,54 0,99092 -20,29 0,99465
10 mM -18,43 0,97643 -21,73 0,99694
0mM -18,92 0,95012 -22,46 0,90869
(CH3)4NCI 9 10 mM -18,29 0,97343 -20,97 0,99736
100 mM -17,52 0,97429 -19,36 0,98855
0mM -19,00 0,96638 -22,63 0,94663
BaCl, 3 1mM -18,91 0,99432 -22,13 0,99651
10 mM -18,71 0,9688 -23,67 0,88237
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Tabela 9. Pardmetro Termodinamico A,;,G° de B-Lg em MWCNT na presenca de
diferentes anions calculado com diferentes modelos.

DgasGl ! DgasGO !
Concentragéo de
Sal pH . (kJ mol™) r (kJ mol™) r
eletrolito
Termod. Lang.
0 mM -18,45 0,92408 -24,02 0,71352
NaSCN 3 1 mM -18,52 0,96727 -20,98 0,98579
10 mM -17,40 0,92021 -16,21 0,87466
0mM -18,27 0,96892 -20,54 0,94992
NaSCN 9 1 mM -17,57 0,97369 -17,45 0,97369
10 mM -17,56 0,97369 -17,45 0,93713
100 mM -17,96 0,87819 -17,75 0,97467
0 mM -18,45 0,92408 -24,02 0,71352
Na,SO, 3 1mM -19,34 0,9148 -24,46 0,97088
10 mM -19,69 0,93957 -27,35 0,84471
0 mM -18,27 0,96892 -20,54 0,94992
1mM -16,70 0,96916 -14,10 0,79177
Na,SO, 9 10 mM -19,17 0,95858 -22,93 0,95291
100 mM -17,92 0,94689 -23,29 0,93538
0mM -18,45 0,92408 -24,02 0,71352
Na,HPO, 3 1 mM -19,21 0,94625 -23,41 0,99473
10 mM -18,62 0,98423 -21,79 0,99051
0mM -18,27 0,96892 -20,54 0,94992
Na,HPO, 9 1 mM -18,37 0,96535 -24,57 0,96141
10 mM -18,29 0,98909 -24,57 0,99032
100 mM -17,89 0,98084 -20,11 0,99478
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Tabela 10. Parametro Termodinamico A,;,G° de B-Lg em MWCNT na presenga de
diferentes cations calculado com diferentes modelos.

DgasGl ! DgasGO !
Concentragéo de
Sal pH . (kJ mol™) r (kJ mol™) r
eletrolito
Termod. Lang.
0 mM -18,45 0,92408 -24,02 0,71352
NH,CI 3 1 mM -18,28 0,97347 -26,76 0,99041
10 mM -19,95 0,9708 -24,74 0,99285
0mM -18,27 0,96892 -20,54 0,94992
NH,CI 9 1 mM -21,41 0,9977 -18,42 0,97358
10 mM -18,55 0,97234 -20,91 0,9957
100 mM -19,03 0,94884 -23,66 0,89391
0 mM -18,45 0,92408 -24,02 0,71352
(CH3),NCI 3 1mM -19,31 0,94846 -21,59 0,97924
10 mM -20,22 0,95552 -23,43 0,99128
0 mM -18,27 0,96892 -20,54 0,94992
(CH3),NCI 9 10 mM -18,84 0,94423 -20,67 0,99445
100 mM -18,99 0,97936 -20,47 0,9941
0mM -18,45 0,92408 -24,02 0,71352
BaCl, 3 1 mM -18,13 0,98795 -24,19 0,97097
10 mM -19,18 0,95598 -23,25 0,74019
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3.5. Medidas de potencial eletrocinético

As caracteristicas de distribuicdo de cargas na superficie dos MWCNTS, contendo ou
ndo as proteinas a-La e¢ P-Lg adsorvidas, foram estudadas através de medidas do
potencial eletrocinético (potencial zeta, &) em diferentes valores de pH. Os valores de &

para 0s MWCNTS e os biocomplexos proteinas-MWCNT sdo mostrados na tabela 11.

Tabela 11. Valores de & para os MWCNTSs e os biocomplexos proteinas-MWCNT em

diferentes valores de pH.

Solvente Proteina CP mgmL* POtenCi?}}éeta ©/
Tampéo pH 3 - 0 -1,39
Tampéo pH 3 o-La 0,1706 31,5
Tampéo pH 3 o-La 0,5549 29,4
Tampéo pH 3 B-Lg 0,1767 28,4
Tampéo pH 3 B-Lg 0,7553 25,1
Tampéo pH 7 - 0 -1,10
Tampéo pH 7 o-La 0,1823 -29,2
Tampéo pH 7 o-La 0,7549 -36,9
Tampéo pH 9 - 0 -12,1
Tampéo pH 9 a-La 0,2294 -26,7
Tampéo pH 9 a-La 0,8086 -26,9
Tampéo pH 9 B-Lg 0,2006 -20,7
Tampéo pH 9 B-Lg 0,7615 -20,9
Tampéo pH 9 100 mM de NH,CI - 0 -2,64
Tampdo pH 9 100 mM de NH,CI a-La 0,1830 -21,8
Tampdo pH 9 100 mM de NH,CI a-La 0,7928 -23,7
Tampédo pH 9 100 mM de NH,CI B-Lg 0,1834 -20,1
Tampéo pH 9 100 mM de NH,CI B-Lg 0,7392 -21,0
Tampéo pH 9 100 mM (CHz)4NCI - 0 -10,4
Tampéo pH 9 100 mM (CH3)4NCI a-La 0,1294 -19,9
Tampéo pH 9 100 mM (CH3)4NClI a-La 0,4697 -22,6
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Os valores de potencial zeta (§) das dispersdes de nanotubo na auséncia de
proteina mostram que a carga na superficie da particula coloidal nanotubo varia com o
pH e com a presenca de 100 mM do eletrélito. Quando as nanoparticulas estdo dispersas
em tampao pH 9 o valor de & é -12,1 eV, indicando que a carga superficial do nanotubo
nessas condicdes € negativa. Essa carga negativa origina-se provavelmente de dois
mecanismos complementares. No primeiro, grupos funcionais presentes na superficie
dos MWCNT ionizam-se gerando cargas negativas (COO-, O-, etc) e, hum segundo,
mecanismo anions presentes no tampao podem adsorver preferencialmente na interface
do MWCNT. Interessantemente o valor & aumenta significativamente para -1,10 eV e -
1,39 eV quando o pH do sistema cai para pH 7 e 3, respectivamente. Esse aumento nos
valores de £ refor¢am a ideia de que ions formadores do tampdo adsorvem na superficie
do nanotubo e/ou a existéncia de grupos carregados na superficie do nanotubo. Além
disso, esses resultados mostram uma maior afinidade da superficie dos MWCNTSs com
0s anions carbonato e hidrogenocarbonato formadores do tampéo pH 9 em relacdo aos
anions hidrogenofosfato e diidrogenofosfato e do anion citrato formadores dos tampé&o
pH 7 e 3, respectivamente.

Para dispersdes de nanotubo na C. da o-La 0,2294 mg mL™ em tampéo pH 9,
observa-se uma diminuigdo significativa de & quando comparado a auséncia da proteina,
sendo que em pH 9 a CL da a-La ¢ negativa e o menor valor de £ (mais negativo) indica
que moléculas de proteina estdo adsorvendo na superficie dos MWCNTSs. Quando se
aumenta a C, de o-La para 0,8086 mg mL™ espera-se que com o aumento em C 0
numero de moléculas na superficie dos MWCNTs aumente, sendo assim, o valor de &
deveria diminuir significativamente, porém o valor de & praticamente ndo varia

sugerindo que com o aumento no numero de moléculas de a-La na superficie dos
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nanotubos ions sodio presentes no tampéo interagem com os residuos carregados na
superficie da a-La, mantendo § praticamente constante.

Quando se avalia os valores de & na presenga da B-Lg observa-se valores bem
menores § quando comparado a auséncia da proteina, sendo que em pH 9 a CL da B-Lg
¢ negativa ¢ o menor valor de § indica que moléculas de proteina estdo adsorvendo na
superficie dos MWCNTSs.

Na presenca de 100 mM de NH4CI, o valor de & na superficie do nanotubo
aumenta de -12,1 mV quando apenas na presenca do tampéo pH 9 para -2,64 mV. Isso
sugere a adsorcdo preferencial do cation NH; na interface dos nanotubos.
Interessantemente, na presenca de 100 mM de (CH3)4NCI, observa se apenas uma
pequena redu¢do no valor de & em relacdo a auséncia do eletrdlito, sugerindo que o
eletrolito (CH3)4NCI ndo adsorve na superficie do nanotubo. Entretanto, apesar da
natureza destes eletrolitos terem influenciado o valor de & na superficie do nanomaterial
os eletrdlitos (CH3)4sNCIl e NH4CI tem efeito semelhante na adsorcdo de ambas as
proteinas, sendo assim observa-se um aumento nos valores de & para dispersoes de a-La
e/ou B-Lg em MWCNT na presenca de 100 mM de NH,4CI ou de (CH3)sNCI em tampéo
pH 9, e isso sugere que o eletrolito NH4Cl compete com os ions dos sais formadores do
tampdo e adsorvem na interface proteina adsorvida/solucéo via interacdo eletrostatica.

Para dispersdes de nanotubo na C. da o-La 0,1823 mg mL™ em tampéo pH 7,
observa-se uma diminuigdo significativa de § quando comparado a auséncia da proteina,
sendo que em pH 7 a CL da a-La € negativa e o menor valor de £ indica que moléculas
de proteina estdo adsorvendo na superficie dos MWCNTSs. Quando se aumenta a C, de
a-La para 0,7549 mg mL™? o valor de ¢ diminui de 7,7 mV indicando um aumento no
namero de moléculas de a-La na superficie dos MWCNTSs, sugerindo que com o

aumento no numero de moléculas de a-La na superficie dos nanotubos ions potéssio
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presentes no tampdo interagem com 0s residuos carregados na superficie da a-La, mas
ndo em proporcao estequiométrica de forma a manter § praticamente constante, como
ocorre em pH 9.

Para dispersdes de nanotubo em a-La ¢ B-Lg em tampdo pH 3 observa-se um
grande aumento de & quando comparado a auséncia da proteina, sendo que em pH 3 a
CL de ambas as proteinas ¢ positiva ¢ o maior valor de & indica que moléculas do
biopolimero estao adsorvendo na superficie dos MWCNTs. Além disso, o valor de & ¢
menor na interface do nanocomplexo B-MWCNT quando comparado ao a-MWCNT
sugerindo uma maior adsor¢do de ions formadores do tampdo na interface B-Lg

adsorvida/ solugdo em relagao a interface a-La adsorvida/solucéo.

3.6. Conclusao

Pela primeira vez, foi estudado o comportamento de adsor¢ao das proteinas -Lg
e o-La e do glicomacropeptideo GMP em interfaces de MWCNT. Os estudos mostraram
que esse processo é caracterizado por valores negativos de AqG°, sendo portanto
espontdneo. Elevados valores de I'max foram observados em todas as condicOes
estudadas apontando a potencialidade do MWCNT como adsorvente para essas
biomoléculas e a obtenc¢éo de hibridos proteinas-nanotubos com aplicacfes estratégicas.

Determinou-se os parametros termodinamicos de adsorcdo de proteinas em
NCTs pelo modelo de Langmuir e pelo modelo termodinamico de dilui¢do infinita e,
apesar de geralmente o processo de adsorcdo destes polieletrélitos em superficies
solidas ser endotérmico, os valores de AsgsH medidos calorimetricamente mostram que
0 processo de adsor¢do de B-Lg ¢ a-La foi entalpicamente dirigido, sugerindo que a

adsorcéo ocorre pelo seguinte mecanismo: moléculas de proteina se adsorvem nos sitios
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presentes na interface dos MWCNT, mudando de conformacéo, de forma que residuos
de aminodacidos hidrofébicos se direcionam para a interafce dos MWCNT e residuos
carregados e hidrofilicos formam uma interface proteina adsorvida solucdo. Enquanto
isso, ions provinientes dos eletrolitos formadores da solucdo tampdo adsorvem na
interface proteina adsorvida/solucédo de forma a minimizar a repulsdo elétrica entre os
segmentos das proteinas adsorvidas, aumentando assim a quantidade das mesmas
adsorvidas na interface. Por outro lado, essa adsorcdo de ions na interface
solucdo/proteina adsorvida estd associada ao efeito de blindagem que os ions dos sais da
série de Hofmeister tém sobre a dupla camada elétrica. Esta blindagem diminui a
contribuicdo do potencial eletroquimico dos ions que sofrem a adsorcdo na interface
proteina adsorvida/solucdo, reduzindo assim o processo adsortivo desses ions o que
reduz a quantidade de proteina adsorvida.

Neste contexto, foi avaliado o efeito de diferentes eletrolitos da série de
Hofmeister sobre o processo de adsorcdo dessas biomoléculas e foi observado que o
efeito destes eletrdlitos sobre o processo adsortivo depende da natureza e concentracédo
do eletrélito. Com base nestes resultados, foi proposto que na presenca de eletrélitos da
série de Hofmeister hd uma adsorcdo competitiva entre os ions do sal da série de
Hofmeister e os ions formadores do tampdo, alterando as contribuicdes entalpicas e
entrdpicas para o processo adsortivo. Medidas de potencial eletrocinético reforcaram o
mecanismo proposto.

Os valores de AqgsS° indicam que a entropia do sistema diminui com o processo
de adsor¢do da a-La e da B-Lg em MWCNTSs. A diminuicdo da entropia do sistema
ocasionada pela adsorcdo dos ions na superficie proteina/solucdo compensa o aumento
de entropia do sistema, devida a liberagdo de moléculas de agua de solvatagédo dos ions,

de forma que a variacdo da entropia resultante é negativa.
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