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RESUMO

FERREIRA, Guilherme Max Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2016.
Estudo da adsorcdo de moléculas-modelo sobre a superficie de nanotubos de
carbono: uma abordagem termodinamica Orientador: Luis Henrique Mendes da
Silva. Coorientadora: Maria do Carmo Hespanhol da Silva.

Nanotubos de carbono (CNTs) tém sido estudados nos ultimos anos devido as suas
propriedades quimicas, fisicas e eletrbnicas Unicas. Estas nanoestruturas podem interagir
com vérias moléculas, como proteinas e corantes, para formar novos materiais com
aplicacdes diversas. Por exemplo, nanoestruturas hibridas contendo CNTs tém sido
utilizadas como adsorventes eficientes, transportadores de farmacos especificos ou para
o desenvolvimento de células a combustivel e sensores eletroquimicos.
Consequentemente, compreender as interacbes CNT-proteinas e CNT-corantes €
importante para modular as propriedades destes materiais. Diversos trabalhos tém
estudado estas interacdes, entretanto os aspectos termodinamicos associados a elas
permanecem escassos. Assim, neste trabalho avaliou-se a termodinamica da interacao
entre nanotubos de carbono e diferentes moléculas, combinando dados de isotermas de
adsorcéo e de titulacdo microcalorimétrica isotérmica. O estudo foi dividido em dois
artigos: no primeiro, avaliou-se o fenbmeno de adsorcdo da proteina albumina do soro
bovino (BSA) sobre a superficie de nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT)
e de paredes multiplas (MWCNT), bem como o efeito de cossolutos sobre esse processo.
No segundo, descreveu-se a termodinamica da interacdo entre os azocorantes vermelho
ponceau (PR), vermelho do congo (CR) e vermelho 40 (AR) e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNTS). A interacdo entre 0s azocorantes e a superficie de carvao
ativado (AC) também foi avaliada para comparacao. Acerca da interacdo entre a proteina
BSA e a superficie dos nanotubos de carbono, o processo de adsorcdo dependeu das
propriedades superficiais do CNT, do pH e da forca i6bnica do meio, sendo que maiores
capacidades de adsorcao foram observadas em valor de pH préximo ao ponto isoelétrico
da proteina. Para todos os sistemas estudados os valoMdg, deem condicdo de
diluic&o infinita foram muito negativoaAl 2, < -918,6 kJ mot). Este resultado indica

gue os CNTs sédo capazes de induzir variagbes conformacionais na BSA durante o
processo de adsorcédo, as quais estabilizam a proteina sobre a superficie hidrofébica do
nanomaterial. O efeito de ions da série de Hofmeister foi avaliado sobre o processo de

adsorcdo da BSA em MWCNT, sendo este efeito dependente da natureza dos ions.
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Quanto a interacdo CNT-azocorante, os dados de isotermas de adsorcdo foram bem
ajustados ao modelo de Freundlithma abordagem termodinamica forneceu toda a
caracterizagcdo do processo de adsorgcédo para diferentes coberturas superficiais do
adsorvente. Para ambos MWCNT e AC, a quantidade de corante adsgyalar{entou

na ordeml, (PR) <I, (AR) <I}, (CR) e a adsorcdo normalizada pela area superficial
especifica do adsorvente foi maior para o MWCNT. A quantidade maxima adsorvida
(Ipmax) atingiu valores de até 2,@0nol m? para a adsor¢do de CR em MWCNT. O
processo de adsorcdo dos corantes foi entalpicamente dirigido e entropicamente
desfavoravel para ambos os adsorventes. Os valores de variacdo de entalpia de adsorcéo
(AH,4s) determinados por ITC foram superiores a -137,0 kJ'reotlependeram da
cobertura superficial do adsorvente e das estruturas dos corantes e dos adsorventes. Os
dados de\H,;, em funcédo da quantidade de corante adsorvida sugeriram que 0s sitios

de adsorcao sobre MWCNT e AC séo heterogéneos.
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ABSTRACT

FERREIRA, Guilherme Max Dias, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, May, 2016.
Adsorption study of model molecules on the carbon nanotubes surface: A
thermodynamic approach Adviser: Luis Henrique Mendes da Silva. Co-Adviser:
Maria do Carmo Hespanhol da Silva.

Carbon nanotubes (CNTs) have been studied in the last years due to their unique
chemical, physical, and electronic properties. These nanostructures can interact with
several molecules, such as proteins and dyes, to form new materials with amazing
applications. For instance, hybrid nanostructures containing CNTs have been used as
powerful adsorbents, specific drug carriers or in the development of fuel cells and
electrochemical sensors. Consequently, understanding the CNT-protein and CNT-dye
interactions is very important to modulate the properties of these nanostructures. Several
papers have studied these interactions, but the thermodynamic aspects associated with
them remain scarce. Then, in this work, we evaluated the thermodynamics of the
interaction between carbon nanotubes and different molecules combining adsorption
isotherms and isothermal titration microcalorimetry data. Our study was divided in two
papers: In the first one, we evaluated the adsorption phenomenon of the protein bovine
serum albumin (BSA) on the surfaces of single-walled (SWCNT) and multi-walled
(MWCNT) carbon nanotubes. In the second one, we described the thermodynamics of
the interaction between the Ponceau Red (PR), Congo Red (CR) and Allura Red (AR)
azo-dyes and multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS). Activated carbon (AC)-dye
interaction has been also evaluated for compar®orhe interaction between the BSA

and the CNT surface, the adsorption process depended on the surface properties, pH and
ionic strength. Higher adsorption capacities were observed at pH around the isoelectric
point of the protein. For all studied systemsahg H values at infinite dilution condition

were very negativeA{[ 2% < -918.6 kJ mot). This finding has led us to propose that the
CNTs are capable of inducing conformational changes in BSA for the adsorption process,
stabilizing the protein on the hydrophobic surface of the nanomaterial. The effect of ions
of the Hofmeister series was evaluated on the BSA adsorption in MWCNT, and this effect
was dependent on the nature of the ion evaluated. Regarding the CNT-(azo-dye)
interaction, isotherm adsorption data were well fitted to the Freundlich model. A
thermodynamic approach provided the entire characterization of the adsorption process

as a function of the surface coverage. For both MWCNT and AC, the amount of adsorbed
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dye () increased in the ordé€f (PR) <I, (AR) <[}, (CR) and the adsorption capacity
normalized by adsorbent specific area was higher for MWCNT. The maximum adsorbed
amount (3 ,.q,) attained values up ®00 pmol m? for CR adsorption on MWCNT. The
adsorption process of the dyes was enthalpically driven and entropically unfavorable for
both adsorbents. The values of adsorption enthalpy chapggH( determined by ITC

were higher than -137.0 KJ mbland they depended on the surface coverage and
structures of both dye and adsorbent. ITC data suggested that adsorption sites on
MWCNT and AC are heterogeneous.
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CAPITULO 1;

Introducao e Fundamentacao Tedrica

1.1. Introducéo

O advento da nanociéncia e da nanotecnologia a partir das ultimas décadas do
século XX tem instigado cada vez mais os pesquisadores no desenvolvimento de novos
materiais que possam ser aplicados aos mais variados campos da ciéncia e da industria e
que oferecam beneficios para melhoria da qualidade de vida dos seres hoibemi
dessa classe de materiais, agora denominados nanomateriais, 0os nanotubos de carbono
(CNTSs) tém recebido destaque desde o trabalho publicado por Sumid*1§ima991,
relatando a existéncia desta nova forma alotropica de carbono. Esse grande interesse
nestas nanoestruturas de carbono resulta de suas propriedades apreciaveis, dentre as quai:
se podem destacar sua elevada condutividade térmica e elétrica e excelente estabilidade
térmica e quimica, que as tornam aplicaveis no desenvolvimento de sensores, suportes
para catalisadores, baterias, nanobalancas de alta sensibilidade, dentre varios outros
dispositivos>

A fim de estender as aplicacbes dos CNTs para as mais diversas areas do
conhecimento e melhorar o seu desempenho nos campos em que ele ja é empregado, estas
estruturas de carbono tém sido combinadas com outras moléculas para a obtencao de
estruturas hibridas com propriedades quimicas e fisicas desejaveis. Por exemplo, estes
hibridos podem ser utilizados para o desenvolvimento de nanossensores altamente
especificos e com alta sensibilid&de.

Nesse sentido, desde o final do século passado, a partir dos trabalhos pioneiros de
Mickelson et af® que incorporaram atomos de fltor ligados covalentemente a estrutura

de CNTs, grande importancia tem sido dada a funcionalizacédo desses nanomateriais por



diferentes moléculas ou grupos funcionais especificos. Dentre as moléculas utilizadas
para funcionalizacdo dos CNTs destacam-se prot&inasiidos nucléicos!
polimerost?!3 porfirinas*!® e corantes? as quais podem resultar no desenvolvimento

de materiais hibridos com potencial aplicacdo em células sbldiessensore$:1°e
carreadores de farmaéBsou para o desenvolvimento de tecnologias de disperséo de
CNTs em meios aquosés??

Além de seu uso na elaboracdo de nanomateriais hibridos com aplicacfes
especificas, os CNTs tém chamado atencao pela sua potencial aplicacdo ambiental para
remoc&o de contaminantes em residuos aquosos por meio do método de &tiSiarcao.
busca por novos adsorventes que sejam mais eficientes e que possuam menor
inconveniéncia de separacgéo, diversos trabalhos tém mostrado que CNTs tém aplicacao
promissora para a remocao de diversos tipos de poluentes de residuos aquosos, tais como
metais?* proteinag? corante£® e compostos organicdsEsse potencial surge da grande
area superficial especifica (entre 50 e 132%™ dessas estruturas e da forte interagéo
existente entre a superficie dos CNTs e as espécies poluentes de ifteresse.

Em meio a todas estas possibilidades vislumbradas para a utilizacdo dos CNTSs,
ja chegamos a era em que estas nanoestruturas apresentam grande impacto no campo dz
nanotecnologia, sendo produzidas em escala indu/StfaEntretanto, alcancar altos
niveis de producao requer ndo apenas o desenvolvimento de uma metodologia eficiente,
barata e segura de sintese de CNTs, mas, sobretudo, uma compreensao completa sobre
0s impactos causados por esses materiais em sistemas bioldégicos como resultado do seu
descarte no meio ambierife.

Consequentemente, seja pelo avango na area do desenvolvimento de materiais
constituidos por hibridos contendo CNTs, pela potencial aplicacdo de CNTs como

adsorventes para remocao de poluentes, ou pelos efeitos toxicoldgicos que essas



nanoestruturas de carbono podem provocar nos organismos vivos, compreender a
interacdo entre estas nanoestruturas de carbono e moléculas diversas constitui um campo
de pesquisa amplo e que se encontra em crescimento. Entretanto, devido ao namero
diversificado de estruturas moleculares que podem ser combinadas com diferentes
superficies de nanotubos de carbono, os desafios envolvidos na compreensdo dos
mecanismos envolvidos na interacdo dessas nanoestruturas com certas moléculas sao
muitos e estudos ainda sdo necessarios, sobretudo no que se refere a termodinamica
envolvida.

Deste modo, visando a contribuir com a compreenséao das interacdes que ocorrem
entre a superficie dos CNTSs e diferentes substancias, este trabalho investigou o processo
de interacdo de CNTs com diferentes moléculas-modelo, avaliando as forgas motrizes
envolvidas. Um estudo termodindmico da adsor¢cdo destas moléculas sobre a superficie
de nanotubos de carbono foi realizado a partir da obtencao de isotermas de adsorcao e de
estudos calorimétricos. Para o estudo foram escolhidos a proteina albumina do soro

bovino (BSA) e os corantes vermelho 40, vermelho ponceau e vermelho do congo.



1.2. Revisao de literatura

1.2.1. Nanotubos de carbono: estrutura e propriedades

E fascinante como um mesmo elemento quimico pode se combinar de diferentes
maneiras para formar substancias simples contendo estruturas e propriedades fisicas e
guimicas tao distintas entre si. Essa propriedade designada de alotropia ocorre para
diversos elementos, dos quais o carbono se destaca devido a sua capacidade de formar
diferentes tipos de ligacdes quimicas. As variedades alotropicas deste elemento vao desde
o grafite, uma das estruturas mais estaveis de carbono, até o diamante, a mais bela dentre
elas, ambas conhecidas desde a antiguidade. Porém, o descobrimento de novas formas
alotropicas deste elemento ndo parou de surpreender a comunidade cientifica. Em menos
de trés décadas fuleredgsgrafend® e nanotubos de carbdhpassaram a fazer parte
desta lista, sendo estes ultimos de maior interesse neste trabalho.

Desde sua descoberta por Oberlin €¥ @.redescoberta por Sumio lijima, os
CNTs representam o apice do desenvolvimento de sistemas moleculares na nanociéncia
e nanotecnologia, envolvendo diversas areas da ciéncia como a fisica, quimica, biologia,
ciéncia dos materiais e farmacologia. Os CNTs sao estruturas tubulares constituidas
essencialmente por atomos de carbono com hibridizsgadistribuidos em uma rede
hexagonal. Estruturalmente, os CNTs sao classificados em nanotubos de paredes
multiplas (MWCNTS) e de parede simples (SWCNTs) (figura 1.1). Um SWCNT pode
ser imaginado como uma folha de grafeno enrolada sobre si mesma para gerar um tubo
cilindrico com diametro da ordem de alguns nanémetros (0,75-3 nm) e comprimento que
pode atingir a magnitude de alguns micrémetros (1-50 um). Uma folha de grafeno, por
sua vez, consiste de uma estrutura bidimensional formada por uma rede hexagonal de
atomos de carbono hibridizadeg?. Os MWCNTs compreendem um conjunto de

SWCNTSs concéntricos formando camadas que contém espagamento da ordem de 0,34 a
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0,36 nm, podendo conter de duas até dezenas dessas camadas. O diametro médio de urmr
MWCNT pode variar entre 2 e 30 nm e em casos extremos alcancgar valores da ordem de

100 nm®

(a) (b)

Figura 1.1.Estrutura de nanotubos de carbono

de(a) parede simples @) de paredes multiplas.

Os nanotubos de carbono apresentam diferentes estruturas atbmicas descritas por

suas diferentes quiralidades: armchair, zigzag ou chifaA quiralidade do CNT é

expressa por um vetor quiraﬁ)(definido como o vetor de comprimento equivalente ao
comprimento da circunferéncia do nanotubo e cuja dire¢cdo coincide com aquela do
dobramento de uma folha de grafeno que levaria a obtencdo do tubo em questéo, caso
fosse possivel obter o CNT pelo enrolamento daquela folha. Um esquema dos parametros

de quiralidade do CNT € mostrado na figura 1.2.



Figura 1.2. Diagrama esquematico mostrando como uma folha de grafeno
poderia ser enrolada sobre si mesma para obter CNTs de diferentes quiralidades e

didmetros.

O vetor quiral pode ser expresso em fungdo dos vetores unidar®é, e das
coordenadas am da rede hexagonal do plano da folha de grafeno (equacédo 1.1) e sua
direcdo pode ser dada em termos do angulo quiral 6 expresso em relagdo a uma dire¢ao
arbitraria, como mostrado na figura 1.2. O angulo quiral pode variar entre os angulos
limites de 0 e 30°, que definem, respectivamente, a estrutura eigeanghair. Angulos

intermediarios definem a estrutura chiral.

Os diferentes arranjos de atomos de carbono nos tubos, bem como suas diferentes
morfologias (diametro, comprimento e nimero de camadas), determinam as propriedades
elétricas, térmicas e mecanicas destes nanomateriais. Por exemplo, CNTs com
caracteristica metélica, semicondutora ou supercondutora estdo associados a nanotubos
que se diferenciam entre si no angulo quiral e/ou nos didmetros dos’’tthas.

propriedades individuais dos nanotubos de carbono ja sdo bastante conhecidas e bem
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fundamentadas, a destacar sua 6tima condutividade térmica e elétrica, elevada resisténcia
mecanica e alta flexibilidacdeTais propriedades, juntamente com diversas aplicages

dos CNTs, podem ser encontradas em diversos artigos de reRrisd63°

1.2.2. Funcionalizacdo de nanotubos de carbono

ApOs o sucesso inicial na obtencdo dos CNTSs e posterior compreenséo e aplicacdo
das suas propriedades quimicas e fisicas ocorridas na primeira e segunda décadas
posteriores aos trabalhos de lijima, a funcionalizacdo racional dos CNTs tem recebido
atencdo na comunidade cientifica. A funcionalizacdo dos CNTs consiste na modificacédo
da estrutura quimica dessas nanoestruturas pela introducdo de grupos funcionais ou
moléculas sobre a superficie dos tubos por meio de interacdes covalentes ou nao
covalentes a fim de promover o melhoramento ou a observacdo de novas propriedades
nestes nanomateriais. Dessa forma, a funcionalizacdo € uma ferramenta que permite que
a aplicacdo dos CNTs seja estendida aos mais variados campos da ciéncia e tétnologia.

Nesse sentido, o conhecimento de metodologias de funcionalizacdo de nanotubos
de carbono é um pré-requisito para a obtencdo de novos materiais de interesse.
Basicamente a modificacdo quimica da superficie dos CNTs, sejam de parede simples ou
de paredes multiplas, tem sido conduzida por trés formas distintas: i) dopagem co
diferentes elementos quimicos durante o processo de obtengdo do n&hidtinsercio
covalente de substituintes sobre a superficie oxidada dos nariétobadi) adsorcio
direta de moléculas especificas sobre a superficie do nanonfdtérial.

Dentre essas metodologias, a funcionalizacdo por meio do processo de adsorcao
€ extremamente versatil devido a grande variedade de moléculas dentre polimeros, acidos
nucleicos, proteinas, ions metalicos, surfactantes e corantes que podem ser combinadas
com os CNTs conferindo-lhes novas propriedades e consequentemente novas
aplicacdeg!*> Mais especificamente, a adsorcéo fisica de moléculas sobre a superficie
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de CNTs apresenta algumas vantagens que merecem destaque: quando uma molécula se
adsorve de forma ndo covalente sobre a superficie do nanotubo de carbono, a estrutura

do mesmo é preservada e suas propriedades eletrénicas e mecéanicas sdo mantidas, send
gue em muitos casos 0 processo de adsor¢do é irreversivel. Além disso, trata-se de uma

metodologia de baixo custo e de facil realizatd3o.

Para se ter uma ideia de como a funcionalizagcdo ndo covalente de CNTs pode
trazer inimeras aplicagdes, Chen et®apropuseram a utilizacio de SWCNTs
funcionalizados com moléculas contendo grupos de oOxido de etileno, tal como o
surfactante n&o idnico Tween 20 e o copolimero tribloco P103 (que se adsorvem de forma
espontanea e irreversivel sobre a superficie de CNTSs), para reconhecimento seletivo de
proteinas-alvo em solu¢do aquosa. Os autores propdem que os hibridos obtidos sao
promissores para o desenvolvimento de sensores para deteccdo de biomoléculas
clinicamente importantes, tais como anticorpos associados a doencas auto-imunes.
Nakayama-Ratchford et &f. por sua vez, relataram a funcionalizacdo ndo covalente de
SWCNTs por fluoresceina-polietileno-glicol como resultado da forte interacdo desta
molécula com a superficie dos nanotubos de carbono. A funcionalizagdo conferiu ao
nanotubo aumento de sua solubilidade e, simultaneamente, proporcionou sua utilizagao
como marcador fluorescente para nanotubos com propriedades oticas que sao
dependentes do pH. Os resultados obtidos sédo importantes para a quimica supramolecular
de nanomateriais e para potenciais aplicagdes, como por exemplo, no sensoriamento de
pH. Mais recentemente, Choi et'altilizaram métodos ndo covalentes para intermediar
a funcionalizagdo de MWCNTs com o nylon 66 e melhorar as caracteristicas do
composito. Para isso, o derivado de pireno acido 1-pirenobutirico (PBC) foi adsorvido
sobre o0 nanotubo de carbgse meio das interagdes de empilhamento n-w entre os anéis

aromaticos presentes nas duas estruturas. Posteriormente, o nylon 66 foi ligado ao grupo



acila do PBC por condensag&do com 0s grupos aminos terminais do polimero. A presenca
do PBC aumentou a resisténcia mecéanica do compadsito obtido, mostrando uma melhora
na adesao interfacial do nylon sobre a superficie dos tubos quando comparada aos
compositos obtidos na auséncia do derivado de pireno, ou mesmo com derivados de
pireno que nédo se ligavam covalentemente ao nylon.

A funcionalizagdo de CNTs também surge com o objetivo de aumentar a
estabilidade de sua dispersdo em solventes polares, o que é um requisito para véarias das
aplicac6es envolvendo estes nanomateriais, pois para muitas delas é preciso que os tubos
estejam individualmente dispersos no solvente de forma estavel. Essa necessidade da
funcionalizacdo é porque os nanotubos de carbono brutos apresentam a caracteristica de
se aglomerarem em solventes de alta polaridade devido as fortes interagbes de van der
Walls e interacGes hidrofébicas entre os tuffos.

Dentre as diversas classes de moléculas utilizadas na funcionalizacdo nao
covalente de CNTs, dois tipos em particular chamaram nossa atencdo: corantes e
proteinas. Os primeiros porque existem com uma vasta gama de estruturas, algumas néo
tdo complexas, que podem ser utilizadas na compreensao do mecanismo de interacao
entre CNTs e grupos funcionais especificos. As proteinas, em vista de sua complexidade
e da caréncia de trabalhos com um olhar termodinamico sobre sua adsorgédo em CNTSs.

A seguir faz-se uma breve reviséo sobre a funcionalizagéo ndo covalente de CNTs
por proteinas e corantes, cujo estudo € o foco deste trabalho. Em destaque esta a
importancia da compreensdo da interagdo entre estas moléculas funcionalizantes e as

nanoestruturas de carbono, apontando-se as pesquisas recentes na area.



1.2.2.1.CNTs e proteinas

O processo de adsorcdo de proteinas sobre superficies sélidas € de grande
importancia para uma variedade de &reas da ciéncia, tais como biologia, quimica,
biotecnologia, medicina e processamento de alimentos, pois ele pode definir a aplicacao
e 0 desempenho dos sistemas de interesse. No que se refere a CNTs, a adsor¢gao de
proteinas desempenha papel igualmente importante devido a capacidadesde essa
biomoléculas interagirem com nanotubos, conferindo-lhes func¢des biologicas e/ou
analiticas especificas que permitem, por exemplo, o desenvolvimento de biossensores
com diferentes aplicagdes.

Li et al®® desenvolveram um biossensor amperométrico para aflotoxina B1
utilizando a imobilizagdo da enzima aflatoxina-oxidase em nanotubos de carbono de
paredes multiplas. No mesmo contexto, Boero &t@opuseram o desenvolvimento de
um biossensor baseado na adsor¢do de enzimas sobre CNTs de paredes multiplas para
monitorar diferentes metabdlitos, tais como glicose e lactato, em meio de cultura de
células neurais. Vilian et &f.reportaram o desenvolvimento de um biossensor obtido
pela adsorcao de catalase sobre a superficie de eletrodos de MWCNTs modificados co
lisina. O biossensor foi utilizado para determinacao de perdxido de hidrogénio e iodato
em amostras reais de desinfetantes e leite. Mais recentemente, valendo-se das
propriedades de transferéncia direta de elétrons do citocromo ¢ e de sua atividade
peroxidase, Eguilaz et #também propuseram um biosensor baseado na imobilizagdo
ndo covalente daquela proteina sobre MWCNTSs para determinac¢do analitica de perdxido
de hidrogénio. O sensor apresentou bom desempenho para determinacdo do analito em
amostras de enxaguante bucal e leite, alcancando para algumas amostras valores de 98%

a 100% de recuperacao com desvios padrdes relativos inferiores a 3%.
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Além do desenvolvimento de biossensores, CNTs funcionalizados com proteinas
podem ter aplicacdo no desenho de carreadores para transporte e liberacéo controlada de
drogas, dispositivos para identificacdo de tumores, dispositivos microeletronicos e
biocatalisadore¥! Entretanto, para muitas dessas aplicac6es tecnoldgicas € importante
que a biomolécula adsorvida mantenha sua atividade e funcéo biologica tdo proximas
quanto possivel daquelas de sua forma natitlsso tem se tornado um dos grandes
desafios nesta area, pois a imobilizacdo de proteinas sobre a superficie dos CNTs, em
geral, € acompanhada por alteracdes nas estruturas das mesmas. Essas alteracdes tém sid
relatadas, por exemplo, para a adsorcado de proteinas em varias superficies hidp6fobicas.

%% Em virtude disso, diversas metodologias de imobilizacdo de proteinas em CNTs tém
sido descritas na literatutaPor exemplo, a adsor¢do nédo covalente foi utilizada para
imobilizacdo da proteina lipase de Candida rugosa em MWCNTs n&o modificados e a
atividade da enzima adsorvida foi avaliada em diferentes condi¢des de forga ionica. A
atividade nativa da proteina foi mantida durante o processo de adsorcdo, sendo mais
pronunciada em menores concentracdes de proteina e em maior for¢a idnica. Os autores
sugeriram que a interacao hidrofébica entre a proteina e a superficie do CNT ativou a
lipase durante o processo de imobilizacao, ainda que espectros de infravermelho tenham
mostrado que a estrutura secundaria da enzima tenha sido alterada durante a®adsorcgao.

Independente do sucesso das metodologias de imobilizacdo de proteinas em
CNTs, a capacidade de os CNTs poderem induzir mudangas conformacionais em
proteinas e/ou perda de sua funcéo biolégica acaba por gerar uma preocupacao crescente
no que se refere a contaminacdo de organismos vivos por estes nanomateriais. Esta
preocupacao acentua-se devido a dois eventos convergentes: (i) a ampla aplicacdo de
nanotubos de carbono em diferentes produtos tecnoldgicos, com a promessa de melhora

na qualidade de vida das pessoas, ira requerer (e ja requer) a producdo de CNTs em

11



grande escala, culminando no descarte dessas nanoestruturas no meio ambiente e (ii) a
adsorcao de proteinas é considerada o primeiro evento que ocorre quando uma superficie
solida entra em contato com um biofluido, como é o caso do séhdssim, o
conhecimento acerca das interacdes entre proteinas presentes em fluidos biolégicos e
nanotubos de carbono também torna-se estratégico para o campo das pesquisas
bioldgicas.

E nesse contexto que surge a nanotoxicologia, ciéncia que, dentre outros aspectos,
visa a compreender como diferentes nanoestruturas, tais como CNTSs, interagem com
proteinas em sistemas biologiédNesse campo, alguns estudos tém demonstrado que
a interacdo CNT-proteina apresenta um aspecto bioldégico maléfico sobre os organismos
vivos. Por exemplo, Salvador-Morales efZamostraram que CNTs podem se ligar a
proteinas-surfactantes dos pulmdes de ratos levando a infeccdo pulmonar e enfisema.
Zhang et af® perceberam que quando a @mz o-quimotripsina adsorve-se sobre
MWCNTSs funcionalizados com ligantes organicos contendo diferentes estruturas, sua
atividade é completamente inibida. Trabalhos como estes mostram que a toxicidade e a
biocompatibilidade de CNTs tém de ser bem conhecidas para que a perspectiva da
aplicacao destes nanomateriais em campos da biomedicina se concretize.

Em vista do que foi exposto, conhecer as caracteristicas de adsorcao de proteinas
em CNTs faz-se necessario tanto para aplicacéo tecnolégica deste nanomaterial quanto
para a compreensdo do efeito de CNTs em ambientes biol6gicos. Dentre essas
caracteristicas destacam-se (i) a quantidade de proteina adsorvida sobre a superficie do
CNT; (ii) a seletividade da superficie do material para adsorcdo da biomolécula; (iii)) a
termodinamica envolvida no processo de adsorcéo e (iv) a orientacdo e conformacéo da
macromolécula adsorvida sobre a superficie do adsorvente. Por exemplo, para o desenho

de materiais biocompativeis necessita-se que a adsor¢cdo de certas proteinas, como
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fibrinogénio, seja suprimida para evitar a aglutinacdo do sangue; para o desenvolvimento
de microcarreadores para transporte e liberacdo de drogas é preciso conhecer as
interagcdes envolvidas entre as biomoléculas e a superficie do sUporte.

Esse conjunto de caracteristicas associado a adsor¢cdo de proteinas em CNTs
depende tanto da natureza da proteina e do adsorvente quanto das propriedades fisico-
guimicas do meio em que o processo de adsorgdo ocorre, o que, somado a complexidade
estrutural da biomoléta torna o entendimento da interacdo entre proteinas e CNTs
bastante desafiador. Portanto, estudar o processo de adsorcao de proteinas em diferentes
sistemas € muito importante para compreensdo do mesmo.

Trabalhos recentes tém reportado o estudo da adsor¢cdo de diferentes proteinas
sobre a superficie de nanotubos de carbono avaliando a capacidade de adsor¢do dos
CNTs, as interagbes envolvidas, bem como as modificagdes estruturais ocorridas nas
biomoléculas como resultado deste processo. Esses estudos tém sido conduzidos por
diferentes técnicas, tais como espectroscopia de fluorescéncia, dicroismo circular,
potencial zeta, eletroforese capilar, dentre outras.

Bomboi et aP* avaliaram a interacédo entre lisozima e SWCNTs por meio de
dicroismo circular, mobilidade eletroforética e espectroscopia dielétrica. A mobilidade
eletroforética ) do complexo lisosima-SWCNT aumentou com o0 aumento da
concentracdo de lisozima até um valor maximo (razao massica proteina/SWCNT = 2,5)
indicando a saturacdo da superficie do nanotubo. A partir desse valor, a mobilidade
eletroforética diminuiu. O aumento gefoi atribuido a adsorcdo da lisozima carregada
sobre as paredes dos nanotubos, aumentando a carga superficial do complexo lisozima-
SWCNT e consequentemente elevando a estabilizagdo da suspensao contendo o
complexo. Por outro lado, a diminuicdo nos valoreg dei atribuida ao processo de

deplecdo da proteina que levou a progressiva agregacdo do SWCNT. Medidas de
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dicroismo circular mostraram que a lisozima adsorvida sobre a superficie dos tubos
manteve sua conformacdo nativa. Apesar disso, a quantidade de proteina livre em
equilibrio com a proteina adsorvida impediu a obtencdo de resultados mais conclusivos
por meio das técnicas utilizadas.

Valenti et al®® avaliaram o processo de adsorcdo e dessorcdo da proteina BSA
sobre SWCNTSs suportados em superficie de silica utilizando a técnica de reflectometria.
Os resultados foram comparados com a adsor¢do da proteina sobre superficie de silica.
De imediato demonstrou-se que a BSA adsorveu-se sobre a superficie do nanotubo ao
passo que o processo de dessorcdo nao foi verificado quando a solucao de proteina foi
diluida com o solvente, indicando que o processo de adsorcao foi irreversivel. Quando
uma solucgéo do surfactante dodecilsulfato de sodio foi colada em fluxo sobre a superficie
do adsorvente contendo a proteina, o processo de dessor¢do ocorreu para a superficie de
silica, mas nao para a superficie contendo nanotubos de carbono, mostrando que a
interacdo BSA-SWCNT é mais intensa que a interacdo BSA-silica. A quantidade de
proteina maxima adsorvida foi maior para a superficie contendo o SWCNT em todos 0s
valores de pH estudados, sendo que em pH 4,8, igual ao ponto isoelétrico da proteina,
houve maior capacidade de adsor¢céo do adsorvente. Esse resultado, associado a néo
dependéncia dos valores de quantidade adsorvida com a variagéo da forga idnica, refletiu
a estrutura compacta da proteina e a auséncia de interacdes eletrostaticas laterais entre as
moléculas de BSA na superficie do adsorvente nesse pH. Em valores de pH 3 e 7 0s
valores de quantidade adsorvida foram menores devido a repulsdo eletrostética entre as
moléculas de proteina sobre a superficie do adsorvente, especialmente em pH igual a 3,
em gue a proteina encontra-se numa conformacgao mais expandida. Apesar disso, mesmo
sob condi¢cbes eletrostaticas desfavoraveis, interacbes hidrofébicas promoveram a

adsorcao da proteina.
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Técnicas espectroscopicas como espectrometria de fluorescéncia e dicroismo
circular também tém sido bastante exploradas como ferramentas para elucidar a
biocompatibilidade entre proteinas e a superficie de CNTs. Utilizando tais técnicas, Li et
al. avaliaram recentemente a interacdo entre a proteina BSA e SWCNTs contendo
diferentes grupos funcionais em sua superficie. Em®20@%3utores demonstraram que
SWCNTs contendo grupos carboxilicos em sua superficie atuam como agentes
guenching estaticos para a BSA, diminuindo a intensidade de fluorescéncia da proteina
sem alterar os valores de comprimento de onda de maxima emissdo. Os autores
atribuiram os resultados a formacdo de um complexo BSA-SWCNT que resulta na
reducdo de 14% do conteudo de a-hélice da proteina, de acordo com os resultados de
dicroismo circular. Dados termodinamicos de interacdo BSA-SWCNT obtidos por meio
da determinacéo de constantes de ligacdo em diferentes temperaturas (valores da ordem
de 1¢ a 1G L mol™) e pela aplicacdo da equagio de van’t Hoff mostraram que o processo
€ regido tanto por interacdes eletrostaticas quanto hidrofébicas, sendo a entalpia
envolvida na formag&o do complexo BSA-SWCNT de 7,086 kJ mal variacéo de
entropia de 35,98 J mbK™. Em 2014’ os autores realizaram um trabalho semelhante
utilizando SWCNTs amino-funcionalizados. Os resultados foram similares e osautore
adicionalmente concluiram que a BSA se liga ao SWCNT por um Unico sitio de ligacao.
Ambos os trabalhos demonstraram que a natureza quimica da superficie de nanotubos de
carbono de paredes simples pode modular a conformacao da proteina BSA.

Guan et af®, avaliando o mecanismo de interacdo entre MWCNTs contendo
grupos hidroxilicos em sua superficie (MWCNT-OH) e a proteina BSA por meio da
espectroscopia de fluorescéncia, demonstraram que o MWCNT-OH também diminui a
intensidade de fluorescéncia da BSA. Utilizando a equacdo de Stern-Volmer eles

concluiram que o nanotubo liga-se a proteina por um unico sitio de ligacao. Utilizando
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estudos de modelagem molecular, os autores sugeriram que o sitio de interacdo entre a
proteina e o nanotubo ocorre proximo ao dominio Il da BSA por interacdes hidrofobicas
entre o MWCNT-OH e residuos de valina e fenilalanina da proteina e por meio de
interagdes m-m ¢ eletrostaticas entre residuos de aminoacidos polares e a supertficie do
nanotubo. Medidas de dicroismo circular mostraram que o nanotubo desdobra o esqueleto
da proteina, enfraquecendo a estabilidade estrutural da BSA e aumentando sua taxa de
fibrilagéo.

Guan et af® investigaram a interacdo entre MWCNTs e a proteina catalase
utilizando espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia de absorcdo molecular UV-
vis e dicroismo circular. A presenca do MWCNT aumentou a intensidade de
fluorescéncia, levando a um leve deslocamento do comprimento de onda de emisséo
méaximo para a regido do azul, indicando que a estrutura tridimensional da catalase é
afetada pela presenca do nanotubo e que os residuos de triptofano séo expostos para
ambientes mais hidrofébicos. O aumento da intensidade de absor¢cdo molecular da
proteina no comprimento de onda de 280 nm indicou um aumento da hidrofobicidade do
microambiente dos residuos de aminoécido, concordando com os resultados de
fluorescéncia. O aumento da absorbancia no comprimento de onda de 405 nm indicou
mudanca da conformacdo dos anéis porfirinicos da enzima. Resultados de dicroismo
circular mosraram uma diminui¢do no contetdo de estrutura de a-hélice da proteina
levando a uma maior exposicao de residuos de triptofano em regiées mais hidrofébicas.
A interacdo do MWCNT com a enzima reduziu a atividade da mesma, o0 que 0s autores
atribuiram a uma alteracdo do microambiente do sitio ativo da enzima.

Apesar dos avanc¢os no estudo das interagdes do tipo CNT-proteina, a maioria dos
trabalhos ndo investiga detalhadamente a termodinamica envolvida no processo de

interacdo das proteinas com a superficie dos CNTs, sendo que quando o fazem,
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parametros termodinamicos de interagdo, como a variagéo de entalpia de adsorcdo, séo
obtidos de forma indireta utilizando a aproximacao de van’t Hoff. Mesmo para a proteina

BSA, cuja interacdo com CNTs tem sido extensivamente avaliada, uma analise
termodinamica mais aprofundada n&o tem sido proposta. Tampouco estes trabalhos

investigaram o efeito de cossolutos sobre o processo de adsorgéo das proteinas em CNTSs.

1.2.2.2.CNTs e corantes

Assim como as proteinas, moléculas corantes tém sido utilizadas para
funcionalizacdo de nanotubos de carbono com a finalidade de desenvolver compdsitos
com aplicacGes especificas tais como sensores eletroqufheiocndulas solare$.Por
exemplo, Lee e Yo& empregando espectroscopia no infravermelho, apresentaram um
estudo sobre as propriedades de adsor¢cao do corante ruténio (I1) sobre MWCNTs como
um passo inicial para o desenvolvimento de células solares sensibilizadas por corantes.
Esta proposta tem se consolidado no trabalho de De Filpol&tcale utilizaram
SWCNTSs funcionalizados com 1-hidroximetilpireno para a producao de células solares
com alta eficiéncia.

Nesse mesmo contexto, Souza etlatealizando um estudo tedrico sobre a
adsorcdo de uma série de porfirinas em SWCNTs, demonstraram que nanoestruturas
formadas pela interacdo entre estes dois compostos apresentam propriedades 6ticas néo-
lineares com aplicagdes promissoras na area da computagdo Otica. Yaff et al.
caracterizaram a adsorcéo do corante azul de metileno (AM) sobre nanotubos de carbono
de paredes simples e identificaram por meio de técnicas eletroanaliticas a possibilidade
de os nanocompédsitos SWCNT-AM serem aplicados em nanodispositivos eletrbnicos

tais como biossensores e células fotovoltaicas.
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Aplicacdes eletroanaliticas de nanocompdsitos corante-nanotubo também foram
relatadas por Lawrence e Wahgue avaliaram a adsorcdo dos corantes azul de toluidina
e azul C sobre a superficie de nanotubos de carbono para o desenvolvimento de eletrodos
capazes de detectar NADH. Melhoras significativas foram observadas sobre a
estabilidade e sensibilidade do sinal analitico exibido pelos eletrodos recobertos por
CNT-corante em relacdo aqueles recobertos apenas por CNT e a outros eletrodos
avaliados.

Paralelamente ao desenvolvimento de nanocompdsitos CNT-corante, a utilizacao
de CNTs como ferramentas ambientais para a remoc¢éo de corantes de corpos hidricos
configura-se como outra importante area de pesquisa envolvendo a formacédo de
agregados CNTs-corantes. Os corantes sdo importantes constituintes da industria quimica
onde sao utilizados extensivamente como agentes colorantes em téxteis, farmacos,
alimentos, couro e papel. Por outro lado, em sua maioria, sdo compostos téxicos
(principalmente os sintéticos) cujo descarte nos corpos hidricos constitui uma significante
fonte de poluicdo, tanto para a fauna quanto para a flora, tornando necesséario o
desenvolvimento de métodos eficientes para sua remocdo a partir de efluentes
industriais’

A despeito das numerosas tecnologias que séo propostas para o tratamento de
efluentes contendo corantes, a adsorcdo recebe destaque e diversos e&forcos s
direcionados para a busca de novos adsorventes que sejam eficientes e de baixo custo,
dentre os quais CNTs tém surgido como nova alternativa. A tabela 1.1 apresenta alguns
trabalhos que tém obtido sucesso na investigacdo da adsorcdo de corantes em CNTs
visando a utilizacdo destas nanoestruturas de carbono como ferramentas ambientais para

remogao daqueles contaminantes de corpos d’agua.
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Tabela 1.1.CNTs como adsorventes para corantes.

Area Corante Aplicacdo em
CNTs superficial / . efluentes (real ou  Referéncia
> 1 adsorvido .
m2 g simulado)

Vermelho

MWCNTs 106,9 Procion MX- Nao Wwu4
5B
Amarelo direto

MWCNTs 82,2 86 e Vermelho Nao Kuo et al”®

direto 224

CNTs 160 Azul de N0 Yao et al®

metileno

Vermelho . Machado et
MWCNTs 180,9 reativo M-2BE Sim al 77
MWCNTs  180,9 Azul reativo 4 Sim Ma‘gl‘?fo et
SWCNTs 397,66  Azul reativo 4 Sim Ma‘;rl‘%do et

Azul reativo 4

MWCNTSs 217 e Vermelho Nao Wang et af’®

acido 183
MWCNTs - Azul direto 53 Sim Prola et af®

A aplicacao promissora de CNTs como adsorvente resulta, sobretudo, da elevada
area superficial especifica desses nanomateriais e da capacidade de sua superficie
hidrofobica interagir favoravelmente com moléculas contendo grupos aromaticos, como
¢ o caso de muitas moléculas coraftesdicionalmente, a possibilidade de inimeras
modificacdes estruturais (fisicas ou quimicas) sobre a superficie dos CNTs contribui
positivamente para amplificar a capacidade de adsorcdo dos mesmos. Com esta
perspectiva CNTs funcionalizados tém sido explorados como uma alternativa promissora

na expectativa de tornar o processo de adsorgao por essas estruturas de carbono mais
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eficiente?® Por exemplo, Mishra et &. propuseram a utilizacdo de MWCNTs
funcionalizados por meio de tratamento acido para remocao de azocorantes a partir de
solugdes aquosas. O tratamento acido confere um carater mais hidrofilico aos MWCNTSs
por introduzir em sua superficie grupos funcionais oxigenados (carboxilicos e
hidroxilicos, principalmente), promovendo uma intensificacdo de interacdes
eletrostaticas e de van der Walls entre os grupos polares dos corantes e o0s MWCNTs
funcionalizados quando comparados aos MWCNTs nao-funcionalizados. Com esta
proposta 0s autores reportam porcentagens de remoc¢ao méaxima de até 98,8 % para os
corantes vermelho do congo, amarelo ouro MR e verde reativo HE4BD.

Chang et a¥? utilizaram MWCNTSs funcionalizados com amido solGvel e 6xido
de ferro como adsorvente para remocdo dos corantes alaranjado de metila e azul de
metileno a partir de solucfes aquosas. Além de apresentar boas capacidades de adsor¢aa
(135,6 e 93,Mng g* para alaranjado de metila e azul de metileno, respectivamente), as
caracteristicas magnéticas atribuidas a presenca do é6xido de ferro tornaram facil a
separacao do adsorvente da solugcéo aquosa. Estratégia semelhante foi utilizada por Salam
et al®® que propuseram a sintese de um nanocompaosito magnético formado por MWCNT,
quitina e magnetita e que foi aplicado para a remocéao do corante rosa bengala de solucdes
aguosas. O novo material mostrou-se eficiente para remoc¢ao do corante a partir de
amostras reais, visto a elevada porcentagem de remocdo maxima obtida (98,8%) e a
capacidade do adsorvente em ser reciclado para uso em ciclos consecutivos sem perda na
eficiéncia de remocao.

Da mesma forma como a manipulacdo das propriedades fisicas e quimicas dos
CNTs altera a capacidade de adsorcdo de corantes, a natureza do adsorbato é um
importante fator que determina a potencialidade do CNT como ferramenta ambiental.

Segundo Liu et af* que avaliaram a funcionalizacdo ndo covalente de MWCNTSs por
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uma série de moléculas corantes arométicas com diferentes caracteristicas estruturais,
tanto a geometria molecular quanto a carga do corante desempenham papel fundamental
na interacdo CNT-corante. Como consequéncia, as capacidades adsortivas de CNTs
frente a corantes podem variar numa ampla faixa. Em um artigo de revisdo sobre a
utilizacdo de nanotubos de carbono para remocéo de corantes a partir de solugdes
aquosas, Gupta et &lagruparam as capacidades de adsorc&o de diferentes tipos de CNTs
frente a uma ampla variedade de corantes e verificaram capacidades adsortivas variando
entre 0,33 e 9,1Ing m?, sendo, em algumas situacdes especificas, similares ou
superiores a capacidade de adsor¢cao de uma série de adsorventes classicos, tais coma
carvao ativado, 6xidos metalicos e minefais.

Em vista das diversas aplicacdes envolvendo CNTs e corantes, o entendimento
da interacdo entre tais compostos € fundamental para a realizacdo de estudos mais
orientados. Uma alternativa adequada para este propésito é o estudo da termodinamica

de adsorcao de corantes sobre CNTs.

1.2.3. Estudo de interacdo adsorvente-adsorvato em interfaces sélido-solugéo

Tem-se mostrado que a compreensdo do processo de interagcdo de moléculas
diversas com a superficie de CNTs € essencial para o desenvolvimento de novas
tecnologias baseadas nessas nanoestruturas. Uma forma eficiente de se fazer isto é a partir
do estudo termodinamico de adsorcédo, o qual pode ser feito pela obtencéo conjunta de
isotermas de adsorcao e de valores de variacdo de entalpia de adsor¢do, como tem sido
reportado por diversos trabaltf8$’ Em conjunto, esses dados podem ajudar a explorar
0Ss mecanismos de adsorgéo de solutos sobre superficies solidas.

Dados de isotermas de adsor¢cdo podem ser facilmente obtidos pelo método de
deplecdo no qual a quantidade de um soluto adsorvida é determinada conma base n
diminuicdo da concentragdos$esoluto em uma solugcédo apos esta entrar em contato
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com um adsorvente. A isoterma de adsor¢do € a curva experimental que relaciona a
guantidade de soluto adsorvidg)(com a concentracdo de soluto na solu¢gd o

equilibrio termodindmico. Os dados experimentais podem ser ajustados a diferentes
modelos de adsor¢cdo que estdo associados as caracteristicas do processo de adsorcac
Esses modelos sdo uma questdo-chave no que diz respeito aos mecanismos de adsorgac
do soluto sobre o adsorvente, podendo fornecer informacgdes termodinamicas sobre o
processo. Os modelos aplicados aos dados experimentais obtidos neste trabalho sé&o
descritos nos capitulos posteriores, a exce¢do do modelo termodindmico utilizado para
obtencado da variacdo de energia livre de Gibbs de adsor¢éo, que € discutido com mais
detalhes na sec¢éo 1.2.3.3. Entretanto, a compreensdo dos mesmos requer compreender

em detalhe do que se trata o fendmeno de adsorcéo.

1.2.3.1.Adsorcéo

Adsorc¢ao é o fendbmeno no qual a concentracdo média de uma espécie i torna-se
espontaneamente maior na interface em relacdo a sua concentracdo nas fases que se
encontram em contato. Nesta definicdo dois conceitos sédo importantes: fase, que é a
regido do sistema em que as propriedades termodinamicas intensivas sdo as mesmas em
gualquer ponto desta regido, e interface, que € a regido de contato entre duas fases na qual
as propriedades termodinamicas intensivas variam perpendicularmente ao longo da
superficie de contato entre as mesmas.

A adsorcdo pode ser expressa numericamente pela quantidade de substancia
adsorvida de um soluto i3}, que é a quantidade de substancia de i por unidade de area
interfacial em excesso na interface em relagdo as fases que se encontram em contato,

como expresso pela equagéo 1.2.
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r= (1.2)

em queny; € a quantidade de substancia total do soluto i no sisterpa@,ng; séo os
nameros de mol deras fases a ¢ B, respectivamente, ¢ S € a area da interface. A
expressaor; — ny; — ng; define o excesso superficial do compoeenta interface,
n; ;. Se 0 parametrfj € positivo, diz-se que o componente i adsorveu-se na interface.

Do ponto de vista pratico, o valor flena equacédo 1.2 pode ser considerado como
a quantidade de i adsorvida em interfaces do tipo sélido-solucdo, sendo esta a equacao
utilizada na determinacio das isotermas de adsorcdo deste tfitEt@tanto, esta
equacao nao estabelece os contornos e nem a localizacdo da interface em que o soluto
encontra-se adsorvido. Para facilitar a manipulacdo matematica do fenbmeno de
adsor¢do, vamos considerar um sistema fechado formado por duas fases, a ¢ 3, em
equilibrio termodinamico, contendo um solutqus pode se distribuir entre a fase a, a

fase B e a interface. A figura 1.3a ilustra este sistema.
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Figura 1.3. (a)Diagrama esquemaético representando um sistema bifasico contendo
duas fases, a e B, em equilibrio termodinamico, em que a regiao da interface foi
destacada(b) elemento de volume contendo a regido da interface do sistema

representado em (a).

Vamos assumir um elemento de volume que contenha a interface, como mostrado
na figura 1.3b e imaginar um plano matematico arbitrario de separacao que a divide com
pontos de coordenada (X, y, 0) (A orientacdo do sistema de coordenadas foi definida de
forma que eixo z fosse perpendicular a area de contato entre as fases). Além disso, vamos

definir as coordenada$ e +6 ao longo do eixo z que definem os limites da interface, tal

que para ¥ -4, C;(z) = Cf*; para— < z<0,C;(z) # Cf*; para0<z < +9, C;(2) # Cf

e paraz +9, C;i(z) = Ciﬁ, em queC;(z) é a concentragéo de i ao longo do eiec? é

a concentragdo de i na regi@goSe supusermos uma condicdo ideal na qual asdases

B sejam uniformes até o plano de separacdo, qualquer excesso ou deficiéncia do
componente i observada entre esse sistema hipotético e o sistema real na regido da
interface sera atribuido a adsor¢cdo do componente na interface.

Para esclarecer a discussao acima, vamos imaginar um sistema contendo o soluto

S e 0 solvente, que pode ser agua, os quais se concentram na interface do sistema
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apresentando perfis de concentragéo ao longo do eixo z dados pelas curvas ilustradas na

figura 1.4.
ZA
+O
T N
>
Chy0

Figura 1.4.Variacdo das concentracdes do solvente (agua) e do soluto s ao longo do

eixo z perpendicular a interface.

Para a agua, percorrendo o eixalazfase o para a fase B, a concentragdo
permanece constante ao longo da fase a, diminui continuamente ao longo da interface
(entre—o e +9) e volta a ficar constante na fase 3. Por outro lado, para o soluto s, seguindo
o0 sentido positivo do edz, a concentraca@ permanece constante e iguélfaao longo
da fase a e comega a aumentar em z = —9, atingindo um valor maximo. Entag, diminui
até z =+¢, a partir de onde a concentracao volta a permanecer constante com vhlor igua
ac’.

Os perfis de concentracdo apresentados na figura 1.4 mostram que qualquer
componente do sistema pode ter sua concentracdo variando ao longo do eixo z na regiao
interfacial. Assim, a quantidade de substancia adsorvida por unidade de area pode ser
calculada para qualquer espécie i do sistema, sendo definida com rigor pela equacgéo a

seqguir:
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I = f_(;[ci(z) — C¥ldz + me[Ci(Z) — Cf|az (1.3)

Na equacao 1.3 e Ciﬁ ndo dependem de z, pdi§ e Ciﬁ sdo as concentracdes
de i nas fasese . Consequentemente, esta equacao mostra que uma espécie i adicionada
a um sistema constituido por duas fases podera se encontrar em ekcesBpqu
deficiéncia (; < 0) na regido da interface em relacdo as fases que se encontram em
contato, por unidade de éarea interfacial, contanto que ela se distribua de maneira néo
uniforme ao longo do eixo z. Por outro lado, se a concentracdo de i nas fases que se
encontram em equilibrio permanecer constante até o plano de separacdo matematico
escolhido(;(z) — Ci” = 0 e, portanto, ndo havera excesso ou deficiéncia do componente
i na interface [; = 0).

Uma vez que para qualquer valor de z no intervalg{3] tem-seC;(z) = Cf e

no intervalo [+3,+ ), C;(z) = Ciﬁ , a equacao 1.3 pode ser reescrita como:

+6

I = ]0 [Ci(2) — CX]dz +J |Ci(2) - cf|az (1.4)

-6 0

Aplicando a equacéo 1.4 para cada componente do sistema tem-se as seguintes

equacoes:

0 +5
Tho = f [Cuy0(2) — CE o)dz + f |Ci0(2) = Cly o |dz (1.5)
-8 0
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= f_(;[cs(z) — C%ldz + J:S[Cs(z) - Cf]dz (1.6)

Para a equacdo da quantidade de agua adsorvida (equacao 1.5), de acordo com o
perfil da curva de concentracdo de agua ao longo do eixo z mostrada na figura 1.4, a
primeira integral tem valor negativo, pdig,,(z) < Cy,, paraz € (—6,0]. Por outro
lado, a segunda integral tem valor positivo, pGig,(z) > ngo paraz € [0,+9).
Consequentemente o valor g, pode ser positivo, negativo ou nulo, o que dependera
da posicdo em que sera localizado o plano matematico que divide a interface. Comumente
a posicao desta superficie geometrica € escolhida de mofig gug. = Iy, Sejaigual
a zero, sendo assim denominada de superficie equimolecular.

Dessa forma, a quantidade de s adsorvida por unidade de area interfacial sera
definida como o excesso deste componente na interface em relacdo as fases que se
encontram em contato para o plano matematico de separacéo das fases localizado de tal
forma quely,, = 0, para a qual denotaremdsf,0)). A adsorcdo de qualquer outro
componente i do sistema também sera dada em relacdo a superficie equimolecular.

Se s estiver ausente na regido para qual z > 0, a segunda integral na equacao 1.6

sera igual a zero e entao:

0
Lo = f 6@ - ez (1.7)

Utilizando o teorema do valor médio para integrais obtém-se:

N

FS(HZO) — [éinterface _ CS“]S (18)
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em qued é definido como a espessura da interface na qual s estd se adsorvendo e

~interface
C f

o € a concentracdo média de s no interjralfy 0]. Caso a concentracdo de s na
solucéo seja muito menor do que a concentracdo desta espécie na interface, a equacéo

paral; se reduz a:

Fs — 66—,;'nterface (19)

Embora as equacoes deduzidas nesta secdo expressem com rigor a definicdo de
adsorcao, as mesmas ndo apresentam utilidade préatica na determinacdo da grandeza
uma vez que os parametros envolvidos, como a concentragdo média de soluto na interface
e a espessura da interface, ndo podem ser facilmente obtidos. Por oufro lado
determinando o valor dE por meio da equacdo 1.2, e determinando a espessura da
interface por meio de medidas de elipsometria, a equacédo 1.9 fornece a concentracao

média do soluto na interface, o que de outra forma néo poderia ser conseguido.

1.2.3.2.Utllizagdo da calorimetria na determinacdo da variagdo de entalpia de
adsorcao

O uso de técnicas espectroscopicas para o estudo da interacdo entre proteinas e a
superficie de adsorventes requer muitas vezes que a superficie contendo a proteina seja
analisada na auséncia do solvente, o que pode alterar a camada de solvatacao da proteine
adsorvida, modificando suas caracteristicas conformacionais. Além disso, quando a
auséncia do solvente ndo é um requisito fundamental para a realizacdo da medida, a
concentracédo de proteina livre (ndo adsorvida) presente no solvente € alta e pode mascarar
a analise das propriedades das moléculas de proteina adsorvida sobre a superficie soélida.
Neste sentido, as técnicas calorimétricas surgem como ferramentas fundamentais na

compreensao dos processos moleculares que ocorrem durante a adsorcao de proteinas en
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superficies sélidas. Igualmente, sdo técnicas poderosas para o estudo da interagdo entre
corantes e nanotubos de carbono.

Em geral, quando uma molécula se adsorve sobre a superficie de um adsorvente,
energia na forma de calor € absorvida ou liberada como resultado do rompimento e
formacgéo de novas interacdes intermoleculares e essa energia pode ser quantificada por
meio de um calorimetro, fornecendo informacdes termodinamicas sobre 0s mecanismos
envolvidos no processo. Por exemplo, com o desenvolvimento de calorimetros cada vez
mais sensiveis é possivel determinar como a variacdo de entalpia de adsor¢édo depende da
cobertura superficial do adsorvente pelo adsorfato.

Existem diversas técnicas calorimétricas disponiveis atualmente, mas apenas trés
tém sido utilizadas para estudos termodinamicos de adsorcao, a saber: (i) calorimetria de
adsorcao em cristal simples (SCAC, do inglés single-crystal adsorption calorimetry), (ii)
microcalorimetria eletroquimica e (iii) microcalorimetria de titulagao isotérmica (ITC, do
inglés isothermal titration calorimed$? Enquanto a SCAC ¢ a Unica técnica poderosa
para o estudo da adsorcdo de moléculas gasosas sobre superficies sélidas, em especial
superficie de cristai¥, a microcalorimetria eletroquimica permite o estudo da energia
envolvida na adsorcao de solutos presentes em fase liquida sobre um eletrodo de trabalho.
Por sua vez, a ITC possibilita o estudo da adsor¢éo de solutos sobre superficies de sélidos
dispersos em solucdes liquidas. Em funcdo dos objetivos do estudo realizado neste
trabalho, utilizou-se a microcalorimetria de titulacdo isotérmica para determinar a
variacao de entalpia associada ao processo de adsorcao dos solutos estudados (proteina ¢
corantes) sobre a superficie de CNTs dispersos em solucédo aquosa.

Um calorimetro de titulacdo isotérmica € um dispositivo capaz de medir a
guantidade de energia na forma de calor que flui entre sistema e vizinhanca devido a

ocorréncia de eventos moleculares no interior de uma cela calorimétrica, a pressao e
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temperatura constantes. Os experimentos sao realizados por meio de um procedimento
de titulagéo no qual duas solugdes (titulante e titulado) sdo misturadas no interior da cela
calorimétrica de amostra (cela A) que se encontra em equilibrio térmico com suas

vizinhangas num ambiente de temperatura altamente controlada dentro de uma jaqueta

adiabética, conforme ilustrado na figura 1.5.

o i Jaqueta
Sistema 1
o adiabética
deinjegdo LA | L TTITITIUT
...... o o
s Fma‘ © Termopilhas
agitagao [ S—
‘ Dissipador de
| energia i
CelaA CelaR
Banho termostéatico ‘

Figura 1.5.Esquema de um calorimetro de titulagcao isotérmica.

Quando a solucao titulante é adicionada ao interior da cela de amostra, processos
termodinamicos envolvendo rompimento e formagdo de novas interacdes
intermoleculares ocorrem e a temperatura do sistema € inicialmente alterada de uma
guantidadedT. Para que o equilibrio térmico seja hovamente alcancado, uma quantidade
de energia na forma de calq) flui entre sistema e vizinhancga, a qual pode ser detectada
por dispositivos denominados de termopilhas que estdo localizadas entre a cela de
amostra e um dissipador de energia (uma massa grande de metal imersa em um banho

termostético, em geral um bloco de aluminio). Quando energia na forma de calor flui
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através das termopilhas (e somente através delas) uma diferenca de potencial elétrico
proporcional aAT surge entre 0s seus terminall’ por sua vez € diretamente
proporcional & taxa de transferéncia de energia na forma de calor trocada entre a cela da

amostra e o dissipador de energia. Os dados brutos sdo gerados na forma de um

termograma, um grafico da poténcig) €m funcdo do tempo, como mostrado na figura

1.6, fornecendq pela integragéo da curva obtida.

25
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Figura 1.6. Termograma obtido em um experimento de titulagdo calorimétrica
isotérmica mostrando quatro eventos termodindmicos associados a quatro injecées do

titulante.

Além da cela de amostra, o calorimetro possui uma segunda cela que atua como
uma referéncia (cela R), de tal forma que a poténcia monitorada pelo equipamento é a
diferenca entre as taxas de transferéncia de energia na cela de amostréaedea ce
referéncia, possibilitando uma maior sensibilidade para a técnica.

O sistema de injecao é totalmente automatizado, sendo que inje¢cdes consecutivas
de aliquotas de pequeno volume (comumente entre 114.)28&0 realizadas entre

intervalos de tempo constantes, que sao suficientes para que a diferenca de temperatura
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entre a cela de amostra e referéncia oscile em torno de zero e o sinal na curva de poténcia
versus tempo retorne a linha base. O sistema no interior da cela de amostra € agitado
durante a realizacdo do experimento por meio de um agitador que gira a uma rotagéo
constante e suficiente para garantir a homogeneidade do sistema.

Como um calorimetro de titulagdo isotérmica opera sob condi¢cdes deopressa
constante, a quantidade de energia na forma de calor medida corresponde a variacao de
entalpia envolvida no processo termodinamico que resulta da mistura entre titulante e
titulado, conforme deduzido a seguir.

A primeira Lei da Termodindmica em sua forma diferencial simplificada fornece:
dU =dq + dw (1.10)

Na equacédo 1.1@J é a energia interna do sistema e w sdo as quantidade de
energia trocada entre sistema e vizinhanca na forma de calor e de trabalho,
respectivamente. Para um processo termodinamico ocorrendo entre um estadainicial i
um estado final f em que o sistema esta restrito a realizacdo de trabalho de expanséo ou

compressao, A constante, a integracao da equacao 1.10 fornece:

f f f
dezf dq—Pf dv (1.11)
i i i

Resolvendo as integrais definidas na equacéo 1.11 e agrupando os termos, obtém-

Se:

(Ur +PVs)— (Ui + PV)) = q (1.12)

32



A somalU + PV, recorrente em equacdes termodinamicas, da-se o nome de

entalpia {), e a equacéo 1.12 torna-se:

gue mostra que a variacao de entalpia do sistema para um dado processo termodinamico
€ numericamente igual a quantidade de energia transferida entre sistema e vizinhanca na
forma de calor se o sistema realiza um processo no qual a pressao externa se mantenha
constante, estando em equilibrio mecanico com as vizinhancas e realizando apenas
trabalho de expansao.

O principio fisico-quimico discutido acima foi utilizado para determinar a
variacao de entalpia de adsorcadi{;;) dos solutos avaliados sobre a superficie dos
adsorventes estudados. A obtencgéo e discusséo dos parametros de adsorgdo sao mais ber

discutidas na préxima secao.

1.2.3.3.Determinacdo de parametros termodinamicos de adsorgao

Para obter uma caracterizacdo termodinamica completa do processo de adsor¢cao
dos solutos utilizados neste trabalho, um modelo termodinamico foi utilizado para
determinacdo da variacdo de energia livre de Gibbs de adsorcdo. Esse modelo, assim
como o0s outros utilizados nesse trabalho (modelos das isotermas de Langmuir,
Freundlich, Dubinin-Radushkevich e Temkin), serd resumidamente descrito nos
capitulos posteriores. Entretanto, uma vez que ele norteia a maior parte da discusséo
termodinamica dos processos de adsor¢ao avaliados, ele € mostrado em maisadetalhes

seqguir.
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Consideremos um sistema formado por uma solu¢do aquosa de um soluto s em
equilibrio termodindmico com este soluto adsorvido sobre um adsorvente A, na

temperaturd’ e pressa®, como mostrado na figura 1.7.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 1.7.Sistema constituido por uma solu¢édo aquosa de um soluto s em equilibrio

termodinamico com o soluto adsorvido sobre o adsorvente.

O processo de adsorcédo pode ser considerado como um processo de transferéncia
de fase do soluto entre a solucao e a interface adsorvente/solucao, tal que na condicao de
equilibrio termodinamico, o potencial quimico de cada espécie i no sistema tem o mesmo

valor em todas as fases, inclusive na interface. Assim podemos escrever:

‘ufl — ‘usol (1.14)

i

em que os sobrescritos éAsol denotam o adsorvente e a solucéo, respectivamente.
Considerando que o potencial quimico de i € dado pela rel@ga@? + RTIn(y;C;),
em queu; € o potencial quimico no estado padrgo¢ o coeficiente de atividade do

componente & C; representa sua concentracdo, a equacado 1.14 para o soluto s torna-se:
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ug + RTIn(y{ €, = pd*°' + RTIn(y$o Csoh), (1.15)

em que o subscrite foi colocado para indicar que as concentracdes sao referentes ao

estado de equilibrio termodinamico. Rearranjando os termos na equacéo 1.15, obtém-se:

ArA 0,A 0,sol
Vs Cs Us — Ug
— | = - 1.16
(VSS‘”CSS"l)e exP( RT ) (1.10)

A diferenca de potenciais quimicos no estado padt&8 € u2°") define a

variagcdo de energia livre de Gibbs molar padréo de adsor¢éo, ou simplesmente variacao
de energia livre de Gibbs de adsorcA6Y;;). A constante de equilibrio de adsorgéo é

definida pela razao expressa no primeiro membro da equacao 1.16, ou seja:
ArA
¥s Cs
Kaas = <W>e (1.17)
A partir das defini¢cdes, a equacédo 1.16 pode ser reescrita da seguinte forma:

AG2, = —RTInK 445 (1.18)

Podemos definir o estado padréo para um dado soluto i em uma solucéo néo ideal
como aqguele no qual o soluto encontra-se com concentra¢ao unitaria na mesma pressao

e temperatura da mistura, mas em (3”31 y;i = 1. Uma vez que o coeficiente de
i~

atividade de um soluto € igual a unidade em uma solucao idealmente dijuida); o
estado padrao definido € um estado hipotético.
Assim, na condigéo de diluigéo infinita do soluto adsorvi@o~ 0), y; = 1 na

equacdo 1.17 K, pode ser calculado pela razdtf /C:°Y),, i.e., K45 € a derivada da
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isoterma de adsorcéo &m— 0*. Consequentement&;?,. pode ser determinado pela
equacao 1.18.

A abordagem discutida acima permite a determinaca@fle em uma condicao
termodinamica especifica, ou seja, para> 0. Para uma caracterizacdo termodinamica
mais completa do processo de adsorBlaschke et al! propuseram uma metodologia
simples para estender a analise dos parametros termodindmicos de adsorcdo para
gualquer valor dé&; sem gue fosse necessario determinar os coeficientes de atividade do
soluto adsorvido, ainda que as concentracdes sob investigacao estivessem fora do regime
de diluicao infinita. Nessa abordagem, o potencial quimico de uma espécie i em uma dada

regido do sistema é dado pela seguinte relagéo:

i ="+ RTIn(y; ;) (1.19)

em que um novo estado de referéncia para a espécie i, no qual o potencial quimico é
uiref + u7, foi definido. Esse novo estado de referéncia é escolhido arbitrariamente como

um ponto sobre a isoterma de adsorgéo, como mostrado na figura 1.8, definindo um novo

ref

sistema de coordenadas de concentré¢&al queC; = C; — C;

, €M que O asterisco

foi utilizado para se referir ao novo sistema de coordenadas deslocado.
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ref,A
Ci Csol,*

A
7

ref,sol
C; CiSOl

Figura 1.8.Esquema de uma isoterma de adsor¢cdo com um novo sistema

de coordenadas de concentragéo.

No novo estado de referéncia, o coeficiente de ativigadelefinido de tal forma

gue no novo sistema de coordenadgmoyi* =1 ou limfy{‘ =1. Como
S—

i ci~C]©
consequéncia, a constante de equilibrio de adsakggg do soluto s pode ser definida

de forma similar aquela dada pela equacao 1.17:

* A %A
. Y5~ Cs’
ads = (—y*fsol : ) (1.20)

*,501
s Cs e

e pode ser calculada a partir de 1.21:
R
Kads = lim m (121)
- CS

gue corresponde a derivada da isoterma de adsor¢ao na conc@gtrsaqéfcf'f , isto é:
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(1.22)

dcA
K;ds = sol
dCS CS=C;”ef

A variagdo de energia livre de Gibbs de adsor¢do no estado de referéncia

) € entdo calculada de forma similar & mostrada na equacao

(AG;% — :ef,A _ u:ef,sol
1.18, isto é:
AGT¢) = —RTInK} 4, (1.23)

Definindo-se os estados de referéncia para diferentes valoigs aealor de

AG(ZZ?; pode ser calculado para diferentes concentracfes do soluto ao longo da isoterma.
Paa determinar a contribuicdo entalpica para o valoA@ Z{; em cada estado de
referéncia, basta considerar a seguinte relacdo termodinamica:

(1.24)

Hi —
a (%) __H
dT
em queH; € a entalpia molar parcial do componente i. Aplicando este resultado na

equacdao 1.19 para o soluto s, obtemos:
(1.25)

Href
_ S
TZ

€ a entalpia molar parcial do

oref

j|mm|

oref
<, em queH;

Consequentementd], =
componente no estado de referéncia escolhido. Defiriiljg, = HZ — H$°' como a

variacdo de entalpia medida nos experimentos de ITC, em que a contribuicdo dos
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processos de solvatacdo foi desprezada do ponto de vista entalpico, temos que a

ref

contribuicao entalpica parst,,; € dada por:

AH™Y = AH 44 (1.26)

ads

ref

ads

A contribuicdo entrépica par&G, .. pode entdo ser determinada pela relacao

termodinamica fundamental:

AG™ = AH,;, — TASTSS (1.27)

ads ads

Uma vez determinados os parametros termodinantiés. , AH, s e TASZ;?: :

para cada concentracdo do soluto na isoterma, sera possivel avaliar a forca motriz para o

processo de adsorcao ndo apenas no regime de diluicao infinita.

1.3. Estrutura da tese

Com a base tedrica apresentada nesta revisdo, este trabalho se prop&e a realizar
um estudo sobre a termodindmica de adsorcdo da proteina albumina do soro bovino
(BSA) e dos azocorantes vermelho 40, vermelho ponceau 4R e vermelho do congo sobre
a superficie de CNTSs, tendo como base a utilizacdo da calorimetria de titulacdo isotérmica
e a obtencao de isotermas de adsorcdo. A sequéncia desta tese € dividida em outros quatro
capitulos. O capitulo 2 trata dos objetivos deste trabalho; os capitulos 3 e 4 trazem o0s
trabalhos desenvolvidos: o primeiro trata do estudo da adsor¢cdo de BSA sobre a
superficie de nanotubos de carbono e o segundo envolve a adsor¢céo dos azocorantes sobre
0S mesmos nanomateriais, comparando esse processo a adsor¢do dos corantes em
superficie de carvao ativado. Por fim, o capitulo 5 traz uma concluséo sobre o trabalho

desenvolvido, bem como as perspectivas para 0 mesmo.
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CAPITULO 2;
Objetivos

2.1. Objetivos gerais

O principal objetivo deste trabalho de doutorado foi contribuir para a
compreensao de processos de adsorcdo de proteinas e corantes sobre a superficie de
nanotubos de carbono, sobretudo de um ponto de vista termodinamico. Nesse sentido,
dois trabalhos independentes foram realizados, cujos objetivos gerais foram:

% Trabalho 1: Descrever termodinamicamente o processo de adsorcdo da proteina
albumina do soro bovino (BSA) sobre a superficie de nanotubos de carbono;
% Trabalho 2: Avaliar a termodinamica de adsorcdo dos azocorantes vermelho 40,

vermelho ponceau e vermelho do congo sobre a superficie de nanotubos de carbono.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Objetivos especificos do trabalho 1

% Estudar o processo de adsorcdo da BSA sobre a superficie de nanotubos de carbono,
avaliando a influéncia do pH e da forga i6bnica do meio sobre esse processo;

% Investigar o papel da estrutura do nanotubo de carbono sobre o processo de adsorcao
da proteina, comparando os processos de adsorcdo deemSAperficies de
nanotubos de carbono de paredes mdltiplas e de parede simples;

% Determinar a influéncia da funcionalizacdo da superficie dos nanotubos de carbono
de parede simples sobre o processo de adsor¢cao da proteina;

% Ultilizar a calorimetria de titulacao isotérmica para determinar a variacao de entalpia

de adsorcao da proteina como uma funcao da cobertura superficial dos adsorventes;
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X/
°e

X/
°e

X/
L X4

Obter os parametros termodinamicos de variacdo de energia livre de Gibbs de
adsorcao e de variagcédo de entropia de adsorgcéo para a BSA nos diferentes sistemas
estudados;

Determinar os parametros termodinamicos de adsorcao para a BSA na condi¢éo de
diluic&o infinita;

Avaliar o efeito de ions da série de Hofmeister sobre o processo de adsorcao da

proteina em superficie de nanotubo de carbono de paredes mdltiplas;

2.2.2. Objetivos especificos do trabalho 2

K/
L X4

X3

K/
L X4

Avaliar o processo de adsorcdo dos azocorantes vermelho 40, vermelho ponceau e
vermelho do congo sobre a superficie de nanotubos de carbono de paredes multiplas,
utilizando as diferencas estruturais entre as espécies corantes como sondas
moleculares para compreensédo das interacdes corante-superficie;

Avaliar o processo de adsorcdo dos azocorantes vermelho 40, vermelho ponceau e
vermelho do congo sobre a superficie de carvao ativado a fim de estabelecer
diferencas entre a superficie desse adsorvente e a superficie dos nanotubos de
carbono de paredes multiplas;

Utilizar a calorimetria de titulacéo isotérmica para determinar a variacdo de entalpia
de adsorc¢ao dos corantes como uma funcéo da cobertura superficial dos adsorventes
avaliados;

Obter os parametros termodindmicos de variacdo de energia livre de Gibbs de
adsorcédo e de variacdo de entropia de adsorcdo para 0s corantes nos diferentes
sistemas estudados;

Determinar os parametros de adsorcdo dos corantes na condi¢do de diluic&o infinita;
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CAPITULO 3:
Estudo Termodinamico da Mudancga Conformacional de BSA

Induzida por Adsorcéo em Nanotubos de Carbono

Resumo

O desenvolvimento de biodispositivos baseados no interfaceamento proteina-
nanotubo de carbono tem recebido atencdo devido ao grande numero de aplicacbes
envolvendo estes nanomateriais. Entretanto, aspectos sobre os mecanismos de interacéo
associados ao fendmeno de adsorcdo de proteinas em nanotubos de carbono (CNTSs), tdo
importantes para tais aplicagdes, ainda sdo pouco conhecidos. Neste trabalho estudou-se
o fenbmeno de adsorcéo da proteina albumina do soro bovino (BSA) sobre a superficie
de CNTs de paredes simples (SWCNTs) e multiplas (MWCNTS) por meio de isotermas
de adsorcéo e curvas de variacdo de entalpia de adsaHgQ)(obtidas por titulacio
calorimétrica isotérmica. O processo de adsor¢cao dependeu das propriedades superficiais
do CNT, do pH e da forca ibnica do meio, sendo que maiores capacidades de adsorcdo
foram observadas em pH préximo ao ponto isoelétrico da proteina. Para todos os sistemas
estudados os valores dél,;; em condi¢ao de diluicdo infinita foram muito negativos
(AHZ,, < -918,6 kJ mot). Este resultado tem nos levado a propor que os CNTs s&o
capazes de induzir variacdes conformacionais na BSA durante o processo de adsorcéo,
as quais estabilizam a proteina sobre a superficie hidrofébica do nanomaterial. O efeito
de ions da série de Hofmeister foi avaliado sobre o processo de adsorcdo da BSA em

MWCNT, sendo este efeito dependente da natureza dos ions.
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3.1. Introducao

Os avancos no campo da nanotecnologia possibilitam o surgimento de novos
materiais nanoestruturados dentre os quais se destacam aqueles com potencial aplicacao
no desenvolvimento de dispositivos biomédicos, como biosensores utilizados no
diagndstico de doencas e carreadores de farmataaslmente, os nanotubos de carbono
(CNTs) compdem um dos pilares das pesquisas em bionanotecnologia devido a suas
propriedades eletrbnicas, mecanicas e térmicas apreddvem de serem
considerados materiais biocompatividi€Entretanto, para garantir o uso seguro dessas
nanoestruturas em procedimentos clinicos invasivos, torna-se essencial compreender o
mecanismo de adsorcdo de biomoléculas, tais como proteinas, sobre a superficie dos
mesmos. Isso porque a adsorcdo de proteinas € um dos primeiros eventos que ocorre
quando um fluido biolégico, como o sangue, entra em contato com superficies'8olidas,
processo este que pode desencadear a perda da estrutura e da funcéo bioldgica das
proteinas. Ao mesmo tempo, a compreensao dos mecanismos de interacdo entre CNTs e
proteinas pode contribuir para o desenvolvimento de métodos de interfaceamento
biomolécula-nanomaterial que retenham as propriedades bioloégicas das proteinas, o que
¢ fundamental para o desenho de novos biomateriais funciéiaigis como
nanossensores e nanorreatores.

Nesse contexto, estudos envolvendo a interacdo entre proteinas e CNTs, sejam de
parede simples (SWCNT) ou de paredes mdultiplas (MWCNTSs), tém recebido grande
atencado nas duas ultimas décadas, contribuindo para a compreensédo do papel dos CNTs
sobre a perda da funcgéo bioldgica de proteidsApesar dos avancos nesta area, poucos
trabalhos buscaram uma compreenséao termodinamica detalhada sobre a interagédo CNT-

proteina e pouco se conhece sobre o efeito de diferentes cossolutos sobre este processo.
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Estudos como estes poderiam elucidar as forgas motrizes envolvidas na adsorcao de
proteinas, fornecendo bases para compreensao dos mecanismos envolvidos.

Uma forma de se obter informagdo acerca da interacdo entre proteinas e
superficies solidas é por meio de estudos de isotermas de ad&ét@mplos estudos
nessa area apontam que a adsorcdo de proteinas sobre essas superficies € um fenémen
complexo que envolve interagdes eletrostaticas, de van der Waals, hidrofébicas e ligacoes
de hidrogénid}?® podendo ocorrer com perda da estrutura nativa da biomofécula.
Assim, a utilizacdo de proteinas modelo, como a albumina do soro bovino (BSA), é
estratégica para o estudo de adsorcao de proteinas sobre CNTSs.

A BSA € uma proteina da classe das soro albuminas, a classe de proteinas mais
abundantemente encontrada no plasma sanguineo de animais, e cuja funcéo biolégica
esta associada ao transporte de substancias no organismo. Trata-se de uma proteina
globular de massa molar igual a 66.80@ol* e ponto isoelétrico em torno de 4,8. Ela
constituida por 583 residuos de aminoacido que formam uma estrutura secundaria
constituida principalmente parhélices, apresentando grande semelhanca com a HSA
(albumina do soro humano). Dentre os aminoacidos que a constituem, destaca-se 0 baixo
contetdo de residuos de triptofano (apenas 2) e a elevada quantidade de residuos de
cistina e amino&cidos ionizaveis, como acido aspartico, acido glutamico, lisina e arginina.
Por apresentar um grande niumero desses residuos ionizaveis, sua estrutura e carga Sac
altamente dependentes do pH e da forca idnica do%io.

O primeiro trabalho a avaliar a adsorcéo de BSA sobre superficies contendo CNTs
foi realizado, em 2007, por Valenti et &l.Utilizando a técnica de reflectometria para
obter isotermas de adsorcédo em diferentes condi¢gdes termodinamicas de pH e forca
ibnica, os autores verificaram a importancia da contribuicéo das interacdes hidrofébicas

para o processo de adsor¢éo da proteina. Li Btedtpdando a adsor¢do de BSA sobre
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MWCNTs funcionalizados com ciclodextrinas por meio de difracdo de raio-X e
dicroismo circular, apontaram que estas mesmas forcas sdo as principais responsaveis
pela alteracdo da estrutura secundaria da BSA durante o processo. iatalés das
técnicas de fluorescéncia e dicroismo circular, avaliaram a interacdo CNT-BSA
utilizando SWCNTs funcionalizados com grupos carboxilicos e obtiveram, pela primeira
vez, dados termodinamicos associados a esta interagdo. Os autores utilizaram o modelo
de Stern-Volmer para determinacdo da constante de interagdo CNT-BSA em diferentes
temperaturas e determinaram a variagao de entalpia de interagao utilizando equacéo de
van’t Hoff. O mesmo grupo de pesquisa obteve resultados semelhantes com o uso de
SWCNTs funcionalizados com grupos amino e adicionalmente sugeriram que um dos
residuos de triptofano da BSA é o Unico sitio de acdo na interacdo da proteina com o
SWCNT?®

No que se refere ao estudo do efeito de cossolutos sobre a interagdo CNT-BSA,
apenas eletrélitos simples como NaCl foram investig&tfdsjeixando espaco para
estudos envolvendo sais mais complexos com a capacidade de alterar a estrutura do
solvente, tais como os eletrélitos da série de Hofmefstalém disso, é do nosso
conhecimento que nenhum trabalho determinou a variacdo de entalpia de adsorcdo da
proteina BSA sobre CNTs por meio de medidas calorimétricas. A microcalorimetria de
titulacdo isotérmica (ITC), combinada com experimentos de isoterma de adsor¢do, € uma
poderosa ferramenta nesse sentido, pois permite determinar a variacdo de entalpia de
adsorcao como uma funcao da cobertura superficial do adsorvente. Esta técnica tem sido
utilizada com sucesso para o estudo de adsorcao de proteinas em diferentes interfaces
sélido-solugadt?’

Nesse trabalho, a termodinamica de interacdo entre a proteina BSA e CNTs foi

investigada por meio do estudo de isotermas de adsor¢cédo e medidas de calorimetria de
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titulacdo isotérmica. O estudo foi realizado com SWCNTSs funcionalizados com grupos
carboxilicos (SWCNT-COOH) ou hidroxilicos (SWCNT-OH) e com MWCNT a fim de
determinar o efeito da estrutura e funcionalizagéo do CNT sobre o processo de adsorcao.
Além disso, o efeito de cations e anions da série de Hofmeister sobre a interacdo BSA-
MWCNT foi avaliado. Parametros termodinamicos de adsorgcéo foram determinados

como uma fung&o da cobertura superficial do adsorvente.

3.2. Parte experimental

3.2.1. Materiais

Albumina do soro bovino (BSA) foi obtida da Sigma-Aldriet8@%). Nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) e de parede simples carboxilados (SWCNT-
COOH) e hidroxilados (SWCNT-OH) foram comprados da CNT CO., LTD., Korea. As
especificacdes técnicas para cada adsorvente foram fornecidas pelo fabricante: MWCNT
(diametro externo: 1@0 nm; comprimento: 1-25um; pureza: > 93% m/m; é&rea
superficial especifica: 150-250%ngY); SWCNT-COOH (didmetro externo: 1-2nm;
comprimento: ~ 3Qum; pureza: > 90 %m/m; area superficial especifica: 38@n
contetdo de -COOH: 2,73% m/m) e SWCNT-OH (diametro externo: 1-2 nm; tamanho:
~30 um; pureza: >93 %m/m; area superficial especiB&. nt gt; contetido de -OH:
3,96% m/m).

Solucdes tampao foram preparadas com acido acéticg@PH (100%; Merk)
e acetato de sddio (99%; Vetec). Os sais contendo cations e anions da série de Hofmeister
foram tiocianato de sédio, NaSCN (98%; Sigma-Aldrich), sulfato de sédigsla
(99%; Sigma-Aldrich), cloreto de bério, BaC(99%; Sigma-Aldrich),cloreto de
tetrametilamonio, (CkJaNCI (98%; Sigma-Aldrich) e cloreto de amonio, MH (99,5%;

Isofar). Todos os reagentes adquiridos foram de grau analitico e utilizados sem
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purificacéo adicional. Agua deionizada (Milli-Q, Millipore) foi utilizada para o preparo

de todas as solucdes.

3.2.2. Isotermas de adsorcao

As isotermas de adsorcéo de BSA foram obtidas em frascos de vidro (30 mL) nos
quais 10,0 mg de adsorvente (MWCNT, SWCNT-COOH ou SWCNT-OH) foram
dispersos em 10,0 mL de uma solucdo aquosa da proteina cuja concentracao variou entre
0,08 e 1,20 mg mt. As solugdes aquosas de BSA foram preparadas em tampéao acetato
no pH desejado (3,6; 4,8 ou 5,8), na auséncia ou presenca de diferentes concentracdes
(10 ou 100 mmol 1) dos eletrélitos contendo ions da série de Hofmeister. Cada sistema,
depois de preparado, foi agitado manualmente por 15 minutos e colocado em banho
termostético por pelo menos 18 horas a (25,0 + 0,1) °C a fim de que os sistemas
alcancassem o equilibrio termodinamico. Esse tempo também foi suficiente para que todo
0 adsorvente decantasse no fundo dos frascos. Posteriormente, cada sistema teve seu
sobrenadante coletado e a concentracao de equilibrio da praigirfiei determinada
por espectroscopia de absor¢cdo molecular em 280 nm utilizando um espectrofotémetro
Shimadzu UV-2550. Para cada condi¢do experimental, sistemas na auséncia de proteina
foram preparados e utilizados como brancos.

A quantidade de proteina adsorvida sobre a superficie do adsorlignde (

expressa em mgfnfoi calculada pela equacéo 3.1:

(Co =GV

— (3.1)

Igsa =

em queC, e C, sdo as concentracdes inicial e de equilibrio da proteina na solucdo, em
mgmL1, V é o volume de solucdo, em mhk,é a massa de adsorvente, em$ée area

superficial especifica do adsorvente, erh gi. Determinacdes foram realizadas em
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duplicata e os valores dB;s, reportados sdo as médias dos valores obtidos. Os

coeficientes de variagdo determinados foram menores do que 5,0%.

3.2.3. Titulagdo calorimétrica isotérmica

Medidas de titulacdo calorimétrica isotérmica foram realizadas em um
calorimetro TAM Il Isothermal Titration Nanocalorimeter da TA Instruments,
controlado pelo softwarB4M Assistant™. Os experimentos foram feitos utilizando celas
de reacao (amostra e referéncia) de aco inoxidavel de volume total igual a 4,00 mL. Em
cada experimento de titulacdo adicionaram-se 4,00 mg do adsorvente (SWCNT ou
MWCNT) e 2,70 mL do solvente (solucdo tampdo com pH e concentracdo de sal
adequadamente escolhidos) a cela de amostra. A cela de referéncia foi preenchida apenas
com o solvente.

A solucéo titulante foi uma solugdo de BSA (909mL™, quando o adsorvente
foi o MWCNT ou 6,30mg mL?, quando os adsorventes foram o SWCNT-COOH e
SWCNT-OH) que foi preparada utilizando o mesmo solvente utilizado para preencher as
celas de amostra e referéncia. Todas as solucdes de trabalho foram desgaseificadas por
10 minutos em bomba de véacuo.

Para o procedimento de titulacdo, 15 injecbes consecutivasidedz0solucao
titulante foram realizadas no interior da cela de amostra por meio de uma seringa
Hamilton de volume total igual a 5QQ. controlada por um bomba pistdo 3810 da TA
Instruments. O intervalo de tempo entre cada injecdo foi de pelo menos 90 minutos,
tempo suficiente para que o sinal no termograma de poténcia versus tempo retornasse a
linha base. Durante todo o procedimento de titulagéao, a disperséo (adsorvente + solvente)
na cela de amostra foi mantida sob agitacao utilizando um agitador de ouro do tipo hélice

girando a uma taxa constante de 180 rpm. Para cada sistema, a titulacdo da solucéo de
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proteina sobre o solvente na auséncia do adsorventiduéacdo do solvente sobre o
solvente + adsorvente foram realizados como experimentos de branco. Todos os
experimentos foram realizados em um ambiente de temperatura altamente controlada

(25,0000 £ 0,0001) °C, sendo cada medida realizada em duplicata.

3.2.4. Modelos de isotermas de adsorcao

Para melhor compreensédo dos processos de adsorcéo da proteina BSA sobre os
adsorventes estudados, dois modelos de isotermas de adsorcao foram aplicados aos dados
experimentais obtidos: o0 modelo de Langmuir e 0 modelo de Freundlich.

O modelo da isoterma de Langmuir descreve quantitativamente a distribuicdo de
um adsorvato entre a fase fluidica e a superficie s6lida de um adsorvente baseando-se nas
seguintes hipéteses: (i) a adsor¢cdo ocorre em uma Unica camada e em sitios especificos
homogéneos do adsorvente; (i) uma vez que um sitio esteja ocupado por uma molécula
do adsorvente este sitio fica indisponivel para interacdo simultdnea com outras moléculas;
(iif) todos os sitios possuem a mesma energia, independente do grau de ocupacao da
superficie do adsorvente e (iv) ndo ha interacdo entre as moléculas adsorvidas que
ocupam sitios vizinhos.

A equacdo do modelo de Langmuir, que fornece quantidade de adsorvato
adsorvida sobre o adsorvente na condicdo de equilibrio termodinén)icé flada a

seqguir:

_ FméxKL Ce

°T1+K,.C, (3.2)

cuja forma linearizada é:
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N C, (3.3)
I—;z rméxKL rméx

em queC, € a concentracéo de equilibrio do adsorbato no sobrenadante, erh Mgl L

¢ a quantidade de adsorbato adsorvida por unidade de area do adsorvente, 8m mg m
necesséria para saturar a superficie do adsorvekje éa constante de Langmuir

(L morY). Um gréfico deC,/T, versusC, permite a determinacdo dos parameftg,, e

K, a partir dos coeficientes linear e angular da reta obtida.

O modelo da isoterma de Freundlich consiste de uma relacdo empirica que
descreve a adsorcdo de moléculas sobre superficies heterogéneas baseando-se no
pressuposto de que a adsorcdo ocorre em multicamadas com interacdo entre as moléculas
do adsorvato na superficie do adsorvente. Deste modo é assumido que os sitios de
interacdo possuem energias diferentes. A equacédo que descreve o modelo de Freundlich

€ dada por:
I, = KFCel/n (3.4)

em quel}, e C, sdo definidos como no modelo de Langmidy; emmgg? (L mgH'" e
n sdo as constantes de Freundlich que representam a capacidade adsortiva e a intensidade
da interacdo adsorvato-adsorvente, respectivamente. A forma linearizada da equacao 3.4

€ dada pela equacao 3.5:
1
logl, = logKp + ElogCe (3.5)

A inclinacédo e o intercepto obtidos a partir do graficoladg, versuslogC,

permitem facilmente a obtencao dos valores d&, respectivamente.
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3.2.5. Medidas de potencial zeta

A carga superficial dos adsorventes e da BSA foi medida utilizando um sistema
compacto Zetasizer, Nano series, Na&i$b-da Malvern Instruments. Para cada
adsorvente, 10,0 mg do sélido foram dispersos em 10,0 mL de solvente (tampéao acetato
em diferentes valores de pH) utilizando ultrassom de banho durante 1 min.
Posteriormente, as amostras foram deixadas em banho termostatico a 25,0 °C para que as
particulas maiores sedimentassem. O sobrenadante contendo as particulas menores que
permaneceram dispersas foi recolhido e analisado para determinacédo do potencial zeta
(¢). Para a proteina, solugdes de BSA com concentracdo demb0aL? foram
preparadas em diferentes solucdes-tampao e analisadas diretamente para determinacao

do potencial zeta.

3.2.6. Calorimetria diferencial de varredura

A desnaturacao térmica da BSA foi avaliada utilizando um calorimetro NanoDSC
desenvolvido pela TA instruments. Solu¢cdes de BSA §OmL? preparadas em
solucao tampao de pH adequado foram desgaseificadas por 10 minutos e adiéionadas
cela de amostra do calorimetro. A solucdo tampao utilizada para o preparo da solugéo de
proteina foi adicionada a cela de referéncia. Enquanto a temperatura das celas foi elevada
de 30 a 125 °C a umataxa de 1 °Chimfluxo de energia na forma de calor para manter
as duas celas em equilibrio térmico foi registrado. Uma varredura de temperatura também
foi realizada com a solugédo tampdao preenchendo as duas celas do calorimetro e a partir
dos dados, termogramas foram obtidos utilizando o software TA NanoAnalyze verséo

2.4.1.
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3.3. Resultados e discussao

Para avaliar o efeito dos sais da série de Hofmeister sobre o processo de adsorcao
da BSA em CNTs é importante conhecer bem as caracteristicas de adsorcdo desta
proteina sobre a superficie destas nanoestruturas na auséncia destes cossolutos. Dess:
forma, um estudo termodinamico detalhado do processo de adsorcdo da BSA sobre a

superficie de CNTs na auséncia de eletrélitos de Hofmeister foi realizado.

3.3.1. Isotermas de adsorcdo de BSA em CNTs

Isotermas de adsorcdo sdo curvas que descrevem a variagdo da quantidade de
soluto (adsorbato) adsorvida por unidade de massa (ou area superficial) de adsorvente em
funcdo da concentracdo de adsorbato em solucdo que se encontra em equilibrio com o
adsorvato adsorvido. Elas sdo as representacbes mais comuns de dados de adsorcéo,
podendo fornecer interpretacdes moleculares a respeito do processo de interacdo entre
um soluto e uma interface. A figura 3.1 mostra a isoterma de adsor¢cdo de BSA sobre a

superficie de MWCNT, em tampao acetato pH 4,8, a 25 °C.
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Figura 3.1.Isoterma de adsorcédo de BSA sobre MWCNT em pH 4,8, a 25 °C.
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O aumento da concentracao de equilibrio da BSA€va a um aumento do valor
da quantidade de proteina adsorvidgs{) até um dado valor def, (0,51
mg mL?) a partir do qualys, tornase constante, indicando a saturacdo energética da
superficie do MWCNT. A quantidade maxima de BSA adsorviga,f,:,) € de
1,5 mg n? (289mg g?). A despeito de os valores Bgy ms, para superficies de carbono
nao serem muito recorrentes na literatura, o valor encontrado por nés apresenta ordem de
grandeza igual aquela encontrada por Valenti €qie estudaram a adsor¢do de BSA
em superficie de silica recoberta por nanotubos de carbono de parede simples. Por
exemplo, para sistemas de BSA em tampao fosfato 5 mM em pH 4,8 os autores relataram
valores delgs, mayx iguais a 4,2 mg ra No que se refere a adsorgdo de BSA sobre a
superficie de outros adsorventes, varios trabalhos tém sido reportados. Os valores de
I'ssamax €ncontrados nesses casos dependem fortemente das caracteristicas superficiais
do adsorvente, bem como das diferentes condigbes experimentais de adsorgéo, como pH,

temperatura, forga ibnica e presenca de cossolutos, conforme verificado na tabela 3.1.
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Tabela 3.1.Valores de quantidade adsorvida de BSA sobre diferentes superficies solidas.

Faixa derl gsg max

Superficie Condicdes experimentais Referéncia
P ¢ P obsevada/ mg g
Tampéao acetato de sodio
0,02 M (5,15 <pH < 7.15) € ]
. . . . - Até Wassell et
Hidroxiapatita diferentes eletrdlitos (NaCl, 471 (1,81) 5138

CaCb, NaHPQ: ou NaF);

37°C
I Tampao fosfato 50 mM; pH Lepoitevin et
Montmorillonita ="\ 21 150 mM; 22 °C. 550 al
Silica coloidal Tampao fosfato 50 mM; pH _ o
modificada 7.,4; 20 °C. 18 (0,07) Han et af
Tampgg_foféafg PHA0 358 (3.3) 2426 (3.8)
Dibxido de ' Kopac et
titanio ~ al#
Tampao fosfato pH 5,0;
20— 40 °C. 24,5 (2,2) a 33,4 (3,0)
Hidrogel Tampao Britton-Robinson 72a545 Demirel?

pH 5,0; 25°C

"Valores entre parénteses S0 expressos emg m

Os valores delpgy msx €Xpressos enmg g' para MWCNT (obtidos neste
trabalho) sdo maiores do que aqueles mostrados na tabela 3.1 para outros adsorventes
menos hidrofébicos, exceto para montmorillonita. Entretanto, quando estes valores séo
comparados em mg fnos valores ddysy msx Para MWCNT sdo menores quando
comparados aqueles na tabela 3.1, indicando que a maior capacidade de adsor¢do do
MWCNT resulta em grande parte de sua area superficial especifica elevada.

A alteracéo tanto do pH quanto da forca i6nica do meio séo capazes de modular
as interacdes intermoleculares envolvidas no processo de adsorcao de proteinas em
superficies solidas, podendo modificar a capacidade de adsor¢cdo de um adsorvente.
Consequentemente, ao avaliar o efeito do pH e da for¢a ibnica sobre o processo de
adsorcdo da BSA em MWCNT, informacdes importantes sobre o mecanismo de adsorcéo

da proteina podem ser obtidas. Esses efeitos s&o avaliados nas secdes a seguir.
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3.3.1.1. Efeito do pH e da forca ibnica sobre a adsor¢cao de BSA em CNTs

A figura 3.2 apresenta as isotermas de adsorcdo de BSA sobre a superficie de

MWCNT em tampéao acetato com diferentes valores de pH, na presenca e auséncia de

KCI 200,0 mM.
1,64 (a) . a0
&};0 A? 1
A
1,2 A B3
~ A"/é ~~
E ] =
> 0,8 a " o
£ 4 £
< H <
3oal 2 3
= A" m pH36 | & O pH36
5 pH48 ¢ pH48
004 & A -pH5,8 004 4 pH 5,8
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

C_/(mg mL) C_/(mg mL")

Figura 3.2. Efeito do pH sobre a adsor¢do de BSA em superficie de MWCN®@) na
auséncia €b) presenca de KCI 200,0 mM, a 25 °C.

Na auséncia de KCI (figura 3.2a), os valore$de dependem do pH do sistema

em toda a faixa de concentracdo e seguem a afglentpH = 3,6) <[zs4 (PH =4,8) =

Izsa (PH = 5,8), mostrando que a concentracdo hidrogenibnica do meio afeta as

interacOes intermoleculares que modulam o processo de adsorcdo da BSA sobre o

MWCNT.
Em pH 3,6 a proteina e 0 MWCNT encontram-se carregados positivamente, como

indicado pelas medidas de potencial zétaA = +(21,4 £ 2,0) mV &uwcnt = +(24,2
+13,6) mV], resultando em interagdes eletrostéaticas repulsivas entre a BSA e os sitios de
adsorcao na superficie do MWCNT. Entretanto, a despeito da repulsao eletrostatica BSA-
MWCNT, os valores dépgy msx €M pH 3,6 sdo elevadofz§, msx = 1,00mg m?),
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mostrando que interacdes ndo eletrostéticas (interacdes hidrofdbicas, interagbes de van
der Walls e ligacdes de hidrogénio) entre a BSA e o MWCNT atuam durante o processo
de adsorc¢éo da proteina. Quando o pH é elevado para 4,8, a BSA passa a ter carga liquida
proxima de zerolgsa = -(0,7 £ 0,4) mV], enquanto o MWCNT torna-se carregado
negativamente_fawent = -(28,8 £ 12,2mV]. Nesta condicdo, as interacdes eletrostaticas
repulsivas BSA-MWCNT sdo menos intensas e 0s valordggdeaumentam em toda
faixa de concentracdo de equilibrio da proteina quando comparados a adsor¢cdo em pH
3,6 (figura 3.2a). Adicionalmente, em valores €@e maiores, interacdes laterais
repulsivas entre moléculas de BSA adsorvidas ocorrem na superficie do adsorvente
impedindo que sitios de adsorcdo préximos entre si sobre a superficie do CNT sejam
favoravelmente ocupados. Em pH 4,8 essas interacdes repulsivas laterais BSA-BSA sdo
de menor intensidade do que em pH 3,6 e, como consequéncia, a saturacao energética da
superficie do MWCNT ocorre com um maior numero de biomoléculas adsorvidas neste
pH. Isso também explica porque a diferenca entre os valorggdem pH 3,6 € 4,8 é
maior para maiores valores fg

Por outro lado, em pH 5,8, embora a BSA e o MWCNT estejam negativamente
carregadosigsa = -(5,6 * 1,2) mV &mwent = -(21,2 + 13,0mV], os valores déxs,
sdo iguais aqueles obtidos em pH 4,8, sugerindo um importante papel dos ions do tampao
sobre o processo de adsor¢ao da proteina. Em pH 5,8, o sistema tampéo acetato apresente
mais de 90% das espécies que o constituem na forma de ions acetato cuja carga €
balanceada por ions Nambos capazes de blindar as interacdes eletrostaticas repulsivas
nanotubo-proteina e proteina-proteina na superficie do adsorvente. O mesmo efeito de
blindagem n&o acontece em pH 3,6 em que mais de 90% das espécies do tampéao
encontram-se na forma neutra de acido acético. Esta hipotese esta de acordo com os

resultados obtidos para as isotermas de adsor¢céo da BSA sobre MWCNT na presenca de
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200,0 mM do eletrolito KCI (figura 3.2b). Em pH 4,8 e 5,8, os valoreg gendo sao
alterados pela adicdo de KCI porque, em pH 4,8, as interacdes eletrostaticas contribuem
pouco para o processo de adsorcao e, em pH 5,8, os ions do tampdao acetato encontram-
se em concentracao suficiente para promover o maximo efeito de blindagem eletrostatica
entre as espécies carregadas. Por outro lado, em pH 3,6 e na presenca do KCI os valores
de I35, aumentam e tornaseiguais aqueles observados em pH 4,8, sugerindo que a
repulséo eletrostatica entre os poli-ions de BSA sobre a superficie do MWCNT ¢é blindada
pela presenca dos ions K CI, o que permite que mais moléculas de BSA se adsorvam.
Estes resultados mostram a importancia das interacdes eletrostaticas laterais entre as
moléculas de BSA adsorvidas sobre o adsorvente para o processo de adsorcao da proteina
sobre MWCNT.

Em relacdo ao efeito do pH, o comportamento de adsorcdo da BSA sobre o
MWCNT obtido neste trabalho é similar ao comportamento observado para a adsorcao
de outras proteinas em outros adsorventes, em que tem sido mostrado que a capacidade
maxima de adsorcdo usualmente ocorre em valor de pH igual ou préximo ao ponto

isoelétrico da protein&’343

3.3.1.1. Efeito da estrutura do CNT sobre a adsorcdo da BSA

Uma vez que a capacidade de adsorcdo de um adsorvente € afetada por suas
caracteristicas superficiais, tais como porosidade, rugosidade, area superficial especifica
e formal! avaliar o efeito da estrutura e funcionalizagcdo do CNT sobre o processo de
adsorcéo da BSA é de extrema importancia. A figura 3.3 mostra as isotermas de adsorcéo
de BSA em superficies de SWCNTs carboxilados (SWCNT-COOH) e hidroxilados

(SWCNT-OH) em diferentes valores de pH e forga idnica.
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Figura 3.3.Isotermas de adsorcdo de BSA em SWCNTs, a 2B)JSGWCNT-COOH,

KCI 0 mM: (b) SWCNT-COOH, KCI 200,0 mMic) SWCNT-OH, KCI 0,0 mM €d)
SWCNT-OH, KCI 200,0 mM.

Observa-se que ambos os SWCNTSs apresentam capacidades de adsor¢cao menores
do que o MWCNT para todos os valores de pH e forca i6nica avaliados. Os valores de
I35, em MWCNT séo até 11 vezes maiores do que aqueles encontrados para SWCNT-
COONH, indicando que a interagdo nanotubo-proteina depende da estou@Na. Esse
resultado néo pode ser diretamente relacionado a funcionalizacdo dos SWCNTSs, pois 0

MWCNT também apresenta em sua superficie grupos funcionais de mesma natureza
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(grupos hidroxilicos e carboxilicos) que sao provenientes do processo de purificacdo
dessas nanoestruturds.

O efeito da quimica de superficie e da curvatura de CNTs sobre a adsorcao de
diferentes solutos, inclusive proteinas, tem sido avaliado. Por exemplo, Mé&et al.
avaliaram a capacidade de ligacao de varias proteinas a MWCNTSs utilizando técnicas
espectroscopicas. Os autores avaliaram o efeito do didmetro dos nanotubos de carbono
bem como a presenca de diferentes moléculas funcionalizantes em sua superficie sobre o
guenching de fluorescéncia das proteinas, mostrando que a constante de ligacdo entre a
nanoestrutura de carbono e a biomolécula é maior para nanotubos com maior diametro.
Este efeito pode ser o mesmo que explica a maior adsor¢cdo da BSA em MWCNT (de
maior didametro) comparada a adsorcdo em SWCNT (de menor didmetro) observada neste
trabalho.

Relativo & adsorcdo em SWCNTSs, a BSA adsorve-se mais sobre a superficie do
SWCNT-OH do que sobre a superficie do SWCNT-COOH. Isso pode estar assaciado a
tipo de funcionalizagdo do adsorvente e/ou ao fato de a densidade superficial de grupos
hidroxilicos sobre a superficie do SWCNT-OH ser cerca de quatro vezes maior do que a
densidade superficial de grupos carboxilicos sobre a superficie do SWCNT-@OOH.
concentracdo de grupos funcionais carboxilicos sobre a superficie do adsorvente
SWCNT-COOH é 0,61 mmol7 enquanto que para o adsorvente SWCNT-OH, a
concentracdo de grupos hidroxilicos é igual a 2,32 mriipldg acordo com as
informacgdes do fabricante.

No que se refere a influéncia do pH sobre os valorésgena auséncia de KCI
(figura 3.3c), para 0 SWCNT-OH a tendéncia obtida é similar aquela observada quando
0 adsorvente foi 0o MWCNT, i.elzs, (pH = 3,6) <Is4 (PH = 4,8)~ I35, (PH =5,8) €

tem sido explicada pelas mesmas razdes ja discutidas. Por outro lado, para o SWCNT-
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COOH a ordem observadalgs, (pH = 3,6) <Ilzgs (pH = 5,8) <Ips4 (pH = 4,8),
indicando uma menor eficiéncia de blindagem eletrostatica promovida pelos ions do
tampao em pH 5,8 para esse adsorvente. Para tentar compreender esses resultados, no:
podemos avaliar o efeito do pH sobre as cargas superficiais dos SWCNTSs e da BSA.

Em pH 3,6, quando a proteina esta carregada positivamente, SWCNT-COOH e
SWCNT-OH encontram-se com carga superficial negativa e positiva, respectivamente
(tabela 3.2). Isso mostra que ndo sao as interacdes eletrostaticas entre a proteina e 0s sitio
de adsorcdo no CNT que explicam a diferenca de adsorcdo da BSA sobre os dois
SWCNTSs, pois, caso contrario, as interagdes atrativas entre SWCNT-COOH e a BSA
contribuiriam para maiores valores dg, do que as interacdes repulsivas entre a
proteina e 0 SWCNT-OH, o que nao é verificado (figuras 3.3a e 3.3c). Esse resultado
sugere a importancia da formacao de ligacdes de hidrogénio entre residuos de aminoacido
da proteina e os grupos funcionais na superficie do SWCNT sobre a modulacdo da
capacidade de adsorcéo da proteina.

Uma vez que grupos carboxilicos na superficie do CNT, ao contrario dos grupos
hidroxilicos, encontram-se desprotonados em pH 3,6, 0 nUmero e a intensidade de
ligacdes de hidrogénio entre a BSA e os sitios de adsorcdo sobre o SWCNT-COOH séo
menores do que aqueles para a interacdo a®B8A e 0 SWCNT-OH. Quando o pH é
elevado para 4,8 e 5,8, ambas as superficies tornam-se negativamente carregadas (tabela
3.2), sendo a carga negativa sobre o SWCNT-OH provavelmente resultado da adsor¢cao
de ions acetato e ndo da desprotonacao dos grupos hidroxilas, cujos valorgsae pK
elevados (maiores do que 9). Uma vez que a proteina estd mais desprotonada nestes
valores de pH, assim como os grupos carboxilicos do SWCNT-COOH, o numero de
ligacGes de hidrogénio que podem ser formadas entre residuos de aminoécido da BSA e

grupos carboxilados na superficie do SWCNT-COOH fica reduzido. Por outro lado,
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elementos eletronegativos presentes em residuos de aminodcidos da BSA, principalmente
N e O, ainda podem fazer ligacdes de hidrogénio com os grupos hidroxilicos na superficie

do SWCNT-OH, atuando como aceptores de hidrogénio.

Tabela 3.2.Potencial zeta de SWCNTSs funcionalizados em diferentes valores de pH, a

25 °C.

¢/ mV
pH
SWCNT-COOH SWCNT-OH
3,6 -(8,65 £ 2,92) +(12,10 £ 4,24)
4.8 -(20,10 £ 2,17) -(8,76 = 3,49)
5,8 -(16,15+1,91) -(11,47 + 2,45)

Para compreender o papel das interacdes eletrostaticas sobre o processo de
adsorcdo da BSA em SWCNTSs, isotermas também foram obtidas na presenca de KCI
200,0 mM (figura 3.3b e 3.3d). Novamente, como observado para a adsorcdo de BSA
sobre MWCNT em pH 4,8, o aumento da forca idbnica do meio ndo promoveu alteracées
nos valores dégg,. Contudo, em pH 3,6, eles tiveram aumentos de até 9 e 3 vezes para
SWCNT-COOH e SWCNT-OH, respectivamente, confirmando que a interacéo
eletrostatica lateral BSA-BSA na superficie do adsorvente tem grande influéncia sobre

os valores déggy.

3.3.2. Termodinamica de adsorcédo de BSA em CNTs

3.3.2.1. Modelos de isotermas e variacado de energia livre de Gibbs de adsorcao

Para descrever o processo de adsorgcéo da BSA sobre os diferentes adsorventes
estudados, os dados experimentais das isotermas foram ajustados aos modelos de
Langmuir e Freundlich. Os parametros obtidos a partir dos modelos aplicados séo

apresentados na tabela 3.3.

71



Tabela 3.3.Constantes de Langmuir e de Freundlich para adsor¢cdo de BSA em CNTs

em diferentes valores de pH e forca ibnica, a@25

Langmuir Freundlich
pH CNT
IBsamax KL R? Kr n R2
KCI 0,0 mM

MWCNT 1,07 9,71x1G6  0,9985 27,71 3,34 0,9622
3,6 SWCNT-COOH 0,09 2,10x16 0,6365 6,19 5,38 0,2530

SWCNT-OH 0,27 2,88x10  0,9589 504 2,41 0,9939

MWCNT 1,62 1,70x16  0,9980 54,06 3,68 0,9026
4,8 SWCNT-COOH 0,57 8,86x1G  0,9993 2589 3,15 0,9307

SWCNT-OH 0,80 4,97x16  0,9820 17,25 2,37 0,9663

MWCNT 1,52 3,42x16  0,9988 56,34 3,61 0,9059

5,8 SWCNT-COOH 0,46 6,66x10  0,9970 14,25 2,71 0,9534
SWCNT-OH 0,85 4,40x16  0,9882 11,41 2,01 0,9203
KCI 200,0 mM

MWCNT 1,53 2,60x16  0,9986 65,16 4,16 0,9286
3,6 SWCNT-COOH 0,45 6,33x1G  0,9941 19,19 3,18 0,9868

SWCNT-OH 0,81 4,73x16  0,9928 1595 2,30 0,9809

MWCNT 1,63 1,42x16  0,9888 50,83 3,53 0,9306
4,8 SWCNT-COOH 0,58 6,36x10  0,9931 21,01 292 0,9766

SWCNT-OH 0,87 4,82x10  0,9952 15,33 2,19 0,9610

MWCNT 1,56 1,68x16  0,9978 51,39 3,61 0,9502
58 SWCNT-COOH 0,52 5,56x10 0,9931 15,88 2,72 0,9420

SWCNT-OH 0,73 4,98x16  0,9979 1459 2,29 0,9412
Unidades: [ema]: mg m?; [Ki]: L mol?; [Ke]: g&m mLYn gt
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Para determinar o melhor modelo que descreve os dados de adsor¢ao, a raiz do
erro médio quadratico (REMQ) também foi determinada para avaliar a dimenséo do erro
associado a estimativa dos modelos. Os valores de REMQ encontram-se na tabela A.S1
do apéndice A. O ajuste do modelo de Langmuir apresentou melhores valores de
coeficientes de correlacao (superiores a 0,99, exceto para poucos casos) do que o modelo
de Freundlich, enquanto os valores de REMQ néo diferiram muito para os dois modelos,
tendo variado entre 0,008 e 0,095. Em virtude dos nossos resultados, € dificil estabelecer
gual modelo consegue prever melhor os dados experimentais. Apesar disso, algumas
discussoes a respeito do ajuste de Langmuir s&o importantes.

Os valores déxs, may Calculados a partir do ajuste de Langmuir estéo de acordo
com aqueles observados experimentalmente, seguindo as mesmas tendéncias ja
discutidas. Os valores de Kbtidos dependem das condi¢des termodinamicas do meio e
do tipo de adsorvente, sendo os maiores valores encontrados para a superficie do
MWCNT, sugerindo uma interacao mais favoravel BSA-MWCNT em relacéo a interagédo
BSA-SWCNTSs.

Embora o modelo de Langmuir seja comumente utilizado para descrever o
processo de adsorcéo de proteinas em diferentes adsdiemtesspeito do bom ajuste
desse modelo aos nossos dados experimentais, seus pressupostos nao se adéquam ac
sistemas em estudo aqui por inUmeras razées: i) a superficie dos CNTs ndo é homogénea
devido a presenca de grupos funcionais, impurezas e polidispersividade de tamanho e
didametro dos nanotubos da amostra; ii) a interacdo BSA-BSA sobre a superficie do
adsorvente é forte o suficiente para ser um dos fatores que determina a capacidade de
adsorcao dos CNTs e iii) uma unica molécula de proteina pode interagir com mais de um
sitio do adsorvente. Esses eventos que se encontram em desacordo com as consideracoes

do modelo de Langmuir possivelmente promovem desvios da equacgédo de Langmuir que
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Sa0 opostos uns aos outros e acabam se cancelando e gerando bons ajustes experimentais
Apesar dessa inadequacao aos pressupostos do modelo de Langmuir, o0 bom ajuste dos
dados a este modelo sugere que o processo de adsor¢cdo da BSA sobre os CNTs ocorre
em uma Unica camada.

No que se refere a uma abordagem termodinamica, os modelos de Langmuir e
Freundlich ndo s&o adequados aos nossos interesses, de forma que uma abordagem
termodinamica foi escolhida para interpretacdo do processo de adsorgéo. Segundo esta
abordagem, a constante de equilibrio para o processo de adsorcéo dé,RyAadta
relacionada a diferenca entre o potencial quimico da proteina na solucdo (sol) e no

adsorvente (A) em um estado de referénefa,), segundo a equacéo 3.6:

o,sol

ﬂg?A — Upsa l (3.6)

em que a diferenca entre os potenciais quimicos no estado de referéncia define a variacao

de energia livre de Gibbs molar de adsorcdo no estado de refefdrffig (tal que:

Angs = #g?A - Mgle = _RTanads (3-7)

O parametroK,,;; pode ser determinado a partir do coeficiente angular da

isoterma de adsorcédo da BSA de acordo com a equacao:

- Ce
Kaas = Clir—r}OE (3-8)

em que a condicao de diluicdo infinita para a proteipa0) € escolhida como estado

de referéncia.
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Para compreender a termodinamica do processo de adsor¢cdo da BSA no estado
de referéncia de dilui¢éo infinita é preciso conhecer as contribui¢cdes entalpiga) €

entropica TAS2,,) paraAG?,,, de acordo com a equacéo 3.9:
AGgas = AHggs — TASgys (3.9)

Apesar de fornecerem algumas informacdes sobre as forgcas motrizes para o
processo de adsorgdo, 0s parameti);. e AS2,;. ndo podem ser interpretados de forma
direta para outras condi¢Oes termodinamicas diferentes daquelas de dilui¢cao infinita, nas
quais uma molécula do soluto interage com outras moléculas de soluto. Para superar essa
limitac&o, Blaschke et &P. apresentaram uma proposta em que o estado de referéncia

pode ser escolhido para qualquer concentracdo do soluto sobre a isoterma de adsorcao

(c2¢"), & qual esta associada uma quantidade adsorvida de refefgfigjaé condigao
de equilibrio. Nessa proposta, a constante de equilibrio na concentracdo de interesse

(K;4s) pode ser determinada a partir da inclinacdo da isoterma de adsorgdo na

concentragag, °/ de interesse, como expresso pela equacgao 3.10:

K* dCe

ads = m (3.10)

Cemcl?f

Consequentemente a energia livre de Gibbs de adsorcéo no estado de referéncia

ref,A ref,sol __

escolhido pode ser calculada pela relav@f) = upe;* — up**' = —RTInK ;4. Para
mais detalhes do modelo termodinamico uma derivacdo completa € apresentada no

capitulo introdutdrio.

ref

ads

A figura 3.4 mostra as curvas A& .. em funcéo déys, para adsorcdo de BSA

em CNTs nos diferentes valores de pH estudados.
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Figura 3.4.Curvas deAG™/

ads

versus/ssa para(@a) MWCNT e (b) SWCNT-COOH
(simbolos fechados) e SWCNT-OH (simbolos abertos), em diferentes valores de pH, a
25 °C.

Os valores daG’¢/

2ds SA0 negativos para todas as superficies de CNTs e para todos
os valores de pH estudados, mostrando que a transferéncia da BSA da solugcao para a

superficie do adsorvente, em seus respectivos estados de referéncia, € um processo

espontaneo. Além disso, 0s valoresm?ég foram mais negativos para as superficies

nas quais as capacidades de adsorcao foram maiores, sugerindo que para essas superficie
0 processo de adsorcdo é mais favoravel. Entretanto, para todos os adsorventes esses
valores tornam-se menos negativos com o0 aumentgge Para compreender estes
resultados, é necessario conhecer as contribuicbes entélpica e entrdpica para o termo

AGref

.qs- Para determinacédo da contribuicdo entalpitH,{;) a técnica de ITC foi

utilizada, enquanto a contribuicdo entropica foi calculada pela relagdo fundamental

AGref —

ads

—TASTY

ads "

AH 4 A andlise termodinamica dos resultados obtidos segue na

proxima secao.
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3.3.2.2. Calorimetria de titulagéo isotérmica (ITC)

O uso da ITC é bastante adequado em estudos de interacdo de proteinas com
superficies sélidas, pois a variacdo de entalpia medida durante a adadigdd (
fornece informacdes em nivel molecular que outras técnicas ndo seriam capazes de
fornecer, tal como o balanco energético das interacdes intermoleculares envolvidas no
processd? Nesse sentido, medidas calorimétricas de adsor¢do de BSA em superficie de
CNTs foram realizadas.

Os termogramas resultantes dos experimentos de ITC para cada condi¢ao
experimental foram similares. Para exemplificar, os termogramas obtidos para o

experimento de adsor¢cdo de BSA sobre MWCNT em pH 5,8 séo apresentados na figura

3.5.
(@) (b)
01 FFW 100 U s I et It et e
i
-5 (—L -5
2 -10- S -10-
= 3
a 15 a 15
-20 1 -20 1
-25 T T T T T T T T -25 T T T T T
2 0 2 4 6 8 10 12 14 0,0 0,4 0,8 1,2 1,6
t/h t/h

Figura 3.5. Termogramas obtidos a partir de ITC para titulagdo de BSAgL™
em solucéo tampao pH 5,8 (& presenca ) auséncia de MWCNT, a 25 °C.

A intensidade e a largura dos picos nos termogramas referentes a titulacdo da
solucdo da proteina em solvente na presenca (figura 3.5a) e auséncia (figura 3.5b) do

MWCNT sao diferentes, indicando a ocorréncia de eventos moleculares distintos para as
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duas titulagBes. Esses eventos moleculares estdo associados & interagéo entre a BSA e ¢
MWCNT. A partir dos termogramas obtidos e das isotermas de adsorgéo, os valores de
AH,4, para cada injecdo i da solugdo concentrada de BSA no interior da cela

calorimétrica foram calculados a partir da equacéo 3.11:

AHads(i) _ [qtot — qait — qtampﬁo] (3.11)

Npsa
em qUE&G¢ot, Gair © Grampao SAO0 as quantidades de energia na forma de calor, liberada ou
absorvida, associadas a adicdo da solucdo da proteina na cela de amostra contendo o
adsorvente disperso no solvente, a adicdo da solucdo da proteina no solvente e a adicao
do solvente sobre a cela de amostra contendo adsorvente + solvente, respectivamente.
Estes valores foram obtidos pela integracéo das curvas de poténcia versus tempo em cada
injecdo. O termazg, € 0 NUMero de mols de BSA adsorvido para a referida injecao,

sendo determinado a partir das isotermas de adsorcdo. A contribuicdo dq.lermme

foi desprezada para os valoresME, ., pois o sinal de poténcia associado foi da mesma
ordem de grandeza do ruido do equipamento.

A curva deAH,,, versuslyg, determinada a partir dos termogramas na figura

ref

ads

3.5, juntamente com os valoresate s e TAS'/ para a mesma condigéo experimental,

sao mostrados na figura 3.6.
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Figura 3.6. Parametros termodinamicos de adsorcao vdrgiaem superficie de
MWCNT em pH 5,8, a 25 °C.

O processo de adsorcdo da BSA sobre o MWCNT é entalpicamente dirigido e
ocorre com a diminuigdo da entropia do sistema. Entretanto, o aumento dos valores de
Izs4 faz com que o processo de adsorgdo torne-se cada vez menos entalpicamente
favoravel e menos entropicamente desfavoravel, mostrando que o comportamento de
adsorcdo da BSA é dependente da cobertura superficial do adsorvente. Informacdes

detalhadas sobre o processo de adsorcao podem ser obtidas a partir de uma analise

cuidadosa do comportamento das curvadldg;, e TASZZ’; versuslizs,, NAs quais trés
regides distintas podem ser identificadas (regides I, Il e Il na figura 3.6).

Referente ao efeito dgs, sobre a variacdo de entalpia de adsorcao, os valores
de AH,4s na regido | sGo muito negativos e variam pouco com 0 aumenig e
sugerindo que os eventos moleculares envolvendo o rompimento e formacéo de novas
interacbes intermoleculares associados ao processo de adsorcdo da proteina ndo sao
alterados em grande extensao, nessa regiao, pelo aumento da cobertura superficial do

adsorvente. Por outro lado, na regido Il, embora o processo de adsorcdo continue

ertalpicamente favoravel AH,;s < 0), 0 aumento emlgzg, faz AH,,s Vvariar
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abruptamente e torna o processo de adsor¢do cada vez menos exotérmico. Esse resultado
pode estar associado i) as interacdes repulsivas laterais que ocorrem entre moléculas de
BSA adsorvidas; ii) aos sitios de adsorcdo heterogéneos do MWCNT e/ou iii) as
mudancas conformacionais da BSA que ocorrem ao longo do processo de adsorgéo. Por
fim, na regido lll, os valores d¥H,,, tornam-se préximos de zero e variam pouco com
0 aumento dégg,.

Esses resultados podem ser mais bem explicados considerando que para cada
valor deflgg,, AH,4s € O resultado da contribuicdo de diferentes subprocessos, como

mostrado de forma geral pela equacéo $12:

AHads — AHdessolv. + AHCNT—BSA + AHBSA—BSA + AHm.c. (3_12)

ads ads ads ads

em queAHZessol- ¢ g variagdo de entalpia associada a reestruturacdo de moléculas e ions
do solvente que séo liberados durante o processo de dessolvatacdo da superficie do CNT
e das moléculas de BSAHS)T~554 é a variacdo entalpica associada a interagdo CNT-
BSA; AHE34-854 ¢ variacdo de entalpia relacionada as interagdes laterais BSA-BSA que
se encontram adsorvidas sobre a superficie do €ENA;S € a variacdo de entalpia
resultante de mudancas estruturais da BSA induzidas pelo processo de adsorcao.

O termoAHENT~BS4 envolve a formag&o de novas interagdes intermoleculares
entre a proteina e o nanotubo e, portanto, é sempre negativo. Por outtd/Zdo 54
envolve interacBes repulsivas entre moléculas de BSA na superficie do CNT

apresentando uma contribui¢@o positiva para os valoré¥ ge. O termoAH;S pode

ser dividido em dois outros termos, um positixéif:> ™) e outro negativayH:¢ )

0 primeiro resulta do rompimento de interagbes intramoleculares entre residuos de

aminoéacido da BSA ao interagir com a superficie do CNT; o segundo é proveniente da
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formacdo de novas interagbes intramoleculares entre residuos de aminoacidos na
superficie do nanotubo que leva a proteina a assumir uma conformacao diferente daquela
que ela apresenta em solucdo. Finalmente, o tAHIES°" envolve o rompimento de
interagdes intermoleculares na dupla camada elétrica do nanotubo e da BSA, levando a
liberacdo de moléculas de 4gua e de ions que formardo novas intera¢des intermoleculares
com as espeécies presentes no bulk da solucdo ou mesmo com outros residuos de
aminoacido da proteina que podem ser expostos durante o processo de adsorcdo. Este
termo pode ser positivo ou negativo dependendo do balangco entélpico associado a
magnitude das interacbes rompidas e formadas. A contribuicdo conjunta desses termos
para cada valor dgg, define o médulo e o sinal @1, ;.

Na regido | da figura 3.6, as primeiras moléculas de BSA se adsorvem sobre o
MWCNT, as quais interagem com sitios de adsor¢do que possuem energias entalpicas
proximas, fazendo com que os valoresAd)7 554 se alterem pouco nessa faixa de
Is4- Além disso, devido a baixa cobertura superficial do adsorvente, a interacao lateral
BSA-BSA sobre a superficie do nanotubo é desprezivel, fazendo com afefpdo®s4
seja negligenciavel. Como consequéncia desses fatores, 0s processos de dessolvatacao e
de possiveis mudancas estruturais da BSA que ocorrem ao longo dessa faixa de valores
delzs, Ndo sdo alterados em grande extensdo a medidg guaumenta, de tal forma
que AHZessOW. e AH™C mudam pouco e, consequentemenid,,, praticamente nédo
varia.

Os valores muito negativos d&,,, observados na regido | sugerem que o
MWCNT é capaz de induzir mudancas conformacionais na estrutura da proteina, as quais
sdo capazes de estabiliza-la sobre sua superficie. Provavelmente, nesta modificacdo

estrutural, um grande numero de residuos de aminoacido da proteina é exposto para

interagir com a superficie do CNT, sobretudo residuos hidrofébicos, levando a uma
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grande contribuicdo dos termas ST 554, AH™5) e/ouAHISE O paraAHqqs. Esta
contribuicdo pode estar associada a diferentes processos, a citar: (i) o grande nimero de
interacdes de van der Walls e ligacdes de hidrogénio formadas entre a BSA e sitios de
adsorcao do MWCNT; (ii) a formacao de ligagbes de hidrogénio e interacdes de van der
Waals intramoleculares entre residuos de aminoacido da BSA devido a sua reestruturagédo
durante o processo de adsor¢cédo sobre a superficie do nanotubo e/ou (iii) as interacdes
formadas entre moléculas do solvente e residuos de aminoacido hidrofilicos da proteina
expostos para interface proteina/solugdo durante a mudanca conformacional da BSA.
Com o aumento da cobertura superficial (regido Il), os sitios de menor energia do
MWCNT tornam-se saturados e a proteina comeca a interagir com sitios de energia
entalpica mais elevada, tornando os valoresHfg' 554 menos negativos. Além disso,
em maiores valores dézs, as interacbes repulsivas proteina-proteina tornam-se
importantes durante a adsor¢do. Quanto maior o valgy;gdemenor é a area disponivel
para cada molécula de proteina sobre a superficie do tubo e consequentemente maior € a
energia de interacdo repulsiva BSA-BSA, tornando o texHi;2 554 cada vez mais
positivo. Adicionalmente, a BSA pode se adsorver sobre a superficie do MWCNT com
uma orientacdo menos favoravel do que aquela em valofgs,dmais baixos devido a
menor disponibilidade de sitios de adsorcdo. Isso pode resultar na minimizacdo de
mudancas conformacionais da proteina na superficie do CNT. Nessa nova condicdo, a

menor extensdo das mudancas conformacionais diminui a contribuicdo dos termos

AHZEss oW AHENT=BSA @ AH™S) | a0s quais nos temos creditado os valoreSHig,
muito negativos.
Ao longo de toda faixa de cobertura superficial do MWCNT discutida acima, o

processo de adsor¢ao ocorre com diminui¢cdo da entropia do sistema que resulta da perda

de entropia configuracional e conformacional decorrente da transferéncia da proteina
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para a superficie do adsorvente e da perda de entropia configuracional pela transferéncia
de moléculas de solvente para a interface proteina adsorvida/solucao devido a solvatacao
de residuos de amino&cidos expostos da proteina durante seu processo de reestruturacao

Finalmente, na regido I, para valoresifjg, maiores que 23&gg?, os valores
deAH,,, se aproximam de zero, sendo os desvios associados a estas medidas muito altos.
Isso decorre do seguinte motivo: em valores mais elevadgg da superficie do CNT
apresenta uma cobertura superficial elevada e a inclinacdo na curyg eersusc,
diminui, fazendo com que o nimero de mols de proteina adsorvido em cada injecdo seja
baixo (da ordem de T8 mol). Isso reflete a proximidade dos valoresgidg nessa regiéo
comparado aquele associado a saturacdo da superficie do CNT (figura 3.2a). Como
consequéncia, a variacdo de entalpia para a interagdo da proteina com o CNT medida pelo
calorimetro em valores mais elevadodglg torna-se baixa e, dessa forma, a diferenca
de energiaq;o,: — q4;;) € da ordem do ruido do equipamento.

Curvas de\H,;, versudgs, com perfis similares aquele observado na figura 3.6
tém sido reportadas na literatdfd® Além disso, valores d&H,,, tanto quanto ou mais
negativos do que aqueles encontrados aqui tém sido relados, como, por exemplo, nos
estudos de Baier et &l.sobre adsor¢do de BSA em superficies hidrofilicas de
nanoparticulas de poliestireno.

Investigando o processo de adsorcao oedemilase desnaturada sobre uma
superficie moderadamente hidrofdbica, polietilenoglicol 600, Feng*étnaistraram,
através de medidas de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier,
gue o conteldo de estruturas secundarias ordenadas da proteina aumenta a medida que c
processo de adsorgcao ocorre. Através de medidas calorimétricas, eles obtiveram valores
de variacdo de entalpia de adsor¢cdo da proteina, tendo encontrado, para determinadas

condi¢Bes termodinamicas, valores tdo elevados quanto -5473 ®J Wtilizando a
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teoria do deslocamento estequiométrico para adsorcdo, eles determinaram que 0s
principais eventos moleculares associados a exotermicidade do processo foram a
formacdo das interacbes entre a proteina e a superficie adsorvente e o ganho de
conformacao da proteina durante o processo de adsor¢ao.

Apesar da evidéncia dos processos descritos na precedente discussao, ndo somos
capazes de atribuir individualmente valores para cada um dos termos na equacao 3.12
para um dado valor dé&ss,. Entretanto, podemos inferir sobre a importancia da
contribuicdo de cada termo modificando as condi¢cdes termodinamicas de adsorcao, tal
como o pH. A Figura 3.7 apresenta o efeito do pH sobre as curiadg, gleversuspg,

para a adsorcdo de BSA em MWCNT.
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Figura 3.7.Efeito do pH sobre as curvas Alf.qs versus/ssa em superficie de
MWCNT, a 25 °C.

O perfil das curvas d&H 4 versudgg, € a magnitude dos valores&ié,;; sdo
dependentes do pH do meio. Quando o pH do sistema muda de 5,8 para 4,8, os valores
de AH,4 variam pouco em toda faixa de valores[ig,, sendo levemente menos

negativos em pH 4,8. Por outro lado, em pH 3,6 os valorésHgg, sdo bem mais
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negativos do que aqueles obtidos em pH 4,8 e 58 gnx 0,47mg m?, ainda que sob
condicoes de interacdo eletrostatica BSA-CNT mais desfavoraveis no pH mais baixo.
Entretanto AH,,, torna-se menos negativo em pH 3,6 paka > 0,47mg m?. Esses
resultados indicam que os diferentes subprocessos que contribuedi paréequacao

3.12) sao fortemente afetados pelo pH provavelmente devido as alteracfes de carga e
estrutura da proteina. Alteracées na carga da proteina e do MWCNT ja foram mostradas
e discutidas por meio das medidas de potencial zeta. Informacdes acerca de mudancas na
estrutura terciaria da BSA precisam ser discutidas. Assim, medidas de nano-DSC para a
BSA foram realizadas nos diferentes valores de pH estudados e os termogramas obtidos

sdo mostrados na figura 3.8.
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Figura 3.8. Termogramas de nano-DSC de BSA 2,50mig' em

diferentes valores de pH.

Os termogramas obtidos concordam com aqueles reportados na literatura e as
diferencas entre eles tém sido bem estabeletidan.pH 4,8 dois picos aparecem, sendo
atribuidos a transicéo térmica de dois dominios estruturalmente independentes da BSA

gue surgem a partir da formacao de uma cavidade nas vizinhangas do triptofano 212 da
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proteina. Por outro lado, em pH 5,8 apenas um pico intenso € observado, pois neste pH
ndo ha separacdo da BSA em dois dominios distintos. Por fim, em pH 3,6 um Gnico pico
de muito baixa intensidade é verificado como resultado de a proteina apresentar-se em
sua forma P2 Nessa forma, ela se encontra numa conformac&o mais expandida por causa
da desnaturacdo do dominio Ill, que resulta na exposicdo de um grande namero de
residuos de aminoécidos hidrofébicos para o solvente. Esses resultados sugerem que a
diferenca observada para os valoredHg,;; nos diferentes valores de pH também esta
relacionada a alteracdo estrutural da BSA induzida pelo pH antes do processo de
adsorcao. Vejamos o porqué.

Nossos dados sugegn que no inicio do processo de adsorcao
(Iss < 0,47mg m? na figura 3.7) o biopolimero se adsorve sobre a superficie do
MWCNT rompendo interacdes intramoleculares e alterando sua conformacéo de forma
a expor um maior numero de residuos de aminoacidos hidrofébicos para interagirem com
a superficie hidrofébica do adsorvente. Neste processo, 0 gasto energético para romper
interac@es intramoleculares entre residuos de aminoacidos na proteina € maior em valores
de pH iguais a 4,8 e 5,8 do que em pH 3,6, no qual a BSA ja apresenta grande numero de

residuos hidrofébicos expostos para o solvente devido a desnaturacdo do dominio lll

induzida pelo pH. Consequentemente, 0 teﬂﬁé'gg'(” deve contribuir pouco para o
processo de adsorcdo da BSA em pH 3,6, justificando os valorddi ge mais
exotérmicos neste pH. Por outro lado, em valores elevadggd65s4 > 0,47mg m2)

a contribuicdo do termdH 2747554 torna-se importante para o valor&dé, ;,, sobretudo

em pH 3,6, em que a densidade de carga superficial da proteina é alta e o efeito de
blindagem eletrostatica do tampéo estad ausente. Esta maior contribuicdo se reflete na

inclinacdo mais elevada da curvaMdé, ;; versudgg, para o pH 3,6, mesmo em baixos

valores dd g .
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Valenti et aP’ tém sugerido que a possibilidade de interagdes hidrofébicas entre
residuos nao polares da BSA com a superficie do CNT leva a proteina a se adsorver em
orientagbes preferenciais. Se for suficientemente favoravel, como nossos dados
termodinamicos tém demonstrado, a proteina deve alterar sua conformacdo expondo
maior numero de residuos hidrofébicos para se adsorver sobre o CNT. A mudanca
conformacional de proteinas durante o processo de adsor¢cdo tem sido relatada para
diferentes biomoléculas em diversas superficies. Por exemplo, Guaff ettiizando
medidas de fluorescéncia e dicroismo circular, mostraram que a interacdo entre a BSA e
MWCNTs funcionalizados com grupos hidroxilas leva a alteracdes da estrutura
secundaria da proteina, sendo que a proteina liga-se ao MWCNT por meio de seus
dominios Il e III.

Ge et aP! mostraram que ha uma correlagéo positiva entre o niimero de residuos
hidrofébicos em uma proteina e a quantidade de proteina adsorvida sobre a superficie de
SWCNTs, indicando que além de residuos hidrofébicos superficiais da proteina, aqueles
residuos presentes no interior da proteina também devem estar envolvidos na interacao
com o adsorvente como resultado de variacdes conformacionais da proteina induzidas
pelo CNT.

A fim de obter mais informacdes a respeito da contribuicdo das mudancas de
conformacdo da proteina sobre o processo de adsorcdo, avaliou-se o efeito da
desnaturacao térmica da BSA sobre a isoterma de adsor¢éo e sobre os valdggs de
para a adsorcao da proteina sobre MWCNT em pH 5,8. O pH de 5,8 foi escolhido, pois
foi o Unico no qual a BSA manteve-se sollvel ap6s a desnaturacdo térmica. A
desnaturacdo da BSA foi realizada por aquecimento da solucdo da proteina em banho-
maria a uma temperatura de 75 °C por 30 minutos. Os resultados obtidos sdo mostrados

na figura 3.9.
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Figura 3.9. Efeito da desnaturacao de proteina BSA solfeg isoterma de adsorcao e
a(b) curva deA Haqs versus/zgsaem MWCNT e pH 5,8, a 25 °C.

A desnaturacdo da BSA promove alteracdes nos valores de quantidade adsorvida
(figura 3.9a) que s&o acompanhadas por alteragdes na curkig deversud g, (figura
3.9b). No que se refere a isoterma de adsor¢ao, o processo de desnaturacdo da BSA leva
a uma reducéo da quantidade de proteina adsorvida para menores valores de concentracao
de equilibrio ¢, < 0,37mgmL™?). QuandaC, > 0,37mgmL?, os valores d&;, para a
proteina desnaturada continuam a aumentar levemente a medida @uenenta,
enquanto para a proteina nativa eles permanecem constantes. Interessantemente, a
isoterma de adsorcéo ajustou-se melhor ao modelo de Freundlil® @®4) do que ao
modelo de Langmuir @= 0,956), sugerindo que o processo de adsor¢io passarer
em multicamadas com a desnaturacao da proteina.

Os menores valores dgg, obtidos para a proteina desnaturada podem ser
explicados pela variagdo do balanco entalpico/entropico para o processo de adsor¢cdo. Em

valores dd, mais baixosl{s, < 0,8mgm2) os valores dAH,,, S80 menos negativos

para a proteina desnaturada. Esses valoreAHlg, menos negativos podem ser
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atribuidos a formacéo de agregados BSA-BSA resultantes da interacao hidrofébica entre
residuos de amino&cidos da proteina expostos pelo processo de desnaturacdo, impedindo
gue esses residuos interajam com a superficie do CNT e diminuindo a contribuicdo do
termoAHSYT BS54 para os valores diH ;4.

A fim de verificar o efeito da funcionalizacéo e da estrutura do CNT sobre a forca
entalpica que atua sobre o processo de adsorcdo da BSA em CNTs, cuk¥hg,de
versuszg, para a adsorcdo de BSA sobre SWCNT-COOH e SWCNT-OH foram obtidas
(figura 3.10). A curva em pH 3,6 para SWCNT-COOH néo € apresentada porque nesta
condicdo, para todas as injecfes, a energia medida pelo calorimetro foi da ordem de

grandeza do ruido do equipamento.
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Figura 3.10.Efeito do pH sobre as curvas Af.qs versus/asa em superficie de
SWCNT-COOH (simbolos fechados) e SWCNT-OH (simbolos abertos), a 25 °C.

As curvas dé\H,,, versudgs, apresentam perfis similares aqueles apresentados
para MWCNT em pH 5,8, exceto pela auséncia de um patamar na regido de valores de

Iz54 Mais baixos (regido | da figura 3.6), sugerindo que os sitios de interacao na superficie
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dos SWCNTSs sao bastante heterogéneos. A magnitude dos valores e a vadatgo de
ao longo da faixa dB;s, podem ser explicadas pelas mesmas razdes ja discutidas.

O efeito do pH sobre as curvasiAlé, ;; versusys, para adsorcdo de BSA sobre
SWCNT-COOH e SWCNT-OH é mais pronunciado do que aquele verificado para
adsorcdo em MWCNT. Adicionalmente, os valoresAdg,;, s&o mais negativos em
SWCNT-OH comparado aos valores obtidos em SWCNT-COOH, refletindo a maior
contribuicdo das ligacdes de hidrogénio para adsor¢cédo de BSA sobre a superficie daquele
adsorvente.

Infelizmente, a comparacao direta entre valoresAHg,;; para SWCNTs e
MWCNT né&o é possivel, pois as faixas de valoreddg na qual os processos de
adsorcéo ocorrem para os adsorventes sdo muito distintas. Entretanto a interacdo direta
entre BSA e CNTs pode ser comparada para os adsorventes a partir da determinacao da
variagéo de entalpia de adsorgéo da proteina na condigéo de diluicio ihAjtg .(Os
valores deAH;;, em condicdo de diluicdo infinita foram estimados a partir da
extrapolacdo das curvas A#, ;. versusC, para a condicdo limite em qdg — 0. Os

valores obtidos sdo mostrados na tabela 3.4.

Tabela 3.4.Valores de variagdo de entalpia de adsorgcéo de BSA em CNTs, em condi¢cao
de diluicao infinita, para diferentes valores de pH, a 25 °C.
AH ;¢ | kJ mol?t

CNT
pH 3,6 pH 4,8 pH 5,8
MWCNT -2734,9 £ 163,5 -1519,3+ 3,0 -1668,5 + 2,7
SWCNT-COOH X" -918,6 + 46,9 -2205,2 +448,9
SWCNT-OH -2855,0 +231,2  -1525,60 £ 95,64 -2276,32 + 141,9¢

*Valor nado foi calorimetricamente determinavel para a condi¢éo avaliada.
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Os valores dAH,;; dependem fortemente do pH e da estrutura do nanotubo de
carbono estudado. Em pH 3,6 e 4,8 os valoresHf§. ndo variam para as superficies
de MWCNT e de SWCNT-OH, sendo mais exotérmicos para essas superficies quando
comparado a adsorcdo em SWCNT-COOH. Por outro lado, em pH 5,8 o processo foi
igualmente exotérmico para ambos SWCNTs e menos exotérmico para 0 MWCNT.

Em pH 3,6 e 4,8 a diferenca entre os valoresAH&,. entre os diferentes
nanotubos resulta de um efeito da quimica de superficie dos adsorventes. Assim como
sugere o comportamento das isotermas com relacao ao efeito do pH (figuras 3.2a e 3.3c),
0s grupos funcionais na superficie do MWCNT devem ser em sua maioria grupos
hidroxilicos e os valores mais negativos pakg,;, em MWCNT e SWCNT-OH estéo
associados ao maior numero de ligacdes de hidrogénio realizados entre a proteina e estes
grupos quando comparado as ligacdes de hidrogénio formadas durante a adsorcéo sobre
SWCNT-COOH. Em pH 5,8, o efeito do diametro dos nanotubos passa a ser o fator mais
importante para determinar os valoresM£;;.. Porém, estas hipoteses precisam ser

mais bem investigadas.

3.3.3. Efeito de sais da série de Hofmeister sobre a adsorcdo de BSA

A presenca de ions em sistemas contendo proteinas e nanoestruturas de carbono
pode fornecer informacdes importantes sobre o processo de adsorcdo destas
biomoléculas. Isso decorre, sobretudo, da capacidade de os ions modularem interacdes
intermoleculares entre a proteina e o adsorvente, alterarem a estrutura terciaria de
moléculas de 4gua e interagirem fortemente com outras espécies carregadas no sistema.
Nesse sentido, o efeito de sais contendo cations e anions da série de Hofmeister sobre o
processo de adsorcdo da BSA em superficie de MWCNT foi investigado. A série de

Hofmeister classifica um conjunto de céations e anions em dois grupos de acordo com sua
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capacidade de estabilizar proteinas frente a sua precipitacdo em solu¢cdo aquosa:
caotropicos, que € 0 conjunto que agrupa ions capazes de estabilizar moléculas de
proteina, e cosmotropicos, que agrupa ions que as desestabilizam. Esta distinta
capacidade tem sido atribuida ao efeito de modificacdo da estrutura tercidria da agua
promovida pelos ions em solucdo: enquanto ions caotropicos desestruturam a rede
tridimensional formada pelas moléculas de agua, ions cosmotropicos a estruturam. A
seguir, discutem-se os efeitos promovidos por cations e anions da série de Hofmeister
sobre o processo de adsorcdo da BSA em MWCNT, em pH 4,8. Nesse pH a proteina
encontra-se com carga proxima de zero e os efeitos de blindagem eletrostatica
promovidos pelos ions séo despreziveis. Além désoportante destacar que a adicao

das concentragbes de sal avaliadas para esses experimentos promoveu alteracées nos
valores de pH que foram menores de que 0,02 unidade de pH, mostrando que os efeitos
discutidos a seguir, quando existirem, sdo exclusivamente devido ao efeito Hofmeister

dos ions.

3.3.3.1. Efeito de cations da série de Hofmeister sobre a adsorcdo de BSA em
MWCNT

A figura 3.11 apresenta as isotermas de adsorcéo de BSA sobre a superficie de
MWCNT, na presenca dos cations cosmotropicos sJ{BF e NH" e do cation
caotropico B4, em pH 4,8. A isoterma na auséncia dos eletrolitos é apresentada

novamente para comparagao.
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Figura 3.11.Efeito de céations da série de Hofmeister sobre a adsor¢cdo de BSA em

MWCNT, em pH igual 4,8 e concentracdo de sal igya) 40,00mM e (b) 100,0mM.

Assim como verificado pelo efeito do aumento da forca ibnica do meio pela
adicao de KCIl em pH 4,8 (figura 3.2), os eletrélitossNH(CHs)4NCl e BaC} afetaram
pouco os valores dgg,, para ambas as concentracdes de sal avaliadas. Esse resultado
mostra que os céations da série de Hofmeister tém pouca influéncia sobre o processo de
adsorcdo da BSA em MWCNT ou que a presenca deles promove uma compensacao

entalpica/entrépica que nao afeta a estabilidade termodindmica relativa da proteina na

solucéo e na interface MWCNT/solugao

Para avaliar melhor como os eletrélitos estudados afetam o processo investigado,

a variacdo de entalpia de adsorcédo da BSA sobre o MWCNT na presenca dos eletrélitos

foi determinada (figura 3.12).
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Figura 3.12.Efeito da concentracao dos eletrolitay NH4Cl, (CHz)aNCI e (b) BaCb
sobre as curva deH.qs versus/esa em superficie de MWCNT, em pH 4,8 e a 25 °C.

Para todos os cétions avaliados o perfil da curvelg, versudyg, foi alterado
em relacdo aquele obtido na auséncia dos eletrolitos, mas o efeito Hofmeister ndo foi
observado. Tanto para céations caotropicos como cosmotrépicos, os valdBs,¢de
variaram pouco para valores dgs, < 0,4 mg nf. A maior alterac&o observada ocorreu
em valores intermediarios dgs, (0,4 mg n¥ < Izg4 < 1,0 mg 1Y), em que a presenca
dos eletrélitos tornou o processo de adsorcdo menos exotérmico, indicando uma
minimizacdo da perda entrépica durante o processo de adsorcao. Esse resultado sugere
um processo de coadsorcdo dos cétions (ou anions) do eletrdlito na interface
proteina/solucdo e a diminuicdo da contribuicdo entélpica para a adsor¢éo resulta do

aumento da repulsédo eletrostatica BSA-BSA decorrente desse processo.
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3.3.3.2. Efeito de éanions da série de Hofmeister sobre a adsorcdo de BSA em
MWCNT

A figura 3.13 apresenta as isotermas de adsorcdo de BSA sobre a superficie de

MWCNT na presenca de diferentes concentracdes do anion cosmotBépfce do

anion caotropico SCiNem pH 4,8.
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Figura 3.13.Efeito de anions da série de Hofmeister sobre a adsorcdo de BSA em

MWCNT, em pH igual 4,8 e concentracéo de sal igya) 40,00mM e (b) 100,0mM.

Para as duas concentracdes de anions avaliadas os valfges a@mentam na
presenca dos eletrélitos, sugerindo que os anions estudados participam mais diretamente
do processo de adsorcao do que os céations. Quando a concentracdo dos anions aumentou
de 10,00 para 100,0 mM, os valoresige, ndo foram alterados quando o anion foi o

SCN, mas aumentaram quando foi 0 800 efeito desses anions sobre as curvas de

AH, 4 versuslzg, S80 apresentados na figura 3.14.
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Figura 3.14.Efeito da concentracao dos eletrolifayNaSQs e (b) NaSCN sobre as
curva deA Haqs versus/ssa em superficie de MWCNT, em pH 4,8 e a°25

Os efeitos dos anions sobre as curvadHlg;; versuszs, também sao distintos
daqueles promovidos pelos céations estudados. Em 10,00 mM d&&nfgmpara valores
delgsa < 1,0 mg ¥, os valores dAH,,, tornam-se menos exotérmicos na presenca do
anion e entdo, com aumento g, para valores acima de 1,0 mgf,niornam-se mais
exotérmicos. Com o aumento da concentracdo do anion de 10,00 para 100,0 mM, o
processo fica mais exotérmico para a maior concentracdo do eletrélito, mostrando que
neste caso ndo € so o efeito de coadsorcado dos ions que modula o processo de adsorgac
da BSA. Esse resultado sugere que na maior concentracao do sal o efeito Hofmeister do
anion comeca a aparecer e a mudancaBpRy, para valores mais exotérmicos resulta
da maior energia entalpica liberada pela interacao ion-dipolo entre os anions sulfato e as
moléculas de agua liberadas durante o processo de adsor¢do, resultando numa perda
entropica maior.

Para o anion tiocianato, o processo de adsorcdo da proteina torna-se mais

exotérmico com o0 aumento da concentracao do sal para valargg, tieenores do que
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0,6 mg m¥. Para maiores coberturas superficiais, porém, ndo se observa efeito do anion
sobre os valores d¥ ;.

Utilizando medidas de calorimetria diferencial de varredura, Yamasakf®t al.
mostraram que a adi¢do de tiocianato em concentracdes de até 200 mM é capaz de
estabilizar termicamente a BSA. Segundo os autores, em pH préximo ao ponto isoelétrico
da proteina existem residuos carregados positivamente no segmento Arg184-Arg216 da
BSA, os quais sdo parcialmente neutralizados por residuos de &cido glutamico. Quando
na presenca de SCNstes anions se ligam a esse segmento da proteina, aumentando sua
estabilidade. Estudando uma série de anions da série Hofmeister, demonstrou-se que esse
efeito € muito mais pronunciado para sais caotropicos do que para sais cosmotropicos.
Dessa forma, a diminuicdo nos valored\ée ;; (valores mais negativos) na presenca do
anion tiocianato ndo deve estar associado a um ganho de conformacéo da proteina.

Assim, nds temos sugerido que o anion S@ha no processo de adsorcéo
modificando a interacdo MWCNT-proteina. Provavelmente, o anion interage de forma
especifica com residuos de aminoacido da proteina estabilizando a interacdo com sitios
do adsorvente. Esses sitios podem, por exemplo, ser alguma impureza resultado do
processo de sintese do nanotubo. Em concentracdes mais elevadas esse efeito desaparece
pois a adsorcdo passa a envolver sitios de interacdo com energia entalpica mais baixa,
com 0s quais o ion tiocianato ndo interage.

Os nossos resultados ainda séo insuficientes para definir o papel de ions sobre o

processo de adsorcdo da BSA em MWCNT, e mais investigacdes sao necessarias.
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3.4. Conclusodes

A adsorcao de BSA sobre a superficie de CNTs foi avaliada, tendo sido o processo
de adsorcéo dependente da estrutura quimica da superficie do nanotubo de carbono, do
pH e da forca ibnica.

O processo de adsorcéo da proteina BSA sobre a superficie de CNTs ocorreu com
mudancas conformacionais na estrutura da biomolécula, as quais maximizam a interacao
de residuos de aminoacido hidrofébicos da proteina com a superficie hidrofébica da
nanoestrutura e expde residuos de aminoacido hidrofilicos para a interface proteina
adsorvida/solucdo. A exposicdo desses residuos hidrofilicos para a interface
proteina/solucédo promoveu a transferéncia de moléculas do solvente do bulk para essa
regido, sendo que esses processos resultam em valofdg, gdemuito negativos. O
processo de adsorcdo foi exotérmico para todas as condi¢cdes de adsorcdo estudadas,
sendo a magnitude dos valores\d@g, ;; dependente da carga do adsorvente e da proteina,
bem como da conformacdo inicial da biomolécula, antes do processo de adsorcao.

Mudancas de conformacdao de proteinas em superficies sélidas, como as induzidas
por CNT sugeridas neste trabalho, tém sido reportadas e sdo dependentes das
caracteristicas da superficie e da proteina adsorvida. Entretanto, os valores de variacao
de entalpia de adsorgéo encontrados neste trabalho apresentaram ordem de magnitude
muito maior do que aqueles quentéido verificados na literatura para outras superficies
hidrofébicas.

O efeito de sais contendo cations e anions da série de Hofmeister sobre o processo
de adsor¢cdo da BSA em MWCNT também foi investigado. O comportamento de
adsorcdo da proteina na presenca dos sais ndo seguiu a série de Hofmeister, sendo o
principal papel dos ions no processo de adsorgéo atribuido a coadsor¢cdo dos mesmos na

interface proteina/solucao.
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CAPITULO 4:
Adsorption of red azo-dyes on multi-walled carbon nanotube

and activated carbon: A thermodynamic study

Abstract

Carbonaceous materials have been intensively studied in the last years and proposed
as highy efficient adsorbents for removing dyes from wastewater. However,
thermodynamic aspects associated with the formation of CNT-dye interactions remain
scarce. This paper describes the thermodynamics of the interaction between the Ponceau
Red (PR), Congo Red (CR) and Allura Red (AR) dyes and multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTSs). Activated carbon (AC)-dye interaction has been also evaluated for
comparison. The dye-adsorbent interactions were evaluated by combining adsorption
isotherms and isothermal titration microcalorimetry (ITC) data. Adsorption isotherms
data were well fitted to the Freundlich model and a thermodynamic approach provided
the entire thermodynamic characterization of the adsorption process. For both MWCNT
and AC, the dye adsorbed amoufiy)(ncreased in the ordéy (PR) <[}, (AR) <I}, (CR)
and the adsorption capacity normalized by adsorbent specific area was higher for
MWCNT. The maximum adsorbed amoufi £,.) attained values up @00 pmol m2
for CR adsorption on MWCNT. The adsorption process of the dyes was enthalpically
driven and entropically unfavorable for both adsorbents. The values of adsorption
enthalpy change A(,;H) determined by ITC were higher than
-137.0 kJ mot and they depended on the surface coverage and strusftbats dye and
adsorbent. ITC data suggested that adsorption sites on MWCNT and AC are

heterogeneous.
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4.1. Introduction

Adsorption study as an alternative to remove contaminants from wastewater has
been target of several researchHet$his method has been considered as superior to other
techniques due to the simplicity, low cost, high efficiency and easiness in the recovery of
many adsorbents. Most of the studies in this area focus on the determination of the
experimental parameters associated with the adsorption capacities and on the kinetic
aspects of the adsorption processésiowever, the thermodynamic aspects of these
processes are not detailed and they are restricted tarthédoff approach.81°

Several adsorbents have been proposed to wastewater treatment, but one class of
materials that has received special attention is constituted by carbonaceous adsorbents
such as activated carboit*?and carbon nanotub&s!# Historically, activated carbon
(AC) has been the most widely utilized adsorbaand, more recently, carbon nanotubes
(CNTs) have emerged as a new adsorbent for removing pollutants from aqueous
solutionst? Besides, dye adsorption on CNTs comprehends a non-covalent
functionalization procedut® to develop hybrid structures with applications in
sensors/ '8 nano-carriers for drug-delivery systeMsnd solar cell$%2*

Activated carbon can be obtained from various sources such as begasse,
bamboo, peat, nutshell, fossil coal and carbon-resin Sititycontains carbons of
varying degree of saturation and oxidation stiggtxibuted in a large specific surface area
(500 to 2000 rhg?l).2 Moreover, its surface consists of many micropores with different
sizes which are available for adsorption and several oxygen-containing functional groups
that can be modifieéf?* On the other hand, carbon nanotubes are cylindrical
nanostructures constituted essentially by carbon atomsZihybpidization that are
arranged in a hexagonal lattice with a large specific surface area (100-20§ m

available for adsorptiofh. CNTs include single-walled carbon nanotubes (SWCNTs) and
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multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS), depending on the amount of layers, and both
have been widely studied because of their extraordinary chemical, electronic and
mechanical propertie$.

Recently, several studies have compared the adsorption capacities between AC
and MWCNT32731 Neverthelessto the best of our knowledge, there are few
investigations in the literature making this comparison with regard to the
thermodynamics of adsorption of different solutes on these surfaces. Recently, Efu et al.
obtained thermodynamic parameters of adsorption for salicylic acid, phthalic acid and
catechol on MWCNT and AC. The authors obtained the dependence of the adsorption
enthalpy change on the surface coverage of the adsorbents by utilizirgnthBoff
equation, and considering that the adsorption thermodynamic constant is the partition
coefficient of the adsorbate between the liquid solution and the surface. However, even
for higher adsorbate concentrations the activity coefficients were not considered. Because
of this, calorimetric measurements are more preferable tharatheHoff approach to
determine how adsorption enthalpy change depends on adsorbate I18adings.

Calorimetric studies combined with adsorption isotherms altowsdentify the
main interactions that govern the adsorbent-adsorbate interaction, ii) determine the
magnitude of the energy involved in these interactions and (iii) establish the driving
forces that govern the adsorption process of different solutes in several stfrfatées.

For example, calorimetric measurements have been successfully applied to evaluate
adsorption features of complex biomolecules, such as prétéih@n the other hand,
regarding the small molecules, for example dyes, the complete potential of calorimetric
techniques in the adsorption studies has been poorly exploited. To appoint, Guéfta et al.

utilized isothermal titration calorimetry (ITC) to monitor the adsorption process of
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methylene blue on the surface of 2-mercaptothiazoline/imogolite hybrids, and obtain
information about the contribution of specific interactions that take part in this process.
Here, we evaluated the thermodynamics associated with the adsorption process of
Ponceau 4R (PR), Congo Red (CR) and Allura Red (AR) azo dyes (figure 4.1) on the
surface of MWCNT and AC in aqueous solutions. Adsorption molar enthalpy changes
(AqqsH) associated with the dye-adsorbent interactions were obtained by isothermal
titration microcalorimetry (ITC) technique afunction of the surface coverage of the
adsorbents. Thermodynamic parameters of adsorption in infinite dilutignH®™,

AgasS” andA, ;G ™) were also determined.

=
NaO3S

SO3Na

SO;Na
SO3Na
H3CO SO;Na

NaOzS

NaO3S

(©)

Figure 4.1.Chemical structures of the dygg Congo Red(b) Allura Red and

(c) PonceauR.
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4.2. Experimental

4.2.1. Chemicals

Multi-walled carbon nanotubes {Gze 100 MWCNT) were used in this study and
were obtained from CNT CO., LTD., Korea and activated carbon was purchased from
Sigma-Aldrich Chemicals, USA. The dyes Allura Red (E129) (84%, MM = 496.24
g mot!) and Ponceau Red (E124) (92%, MM = 604.42 g'nelere supplied by
Gemacom (Brazil). Congo Red (99%, MM = 696.66 g Hhelas purchased from Merck
(Germany). Analytical grade hydrochloric acid and sodium hydroxide, supplied by Vetec
(Brazil), were utilized for pH adjustment of the aqueous solutions. All chemicals were
used as received without further purification. Deionized water (Milli-Q) was used to

prepare all solutions.

4.2.2. Characterization of the adsorbents

Specific surface area of adsorbents was determined using the Brunauer-Emmett-
Teller (BET) equatioft! The specific surface areas of MWCNT and AC were found to
be 188.0 and 868.82g’?, respectively.

The points of zero charge (pit) of AC and MWCNT were determined by the
solid addition metho® A 20.0-mg mass of adsorbent was transferred to flasks
containing 20.0 mL of a 0.01 molNaCl aqueous solution. The initial ppH;) of the
solution was previously adjusted from 1.0 to 11.0 by adding either 0.10rkgL or
0.10 mol:* NaOH. The obtained systems were stirred and the final pH valtie} ¢f
the solutions were measured after 30 h. The difference between the initial and final pH
values dpH = pH; — pH) for each system was calculated and plotted againgtthe
The pHzc was obtained by determining the intercept ofapél versuspH; curve with

the abscissa.
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4.2.3. Adsorption isotherms

Adsorption isotherms were obtained dispersing 10.0 mg of the adsorbent (AC or
MWCNT) in 10.0 mL of the dye solutiom 30.0-mL glass cylindrical flasks. The dye
concentration in the solutions ranged from 0.0 to 9@@g0L . All systems obtained
were manually stirred for 15 minutes and placed in a temperature-controlled bath for 24
hours to attain the thermodynamic equilibrium. Subsequently, the supernatant was
collected for analysis of the dye concentration. When the adsorbent was activated carbon,
in order to separate it from the aqueous solutions, the systems were centrifuged at
10,000 rpm for 40 minutes in a Thermo Scientific, Heraeus Megafuge 11R centrifuge.

The equilibrium concentrations of the dyes in the supernatants were determined
by spectrophotometric method using a Shimadzu digital double-beam spectrometer UV-
2550. Absorbance measurements were made at 332, 498 and 314 nm for PR, CR and AR,
respectively.

The amount of dye adsorbe@), in umol N2, was calculated using the following

equation:

(CO - Ce) Vv

- (4.1)

FD=

where C, e C, are initial and equilibrium concentrations, respectively, of dye in the
supernatant, immol L, mis the mass of the adsorbent, in kg, V is the volume of the
supernatant, in L, and Ais BET specific surface area of the adsorberitkgtm

The effect of the initial pH on the adsorbed dye amount was evaluated within the
pH range between 1.0 and 12.0 for PR and AR dyes and between 5.0 and 12.0 for CR.
The CR dye was unstable and/or insoluble at pH values lower than 4.0 in the

concentrations evaluated. For these experiments, the dye concentrations were fixed at

110



200mg L for PR and AR in both adsorbents. For CR, the concentrations evaluated were
100 and 200ng Lt in AC and MWCNT, respectively.

All measurements were carried out at 298.15 K. The experiments were performed
in duplicate and thé},, values were the average of both determinations. The relative

standard deviation was lower than 5%.

4.2.4. Determination of adsorption thermodynamics parameters

Thermodynamic analysis of dye adsorption was conducted by determining the
adsorption Gibbs free energy changgG), adsorption enthalpy chang&,(,H) and

adsorption entropy changa(;S).

4.2.4.1.Adsorption Gibbs free energy change

To obtainA,;G™/, a thermodynamic approach was used in which the dye
adsorption process is considdas a partition phenomenon of the dye between the liquid
phase and the liquid-solid interface. Thus, the equilibrium thermodynamic constant

(K.qs) associated with the dye adsorption is given by:

Kaas = ( VgFD > (4.2)

v Ce

whereys andy3°! are the activity coefficients of the dye in the adsorbent surface and in
the solution, respectively. The molar Gibbs free energy change of adsorption for the
transfer of the dye between two reference stalgg "¢/, can be obtained from tig,;,

value, according with equation 4.3:

AadsGref — ugef,s _ ngf,sol = —RTInK,q, (4.3)

111



whereu,* anduj*°" are the chemical potential of the dye in the adsorbent surface

and in the liquid solution, respectively, in a reference state; T is the absolute temperature
of system and R is the gas universal constant.

Considering that at infinite dilution the dye activity coefficient is equal to one, the
reference state of the dye can be defined as that hypothetic standard state in which the
dye activity coefficient tends to one when the dye concentration approaches one. Then,

equation 4.2 can be used to determine Khg, at infinite dilution, according with

equation 4.4:
. 1Ip
Kads - (}:E})C_e (4-4)

with I, in mg g* andC, in mg L. ThereforeK,,, values can be easily obtained from

the isotherm datand thenA,;,G* can be determad where the superscript oo refers to

the reference state at infinite dilution. In this case AthgG® parameter expresses the

change in the Gibbs free energy of the system when one mol of solute moves from the

liquid solution to the adsorbent surface in the standard state at the infinite dilution

condition, i.e., when the dye-dye interaction is absent in the adsorbent and in the solution.
Blaschke et at® proposed a thermodynamic approach that allows to obtain

A,qsGT¢ for different reference states in the following way: they defined a new reference

state at a defined although arbitrary point on the adsorption isotherm with concentration

ch¢’ . In this way, the equilibrium constark];,) can be defined by equation 4.5:

) , I'p
Koqs = lim (—) (4.5)

ce—cref \Ce

and thenA, ;6™ can be obtained by equation 4.6:
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AgqsG™® = —RTInK; 4 (4.6)

For a detailed discussion, Blaschke et al. can be consulted. Using this approach,
the entropic and the enthalpic contributions forAhg G can be obtained for all solute

concentrations.

4.2.4.2.Adsorption molar enthalpy change

The adsorption molar enthalpy chande H) associated with dye-adsorbent
interaction was determined using a TAM Il Isothermal Titration Nanocalorimeter from
TA Instruments controlled by TAM AssistdMtdedicated software. The calorimeter has
two reaction cells (the sample and reference cells) with a total volume of 4.00 mL each.
The titrations were carried out by stepwise injections ofillf a concentrated dye
agueous solution into the sample cell containing 0.00400 g of the adsorbent (MWCNT
or AC) and 2.70 mL of deionized water. The injections were made by a Hamilton syringe
(500 uL) controlled by a 3810 syringe pump from TA Instruments. The time interval
between two consecutive injections was equal to 60 min, and during the titration a stirrer
helix stirring at 180pm in the sample cell was used to ensure homogenization. Blank
experiments of (i) addition of dye solution in deionized water in the absence of the
adsorbents and (ii) addition of deionized water in 0.00400 g of each adsorbent plus
deionized water were also performed. The latter presented negligible thermal effects. For
all experiments, the reference cell was filled with deionized water and the measurements
were performed at the temperature of (25.0000 + 0.0001) °C. Each experiment was
carried out in duplicate.

The adsorption enthalpy change at differBntvalues (associated with thehi-

injection of the dye solution in the sample cell),.H, was determinelly equation 4.7:
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Ay H = Qi,adsn_i didil 4.7)
whereq; .45 andq; 4;; are absorbed or released heat in the sample cell with and without
adsorbent, respectively, in thehiinjection of the dye aqueous solution, ands the
amount of dye adsorbing on the MWCNT (or AC) surface in the same injectiom; The
values were determined directly from the adsorption isotherms. The relative standard
deviations forA,;cH were lower than 10%.

The integral adsorption enthalpy chandgu¢Hintegra) Was also determed
using the following equation:

2ilbiads — Giait
AadsHintegral = l( lazsjn' : l) (4.8)
ing

where q; qa4s, 9iqi @andn; have the same meanings of those in equation 4.7. The
AqasHintegrai Parameter contains the energetic contribution of all occupied adsorption
sites to the enthalpy change of the adsorption process for each surface coverage. The

relative standard deviations faf;,H were lower than 6.0%.

4.2.4.3.Adsorption entropy change
Adsorption molar entropy changes for each reference state defined in section

4.2.4.1 04,57 were calculated from the classic thermodynamic relationship:

ANggsGT = NygsH — TAyys ST (4.9)
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4.3. Results and discussions

4.3.1. Adsorption isotherms

The adsorption of a solute on a surface depends on a delicate balance between the
interactions that the solute establishes with the components in the solution and in the
interface. Some aspects of these interactions can be comprehended by evaluating the
equilibrium data presented by an adsorption isotherm. Figure 4.2 shows the adsorption

isotherms of the red dyes (CR, PR and AR) on the MWCNT surface, at 25 °C jand pH

6.0.

2.0 ® PR
—— AR

e  CR
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Figure 4.2. Adsorption isotherms of red dyes on the MWCNT surface,
at 25.0 °C and pH- 6.0.

For all dyes, thd}, values increase as tlie values increase until reaching a
maximum valuel ,,q,) that indicates the saturation of the MWCNT surface. However,
for each dye equilibrium concentration, tlig values depend strongly of the dye
structure, increasing in the ordgy (PR) <[, (AR) <} (CR). The highest observégd

values range from (0.598 + 0.026) pmot?ni(67.9 + 2.9) mg @] for PR to
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(1.96 + 0.01) umol M [(256 + 2) mg ¢) for CR and are in the same order of magnitude
that the values obtained for other dyes on the MWCNT sufface.

Despite the greatest molecular size of CR (figure 4.1), this dyelhas,a value
which is 3.3 times greater than that obtained for PR, showing that the saturation of the
MWCNT surface is an energetic saturation instead of a space saturation. The CR dye ha
more benzene rings on its structure (six, three and four benzene rings are present in the
structures of CR, AR and PR, respectively) that makes it the most hydrophobic dye with
the greatest capacity to bind to the aromatic structure of MWCNT through n-m stacking
interactions. Thus, our results suggest an important contribution of the n-r stacking and
hydrophobic interactions for the azo-dye adsorption on the MWCNT surface.

In fact, hydrophobic and m-m stacking interactions are proposed by several
researchers as the main forces responsible for the adsorption of organic molecules on
CNTs* However, some researchers have pointed out an important contribution of the
electrostatic interactions and of the molecular conformation on this prdé¢éssd the
last one can explain why the PR dye, which has a greater number of benzene rings than
AR, presents slightly lowdr, values The n-x interactions are more favorable when the
dye approaches the MWCNT in a faceface conformation, and this one is more
favorable for AR than PR. This occurs because the steric hindrance caused by the extra
sulfonate group in the PR structure preventxtptanarity of the four aromatic rings of
PR. According with Almeida et & the two naphthol rings in the PR dye are found up
to 12.8° out of plane relative to one another.

To better understand the adsorption process of the red dyes on the MWCNT
surface, it is important to establish the differences between the adsorption processes of
these dyes on the surface of different carbonaceous materials. For instance, activated

carbon (AC) can allow this comparison because its surface has a large amount of
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functional groups containing oxygen atoms that make it less hydrophobic than MWCNT.
Besides, AC contains carbon atoms of varying saturation degrees and different oxidation
states, and presents a low content of graphitized striféfline adsorption isotherms of

the CR, PR and AR dyes on AC surface, at 25.0°C and pH, are presented in Figure

4.3.
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Figure 4.3.Adsorption isotherms of red dyes on the AC surface,
at 25.0 °C and pH- 6.0.

With regard to the effect of the dye structure on the adsorbed amour}, the
values in AC also follows the ordé} (PR) <I, (AR) < I (CR), showing that the
interactions that govern the adsorption process of dyes on this adsorbent are similar to
those that act on the adsorption of the dyes on MWCNT surface. However, for each dye,
I, values are higher for MWCNT than AC at all equilibrium concentration, and the
I'bmax Values are at least 2.7 times greater when the adsorbent is the MWCNT. These
results suggest that the dyésorbent hydrophobic and n-7 stacking interactions involved

in the adsorption process are more favorable for MWCNT than AC.
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For an additional analysis, tfig 4, (AR)/ Ip max (PR) andp 1nax (CR) Ip max
(AR) ratios were calculated for MWCNT and AC from the experimental data; whereas
the first one remains almost constant when MWCNT is replaced with IpG.L
(AR)/ I'p max (PR) ratio is equal to 1.04 and 1.13 for MWCNT and AC, respectively], the
second one decreases by a hdff [, (CR)/Ip max (AR) ratio changes from 3.14 (for
MWCNT) to 1.52 (for AC)]. From these results, we have suggested that the AC has a
high percentage of unavailable surface area for adsorption of dyes, in special for CR that
presents a larger molecular size compared with the other studied dyes.

Certainly, thel}, values depend on the surface area that is available to adsorption
of the dyes. The AC is a porous material that has a large quantity of narrow micropores
that are inaccessible for some chemicals such as*ti§%&@n the other hand, the pores
of the MWCNT are formed due to the entanglement of some individual tubes that interact
with themselves by van der Waals interactions. These pores have dimensions of
mesopores or higher and they are more accessible for the adsorbate when compared with
the pores of AC/*#" Then, thel} max (CR)/ Ip max (AR) ratio decreases when MWCNT
is replaced with AC because some pores of AC cannot be reached by CR molecules due
to its larger molecular size in relation to the AR molecular size. This pore-size effect
probably does not affect thg 4, (AR)/ Ip max (PR) ratio because AR and PR dyes
have similar molecular sizes and they can access the same number of sites on the
adsorbents. Wheh, values are expressed in mmolikghe adsorption capacity for PR
and AR becomes greater for the AC because this adsorbent has a greater specific surface
area (Ac~ 4.6Awwcnt). However, for CR, the adsorption capacity remains greater when
the adsorbent is the MWCNT, showing that the pore-size effect on the adsorption is

actually more pronounced for this dye.
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Comparison between AC and MWCNT surfaces regarding the adsorption
capacity of other dye molecules has been also examined. For instance, Macha®o et al.
evaluated the Reactive Red M-2BE adsorption on AC and MWCNT and the maximum
amounts of dye uptake were 3381 gt (1.9mg m?) and 260.7mg g * (0.4mg m?)
for MWCNT and AC, respectively. In the same way, Li et®atudied the adsorption
capacity of CNT and AC for Methylene Blue and they foulpg,,, values of 1.23 and
0.16 mg m, respectively. Both authors proposed that the larger pore diameter of the
CNT when compared with AC explains the differences between their adsorption
capacities.

Although the pore diameter of the adsorbents is an important aspect with respect
to the adsorption capacity of the adsorbent, here we are more interested in the
thermodynamic aspects of the binding of the dyes on the surface of the adsorbents. To
understand these aspects, it is important to evaluate the contribution of the electrostatic

interactions for the adsorption process.

4.3.2. pH effect on the adsorption of dyes

The pH of the system can present great influence on the adsorptive uptake of a
solute on a surface because the adsorbent net charge and the ionization/dissociation
degree of the solute, which modulate the dye-adsorbent electrostatic interaction, depend
on the hidrogenionic concentration. Thus, evaluating the pH effect on the adsorption of
the red dyes can provide valuable information about the importance of electrostatic
interactions in this process. Figure 4.4 shows the effect of the initial pH of the system on

the amount of adsorbed dye for the MWCNT and AC surfaces.
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Figure 4.4.Effect of the initial pH on the adsorption of red dyes on MWCNT and AC,

at 25.0 °Cya) CR, (b) AR and(c) PR. The dye concentration was fixed at 2QL *

for PR and AR in both adsorbents and 100 andr2@Q * for CR in AC and MWCNT,
respectively.

The profile of thel}, versus pHcurves is slightly affected by dye and adsorbent
structures, suggesting that the electrostatic forces acting in the adsorption precess ar
equally affected by pH for all evaluated systems. For CR, ampkases from 5.0 to
12.0, thel}, values increase slightly (from 0.15 to 0.17 pmd for AC and from 1.40
to 1.50 pmol it for MWCNT). For AR and PRI}, values decrease when ighcreases
from 1.0 to 6.0 and thel}, values increase slightly when pH increases up to 12.0.

In the pH range evaluated, the red dyes are always negatively charged due to the
presence of sulfonate groups (sulfonic acid hasvyatfue near 0). Additionally, the dye
electronic structures are not affected on this pH range, as suggested by the electronic
spectrum of the dyes in different pH values. On the other hand, the charge on the AC and

MWCNT surfaces depends on the pH. For pH values lower than the point of zero charge
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(pHrzc) of the adsorbents, they present a positive surface charge. On contrary, the
adsorbents present negative surface charge for pH values higher tranTité phbzc
of MWCNT and AC adsorbents were estimated to be 7.5 and 8.6, respectively (Figure
B.S1 in the supplementary data B).

For AR and PR dyes, at pkalue equal to 1.0, there are electrostatic attractions
between the positively charged surface of the adsorbents (tbz) and the anionic
dyes. As the pH of the system increases up to thecpthe positive surface charge on
the adsorbent is reduced. Therefore, the electrostatic attraction between the dyes and the
adsorbents becomes weaker and fpevalues decrease, reaching the lowest values
around pHzc. However, I, values are still high, confirming that non-electrostatic
interactions also act in the adsorption process.

At pH 12.0 (pH > pHzc), the negative surface charge density on the MWCNT
and AC increases and the repulsive electrostatic interactions between the adsorbents and
the anionic dyes become more intense. Thus, we should expect a decreaggvalthes
at this pH. However, this result is not observed and a slight increase occurdjn the
values, suggesting an electrostatic shielding between the dyes and the adsorbent surfaces.
The electrostatic shielding come as result of the increase in the ionic strength caused by

Na" ions from NaOH used to adjust the pH of the solution.

4.3.3. Adsorption isotherm studies

Adsorption models can be used to fit the isotherm experimental data to a
mathematical equation developed from assumptions regarding a possible mechanism for
adsorptior?* Faced with many models described in the literature, an important step to
determine the best model to describe the experimental data is to fit different isotherm
models to obtained data. Here, the adsorption equilibrium data are fitted by Langmuir,

Freundlich, Dubinin-Radushkevich and Temkin models.
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In short, the Langmuir model assumes that i) the adsorbate molecules are
distributed in a monolayer; ii) the interaction sites have all the same energy and iii) there
IS no interaction among adsorbed molecules on the adsorbent surface. Equation 4.10

shows the theoretical expression for the Langmuir isotherm in its linear form:

C, 1 1

= +
Iy Thpex Ko T

D,max

C, (4.10)

wherel}, andl}y,,... are the experimental adsorbed amount and the theoretical maximum
adsorbed amount of the solute, respectively, in mat @, is the equilibrium
concentration, in mol £, andK; is the Langmuir’s constant, in L mol?; K; represents
the thermodynamic constant in the process where free adsorbate molecules in the solution
(A) interact with adsorbemiacant sites (S) to form the A-S pair on the adsorbent surface.
Using equation 4.10, thg,,.., andK;, values can be derived from the slope and intercept
of the curve obtained by plotting, /I, versusC,.

The Freundlich isotherm model is an empirical relationship that describes the
adsorption of solutes in liquid-solid interfaces and assumes that heterogeneous sites of
interaction with distinct adsorption energies are involved in the adsorption process. The

Freundlich isotherm in its linear form is expresbgequation 4.11:
1
Inqgp = InKp + ElnCe (4.11)

where(, is the equilibrium concentration, in mgtLandg, is the adsorbed amount, in
mg g*. Both Kz and n are Freumidh’s constants that represent the adsorption capacity
and adsorption strength, respectively. Using equation &zland n values are obtained

from the intercept and slope in the plotod, versudncC,, respectively.
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The Dubinin-Radushkevich isotherm (D-R) is an analogue of the Langmuir
isotherm with regard to adsorption occurring on a single layer. However, fRe D-
isotherm is more general because it does not suppose a homogeneous surface or constant

adsorption potential. Equation 4.12 shows the linear equation of D-R isotherm:

Ingp, = In(X},) — Kpre? (4.12)

whereq, is the amount of solute adsorbed &gl is the adsorption capacity, both in
mg g?, andK,y is the constant associated with adsorption energy expressed?ikimol
2, The & parameter is the Polanyi’s potential and is given by RTIn[1 + (1/C,)]. The
values ofX;, andK, can be obtained from intercept and slope ofltigg versuss?
curves, respectively.
Finally, the Temkin isotherm takes into account the effect of indirect interactions
among the adsorbate molecules on the adsorbent surface and assumes that the adsorption
enthalpy decreases linearly as surface coverage increases. The Temkin isotherm in its

linear form is given by equation 4.13:

qD = lenKT + lenCe (413)

whereK7 is the equilibrium binding constant (EYgandb; is a constant associated with
adsorption enthalpy. The, and C, parameters have the same meaning of those in
Freundlich’s model.

Table 4.1 shows the fitted parameters of the isotherms for all evaluated models,

in all studied systems.
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Table 4.1.1sotherm Parameters for Adsorption of Red Dyes on MWCNT and AC, at
25.0 °C and pH=6.0.

Langmuir  I'h gy / (mmol m?) K; /(L mol? R? RMSE
MWCNT-CR 2.03 x 10° 1.28 x 16 0.9969  0.093
MWCNT-AR 6.32 x 10* 1.74 x 16 0.9994 0.102
MWCNT-PR 6.26 x 10* 2.50x 10 0.9944 0.061

AC-CR 3.59 x 1¢¢ 6.16 x 10 0.9982 0.080
AC-AR 2.34 x 10 5.79x 10 0.9969 0.088
AC-PR 2.19 x 10 1.05 x 10 0.9948 0.056

Freundlich n K g/ (mg®tm LY m2) R? RMSE
MWCNT-CR 3.72 0.41 0.9726 0.032
MWCNT-AR 9.16 0.18 0.9915 0.007
MWCNT-PR 4.85 0.11 0.9943 0.006

AC-CR 4.34 0.07 0.9800 0.019
AC-AR 6.67 0.05 0.9752 0.014
AC-PR 3.77 0.02 0.9941 0.008
D-R X, I (mg g Kpgr ! (kJ?> mol?) R? RMSE
MWCNT-CR 1.82 x 16 3.80x 17 0.6183 0.149
MWCNT-AR 5.07 x 10 1.45 x 17 0.6887 0.048
MWCNT-PR 5.60 x 10 1.64 x 10 0.6451 0.049
AC-CR 1.74 x 16 2.21 x 16 0.7219 0.088
AC-AR 8.30x 10 1.69 x 16 0.7158 0.047
AC-PR 8.89x 10 1.63 x 10 0.6450 0.076
Temkin by / (mg gh) K;/(Lg? R? RMSE
MWCNT-CR 33.47 15.23 0.9289 0.097
MWCNT-AR 4.45 3099.60 0.9815 0.012
MWCNT-PR 9.27 3.82 0.9734 0.014
AC-CR 27.68 7.53 0.9861 0.022
AC-AR 9.97 65.24 0.9863 0.009
AC-PR 17.98 0.56 0.9808 0.020

Because a good correlation with experimental datp dBes not mean that the
model accurately describes the investigated process, the root mean square error (RMSE)
is also presented. The RMSE values measure the difference between the dye adsorbed
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amount predicted by the fitted modg}{;) and the dye adsorbed amount experimentally

determined#xp), in accordance with equation 4.14:

\/Zﬁvﬂ[(?’est - pexp)/pexp]z (4.14)
N

RMSE =

where N is the number of experimental isotherm data pointg aad denote, or I},.

The Langmuir and Freundlich isotherm models yield the best fits with the highest
determination coefficients fR> 0.9944 and R> 0.9726 for Langmuir and Freundlich,
respectively) when compared with those obtained using the other evaluated models.
However, the Freundlich isotherm is a better model to explain our experimental data
because it presents the smallest RMSE values (RMSE < 3.2%). These results can be
attributed to the features of the evaluated adsorbents (MWCNT and AC), mainly their
surface heterogeneity due to the presence of functional groups on the surface and their
polydispersity.

From the Freundlich model, the n values present magnitude up to 9.16 times
higher than unity, indicating that the dyes concentrates at the adsorbent/solution interface
in the equilibrium state. Thi values were not compared with each other because their
unit depends on the n value, which is distinct for all evaluated systems.

Several studies have evaluated the experimental data of dye adsorption on
MWCNT surface using several isotherm models, and a general model describing the dye
adsorption behavior has not been verified. However, almost all of these studies have
proposed the most adequate model to the experimental data only based on the
determination coefficients values. For instance, while the adsorption of procion red MX-
5B,*8 reactive blue 4 textile dyemethylene blué?°and acid red 183on MWCNT has

presented good determination coefficients for Langmuir isotherm, the adsorption of
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Direct Yellow 86° and binary system of methylene blue and acid re@®®I88MWCNT
has been well fitted to the Freundlich isotherm. On the other hand, experimental data of

dye adsorption on AC has been generally fitted to the Langmuir rfiodéf.

4.3.4. Adsorption thermodynamic parameters

Until now, we have characterized the dye-adsorbent interaction under a
gualitative viewpoint. However, a quantitative knowledge about it is needed to better
understand the driving forces governing the dye adsorption on carbonaceous material
surfaces. Thus, thermodynamic parameters associated with the dye adsorption on both
MWCNT and AC surfacesAG,G™, AgqsH and Ay S™) were determined for
different surface coverage of the adsorbents.

Figure 4.5 shows\,,,G"®, AygsH and TA,,.S™¢ versusl;, curves for AR
adsorption on the MWCNT surface, at 25.0 °C andgajdal to 6.0. Tha,,.X"¢ values
for higherl, were not calculated because the difference between the calorimetric signal
obtained from the dilution of the dye and from the adsorption experiments was lower than
the equipment noise, probably associated with the small amount of dye that adsorbs on

the MWCNT for each injection when the adsorbent surface is almost saturated.
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Figure 4.5. Adsorption thermodynamic parameters verspsurves for adsorption of
AR on MWCNT, at 25.0 °C and pH 6.0.

The A,4;sG™ values associated with AR adsorption on MWCNT are always
negative, indicating that the dye concentrates on the MWCNT surface in the equilibrium
state. Thed, 4 H andTA,,.S™¢/ values are also negative within the evaludjedange,
showing that the dye adsorption process is enthalpically driven for all surface coverage
range. However, thg, increase makes both,,.H andTA,,;,S™¢ values less negative,
suggesting that the AR-MWCNT interaction occurs via different adsorption sites and that
the AR molecules begin to interact strongly among themselves on the adsorbent surface
and in the bulk solution as the dye concentration increases.

Analyzing the profile ofA,4,H versus}, curve we can obtain information about
the interactions that dominate the adsorption process as the surface coverage .increases
Interestingly, at the}, value equal to 8.69xF0umol m?, corresponding to the first
injection in the calorimetric titration experiment, the,;;H value is equal to

-124 kJ mot, indicating that intermolecular interactions of high enthalpic energy
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(hydrogen bonds, electrostatic and dipole-dipole interactions) are involved in the
adsorption process.

To explain the profile of tha,; H versusl curve and the magnitude of the
A,qsH values in figure 4.5, we rationalized thg; H as a sum of terms associated with
four independent sub-processes occurring during the dye adsorption. These different

contributions are synthesized in equation 4.15:

AgasH = DggsHS + AggsHP ™S + Aggs HP~PS¥T + A g HP PS5O (4.15)

whereA4.H% is the enthalpy change associated with the desolvation process of both
dye and adsorbent that involves i) the breaking of water-dye and water-adsorbent
interactions, ii) the formation of water-water interactions, and iii) the change in the
solvation shell structure of the adsorbent due to the dye adsorption. This term can be
positive or negative depending on the energetic balance between the interactions formed
and disrupted during the proceas;H”~5 is the enthalpy change for the formation of
the interaction between the dye and the adsorption site in the surface and it is always
negative; the ,;cHP~PS% andA 4 HP~P5°! terms are the enthalpy changes resulting
from the dye-dye interaction on the adsorbent surface and in the solution, respectively.
During the adsorption process, the first one is positive and the second one is negative.
At low I}, values, there are few AR molecules in the solution and on the MWCNT
surface. For instance, in the first injection during the calorimetric experiment, the AR
concentration in the solution into the cell is 2.71%10nol L'! and the area available for
each adsorbed AR molecule is about 1%.rifnerefore, the AR-AR interactions in the
solution and in the interface are negligible andAfg HP~2S%" andA 4 HP 25! terms

in equation 4.15 do not determine thg;;H magnitude. Then, tha,,;;H values are
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negative becaus®,; H%S + A,yucHP™S < 0. Whereas\,; HP~S is always negative,
either then ., H%° term is also negative or it is positive, pif H S| < |AgqsHP 5.

When thel}, values increase, the dye-dye interaction becomes important and the
AggsHP~PS¥ andA 4 HP P50 terms contribute strongly fay,,H values; the higher
the dye concentratiofs, the more positive is tha, ,;H?~25%" term because the
electrostatic repulsion increasesaagsult of the decrease the distance of interaction
between the dye molecules on the surface. At the same time, the sites of the adsorbent
that interact more favorably with the dye, releasing a greater amount of heat (probably
the less hydrophobic interaction sites), become unavailable for the dye adsorption and
the dye begins to interact with sites that interact less favorablyityithaking the
AgqsHP S term less negative. Therefore, thg;H values become less negative as the
surface coverage increases due to the increase & jh#° 254" andA 4, HP~S terms.

Regarding the adsorption entropy change, it can result from two main events: i)
the transfer of the dye from the solution to the solid-liquid interface, that decreases the
system’s entropy due mainly to the configurational entropy decrease of the dye on the
adsorbent surface and ii) the release of water molecules from the solvation layer of both
solute and adsorbent that promotes an increase of the system’s entropy. Thus, TA,4,5"¢"
values are negative because the entropic gain due to the release of water molecules during
the dehydration process of MWCNT and AR does not compensate the loss of entropy
due to the decrease in the freedom degree of the dye. However, the entropic gain due to
the release of water molecules from the dehydration process increases, wiwanases
because the hydrophobic interactions between AR dye and MWCNT become more
important at higherl}, values, as suggested from thg,;;H calorimetric curves.

ConsequentlyT'A,,.S"¢ increases at higher surface coverage.
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To investigate the effect of the dye structure on the adsorption thermodynamic
parameters and obtain more information about the mechanism of interaction between

MWCNT and the azo-dyed, ;6™ A qsH andTA 4,5 versud), curves were also

obtained for CR and PR dyes and are showed in figure 4.6.
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Figure 4.6.Adsorption thermodynamic parameters verSusurves for adsorption of
(a) CRand(b) PR on MWCNT, at 25.0 °C and pH 6.0.

For both CR and PR, the,;,.G™®/ values are also negative, and the dependence
of this parameter ofy, is similar to that observed for the AR dye. However, the profiles
of theA,4.H andTA,4.S™¢f versusl;, curves depend strongly on the dye structure.

For CR dye (figure 4.6a), thie,,H andTA,,;,S™' values increase when tiig
value changes from 0.11 to 0.24 umot.nthen, they remain almost constant when the
I, values increase up to 0.75 pmoPnindicating that the adsorption sites occupied
interact with the CR dye releasing equal amounts of energy. \Whengreater than

0.75 umol n?, theA 4 H andTA,,,S™® values increase d% increases, showing that

the CR-CR interaction takes place on the MWCNT surface.
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At I}, value equal to 0.11 pmol-fmthere is an important contribution of the
hydrophilic sites for the CR adsorption, leading to a more exothermic process due to the
more negative ,,,HP~5 values. The distinct behavior of thg, H versusl}, curve for
the CR dye in the range from 0.24 to 0.75 pmalaomes from the low charge density
and high hydrophobicity of this dye associated with the majority presence of hydrophobic
sites on the MWCNT surface. Because of this,Apg HP~25%" term does not present
high contribution forA,,.H, and the ternd,,HP~5 is almost constant. Therefore, the
A,q4sH values change little at this wide range of surface coverage.

The comparison between the thermodynamic parameters vgreus/es for AR
and CR gives important information about the adsorption mechanisms involved in the
adsorption of the dyes on MWCNT (an easier comparison between the curves obtained
for AR and CR can be seen in figures B.S2 and B.S3a in the supplementary data B). Both
AgqsH andT A, 4.S™ values are less negative for the CR than for the AR dygvatiues
ranging from 0 to 4.56x1b umol m2 However, whenl}, value increases above
4.56x10" umol m?, A,4H andTA,4.S™¢/ values become more negative for the CR dye.

At the evaluated pH (pH = 6.0), MWCNT is positively charged. On the other
hand, the AR and CR dyes are negatively charged and AR dye (containing threaesulfona
groups) presents a higher negative charge density than CR (containing only two sulfonate
groups on a structure with a higher ionic volume). Consequently, the dye-MWCNT
electrostatic attraction is more intense for the AR, and\theH?~S term in equation
4.15 must be more negative for the AR dye. At the same time, the CR dye has a larger
ionic volume and hydrophobicity, and when this dye adsorption takes place, a greater
number of interactions among the water molecules structured around both MWCNT and
dye molecules should be brok&nBecause of this, the CR desolvation has a higher

energetic cost than the AR desolvation, andAhg H%S term in equation 4.15 is less
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negative (or more positive) for the CR dye. Thus, béthHP~S and A,y H%S
contribute to more negative,;.H values for AR than CR when tlijg values range from
0 to 4.56x16 umol nm?2.

When the}, values are higher than 4.56x40mol m?, theA,, H values become
less negative for AR compared with CR dye due to the more intense dye-dye repulsive
electrostatic interactions that occur on the adsorbent surface when the dye is AR, and the
termA, 4 HP~25% dominates the enthalpic energy involved in the process.

To explain the relative magnitude®A ,;,S™¢ values for AR and CR, we should
consider the change of entropy that occurs in the bulk and in the interface when the dyes
adsorb. However, this parameter cannot be directly compared in the gik,f™¢"
versusl}, (figure B.S3a in the supplementary data B) because at theljavatue, the
dye concentration in the solution is very different. For example, Wwhes equal to
4.56x10* umol nm?, theC, value for AR is about 6.5 times higher than for CR. Then,
when the dyes are transferred from the solution to the adsorbent surface, the contribution
of the configurational entropy change to &, ,;.S™ value is different for both dyes,
and no molecular information can be obtained.

For the PR dye (figure 4.6b), the adsorption process on MWCNT is also
enthalpically driven. However, the profilesif,;H andTA,4.S™/ versud}, curves are
very different from those observed for AR and CR dyeslAsanges from 0.107 to
0.298 umol 1%, the A, cH andTA,,,S™ values become less negative. Then,the
increase from 0.298 to 0.369 pmoPmenders the adsorption process more exothermic
and more entropically unfavorable. Finally, above 0.369 umglasl}, increases the
AgasH and TA,4.S™ values increase slightly. This behavior suggests that different
molecular events involved in the adsorption process of the PR dye modulate the

enthalpic/entropic balance.
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To evaluate the adsorbent surface effect on the dye adsorption thermodynamic,
AgasGTT, AggsH, andTA,,.S™¢ versusl, curves were obtained for AC and they are
showed in figure B.S4 in supplementary data B. In general, when MWCNT is replaced
with AC, the profiles of the adsorption thermodynamic parameters vEystigves do
not change, except for the CR dye. Figure 4.7 presents the adsorption thermodynamic
parameters versug, curves for CR adsorption on MWCNT and AC. The lower
maximum adsorbed amount of the dye on the AC surface limited our comparison between

the adsorption thermodynamic parameters in the range between 0.12 and 0.28%umol m
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Figure 4.7.Effect of adsorbent structure on & A,sG™, (b) AgqsH, and(c)
TA,4:S™ for CR adsorption, at 25.0 °C and pH 6.0.

Although theA,,,G™¢ values become less negative when MWCNT is replaced
with AC (figure 4.7a), the dye adsorption process remains enthalpically driven (figure
4.7b). However, two differences should be highlighted imtheH versusl}, curves: i)
the difference between the magnituded gf; H (MW CNT) andA,44H (AC) values, and
i) the absence of a plateau for the CR adsorption on the AC. These results are associated
with the more heterogeneous sites on the AC than those on the MWCNT surface.

Additionally, the dye-dye interaction on the AC surface is strong even in the beginning
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of the adsorption process (laly values), as can be observed by the high slope in the
AgqsH versusly, curve. Thereforep,,;HP~PS¥(AC) value contributes a ldb the
ALqasH(AC) values. This second hypothesis can be explained by the inaccessible surface

area of AC, providing a smaller surface area available for the CR molecule adsorption.

4.3.5. Adsorption thermodynamic parameters at infinite dilution

To elucidate the driving forces responsible for the dye adsorption on the AC and
MWCNT when the dye-dye interaction does not take place on the adsorption process, we
determined the adsorption thermodynamic parameters at infinite dilution condition.
Adsorption Gibbs free energy change for infinite dilution was determined by the equation
A,4sG* = —RTInK,4s, Where K,;; was obtained by equation 4.4. The adsorption
enthalpy change for infinite dilutiom\{;,H*) was obtained from extrapolation of the
integral adsorption enthalpy chande {sHintegrar) Versusly curves forl, — 0 (figure
B.S5 in supplementary data B). Finally, adsorption molar entropy chatnigénite
dilution (A,4sS*) was obtained from equation 4.9. Table 4.2 shows the adsorption

thermodynamic parameters for infinite dilution condition in the studied systems.

Table 4.2.Adsorption Thermodynamic Parameters for Infinite Dilution Condition of
Red Dyes on AC and MWCNT, at 25.0 °C and pH 6.0.

AgasG®! kI mol? AgasH® @ kI molt  TA,4,8% 1 kJ mol?
ove MWCNT AC MWCNT AC MWCNT  AC
CR -27.24 -29.38 -76.95 -71.63 -49.71 -42.25
AR -33.31 -28.54  -132.72  -133.64 -99.41 -105.1
PR -23.89 -22.09  -198.78  -182.32 -174.89 -160.23

3Relative standard deviation were lower than 4.0°8g,,H* and TA,4;:S® were not obtained with
accuracy for PR dye due to the low amount of data for the fitteth{figure B.S5 in supplementary data
B).
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The A,4,G® values are negative for all systems, indicating that the dye
concentrates on the adsorbent surface in the equilibrium state at infinite dilution
condition. Moreover, the adsorption process in this condition is enthalpically driven
(AgasH®< 0) and entropically unfavorabl€'4,,,S*< 0), with bothA,;;H® and
TA,4sS® values increasing in the order PR < AR < CR.

For both adsorbenta,,;G* values depend on the structure of the dye. Despite
the small change i ;G when the dye structure is changdyg £G> changes a
maximum of 9.42 kJ mdlwhen AR is replaced with PR in MWCNT), the, H® and
TA,4sS®” values vary in a large rang&,(;;H® andTA,4,S® change by a maximum of
121.83 kJ mot and 117.98 kJ md| respectively, when CR is replaced with PR in
MWCNT).

TheA, ;sH® parameter can be expressed as a sum of the same terms in equation
4.15, except the terms associated with the dye-dye interaction on the adsorbent surface
(AgasHP~PS¥7) and in the solutionA(,,HP~P5°!), which are absemt infinite dilution.

Thus, AggsH® = DggsHS® + AggsHP 5%, with both A i H®S™ and Ay HP =5
depending on the hydrophobicity and the charge density of dye and adsorbent. The
AgqsHP~5* term becomes more negative as the electrostatic attraction between the dye
and the adsorbent (positively charged in the pH evaluated) increases, i.e., as the negative
charge density of dye increases. Whereas the negative charge density incheaseler

CR < AR < PRA 4 HP™S®(PR) < AggsHP ™5 (AR) < AggsHP~S*(CR), that is the

same order of tha,,.H® increase. On the other hand, the magnitude of jheH 465>

term depends on the water-dye interaction intensity and on the number of water molecules
released from the solvation shell of both adsorbent and dye when the dye adsorbs.
Whereas CR has a higher ionic volume than PR and AR, it should interact with the

adsorbent releasing a greater number of water molecules to the bulk. Consequently,
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because of the highhydrophobic nature of the CR dye, the?>* term should be less
negative (or more positive) for it, contributing for the less negative valuks,; aff © for

this dye. The greater number of water molecules released from the hydrophobic surface
of both adsorbent and dye to the bulk when the dye is CR also explains the less negative
TA,4sS® values for the CR adsorption.

Regarding the effect of the adsorbent structure on the adsorption thermodynamic
parameters, thd, ;G values are slightly more negative when the adsorbent is the
MWCNT, for AR and PR dyes. Interestingly, thg;,H* values change a little when
MWCNT is replaced with AC. Considering the deviation of the measurements, the
difference between th&,,;;H* values obtained for MWCNT and AC, for each dye, is
smaller than 2.0 kJ mé[less than 3%). This result indieathat the dyes interact with
similar sites on the surface of both adsorbents at infinite dilution condition, i.e., sites with

similar hydrophilicity.

4.4. Conclusion

Adsorption of red azo dyes on MWCNT and AC surfaces was studied and features
about the adsorbent surfaces were highlighted by analyzing the thermodynamic
parameters of adsorption. Adsorption of the dyes on MWCNT and AC surfaces depended
on the adsorbent and dye structures, and the Freundlich model fitted well the
experimental data.

Isothermal titration microcalorimetry presented a great potential in the current
study, showing that this technique can be used to directly determine adsorption enthalpy
changes associated with adsorption of several molecules on carbonaceous materials. The

driving force governing the adsorption process of the dyes on both carbonaceous
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materials was the same, i.e., adsorption of the dyes was enthalpically driven and occurred
with decrease in the system’s entropy.

For low surface coverage values, the dye-adsorbent interactions presented high
enthalpic energies, showing that attractive electrostatic and hydrophilic interactions are
involved in the adsorption process, llesin-n stacking. Our results demonstrated that
the dyes preferentially occupied the most hydrophilic sites on the adsorbent surface at

low amount of adsorbed dye, for both adsorbents.
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CAPITULO 5:

Consideracoes finais

Estudos fundamentais que sejam capazes de descrever oS processos moleculares
associados as propriedades de interesse de certos materiais sdo de extrema importancia
Este trabalho teve este objetivo fundamental e forneceu importantes descobertas sobre a
formacédo da interacdo entre nanotubos de carbono e diferentes moléculas.

A caracterizagao termodinamica das interagdes CNT-BSA e CNT-azocorantes
realizada neste trabalho permitiu determinar uma série de eventos moleculares
envolvendo os processos de adsorcdo de proteinas e corantes sobre a superficie de
nanotubos de carbono. Entretanto, os processos de adsor¢do das moléculas avaliadas aqui
mostraram-se demasiadamente complexos, sobretudo no que se refere a adsorcédo da
BSA.

O resultado mais surpreendente neste trabalho foi, sem davida, os valores de
variagcdo de entalpia de adsorgédo extremamente negativos encontrados para a adsorgéo da
BSA sobre a superficie dos CNTs. A partir desse resultado nds propusemos que a
adsorcao da proteina ocorre com mudancas conformacionais em sua estrutura, as quais
estabilizam entalpicamente o sistema. Apesar de medidas complementares para
confirmacédo desta hipotese ainda néo terem sido realizadas, esse resultado rompe com a
visdo de que uma molécula de BSA se adsorva com a superficie de CNTs por meio de
um Unico sitio de adsor¢do, como alguns trabalhos tém sugerido. Estudos ainda seréo
realizados de forma a confirmar nossas hipéteses.

A utilizagdo dos azocorantes com estruturas semelhantes como sondas
moleculares na investigacdo dos mecanismos de adsor¢ao dos corantes foi uma estratégia

de sucesso na compreensao dos processos de adsorcao destas moléculas sobre a superfic
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de nanotubos de carbono. Nosso trabalho mostrou que o balango entre interacdes
hidrofébicas e hidrofilicas que as moléculas do adsorvato podem realizar com a superficie

do adsorvente determinam o0s mecanismos de adsor¢cdo das mesmas. Diante das
importantes informacdes obtidas com esse trabalho, abrimos campo para novas

investigacbes que possam comparar 0 processo de adsor¢do sobre CNTs de novos
conjuntos de moléculas que possuam estruturas similares como, por exemplo, estruturas
que se diferenciam apenas por um grupo metila. Escolhendo bem os tipos de moléculas
sob investigacdo, interacdes especificas entre adsorvato e adsorvente podem ser
avaliadas. Alguns destes trabalhos ja encontram-se em andamento. Nés acreditamos que
nossos resultados levardo a resolver o problema da importancia relativa de interagoes

hidrofébicas e hidrofilicas para adsorcéo de corantes sobre a superficie de nanotubos de

carbono.
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APENDICE A

Tabela A.S1.Valores de RMSE obtidos para os ajustes de Langmuir e Freundlich em

relacdo as isotermas de adsorcédo de BSA em diferentes condi¢cdes termodinamicas.

Langmuir Freundlich
pH CNT R2 REMQ CNT R2 REMQ
KCI 0,0 mM
MWCNT 0,9985 0,020 MWCNT 0,9622 0,018
3,6 SWCNT-COOH 0,6365 0,095 SWCNT-COOH  0,2530 0,063
SWCNT-OH 0,9589 0,025 SWCNT-OH 0,9939 0,008
MWCNT 0,9980 0,021 MWCNT 0,9026 0,034
4,8 SWCNT-COOH 0,9993 0,011 SWCNT-COOH  0,9307 0,027
SWCNT-OH 0,9820 0,028 SWCNT-OH 0,9663 0,022
MWCNT 0,9988 0,019 MWCNT 0,9059 0,039
5,8 SWCNT-COOH 0,9970 0,024 SWCNT-COOH 00,9534 0,026
SWCNT-OH 0,9882 0,026 SWCNT-OH 0,9203 0,020
KCI 200,0 mM
MWCNT 0,9986 0,039 MWCNT 0,9286 0,029
3,6 SWCNT-COOH 0,9941 0,032 SWCNT-COOH  0,9868 0,010
SWCNT-OH 0,9928 0,027 SWCNT-OH 0,9809 0,018
MWCNT 0,9888 0,043 MWCNT 0,9306 0,029
4,8 SWCNT-COOH 0,9931 0,030 SWCNT-COOH  0,9766 0,016
SWCNT-OH 0,9952 0,015 SWCNT-OH 0,9610 0,027
MWCNT 0,9978 0,036 MWCNT 0,9502 0,025
5,8 SWCNT-COOH 0,9931 0,018 SWCNT-COOH  0,9420 0,026
SWCNT-OH 0,9979 0,009 SWCNT-OH 0,9412 0,031
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APENDICE B

—0o— AC

Figure B.S1.ApH versus pH;i curves for the determination of the point of zero charge
of the MWCNT and AC adsorbents by the solid addition method.
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Figure B.S2.Adsorption enthalpy change verstscurves for adsorption of red dyes
on MWCNT, at 25.0 °C and pH 6.0.
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Figure B.S3.Adsorption entropy change versliscurves for adsorption of red dyes on
MWCNT, at 25.0 °C and pH 6.0.
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Figure B.S4.Adsorption thermodynamic parameters verspsurves for adsorption of
(@) AR, (b) CR,and(c) PR on AC, at 25.0 °C and pH 6.0.
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Figure B.S5.Integral adsorption enthalpy change verSpsurves, at 25.0 °C and pH

6.0. For each system, the different curves correspond to the repetition of the

experiment. Correlation coefficients are also showed.

150



