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Resumo

Amim Junior, J. Caracterizacio e Aplicacdo de Filmes Finos de Acetato Butirato
Carboximetil Celulose, 2009, Tese de Doutorado. Programa de Pds-Graduacio em

Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Esta tese apresenta o estudo do efeito do solvente acetato de etila e acetona no
comportamento em solucdo dos polimeros acetato butirato celulose (CAB) e acetato
butirato carboximetil celulose (CMCAB) e nas caracteristicas dos seus filmes finos obtidos
pela técnica de revestimento rotacional ou por adsor¢do. As medidas de viscosidade e
espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS) mostraram que o acetato de etila € um
melhor solvente para CAB e CMCAB do que a acetona. A caracterizagdo dos filmes foi
feita através de medidas de elipsometria, microscopia de forca atomica (AFM),
espectrocospia vibracional por geracao de soma de freqiiéncias (SFG) e medidas de angulo
de contato. Os filmes de CMCAB obtidos por revestimento rotacional sdo mais espessos
quando preparado em acetona do que em acetato de etila. Imagens de AFM mostraram que
os filmes de CMCAB oriundos de solu¢gdes em acetato de etila sdo mais homogéneos e
lisos do que aqueles preparados a partir de acetona. Medidas de SFG comprovaram a forte
afinidade da acetona com Si10,/Si, mostrando que esse solvente cria uma nova camada para
os filmes de CAB e CMCAB. Os valores de energia superficial calculados para CAB e
CMCAB foram semelhantes ~ (49,0 £ 0,5) mJ/m?, sendo a contribui¢cdo da componente
dispersiva maior que a da componente polar. A adsor¢cdo das proteinas lisozima, albumina
do soro bovino (BSA), concanavalina A e jacalina foram mais pronunciadas sobre os filmes
de CMCAB do que sobre CAB. Indicando que a presenca do grupo carboximetil (CM)

contribui significativamente no processo de adsorcdo das biomoléculas. O efeito da



rugosidade dos filmes de CAB e CMCAB sobre o processo de adsor¢do das proteinas foi
estudado. No caso do CMCAB, a adsor¢do das proteinas foi mais pronunciada sobre o
filme rugoso do que sobre o filme mais liso. Entretanto, para os filmes de CAB a

rugosidade ndo teve um efeito significativo na adsor¢do das proteinas.

Palavras-chave: éster de celulose, elipsometria, AFM, energia superficial, adsor¢cdo de

proteinas



Abstract

Amim Junior, J. Characterization and application of thin film of
carboxymehtylcellulose acetate butyrate 2009, PhD Thesis — Graduate Program in

Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

The effect of ethyl acetate and acetone on the solution behavior of cellulose acetate butyrate
(CAB) and carboxymehtylcellulose acetate butyrate (CMCAB) and on the characteristics of
films obtained either by spin coating or adsorption was investigated. Viscosity and small
angle X-ray scattering (SAXS) measurements showed that ethyl acetate is a better solvent
than acetone for CAB e CMCAB. Films were characterized by means of ellipsometry,
atomic force microscopy (AFM), sum frequency generation (SFG) and contact angle
measurements. Spin-coated films of CMCAB from ethyl acetate solutions were thicker than
those deposited from acetone solutions. AFM images revealed that CMCAB spin coated
films from ethyl acetate solutions were homogeneous and flat. However, films obtained
from solutions in acetone were very rough. SFG spectra showed that acetone binds strongly
to Si0,/S1 wafers, creating a new surface for CAB and CMCAB films. Surface energy
values determined for spin-coated CAB and CMCAB were similar ~ (49,0 + 0,5) mJ/m?
with the dispersive component larger than the polar component. The adsorption of
lysozyme, bovine serum albumin (BSA), concanavalin A and jacalin was more pronounced
onto CMCARB films than that onto CAB films. Indicating that carboxymethyl group favored
the adsorption process. The influence of surface roughness of CAB and CMCAB on protein
adsorption has been investigated. In the case of CMCAB, protein adsorption was
morepronounced onto rough films than that onto flat films. However, the roughness of
CAB films exerted no significant influence on proteins adsorption.

Keywords: cellulose ester, ellipsometry, AFM, surface energy, protein adsorption
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Figura 1. Representacdo da estrutura quimica do acetato butirato carboximetil celulose
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angulo de contato com a superficie, y.v € a energia superficial do liquido, ysi. € a energia
interfacial entre o liquido e o s6lido e s € a energia superficial do sélido.

Figura 3. Ilustracdo da silanizacao das laminas de silicio (Si02/Si) com APS.

Figura 4. Imagem de AFM (80x80) umZ do ilustrando a medida da espessura do filme de
CMCAB, alinha vermelha € a sec¢do transversal.

Figura 5. Ilustracio da montagem experimental utilizada para a medida de angulo de
contato dos filmes finos.

Figura 6. Viscosidade reduzida das solug¢des de (a) CAB e (b) CMCAB em (M) acetato de
etila e em (@) acetona em funcdo da concentragdo dos polimeros, a 25°C.

Figura 7. Curvas de SAXS obtidas para as solu¢cdes de CAB em (a) acetato de etila e (b)
acetona, 5 g/L (W),10 g/L (®), 15 g/L (A)e 20 g/L (V).

Figura 8. Curvas de SAXS obtidas para as solu¢des de CMCAB em (a) acetato de etila e
(b) acetona, 5 g/L. (W),10 g/L (®), 15 g/L (A)e 20 g/L (V).

Figura 9. Gréficos de Guinier obtidos para as solu¢cdes de CAB em (a) acetato de etila e (b)
acetona, 5 g/L (W) ,10 g/L (®), 15 g/L (A)e 20 g/L (V).

Figura 10. Grificos de Guinier obtidos para as solu¢des de CMCAB em (a) acetato de etila
e (b) acetona, 5 g/L. (W) ,10 g/L (®), 15 g/L (A)e 20 g/L (V).

Gréfico da espessura dos filmes de CMCAB (sem recozimento) em acetato de etila (m) e
em acetona (@) obtido por elipsometria.

Figura 11. Espessura dos filmes de CMCAB medidos por elipsometria (Dgri) em funcio da
concentracdo de CMCAB em solugdes preparadas em acetato de etila (m) e em acetona (e),
(a) sem tratamento térmico e (b) apds 15h de tratamento térmico.

Figura 12. Grafico da espessura dos filmes de CMCAB (sem recozimento) em acetato de

etila (m) e em acetona (®) obtido por AFM.



Figura 13. Difratograma de raio-X obtido para o acetato butirato carboximetil celulose
(CMCAB). Os simbolos em preto representam os dados experimentais, a curva em
vermelho € o ajuste matemadtico (Lorentz) e as curvas em azul representam as areas das
regides cristalinas e do halo amorfo oriundos da deconvolugdo da curva tedrica.

Figura 14. Imagens topograficas de AFM (5x5)um” obtidas no modo contato intermitente
para filmes de CMCAB preparados por spin coating em (a) acetona, Z = (10mg/mL) e (b)
acetato de etila, Z = 10 nm, (10mg/mL), sem tratamento térmico.

Figura 15. Imagens de AFM (5)(5)um2 dos filmes de CMCAB preparados por spin coating
em solugdes de acetato de etila nas concentragdes de 5, 10 e 20 g/ com os respectivos
tempos de recozimento.

Figura 16. Imagens topograficas de AFM (5)(5)um2 obtidas no modo contato intermitente
para filmes de CMCAB preparados por spin coating em (a) acetona, Z = (10mg/mL) e (b)
acetato de etila, Z = 10 nm, (10mg/mL), sem tratamento térmico.

Figura 17. Valores de rugosidade média (RMS) dos filmes de CMCAB preparados em
acetato de etila em diferentes tempos de recozimento.

Figura 18. Valores de rugosidade média (RMS) dos filmes de CMCAB preparados em
acetona em diferentes tempos de recozimento.

Figura 19. Isotermas de adsorcd@o obtidas para (a) CAB e (b) CMCAB utilizando acetato de
etila como solvente em duas superficies diferentes, (@) silicio (SiO»/Si) e (M) para a
superficie de Si0»/Si funcionalizada com grupo amino (APS), a 25°C.

Figura 20. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) umZ para os filmes de CAB sobre
(a) Si/Si03, Z = 4 nm, (b) APS, Z =7 nm e para os filmes de CMCAB sobre (c) Si/Si0,,
Z= 3nme (d) APS,Z = 3 nm.

Figura 21. Imagens de AFM (5 x 5) umZ para CMCAB: (a) Oh de recozimento, Z= 8 nm,
(b) 15h de recozimento, Z= 10 nm e para CAB: (c) Oh de recozimento, Z= 7 nm e CAB (d)
15h de recozimento, Z= 9 nm, sobre superficie de APS.

Figura 22. Espectro de SFG obtido em ar para os filmes de (a) CAB e (b) CMCAB
preparados com solucdes de acetato de etila.

Figura 23. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) um® para os filmes de CAB

preparado em (a) acetato de etila e em (b) acetona por adsor¢ao.



Figura 24. Espectro de SFG obtido a seco para o filme de CAB preparado com (a) acetato
de etila e com (b) acetona sobre quartzo.

Figura 25. Espectro de SFG obtido in situ para (e) acetona e (m) acetato de etila sobre
quartzo.

Figura 26. Espectro de SFG obtido em ar para acetona sobre quartzo.

Figura 27. Ilustracdo da formacdo de filmes de CAB sobre SiO,/Si utilizando como
solvente (a) acetona e (b) acetato de etila. Onde R em (b) pode ser os grupos OH ou
COCHs.

Figura 28. Valores médios da quantidade de lisozima adsorvida (I'iisozima) SObre os filmes
de CAB e CMCAB depositados sobre APS e Si0,/Si, a partir de solugdes de lisozima (¢ =
1,0 g/L) preparadas em dgua pura (coluna vermelha), 0,01 mol/L NaCl (coluna verde), 0,10
mol/L NaCl (coluna azul), a25°Ce pH=6,4 £ 0,1.

Figura 29. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) umz, com correspondente sec¢cao
transversal, para os filmes de lisozima preparados em (a) d4gua, Z = 6 nm, e em (b) 0,1
mol/L. de NaCl, Z = 20 nm, sobre CAB/SiO»/Si e para os filmes preparados em (c) dgua,
Z = 8nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 9 nm, sobre CAB/APS/Si0,/Si.

Figura 30. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) umz, com correspondente sec¢cao
transversal, para os filmes de lisozima preparados em (a) d4gua, Z = 6 nm, e em (b) 0,1
mol/L. de NaCl, Z = 12 nm, sobre CMCAB/ SiO,/Si e para os filmes preparados em (c)
dgua, Z= 4nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 3 nm, sobre CMCAB/APS/ SiO,/Si.
Figura 31. Valores médios da quantidade de BSA adsorvida, I'gsa (mg/mz), sobre 0s
filmes de CAB e CMCAB depositados sobre APS e SiO»/Si, a partir de solucdes de
lisozima (¢ = 1,0 g/L) preparadas em &dgua pura (coluna vermelha), 0,01 mol/L. NaCl
(coluna verde), 0,10 mol/L NaCl (coluna azul), a 25°C e pH=6,4 £ 0,1.

Figura 32. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) umz, com correspondente sec¢cao
transversal, para os filmes de BSA preparados em (a) 4gua, Z = 2,5 nm, e em (b) 0,1
mol/L de NaCl, Z = 9 nm, sobre CAB/ SiO,/Si1 e para os filmes preparados em (c) dgua, Z
= 2nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 12 nm, sobre CAB/APS/ SiO,/Si.

Figura 33. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) umz, com correspondente sec¢cao

transversal, para os filmes de BSA prepardos em (a) 4gua, Z = 2,5 nm, e em (b) 0,1 mol/L



de NaCl, Z =5 nm, sobre CMCAB/ Si0,/S1 e para os filmes preparados em (c) 4gua, Z =
2,5 nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 7 nm, sobre CMCAB/APS/ Si0,/Si.

Figura 34. Imagens topogréficas obtidas por AFM (1 x1) umz, com correspondente sec¢ao
transversal, para os filmes de jacalina sobre (a) CAB/ Si0,/Si, Z = 6 nm, (b) CAB/APS/
S104/S1, Z=9 nm e sobre (c) CMCAB/ SiO»/S1, Z= 3 nm e (d) CMCAB/APS/ Si0,/S1, Z =
11 nm.

Figura 35. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) umZ , com correspondente sec¢ao
transversal, para os filmes de concanavalina A sobre (a) CAB/ SiO»/Si, Z = 7 nm, (b)
CAB/APS/ SiO,/Si, Z = 12 nm e sobre (c¢) CMCAB/ SiO,/Si, Z= 9 nm e (d)
CMCAB/APS/ S105/S1, Z = 10 nm.

Figura 36. Imagens de AFM (1 x1) umZ : (a) topografica, Z = 25 nm, (b) correspondente
sec¢do transversal e (c) imagem de amplitude, Z = 3 nm, do filme de CAB preparado por
spin coating em acetona (5g/L) sobre SiO»/Si e (d) topografica , Z = 100 nm, (e)
correspondente seccdo transversal e (f) imagem de amplitude, Z= 9 nm, do filme de
CMCARB preparado por spin coating em acetona (5g/L) sobre Si0/Si.

Figura 37. Quantidade de material adsorvido, F(mg/mz), das proteinas : lisozima, BSA ,
concanavalina e jacalina sobre os filmes lisos e rugosos de CAB e CMCAB sobre Si05/Si,
a25°C.

Figura 38. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topogrifica, Z = 27 nm, (b) correspondente
seccdo transversal e (c) imagem de amplitude, Z = 2 nm, do filme de lisozima sobre
CAB/Si10,/Si (filme preparado por spin coating em acetona (5g/L) e (d) topogréfica , Z =
30 nm, (e) correspondente seccdo transversal e (f) imagem de amplitude, Z= 3 nm, para o
filme de BSA sobre CAB/S10,/S1 (filme preparado por spin coating em acetona (5g/L).
Figura 39. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topogrifica, Z = 35 nm, (b) correspondente
seccao transversal e (c) imagem de amplitude, Z = 2 nm, do filme de Concanavalina A
sobre CAB/S10,/S1 (filme preparado por spin coating em acetona (5g/L) e (d) topografica,
7 =720 nm, (e) correspondente sec¢do transversal e (f) imagem de amplitude, Z= 2 nm, para
o filme de jacalina sobre CAB/SiO,/Si (filme preparado por spin coating em acetona
(5g/L).

Figura 40. Imagens de AFM (1 x1) umZ : (a) topografica, Z = 80 nm, (b) correspondente

seccao transversal e (c) imagem de amplitude, Z = 5 nm, do filme de lisozima sobre



CMCAB/S10,/S1 (filme preparado por spin coating em acetona (5g/L) e (d) topogréfica, Z
= 80 nm, (e) correspondente sec¢ao transversal e (f) imagem de amplitude, Z= 6 nm, para o
filme de BSA sobre CMCAB/Si10,/Si (filme preparado por spin coating em acetona (5g/L).
Figura 41. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topogrifica, Z = 70 nm, (b) correspondente
seccdo transversal e (c) imagem de amplitude, Z = 5 nm, do filme de concanavalina A
sobre CMCAB/Si0»/Si (filme preparado por spin coating em acetona (5g/L) e (d)
topografica, Z = 70 nm, (e) correspondente seccao transversal e (f) imagem de amplitude,
Z= 6 nm, para o filme de jacalina sobre CMCAB/S10/Si (filme preparado por spin coating
em acetona (5g/L).
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Tabela 1. Caracteristicas do acetato butirato celulose (CAB) e acetato butirato de
carboximetilcelulose (CMCAB): massa molar média numérica (M_”), temperatura de

transicdo vitrea (T,), temperatura de fusdo (Tn), grau de esterificacdo para o acetato
(DS ac), butirato (DSgy), carboximetil (DScym) e hidroxila (OH).

Tabela 2. Viscosidade intrinseca ([1]), concentragdo critica (C*) e constante de Huggins
(Ky) determinados através dos ajustes matematicos para as solugdes de CAB e CMCAB
em acetato de etila e acetona a 25°C. Os desvios obtidos nos valores sdo oriundos das
medidas em triplicata da viscosidade das solu¢Oes poliméricas em ambos os solventes.
Tabela 3. Valores médios dos raios de giragdo (R,) obtidos por SAXS para CAB e
CMCAB nas solucdes de acetona e acetato de etila.
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Tabela 11. Valores dos angulos de avancgo (04), angulo de recesso (Or) e histerese (AQ)
para lisozima imobilizada sobre as superficies de ésteres de celulose.

Tabela 12. Valores dos angulos de avancgo (04), angulo de recesso (Or) e histerese (AQ)
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Lista de Abreviaturas

A, Area da regido amorfa

A.: Area da regido cristalina

AFM: Microscopia de For¢a Atdmica

BSA: Albumina do soro bovino

CAB: Acetato Butirato de Celulose

CMCAB: Acetato Butirato Carboximetil Celulose
D: Espessura média da camada de éster de celulose
DSac: Grau de substitui¢ao para o acetato

DSbu: Grau de substitui¢do para o butirato

DSC: Calorimetria exploratdria diferencial

OH: Grau de substitui¢do para a hidroxila

RMS: Rugosidade quadritica média

Ty Temperatura de transi¢do vitrea

Tm: Temperatura de fusdo

Wxrp: Grau de cristalinidade calculado por difragdo de Raios-X

XRD: Difragao de Raio-X



Lista de Simbolos

M | : Massa molar média numérica

x"’s: Energia de adsor¢do envolvida na adsor¢do do polimero no substrato
foo: Energia de interacdo solvente/solvente

fos: Energia de interacdo solvente/substrato

fop: Energia de interacdo polimero/polimero

f,s: Energia de interacdo polimero/substrato

y” : Componente polar da energia superficial

7, - Energia interfacial entre o sdlido e o liquido
;/d : Componente dispersiva da energia superficial
7 Energia superficial do sélido

7, - Energia superficial do liquido

;/f : Componente dispersiva da energia superficial do sélido
;/‘ZV : Componente dispersiva da energia superficial do liquido
;/f : Componente polar da energia superficial do s6lido

v}, - Componente polar da tensdo superficial do liquido

k: Constante de Boltzmann

T: Temperatura

T: Turbidez

I': Quantidade adsorvida de proteina

0: Angulo de contato



Rg: Raio de giragdo

p: Densidade

1: viscosidade da solucdo

: velocidade da rotagcdo do spinner

0: taxa de evaporacdo do solvente.
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1. Introducao

A interagdo de proteinas com superficies determinam o comportamento de uma
grande variedade de processos de fundamental relevincia para a dreas tecnoldgica e
académica. Entretanto, a adsor¢do de proteinas € um processo complexo, pois as proteinas
sd0 macromoléculas compostas por uma quantidade definida de aminodcidos. Devido a
grande variedade das propriedades quimicas desses aminodcidos incluindo carga,
hidrofobicidade, cardcter acido/base, as proteinas exibirdo distintos comportamentos
dependendo do meio que se encontram. Vérios estudos mostraram que diversos fatores
influenciam o comportamento de adsor¢cdo das biomoléculas, tais como: a forca iOnica
[BALDWIN, R. L., 1996; TSUMOTO et al., 2007] , pH [DIETERLE et al., 2008] a
composicdo quimica da superficie [SIGAL, et al., 1998; YUAM, SUN, 2009] e
temperatura [KOPAC et al., 2008].

A formacdo de filmes finos de polissacarideos sobre superficies sélidas tem uma
significativa importancia, devido principalmente a capacidade de aplicagdo desses filmes na
imobilizacdo de biomoléculas [CHARREYRE et al., 1997; WIEGAND et al., 1997] dando
condicdes para o desenvolvimento de biossensores [DELAIR et al., 1999]. Para esta
finalidade, superficies de polissacarideos tém se destacado em relagdo aos polimeros
sintéticos, por serem biocompativeis e provenientes de fontes renovaveis [SACKMANN,
1996].

O grande desafio no desenvolvimento de biosensores estd em obter superficies que
favorecem a adsor¢do da proteina de forma que suas caracteristicas de seletividade,

especificidade e atividade catalitica sejam preservadas. Portanto, as propriedades



superficiais dos filmes poliméricos tais como morfologia, molhabilidade e energia
superficial devem ser rigorosamente estudadas para assegurar o uso dos mesmos nas
pretendidas aplicagdes tecnoldgicas.

Os métodos mais utilizados no preparo de filmes finos poliméricos e que
posteriormente possibilitam controlar as propriedades superficiais dos filmes sdo:
Langmuir-Blodget [SCHWARTZ,1997], revestimento rotacional [NORMAN et al., 2005],
adsorc¢do e automontagem ( Layer-by-Layer) [DECHER, 1997].

Esteres de celulose sdo polimeros derivados da celulose com maior nimero de
aplicagOes tecnoldgicas. O interesse em converter celulose em ésteres de celulose surgiu
por dois motivos: (i) a celulose decompde abaixo do seu ponto de fusdo, tornando
impossivel o processamento no estado fundido e (i) a celulose € insolivel em dgua e em
muitos outros solventes por causa das intensas ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares [MARK; KROSCHWITZ, 1986]. As propriedades quimicas dos ésteres
de celulose dependem do tamanho, do tipo de substituinte e do grau de substituicao dos
grupos éster ligados a cadeia, visto que existem na celulose trés hidroxilas que podem
sofrer uma reacdo de esterificacdo [EDGAR et al., 2001].

Estes derivados de celulose sdo largamente utilizados em formulagdes de tintas e
revestimentos a base de solventes orgadnicos para melhorar as propriedades de fluxo
(viscosidade), a capacidade de polimento, estabilidade a radiacdo UV, resisténcia ao
amarelecimento, resisténcia a fissuras no filme, dispersdo dos pigmentos. Dentre os ésteres
de celulose, os que sdo mais utilizados em revestimentos sdo acetato de celulose (CA),
propionato acetato de celulose (CAP) e butirato acetato de celulose (CAB). Na formulagdo
de revestimentos metalicos para a industria automotiva, a presenca de CAB ajuda na

orientacdo paralela das particulas metédlicas [EDGAR et al., 2001]. No segmento de tintas



decorativas o CAB tem sido usado como compatibilizante e agente promotor de reten¢do de
cor, flexibilidade e resisténcia a umidade [EDGAR et al., 2001].

Na literatura encontram-se estudos sobre a adesio de proteinas sobre membranas de
ésteres de celulose [MURATA, TANIOKA, 1997; MURTINHO et al., 1998]. Entretanto,
existem poucos trabalhos sobre a formagado de filmes de ésteres de celulose e de uso como
biofilmes para adsorcdo seletiva de proteinas. Recentemente, foi observado no nosso grupo
de pesquisa [KOSAKA et al.,2007a] que filmes finos de CA, CAP e CAB poderiam ser
aplicados como substratos na imobilizacdo de enzimas. A lipase, uma enzima usada na
industria alimenticia e que catalisa reagdes de polimerizagdo de poliésteres e
policarbonatos, foi imobilizada sobre os filmes finos desses ésteres e apresentou uma
atividade catalitica maior do que livre em solucdo. Além disso, os substratos podiam ser
reutilizados até 3 vezes que a lipase nao perdia a sua atividade. Estes resultados mostraram
que os ésteres celulose podem ser materiais promissores para a imobilizacdo de
biomoléculas.

O acetato butirato carboximetil celulose (CMCAB) é um éster de celulose insolivel
em agua, mas solivel em solventes como acetato de etila, metanol, acetona [EDGAR et al.,
2001; EDGAR, 2007] que retine duas caracteristicas em um sé material: o cardter
hidrofilico dos grupos acetato e carboximetil e o cardter hidrofoébico devido ao radical
butirato. O CMCAB pode ser obtido a partir da esterificacio de carboxialquil celulose
[EDGAR et al., 2001]. A diferenca na estrutura quimica entre 0 CMCAB e o éster de
celulose CAB € a presenca do grupo carboximetil (CH>COOH) como € mostrado na Figura

1.
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Figura 1. Representacdo da estrutura quimica do acetato butirato carboximetil celulose (CMCAB) onde R =
H, COCH,CH,CH;, COCHj; e/fou R = CH,COOH e do acetato butirato celulose (CAB) onde R = H,
COCHZCHZCH} e/ou COCH3

As patentes encontradas sobre CMCAB focam aplicacOes tecnoldgicas tais como a
aplicacdo em pinturas automotivas [WALKER et al., 2002], na dispersdo de materiais
hidrofébicos em solucdo aquosa, além de seu uso como aditivo em tintas dando mais
durabilidade a impressdo da mesma [OBIE, 2004; BAUER, 2005] e mais recentemente, 0
CMCAB estd sendo usado como matriz para formula¢des farmacéuticas [EDGAR, 2007].

Dentre as referéncias, nenhuma reporta estudos sobre formagdo, caracterizagio e a
aplicacdo de filmes finos de CMCAB como substratos para processos de adsorcdo de
biomoléculas. Por esta razdo, este trabalho explorou a obten¢do de filmes finos de CMCAB
e a aplicacdo destes filmes como suportes para imobilizagdo de proteinas. Foram escolhidas
quatro proteinas com caracteristicas diferenciadas. A lisozima é uma enzima com ponto
isoelétrico alto (pI = 11) e fungdo bactericida [FRANCK, 1992] , a albumina de soro
bovino € uma proteina globular com larga aplicacdo no desenvolvimento de kits de
diagnésticos [CARTER, HO, 1994], a concanavalina A é uma glicoproteina que interage
com a glicose ou manose, com alto poder coagulante e a jacalina € outra glicoproteina

aglutinante, porém se liga a galactose [BREWER et al., 1983; KABIR, 1998; ].



2. Fundamentaciao tedrica da determinacao da energia superficial de

filmes poliméricos através de medidas de angulo de contato

Medidas de éangulo de contato € uma técnica bem conhecida e util para a
caracterizacdo de superficies s6lidas. Uma importante aplicacdo das medidas de dngulo de

contato € avaliagdo da energia superficial de uma superficie sélida (y,) [ADAMSON,

1990; BUTT; GRAF; KAPPL, 2003].

Os liquidos tendem a assumir formas que tornam minima a sua area superficial, de
modo que o numero mdximo de moléculas fica no interior da fase liquida envolvidas pelas
moléculas vizinhas e com elas interagindo. Por isso, goticulas de liquidos tendem a ser
esféricas, pois nessa forma adquire uma menor area superficial para um dado volume.

Ao colocarmos uma gota de um liquido sobre uma superficie s6lida plana ela podera
espalhar-se completamente sobre toda a superficie ou permanecer como uma gota com um
certo angulo de contato com a superficie solida (Figura 2), o qual corresponde a energia

minima do sistema

Vapor

Liquido

Salido

Figura 2. Tlustracdo de uma gota de um liquido sobre uma superficie s6lida sendo 6 o angulo de contato com
a superficie, Y.v € a energia superficial do liquido, Ys. € a energia interfacial entre o liquido e o sélido e ys € a

energia superficial do sélido.



Considerando que as diversas for¢as superficiais podem ser representadas por tensdes
superficiais, atuando na dire¢cdo da superficie, Young [Young, 1805] mostrou que para uma

superficie perfeitamente plana e homogénea:

Vs =V T Vv cos @ (1)

onde Ys € a energia superficial do solido, yLv € a energia superficial do liquido, ys. € a
energia interfacial entre o s6lido e o liquido e 0 o angulo de contato com a superficie.

Um problema € encontrado quando se tenta calcular y, a partir da equagdo 1, uma
vez que ¥, € desconhecido e ndo pode ser medido diretamente. O dngulo de contato 0
pode ser medido e y,, pode ser medido pelo método do anel de Du Noiiy ou placa de
Wilhelmy ou obtido a partir de dados da literatura.

A equagdo de Dupré (equacgao 2) relaciona o trabalho de adesdo na interface sélido-

liquido (Wg ) com y, ¥, € 7., [ADAMSON, 1990]:

W=Vt 7y 7Vs @)

A combinacdo da equacdo de Young (equagdo 1) com a equagdo de Dupré (equagio

2) resulta em:

Y, (d+cosf)=Ws

Fowkes (1964) considerou que a energia superficial total de uma substincia é
formada por componentes que correspondem aos diferentes tipos de interacdes
intermoleculares [ADAMSON, 1990].

total _ d

4 e+ 7P 4)



onde os sobrescritos d e p correspondem as interacOes dispersiva e polar, respectivamente.

A equacdo de Good, Girifalco e Fowkes [Adamson 1990] expressa a contribui¢cdo

dos diferentes tipos de interacOes intermoleculares e o trabalho de adesdo:

W s = 2\/(;§yiv ) + 2\/(y§y‘£v) 5)

Combinando as equagdes (3) e (5) obtém-se a equagdo geométrica [Adamson, 1990;

WU, 1982]

yLy (1+cos )= 2[(?3 )b VEV)]/2:| ©

Outra aproximacdo da equacdo de Young se baseia no modelo harmonico [WU,

1982]:

d d pP..p

)=4 ’stiv_ | VSTiv
d d p p
YsTVv  VsTVLv

YLv (14+cos @ %

Se as medidas de angulo de contato forem feitas com pelo menos dois liquidos de
y,,e 7, conhecidas sobre as superficies poliméricas, € possivel resolver a equagdo 6
(modelo geométrico) ou equacdo 7 (modelo harmodnico) e calcular as componentes
dispersiva (;/g) e polar (y;) para o sélido [BOUALI et al., 1998; SHIMIZU;
DEMARQUETTE, 2000 ; WU, 1982; WU, 1971]. A partir desses métodos é possivel

. . . . d . . . A
calcular primeiro a componente dispersiva ¥, da energia superficial a partir do angulo de



contato com liquidos apolares, como o diiodometano, e entdo a componente polar ¥,

determinada a partir de medidas de 4ngulo de contato para um liquido polar (dgua).

Nao ha nenhum argumento tedrico para a escolha do modelo (geométrico ou
harmonico) que deve ser usado. Entretanto, Wu (1982) mostrou que o modelo harmdnico
descreve experimentalmente melhor as interagdes entre os liquidos testados e a superficie
de polimeros. Portanto, este serd o modelo adotado aqui para calcular a energia superficial
dos polimeros. Em algumas séries de medidas verificamos que a diferenca de valores
encontrados quando se aplica o modelo geométrico e o harmodnico € da ordem de 10%, o

que esta dentro do erro experimental.



3. Objetivos

1) Estudar as propriedades em solugdo dos polimeros CAB e CMCAB e inferir sobre o
efeito da presenca do grupo carboximetil do polimero CMCAB sobre as suas
propriedades.

2) Obter filmes de CMCAB pela técnica de revestimento rotacional e avaliar o efeito
do solvente e do tratamento térmico nas caracteristicas dos filmes.

3) Estimar a energia superficial de filmes de CAB e CMCAB preparados por
revestimento rotacional sobre diferentes substratos.

4) Investigar a adsor¢do de diferentes proteinas sobre os filmes de CAB e CMCAB.



4. Materiais

Placas de silicio (SiO./Si) adquiridas da Silicon Quest (Califérnia. EUA) foram
usadas como substrato. As placas de silicio foram usadas nas dimensdes de 1x1 (cm?) para
experimentos de obten¢ao de filmes finos. Os solventes utilizados, acetona, acetato de etila,
diidometano sdo de grau analitico. Os polissacarideos acetato butirato celulose (CAB) e
acetato butirato carboximetil celulose (CMCAB) foram gentilmente cedido pela Eastman
do Brasil (Tabela 1). O reagente 3-aminopropiltrietoxisilano (APS) foi adquirido da Sigma-
Aldrich. As proteinas lisozima, albumina do soro bovino (BSA), concanavalina A e jacalina

foram adquiridas da Sigma-Aldrich e utlizadas sem purificacao prévia.

Tabela 1. Caracteristicas do acetato butirato celulose (CAB) e acetato butirato de carboximetilcelulose

(CMCAB): massa molar média numérica ( M , ), temperatura de transicdo vitrea (Ty), temperatura de fusdo

(Ty), grau de esterificagdo para o acetato (DS s¢), butirato (DSgy), carboximetil (DScm) e hidroxila (OH).

Polimero Cédigo 7 (g/mol) Te’C) Tm("C) DSac DSey DScm OH

Acetato butirato CMCAB
carboximetil 641-0,2 20,000 135 145-160 044 1,64 0,33 0,59

celulose
Acetato butirato CAB 20,000 125 160 0,95 1,65 - 0.4
celulose 381

Dados fornecidos pelo fabricante (Eastman).

5. Métodos
5.1 Silanizacao das laminas de silicio

As superficies das laminas de silicio foram modificadas, seguindo a metodologia
encontrada na literatura [Petri, et al., 1999], por meio da introducao de grupos amino apds a
reacdo de silanizacdo com 3-aminopropiltrietoxisilano (APS). A figura 3 ilustra a

silanizacdo da superficie do silicio. As laminas, previamente lavadas e secas, foram
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deixadas em contato a 60°C com uma solu¢do de APS (1%) em tolueno. Os tempos
reacionais foram de 20s para a silanizacdo com APS. Em seguida as 1aminas foram lavadas
com tolueno de modo a eliminar os residuos dos grupos ndo ligados a superficie da lamina
de silicio. O tratamento térmico das camadas de APS foi feito em uma estufa a vdcuo a

150°C e a 170°C por 15h.

§NH2 MH, MNH;  NH,
T g ey .
—?|—D—S||—D—Sl|—0—8||—

! | | | Ap6s silanizagio | | | |

S 5 5 4 » = = = =

Figura 3. Tlustracdo da silaniza¢do das laminas de silicio (SiO,/Si) com APS.

5.2 Preparacao dos filmes finos dos polimeros CAB e CMCAB por
revestimento rotacional

Solucdes de CMCAB foram preparadas em acetato de etila e em acetona na
concentracdo variando de 5 a 20 g/L para preparar filmes sobre wafers de silicio por spin-
coating (revestimento rotacional). Uma tnica solu¢cdo de CAB em acetona (5 g/L) foi usada
para preparar o filme sobre wafer de silicio. Filmes de CAB e CMCAB sobre laminas de
silicio silanizadas com 3-aminopropiltrietoxisilano (APS) foram obtidas por spin coating
somente em solugdes preparadas com acetato de etila na concentracdo de 20 g/L. As

laminas de silicio e as silanizadas com APS foram submetidas a uma rotacdo de 3000 rpm

11



durante 30s num equipamento Headway a (25 £ 1)°C. O recozimento dos filmes de
CMCAB preparados em acetato de etila e acetona sobre ldminas de silicio foi feito em uma
estufa a vacuo a 150°C em diferentes tempos (4h, 15h, 60h e 168h). O recozimento dos
filmes de CAB e CMCAB sobre APS foi feito a 170°C para o CAB e a 150°C para o

CMCAB por 15h.

5.3 Isotermas de adsorcao

Isotermas de adsorcdo dos polimeros CAB e CMCAB sobre dois substratos
(S102/S1, APS) foram obtidas a (25 £ 1) °C variando-se a concentracdo dos polimeros de
0,02 a 2,0 g/L nas solucdes de acetato de etila e acetona. O tempo de adsor¢do foi de 24
horas para que os sistemas alcancassem o equilibrio termodinamico. A espessura média da
camada polimérica adsorvida sobre os substratos S10,/Si e APS foi determinada através de
medidas de elipsometria. Os experimentos de dessor¢cdo foram realizados deixando os

substratos adsorvidos com os polimeros em contato com os solventes puros por 24h.

5.4 Adsorcao de proteinas sobre os filmes finos de ésteres de celulose

Os substratos cobertos com os filmes finos de ésteres de celulose foram imersos em
solucdes das proteinas lisozima, albumina de soro bovino, concanavalina A na
concentracdo de 1g/L e jacalina na concentragdo de 0,15 g/L, a (25 £ 1)°C e pH = 6,4 por
17 horas. As solugdes de concanavalina A foram preparadas na presenca de CaCl, (0,01
mol/L) e MnCl, (0,01 mol/L). O efeito da forca idonica sobre a adsor¢do da lisozima e
albumina de soro bovino (BSA) foi investigada preparando solu¢des dessas proteinas em
0,01 mol/L e 0,1 mol/LL de NaCl. Apds a adsor¢do, os substratos foram removidos das

solucdes, lavados com dgua destilada e secos com jatos de N>. As amostras foram
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caracterizadas por elipsometria, microscopia de forca atdbmica (AFM) e dngulo de contato.
Os experimentos de dessor¢do foram realizados deixando os substratos adsorvidos com as
proteinas em contato com dgua pura ou com solu¢do de NaCl na concentracdo de 0,01

mol/L ou 0,1 mol/L por 17h.

5.5 Medidas de viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas em um equipamento automdtico (AVS350
Schott) usando um viscosimetro de Ubbelohde calibrado. As solu¢des de CAB e CMCAB
foram preparadas em acetona e em acetato de etila com concentragdes variando de 1 g/l a
15 g/L. As solucdes foram deixadas imersas por 10 min no banho termostatizado a 25 £ 1°C

para atingirem o equilibrio térmico e em seguida foram feitas as medidas em triplicata.

5.6 Espalhamento de raio - X a baixo angulo (SAXS)

Experimentos de SAXS foram realizados no laboratorio nacional de luz sincrontron
(LNLS, Campinas, Brasil) a temperatura ambiente de 24 + 1°C, no comprimento de onda A
=1,608 A. As solucoes de CAB e CMCAB em acetato de etila e acetona foram preparadas
nas concentragOes de 5 g/L a 20 g/L.

A intensidade I(q) de SAXS para solucdes isotrépicas de particulas esféricas

monodispersas € dado por [KOTLARCHYCK, CHEN, 1983]:
I(q)=k P(q). S(q) )

onde k = y.ny(Ap)*V? ©)
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onde y € um fator relacionado aos efeitos instrumentais, n, corresponde a densidade
numérica de particulas, Ap é o contraste de densidade eletronica entre a particula
espalhadora e o meio e V € o volume da particula espalhadora. P(q) na equagdo 1 € o fator
forma da particula e S(q) é o fator de interferéncia interparticulas, qg=4msen6/A é o vetor
espalhamento e 20 € o dngulo de espalhamento.

O valor do raio de gira¢do de uma macromolécula (Ry) pode ser obtido a partir das
curvas de espalhamento a baixo q através do coeficiente angular da relacdo In I(q) x qz,
como mostrado pela equagdo 10 (grafico de Guinier) [GUINIER, FOURNET, 1995]. Desde

que a condicdo qR, < ~1 seja satisfeita.

I(g) =k exp(—qugz/?)) (10)

5.7 Difracao de raio - X

O difratograma do CMCAB foi obtido em um equipamento Rigaku Miniflex XDR
(30kV, 15mA) instalado na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de
Sao Paulo-USP. Os padroes de difracdo de raios-x foram obtidos com uma radiacio
monocromatica CuKy (A= 1,54184 A). O grau de cristalinidade do acetato butirato

carboximetil celulose (CMCAB) foi calculado através da equagdo:

Wxrp (% cristalinidade) = [A/ (Ac + Ay)] x 100 (11)
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onde A, e A, correspondem as dreas calculadas para as regides amorfas e cristalinas

[MARK; KROSCHWITZ, 1986].

5.8 Elipsometria

A elipsometria consiste em medir a mudanca do estado de polarizacio da luz apds a
reflexdo de um feixe de luz, a partir de uma superficie isotropica refletora. As medidas de
elipsometria foram realizadas utilizando o elipsometro DRE — ELX02 (Ratzeburg,
Alemanha) equipado com um laser He-Ne (A = 632,8 nm) ajustado em um angulo de
incidéncia de 70,0° que cobre uma érea superficial de aproximadamente 3 mm” da amostra
em andlise, a temperatura ambiente. Para a interpretacdo dos dados, pode-se utilizar um
modelo de multicamadas formado pelo substrato, uma camada desconhecida e o meio
externo. A espessura (d,) e o indice de refracdo (n,) da camada desconhecida podem ser
calculados através das variagoes de fase (A) e amplitude (W) relativas a radiacao incidente,
das relacdes de Drude e Fresnel, da equagdo fundamental da elipsometria (equagdo 12) e de

calculos iterativos através de matrizes de Jones [AZZAM; BASHARA, 1979]:
A tan P = =f A
e tan ¥ =R /Ry =1 (ny, dy, A, ) (12)

onde R, e R sdo os coeficientes de reflexdo total para as ondas paralela e perpendicular e
dependem do angulo de incidéncia ¢, do comprimento de onda A da radiagdo, do indice de
refracio e da espessura de cada camada do modelo, ny, di. A partir dos angulos
elipsométricos A e ¥ e de um modelo de multicamadas formado pelo silicio, o 6xido de
silicio, a camada de CMCAB ou CAB e ar € possivel determinar somente a espessura da

camada de CMCAB ou CAB. Inicialmente, a espessura da camada de SiO; das laminas foi
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determinada em ar, considerando o indice de refragdo para o Si como 7 = 3.88 — i0.018
[PALICK, 1985] e sua espessura como infinita. Para o meio externo (ar) o indice de
refracdo foi considerado como 1,00. Como a camada de SiO; nativa € muito fina utiliza-se
n = 1,462 [PALICK, 1985] para calcular sua espessura, que € de aproximadamente (1,9 +
0,2) nm. Apds a caracterizacdo, as placas de silicio foram usadas na silanizacdo com 3-
aminopropiltrietoxisilano (APS) e para a obtenc¢do das isotermas de adsor¢do. A espessura
da camada de APS foi determinada no ar considerando os indices de refracdo de n = 1,424
[PETRL et al., 1999]. A espessura média encontrada para a camada silanizada com APS foi
de (0,9 £0,1) nm . A espessura da camada de CAB e CMCAB foi calculada considerando o
indice de refracdo nominal de n = 1,48 para ambos os polimeros, tipico de ésteres de
celulose [KOSAKA, et al., 2007a] para todos os filmes de CAB e CMCAB. A espessura da
camada protéica foi calculada considerando o indice de refracdo nominal de n = 1,52 para
lisozima, BSA, concanavalina A e jacalina, este valor € tipico de proteinas [MALMSTEN,
2000]. A quantidade de polimero ou proteina adsorvido, I (mg/mz), pode ser calculada

através da equacdo [ORTEGA-VINUESA; TENGVALL; LUNDSTROM, 1998].

I'=d.p (13)

onde d € a espessura da camada de polimero ou proteina adsorvido e p € densidade dos
polimeros ou das proteinas. Neste caso, para os polimeros p = 1,20 glem® (segundo

fabricante) e para as proteinas p= 1,37 g/cm3.
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5.9 Microscopia de forca atomica (AFM)

A caracterizacdo da superficie dos filmes do CAB e CMCAB e das proteinas
imobilizadas sobre o filme desses polimeros foi realizada através de imagens obtidas por
medidas de AFM, utilizando o equipamento Molecular Imaging Pico LE Microscope. As
imagens foram obtidas no modo de contato intermitente, a temperatura ambiente, usando
cantilevers de silicio com freqiiéncia de ressonancia proxima de 300 KHz. As imagens
apresentadas neste trabalho se referem a dreas de varredura de (5 x 5) umZ a(lx1l) umZ
com resolucdo de 512 x 512 pixels. O processamento das imagens e a determinacio da
rugosidade “roughness mean square” (RMS) foram realizadas utilizando o software
PicoScan 5.3.2. A rugosidade média (RMS) € definida como o desvio padrio das alturas de
uma determinada drea do filme (equagdo 14) e estd diretamente relacionada com a

topogratia do filme [39]:

dY(z.-z,)

RMS = ||~ 14

N

onde N € o numero de pontos de uma determinada area, Z; € uma determinada altura e Z, é
a altura média da area.

As espessuras dos filmes de CMCAB foram determinadas por AFM fazendo-se um
risco nos filmes e em seguido foram medidos a profundidade do degrau através do
programa PicoScan 5.3.2, como mostrado na Figura 4. As medidas foram feitas antes e

depois do recozimento em triplicata.

17



Darm

20 40 60 8o

x (um)

(um)

Figura 4. Imagem de AFM (80x80) um” do ilustrando a medida da espessura do filme de CMCAB, a linha

vermelha € a sec¢@o transversal.

5.10 Medidas de angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram obtidas pelo método da gota séssil, numa
montagem construida no laboratdrio, composta por uma camera digital Sony, conectada a
um computador, como mostra a Figura 5. Gotas de dgua de 8 puL. e 4 pL. foram usadas para
os angulos de avango (0) e recesso (Or), respectivamente. A histerese no angulo de contato

(AB = 04 - Or) nos dd uma idéia da rugosidade da superficie e da heterogeneidade quimica
da superficie [ADAMSON, 1990]. Pelo menos trés amostras de cada composi¢do foram

analisadas para os filmes poliméricos e apds a adsor¢cdo das proteinas sobre os filmes
ultrafinos de ésteres de celulose.
Para a determinacdo de energia superficial dos ésteres de celulose (ys) os liquidos

usados foram: diilodometano e dgua. Gotas de 8ul foram usadas para os angulos Opiiodometanos
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e 04qua- Somente filmes poliméricos muito lisos foram utilizados para a determinacdo de s.

As medidas foram feitas em triplicata.

Sl g Camera digital Proje¢ao da
gota de agua gota

-

Fonte de luz
Lente de

aumento

Computador:
leitura dos
angulos de contato

Figura 5. Tlustracdo da montagem experimental utilizada para a medida de dngulo de contato dos filmes

finos.

5.11 Espectroscopia vibracional por geracao de soma de freqiiéncias

(SFG)

A espectroscopia SFG € uma técnica de otica ndo-linear baseada na interagdo de
dois fotons na superficie. Na espectroscopia SFG, os f6tons de soma de frequéncias (0src =
or + ovis) sdo gerados pela interacdo de dois feixes de laser pulsado, um feixe
infravermelho sintonizdvel de frequéncia wir € um feixe visivel de frequéncia fixa ®vis.
Medindo-se o sinal de SFG em funcdo da frequéncia do feixe de infravermelho obtém se

um espectro vibracional das moléculas na interface [HOLLER et al., 2009]. A aplicacdo
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desta técnica permite a investigacdo de espectros vibracionais de moléculas presentes em
uma determinada interface.

Os espectros de SFG foram obtidos em um comercial espectrometro (EKSPLA)
equipado com um laser pulsado (28ps) de Nd*™:YAG e com comprimento de onda A = 1064
nm e que excita uma unidade geradora de harmoOnicos. Essa unidade produz feixes de 2°
harmdnico a A = 532 nm (visivel) e de 3° harmonico a A = 355 nm (UV) além de permitir
um sinal de saida no comprimento de onda A = 1064 nm (fundamental). Este fundamental e
0 3° harmonico excitam um oscilador/amplificador paramétrico optico que serd responsavel
pela geracdo do feixe infravermelho (IR) que incidird sobre a amostra juntamente com o
feixe no visivel (A = 532 nm). Os angulos de incidéncia sdo de 51° o feixe naregido do IR e
60° para o feixe na regido do visivel. O SFG sinal é coletado por um conjunto
monocromador/fotomultiplicadora em fun¢do da freqiiéncia do feixe do infravermelho. A
aquisicdo de dados € feita pelo computador através do programa LABVIEW. Neste estudo
os dados foram obtidos na regido do IR entre 1600 e 1800 cm™ e entre 2800 ¢ 3000 cm™. A
combinacio da polarizacdo utilizada em todas as medidas foi a ssp. Onde s e p indicam que
a luz esté polarizada perpendicularmente e paralelamente a superficie, respectivamente. O
primeiro s, o secundo s e por ultimo p representam a polarizacdo da luz SFG, do visivel e
do infravermelho, respectivamente.

Os filmes de ésteres de celulose CAB e CMCAB foram adsorvidos sobre quartzo na
concentracdo de 5 g/L utilizando como solvente acetona e acetato de etila. Apés 21h de
adsorc@o o substrato (quartzo) foi retirado das solu¢des dos polimeros, lavados com os
respectivos solventes e secos com N,. Em seguida foram obtidos os espectros de SFG em
ar. Para as medidas in situ foi utilizada uma cela de teflon. Todas as medidas foram

realizadas a (24 = 1)°C.
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5.12 Atividade enzimatica da lisozima

A acdo antimicrobial da lisozima livre em solucido (3 g/L) e imobilizada sobre os
filmes de éster de celulose foi avaliada usando uma dispersdo aquosa de Micrococcus
luteus (ATCC 4698), 1,33 g/L., como substrato a 25°C. A atividade enzimdtica foi medida
pelo decréscimo da turbidez da dispersdo (At) [BERGMEYER, 1984], segundo a equagado
15, determinado pela transmitincia a 650 nm utilizando um espectrofotometro Beckmann
Coulter DU-600 a 25°C, ap6s 1h da dispersdo com a lisozima pura ou com lisozima

imobilizada sobre os filmes de éster de celulose.

At =(t—1/19) x 100 (15)

onde 1 € a turbidez em um determinado tempo e 1o € a turbidez da dispersdo da bactéria
antes da lisozima ser adicionada a dispersdo. Quando maior At, maior € a acdo bactericida

da lisozima.

6. Resultados e Discussao

6.1 Propriedades dos polimeros CAB e CMCAB em solucao

O efeito observado quando um polimero € adicionado a um solvente € dependente de
sua concentracdo, massa molar e conformacao de sua cadeia. Sendo assim, a viscosimetria
¢ um método adequado para obter informagOes sobre o tamanho e a forma das

macromoléculas em solucdo. A andlise da viscosidade de uma solugdo polimérica diluida
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resulta na obtencdo de parametros relativos a dimensdo da macromolécula isolada. A
viscosidade relativa, N, determina a contribui¢do do soluto (no caso, polimero) sobre a
viscosidade da solucdo, ou seja, pode ser considerada como o aumento na viscosidade da

solucdo (n), devido a presenga do polimero, em relacdo a viscosidade do solvente puro

Mo).

Nrel =NMo (16)

A viscosidade reduzida, Mwed = MNeg/C, € uma relagdo que expressa a viscosidade
especifica, Mesp = (M-N0)/No), por unidade de concentracdo. Quando este pardmetro €
extrapolado a diluicdo infinita, obtém-se um valor de viscosidade (viscosidade intrinseca)
em condi¢des onde as moléculas do polimero podem ser consideradas isoladas uma das
outras, sendo solvatadas apenas pelas moléculas do solvente.

A partir da medida da viscosidade especifica € possivel obter a viscosidade intrinseca,
[n], por meio de uma extrapolacdo grafica a dilui¢do infinita, como mostrada pela equagdo

17.

[n] = lirﬂc—m ??Sp /C (17)

onde 1eyp € a viscosidade especifica e C € a concentragdo do polimero.
A viscosidade intrinseca, [n], estd diretamente relacionada com o volume
hidrodindmico do polimero em um dado solvente. Quanto maior a solvatacao, maior serd o

volume hidrodindmico e conseqiientemente maior serd o valor de [n].
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A concentragdo critica de entrelagcamento, C*, ¢é o inverso da viscosidade intrinseca
(equacdo 17), que corresponde a concentragdo a partir do qual ocorre o entrelagamento
entre as cadeias poliméricas em um dado solvente. Em concentragdes mais baixas do que
C os novelos poliméricos estdo livres para se movimentarem individualmente (regime
diluido), acima dessa concentracdo os novelos se entrelacam mudando todo o arranjo

molecular em soluc¢do.

C = (18)

Algumas relacdes t€m sido propostas para determinar a viscosidade intrinseca a partir
da medida de viscosidade uma solu¢do polimérica diluida. Um dos modelos mais usados é

a equacdo desenvolvida por Huggins (equagdo 19) [HUGGINS, 1942].

Nrea = [M] + KulM1’c  a9)

Neste modelo uma relagdo linear entre a viscosidade especifica e a concentragdo do
soluto ( no caso, polimero) deve ser encontrada. Através do coeficiente angular da equagio
obtida, € possivel calcular a constante de Huggins (Ky). Esta constante fornece informacdes
sobre as interagdes entre polimero e solvente. Quanto menor for o seu valor, melhor devera
ser o solvente (bom solvente), ou seja, mais solvatada estard a macromolécula [SAKAI,

1968].
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Nrea(L/9)

Para a determinagdo dos parametros viscosimétricos dos polimeros CMCAB e CAB
as solugdes foram preparadas em regime diluido e em dois tipos de solventes, acetona e
acetato de etila. A Figura 6 apresenta a variac@o entre a viscosidade reduzida (Nwq) com a

concentracdo ( C ) desses dois polimeros nos dois solventes utilizados.

0,11
B Acetato de etila (a) 0084] W Acetatodeetila (b)
0,10{ ® Acetona ® Acetona
0,09 __ oorr
(L
0,08- = 0.070-
H
0,07- < 0.0631
0,06- 0.056{ ¢
o 3 6 9 12 15
o) 3 6 9 12 15
C(gL)

Figura 6. Viscosidade reduzida das solu¢des de (a) CAB e (b) CMCAB em (M) acetato de etila e em (@)

acetona em funcdo da concentra¢dio dos polimeros, a 25°C.

Através dos ajustes lineares para a dependéncia da viscosidade reduzida com a
concentracdo para ambos os polimeros, foi possivel obter [n], C" e Ky modelo de Huggins

para se determinar os parametros viscosimétricos. As equacdes dos ajustes lineares sio

mostradas abaixo para CAB e CMCAB.

® Ajustes para CAB:
Acetato de etila:  Trea (L/g) = 0,07 (L/g) + 0,0032 (L¥g>)C (R=0,99) (20)

Acetona : Nrea (L/g) = 0,054 (L/g) + 0,0036 (L¥/g>) C (R=0,97) (21)

24



e Ajustes para CMCAB:

Acetato de etila: Ty (L/g) = 0,05(L/g) + 0,0021(L%g) C (R=0,99) (22)

Acetona : Nrea (L/g) = 0,046(L/g) + 0,0027(L¥g>) C (R=0,99) (23)

A Tabela 2 mostra os parametros [n], C" e Ky calculados através dos ajustes para as

solucoes de CAB e CMCAB em acetato de etila e acetona.

Tabela 2. Viscosidade intrinseca ([n]), concentrag@o critica (C") e constante de Huggins (Ky) determinados
através dos ajustes matematicos para as solugdes de CAB e CMCAB em acetato de etila e acetona a 25°C. Os
desvios obtidos nos valores sao oriundos das medidas em triplicata da viscosidade das solugdes poliméricas

em ambos os solventes.

Polimeros Acetato de etila Acetona

] (L/g) C (g/L) Ky ] (L/g) C'(g/L) Ky

CAB 0,070 £ 0,005 14302 0,65+0,05 | 0,054 £0,005 18,5+0,2 1,23 £0,05

CMCAB 0,050 £ 0,005 201 0,84 +£0,02 | 0,046 = 0,005 21,7+05 1,3+0,1

Pode-se notar na Tabela 2 que o melhor solvente para os polimeros CAB e CMCAB
€ o acetato de etila. As constantes de Huggins obtidas para as solu¢des dos polimeros
preparadas neste solvente sdo menores do que aquelas obtidas a partir de solugdes de
acetona. Este solvente (acetato de etila) tem, portanto, melhor interagdo (maior solvatagado)
com as cadeias poliméricas. Os valores de [n] e C’" para 0 CMCAB n#o apresentaram uma
diferenca significativa entre os solventes. Entretanto para o CAB, a diferenca foi mais
acentuada mostrando que a melhor solubilidade em acetato de etila € também observada
pelo maior valor de [n] e pelo menor valor da concentragdo critica (C"). Nota-se também
que o grupo carboximetil (CM) do CMCAB contribuiu para aumentar os valores de C'em

relacdo ao CAB em ambos os solventes.
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Intensidade (a.u.)

Medidas de espalhamento de raio-X a baixo angulo (SAXS) foram realizadas para
complementar o estudo dos polimeros CAB e CMCAB em solugdo diluida. As curvas
experimentais de SAXS obtidas para as solu¢cdes de CAB e CMCAB em acetato de etila e
acetona sao mostradas nas Figuras 7 e 8, respectivamente. Todas as curvas apresentadas sao
caracterizadas por um forte espalhamento a baixos valores do vetor de espalhamento q e
decrescem para altos valores do mesmo. Nota-se também que ndo houve efeito da
concentracdo e dos solventes (acetato de etila e acetona) usados sobre o perfil das curvas de

SAXS para as solu¢des de CAB e CMCAB.

0,0030 0,0054
13 (b)
000254 % (@) 0,0045 - %
] — v
0,0020- S 0,0036-
4 i g
0,0015+ 8 o00027{ §
' S
0,0010 = 0,018
0005. 5
0 ] € 0,0009-
00— 0,0000
000 008 016 024 032 L
0,00 0,08 0,16 0,24

qA’) A’

Figura 7. Curvas de SAXS obtidas para as solugdes de CAB em (a) acetato de etila e (b) acetona, 5 g/L
(),10 g/L (®), 15 g/L (4) e 20 g/L (V).
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Intensity (a.u)
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Figura 8. Curvas de SAXS obtidas para as solucdes de CMCAB em (a) acetato de etila e (b) acetona, 5 g/L
(W),10 g/L (¢), 15 g/L(A)e20 g/L (V).
O raio de giragdo R, dos polimeros CAB e CMCAB nas solu¢des de acetato de
etila e acetona foram obtidos através de graficos de Guinier em diferentes concentragdes (5
g/L a 20 g/L). As Figuras 9 e 10 mostram os graficos de Guinier (Inl x q°) obtidos através
das curvas experimentais de SAXS nas regides de baixo q para CAB e CMCAB,
respectivamente.
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1 -6,0 \‘\‘\‘\‘\\‘\
-6,8 |

- -6,2
7,0 l

1 -6,4

'7,2 T T T T

24 26 28 30 32 34
q’(10°A?)

20 22 24 26 28 30 32 34
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Figura 9. Grificos de Guinier obtidos para as solu¢des de CAB em (a) acetato de etila e (b) acetona, 5 g/L

(W) ,10 g/L (o), 15 g/L (A)e 20 g/L (V).

27



Inl

-4,8-_ (a) '4,8—- (b)

'552 7 w -5’0__ \
] -5,2

-5,6 - \ _5’4_' \v\v\v\'\v\v\v\

6,0- _ 56 \
_ =
-6,4 -5,8 1
68 6,0
_ \.\.\i\.\.\.\l\ 621 \.\.\.\.\.\.\.\
7,2 ]
_ 6,41
20 22 24 26 28 30 32 34 20 22 24 26 28 30 32 34
q°(107A%) q°(107A%)

Figura 10. Grificos de Guinier obtidos para as solucdes de CMCAB em (a) acetato de etila e (b) acetona, 5
g/L (W) ,10 g/L.(®), 15 g/L (4) e 20 g/L (V).

As Figuras 9 e 10 mostram uma relacao linear entre Inl e q2 para todas as solucdes de
CAB e CMCAB em acetato de etila e acetona. Outra caracteristica importante € que as retas
sdo paralelas para todas as concentracdoes estudadas, indicando que os coeficientes
angulares dos ajustes (equacao da reta) para um mesmo solvente sdo semelhantes na faixa
de concentracdo estudada (5 g/L a 20 g/L). Portanto, ndo foi observado um efeito de
concentracdo nos valores dos raios de giracdo dos polimeros nos dois solventes. A seguir
sdao exemplificados os ajustes obtidos para os polimeros CAB e CMCAB na concentragdo
de 10 g/L nos dois tipos de solvente.

® Ajustes para CAB:

Acetato de etila: Inl= -5,74- 0,24 (A ¢* (R=0,99) (24)

Acetona : Inl=-551 -0,18 A% q* (R=0,99) (25)
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e Ajustes para CMCAB:

Acetato de etila: InI=-4,94 -0.26 (A q®> (R=0,99) (26)

Acetona Inl=-5,07 -0,19 A ¢> (R=0,99) (27)

Os raios de giracdo dos polimeros sdo proporcionais aos coeficientes angulares dos
ajustes lineares encontrados experimentalmente. Os valores médios dos raios e giracao sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios dos raios de giragdo (R) obtidos por SAXS para CAB e CMCAB nas solugdes de

acetona e acetato de etila.

Solventes Raio de giracio R, (nm)
CAB CMCAB
Acetona 7,2+0,2 74£0,3
Acetato de etila 7,9 +0,3 8,4 +0,2

Os valores médios de R, (raio de giragdo) obtidos CAB e CMCAB dissolvidos em
acetato de etila s3o maiores do aqueles obtidos em acetona indicando que as cadeias dos
polimeros sd@o melhores solvatadas pelo acetato de etila do que por acetona. Portanto, os
experimentos de SAXS também mostraram que o acetato de etila € um melhor solvente
para os polimeros CAB e CMCAB do que a acetona, concordando com os valores da

constante de Huggins encontrados nos experimentos de viscosidade. Além disso, os valores
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médios de R, obtidos para CAB e CMCAB para um mesmo solvente ndo variaram

significativamente.

6.2 Caracterizacao dos filmes finos de CMCAB sobre SiO,/Si

A caracterizacao dos filmes de CMCAB foi feita através de elipsometria, medidas de
angulo de contato e microscopia de for¢a atdmica. Nesta etapa do trabalho ndo foram
realizados experimentos com o CAB, pois este estudo foi realizado em uma tese de
doutorado no nosso grupo [KOSAKA, 2007b].

A Figura 11 mostra a dependéncia da espessura dos filmes de CMCAB depositado
sobre S10,/S1 em relagdo a sua concentragdo em dois solventes distintos (acetato de etila e

acetona) para Oh e 15h de recozimento, sendo que essas espessuras foram obtidas por

elipsometria.
140
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Figura 11. Espessura dos filmes de CMCAB medidos por elipsometria (Dgi ;) em fungdo da concentracdo de
CMCAB em solugdes preparadas em acetato de etila (m) e em acetona (), (a) sem tratamento térmico e (b)

ap6s 15h de tratamento térmico.
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A dependéncia da espessura média de filmes de CMCAB com a concentragdo
polimérica (Figura 11) determinada por elipsometria foi ajustada para os dois solventes

utilizados, para Oh e 15h de recozimento:

Para Oh de recozimento:

Acetato de etila: D (nm)=(4,2%0,1) (nm.L/g) C (g/L),R=0,99 (28)
Acetona: D (nm) = (5,1 £0,1) (nm.L/g) C (g/L), R=0,99 (29)

Para 15h de recozimento:

Acetato de etila: D (nm) = (6,0 £0,1) (nm.L/g) C (g/L), R=0,99 (30)
Acetona: D (nm) = (7,0 £0,2) (nm.L/g) C (g/L),R=0,99 (31)

A Figura 12 mostra a dependéncia da espessura dos filmes de CMCAB em func¢do de
sua concentracdo em acetona e acetato de etila determinados por AFM para Oh de

recozimento:
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Figura 12. Grifico da espessura dos filmes de CMCAB (sem recozimento) em acetato de etila (m) e em

acetona (®) obtido por AFM.
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Os ajustes encontrados utilizando a técnica de AFM foram:

Acetato de etila: D (nm) =4,0+£0,1) (nm.L/g) C (g/L), R =0,99 32)
Acetona: D (nm) = (5,0 £0,2) (nm.L/g) C (g/L),R =0,99 (33)

A dependéncia da espessura média de filmes de CMCAB determinada por AFM com
a concentracao polimérica para os dois solventes utilizados apds 15h de recozimento foram
ajustados. Entretanto, as curvas nido serdo apresentadas porque foram semelhantes ao
comportamento sem tratamento térmico (Figura 12).

Os valores de D obtidos para filmes de CMCAB preparados a partir de solugdes em
acetato de etila e acetona antes e depois do recozimento aumentaram linearmente com o
aumento de concentracdo independentemente da técnica utilizada. Este tipo de
comportamento foi observado para filmes de acetato propionato de celulose (CAP), acetato
butirado de celulose (CAB) preparados com acetato de etila [KOSAKA, 2007b] e
poli(metacrilato de metila) [ WALSH, FRANSES, 2003].

Comparando os coeficientes angulares obtidos pelas regressoes lineares (equacdes 28
a 31) podemos concluir que as espessuras médias de filmes preparados a partir de solucdes
de solvente comum obtidas por elipsometria sio maiores do que aquelas determinadas por
AFM. Esta diferenca entre as duas técnicas na determinacdo de espessura de filmes foi
verificada para filmes de derivados de polipropileno sobre Si0,/Si [MATE, NOVOTNY,
1991], sendo que neste trabalho a diferenca foi explicado devido a aderéncia de parte do
polimero que é um liquido na ponta de silicio do AFM e para os filmes de acetato
propionato de celulose (CAP) e acetato butirado de celulose (CAB) preparados sobre
S102/S1 [KOSAKA, 2007b]. A discrepancia de aproximadamente 20% pode ser explicada

com base na determinacdo de espessura média por elipsometria, a qual usa modelos de
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camadas isotropicas e homogéneas, que nido necessariamente correspondem as camadas
reais.

Para um mesmo método experimental de determinacdo de espessura, observa-se que
filmes obtidos a partir de solu¢cdes de CMCAB preparadas em acetona sdo 20% mais
espessos que aqueles obtidos a partir de solu¢cdes de CMCAB preparadas em acetato de
etila.

A dependéncia da espessura de um filme fino (D) com vdrias propriedades fisico-

quimicas pode ser expressa pela equacdo [MEYERHOFER, 1978]:

(34)

onde N € a viscosidade da solucdo, p € a densidade do solvente puro, ® € velocidade da
rotacdo e ¢ a taxa de evaporacao do solvente.

A equacido 34 mostra que D depende da viscosidade da solugdo, da densidade do
solvente puro, da velocidade de rotacdo e da taxa de evaporacdo do solvente. Todos os
filmes finos de CMCAB foram obtidos mantendo a velocidade de rotacao de 3000 rpm, por
30s, tornando esta varidvel desprezivel. As densidades da acetona e do acetato de etila sdo
0,7899 g/cm3 e 0,9003 g/cm3, respectivamente [WEAST et al., 1985], a relagdo entre as
viscosidades das solucdes de CMCAB em acetona e acetato de etila (Macet. etils Nacetona) NAO
tem uma variacdo significativa entre as concentracdes utilizadas (Tabela 4). As pressoes de
vapor da acetona e do acetato de etila sdao de 30,8 kPa e 12,1 kPa [MUELLER-
BUSCHBAUM et al., 2001; ZHAO et al., 2004], respectivamente. Através destes dados foi

possivel prever a relacdo entre a espessura esperada para os filmes de CMCAB preparado
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em acetato de etila (D;) e para os filmes preparados em acetona (D) utilizando a equacao

34 e usando a relac@0 Macet. etila/ Macetona = 1,3 £ 0,1.

Tabela 4. Relacdo entre as viscosidades das solu¢cdes de CMCAB preparadas em acetato de etila e em

acetona, a 25°C, em diferentes concentragdes.

Relacdo entre as Concentragdo (g/L)

viscosidades 5 7 10 15 20
% 12+0,1 12+0,1 13+0,1 1,3+0,1 1,4+0,1

A relagdo (D1/Dy) foi calculada através da equacdo 34, considerando ® constante e

substituindo a taxa de evaporacdo ¢ dos solventes pelas respectivas pressoes de vapor P:
2 v
D2 772 pl P2

onde Ni/M32 € a relacdo entre as viscosidade da solucdo de CMCAB em acetato de etila (11)

e acetona (1)2), p:1 € a densidade do acetato de etila puro, p; é a densidade da acetona pura,
P," a pressdo de vapor do acetato de etila e P," a pressdo de vapor da acetona.
Substituindo os valores experimentais na equagdo 35 obtém-se:

D
—=0,73 (36)

2

Para o modelo tedrico utilizado podemos concluir que D,=1,37D;, ou seja, que os
filmes preparados de CMCAB preparados em acetona sdo 36% mais espessos que os filmes
preparados em acetato de etila. Esta relacdo tedrica estd coerente com a obtida

experimentalmente de 20%. Para o CAB foi determinado experimentalmente que os filmes
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em solucdes de acetona sdo 25% mais espessos que os filmes preparados com acetato de
etila [KOSAKA, 2007b].

Estes resultados mostram que a pressdo de vapor do solvente influencia
significativamente na espessura média dos filmes de CMCAB. Walsh e Franses (2003)
observaram efeitos semelhantes em filmes de PMMA preparados em tolueno e cloroférmio.
Filmes de PMMA preparados em cloroférmio, solvente mais volatil, eram mais espessos do
que aqueles preparados em tolueno (solvente menos volatil).

Outro fator que nao pode ser desprezado € a interagdo entre solvente e substrato. As
interacdes dcido-base tém um papel muito importante na adesdo de revestimentos
poliméricos, produzidos a partir de solucdes de solventes organicos, em Oxidos metdlicos
[BOLGER, 1983; FOWKES, 1987; LIU; ZHANG; LASKOWSKI, 2000]. Chaudhury
(1996) mostrou que a interacao do tipo dcido-base entre diferentes dcidos e o Si/Si0, pode
ser representado pela relacdo:

A=IEPS-pK, (37)
onde A representa a interacdo do dcido com a superficie, IEPS € o ponto isoelétrico da
superficie do substrato, no caso de SiO, IEPS = 2, e pK, =-logK,, sendo K, a constante de
dissociagdo do 4cido.

O valor das energias reportado para a interacdo A entre a acetona e o acetato de etila
com a superficie de SiO,/S1 sdo de 18RT e 24RT, respectivamente. Quanto mais positivo
for este valor menos intenso serd a interacdo do dacido com a superficie de SiOy/Si.
Portanto, as interagdes entre acetona e SiO»/Si sdo bem mais favorecidas do que as
interacOes entre acetato de etila e S10,/Si.

Como a acetona tem uma maior interagdo com o substrato isto gera uma competi¢ao

pelo substrato entre o solvente e o polimero, fazendo com que os filmes sejam mais
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espessos. O uso do acetato de etila minimiza a competicdo pelo substrato ja que sua
interacdo com o Si0,/S1 € menor do que a acetona, gerando filmes menos espessos.
Observa-se pela Figura 11 um aumento nos valores médios de D obtidos por
elipsometria apds recozimento, especialmente para concentracdes acima de 10 g/L.
CMCAB ¢ um material semi-cristalino (39% de cristalinidade), como mostra o
difratograma de raio-X na Figura 13. Este efeito da temperatura sobre a espessura dos
filmes de poli(terc-butil metacrilato) também foi observado [SEE et al. 2000]. As estruturas
dos filmes obtidos por revestimento rotacional sdo estruturas de ndo-equilibrio. O processo
de recozimento permite o rearranjo molecular do filme, de forma que suas cadeias atinjam a
situacdo mais estdvel possivel (situacdo de equilibrio ou proxima do equilibrio). Desta
forma, os filmes podem apresentar certa anisotropia, que causaria um aumento aparente nos
valores de espessuras calculados com base num modelo de camadas isotrépicas. Portanto, o
aumento aparente pode ser devido ao uso de um modelo de filme isotropico que ndo
corresponde ao filme real. J4 os valores de espessura média obtida por AFM antes e ap0s

recozimento ndo apresentaram variacOes significativas.

36



500

400 +

300 +

200 +

Intensidade

100 +

Figura 13. Difratograma de raio-X obtido para o acetato butirato carboximetil celulose (CMCAB). Os
simbolos em preto representam os dados experimentais, a curva em vermelho € o ajuste matematico (Lorentz)

e as curvas em azul representam as dreas das regides cristalinas e do halo amorfo oriundos da deconvolugdo

da curva tedrica.

As imagens das estruturas da superficie dos filmes de CMCAB preparados em acetona

e em acetato de etila sdo mostradas na Figura 14 (a) e 14 (b) respectivamente.

(a) (b)

Figura 14. Imagens topogréficas de AFM (5x5)um’ obtidas no modo contato intermitente para filmes de

CMCAB preparados por spin coating em (a) acetona, Z = (10mg/mL) e (b) acetato de etila, Z = 10 nm,

(10mg/mL), sem tratamento térmico.
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O filme de CMCAB € mais liso e homogéneo quando preparado em acetato de etila,
entretanto em acetona a superficie € mais rugosa e ocorre a presenca de graos do polimero.
Este efeito dos solventes acetato de etila e acetona na morfologia dos filmes também foi
verificado para o CAB [KOSAKA, 2007b]. Essa diferenca na topografia dos filmes pode
ser explicada segundo um modelo desenvolvido por Silberberg (1968). Neste modelo o
processo de adsor¢do € controlado pelo balango das interacdes entre polimero e substrato,

substrato e solvente e polimero e solvente e pode ser expresso pela equagdo 38:

x=\f = f +1/2(f,, = £ VAT s

onde ) € a energia envolvida no processo de adsor¢cdo de um segmento do polimero em
solugdo com o substrato, f,, fos, fpp, foo TEpresentam a energia de interagdo entre polimero e
substrato, solvente-substrato, polimero-polimero e solvente-solvente, respectivamente; k € a
constante de Boltzmann e T a temperatura.

Como comentado, a interacdo entre acetona e substrato por ser maior do que a
polimero-substrato faz com que a superficie seja mais rugosa. Quando o filme de CMCAB
¢ preparado em acetato de etila a interacdo CMCAB-substrato ¢ mais favorecida,
conseqiientemente filmes mais homogéneos sdo formados. Comportamento semelhante foi
encontrado em filmes finos de poliestireno, PS, preparados por spin-coating sobre laminas
de Si a partir de solugdes poliméricas em tolueno e tetrahidrofurano (THF) [PETRI, 2002].
Apesar de tolueno e THF serem bons solventes para o PS, os filmes preparados a partir de
tolueno sdo lisos e muito homogéneos. Sob condi¢des semelhantes, filmes de PS
preparados a partir de solu¢des em THF apresentaram furos com exposi¢do do substrato e
alta rugosidade. Nestes trabalhos, a homogeneidade de filmes preparados a partir de

solucdes em tolueno foi atribuida a lenta evaporagdo do tolueno e a fraca interacio entre
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tolueno e os grupos silanois do substrato. O mesmo comportamento foi observado para
filmes de trimetilsilil celulose preparados a partir de tolueno que também ficaram mais
homogéneos e uniformes do que filmes preparados em cloroférmio [KONTTURI; THUNE;
NIEMANTSVERDRIET, 2003].

A estabilidade térmica dos filmes finos de CMCAB obtidos por spin coating foi
investigada por microscopia de for¢ca atdmica em diferentes concentragdes do polimero e
em distintos tempos de recozimento. As imagens topogrificas dos filmes de CMCAB
preparados em acetato de etila e acetona sdo mostradas nas Figuras 15 e 16. As espessuras
(D) dos filmes preparados em acetato de etila (Figura 15) e em acetona (Figura 16) nos
diferentes tempos de recozimento ndo modificaram com o tempo os valores foram obtidos
por AFM sdo Smg/mL (Dapm = 17,0 £ 0,5 nm) ,10mg/mL (Dapv = 40,0 £ 0,3 nm) e
20mg/mL (Dapv = 89,0 = 0,5 nm) e preparados em acetona (Figura 8), Smg/mL (Dapu =
24,0 £0,5 nm) ,10mg/mL (Dapm = 60 £ 1 nm) e 20mg/mL (Dapm = 110 = 1 nm).

A Figura 15 mostra que os filmes de CMCAB preparados em acetato de etila em trés
concentracdes para diferentes tempos de recozimento. Considerando os filmes preparados
em acetato de etila na concentracdo de 10 e 20 g/L, os filmes de CMCAB sdo muito
estdveis, pois ndo apresentaram estruturas tipicas de desestruturacdo dos filmes nos
diferentes tempos de recozimento. Os filmes de CMACB na concentracdo de 5 g/L sdo
irregulares devido a falta de material (CMCAB) para recobrir toda o substrato, o que
permanece durante os diferentes tempos de recozimento.

Os filmes de CMCAB preparados com acetona sdo irregulares em todas as
concentracdes usadas e esta tendéncia continua ao longo dos diferentes tempos de

recozimento, como € mostrado na Figura 16.

39



Oh

4h

60h

168h

S g/L 20 g/L

2 E
w —
1l 1l
N N
g

g E
e R
1l 1l
N N
g g
= =]
[—) [—}
e o
1l 1l
N N
g

£ E
[g\] [¢'e)
1l 1l
N N
g

£ E
w ¢}
1l 1l
N N

Figura 15. Imagens de AFM (5x5)um’ dos filmes de CMCAB preparados por spin coating em solucdes de

acetato de etila nas concentracdes de 5, 10 e 20 g/L com os respectivos tempos de recozimento.
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Figura 16. Imagens de AFM (5x5)um® dos filmes de CMCAB preparados por spin coating em solucdes de

acetona nas concentragdes de 5, 10 e 20 g/L com os respectivos tempos de recozimento.
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A rugosidade média (RMS) foi determinada para os filmes de CMCAB preparados
em acetona e acetato de etila antes e depois do recozimento em duas dreas diferentes e em
duplicata. A diferenca nos valores das rugosidades médias obtidas por AFM estao
associadas ao efeito do solvente na formacdo do filme. A Figura 17 mostra a variacdo da

rugosidade dos filmes de CMCAB preparados em acetato de etila nos diferentes tempos de

recozimento.
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Figura 17. Valores de rugosidade média (RMS) dos filmes de CMCAB preparados em acetato de etila em

diferentes tempos de recozimento.

A Figura 17 mostra que a rugosidade média varia mais significativamente com o
recozimento nos filmes de CMCAB que foram preparados na concentracdo de 5 g/L.. Apds
4h de recozimento o valor da rugosidade média aumentou o que ocorreu também com 168h
de recozimento. Essa variacdo no valor da rugosidade estd associada a formacido de um
filme descontinuo e com buracos como mostra a Figura 15. A partir da concentragdo de 7
g/L percebe-se que os filmes independentemente do tempo de recozimento ndo apresentam

mudancas significativas no valor da rugosidade.
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A Figura 18 mostra como a rugosidade varia nos filmes de CMCAB preparados em
acetona em func¢do da concentragcdo e do tempo de recozimento. Como os filmes sdo mais
rugosos dos que os filmes preparados em acetato de etila o tratamento térmico foi mais
significativo na diminui¢do da rugosidade dos filmes. A rugosidade nos filmes de CMCAB
que foram preparados na concentracdo de 5 e 7 g/L sdo mais elevadas do que nas
concentragdes de 10, 15 e 20 g/L. Isto estd associado a morfologia dos filmes que em
menores concentragdes sao mais descontinuos. Apds 15h de recozimento o valor da

rugosidade diminuiu significativamente para as concentragdes de 10, 15 e 20 g/L .
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Figura 18. Valores de rugosidade média (RMS) dos filmes de CMCAB preparados em acetona em diferentes

tempos de recozimento.

Quando um filme polimérico € aquecido acima da sua temperatura de transi¢ao
vitrea (Ty), suas cadeias ganham uma maior mobilidade [REITER, 2002], podendo em uma
interface polimero-substrato se reorganizar em uma conformacgdo preferencial. Analisando
as Figuras 17 e 18 percebe-se que o filme de CMCAB preparado em acetato de etila

encontra-se em uma conformacdo preferencial na superficie do substrato, pois mesmo
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acima da sua temperatura de transicdo vitrea os valores da rugosidade nio alteraram
bruscamente. Ao contrdrio, nos filmes preparados em acetona apresentaram maiores
mudancas nos valores da rugosidade indicando uma maior mobilidade das cadeias quando
submetido ao tratamento térmico.

Angulo de contato é um importante pardimetro termodindmico e estd relacionado com
a hidrofobicidade da superficie, sendo que a histerese é definida como a diferenca entre o
angulo de avanco e o de recesso estd associado a heterogeneidade quimica e a rugosidade
da superficie [ADAMSON, 1990]. Sendo assim pode-se inferir sobre a orientagdo das
cadeias do polimero nos filmes e avaliar também a rugosidade. A Tabela 5 mostra os
valores dos angulos de avango, de recesso e do valor da histerese dos filmes de CMCAB
preparados em acetona e acetato de etila nos diferentes tempos de recozimento. Os filmes
preparados na concentracdo de 5 g/l tanto em acetona e em acetato de etila sdo
descontinuos como evidenciaram as imagens de AFM (Figura 15 e 16), por isso ndo foram
feitas medidas de angulos de avango e de recesso para estes filmes.

Os valores de 84 encontrados estdo préximos a 70°, independentemente da condi¢do
experimental. Este valor indica que os filmes sdo pouco hidrofilicos. Os grupos dcidos
carboxilicos e hidroxilas provavelmente estdo orientados para a superficie de SiO»/Si,
enquanto os grupos butila estdo predominantemente orientados para o ar. Este tipo de
orientacdo molecular gera superficies mais hidrofébicas. A Tabela 5 mostra que nao existe
efeito das varidveis solvente, concentracdo e tempo de recozimento sobre os valores do
angulo de avanco (04). O efeito dessas varidveis € maior sobre os valores da histerese (A9).
Os valores de AB observados para filmes preparados a partir de acetato de etila sdo menores

do que aqueles observados para filmes preparados a partir de acetona, corroborando com os
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dados de rugosidade média (RMS) observados nas Figuras 17 e 18. O efeito da
concentracdo sO foi observado para filmes preparados a partir de acetona e recozidos.
Quanto maior a concentracdo, menor o valor de AO encontrado e, portanto, menor a
rugosidade. Este resultado estd de acordo com o comportamento observado na Figura 18.
A influéncia do tempo de recozimento foi observada para filmes preparados a partir
de acetona. Percebe-se pela Tabela 5 que quanto maior o tempo de recozimento, menor o
valor de AO encontrado e, portanto, menor a rugosidade. Esta diminui¢do da rugosidade
pode estd associada a maior mobilidade adquirida das cadeias poliméricas durante o
tratamento térmico e que conseqiientemente adquiriram uma conformacdo mais estavel
energeticamente. Esta tendéncia também foi observada por AFM, especialmente no caso da
acetona (Figura 16). No caso do solvente acetato de etila (Figura 17), ap6s 4 horas de

recozimento os valores de RMS dos filmes de CMCAB praticamente nao variaram mais.
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Tabela 5. Valores dos angulos de avango (04 ), angulo de recesso(Og ) e histerese (AB) para os filmes de

CMCAB preparados em acetona e acetato de etila nos diferentes tempos de recozimento e concentracao.

Tempo de Concentraciao Solventes
annealing (g/L) Acetato de etila Acetona
04(°) Or(’) AB(°) 04(°) Or(’) AB(°)
Oh
7 68+ 1 49 + 1 191 66+ 1 39+2 27+2
10 68+ 1 48 + 1 201 64+ 1 39+1 25+1
15 63+1 48 + 1 15+1 69+ 1 44 + 1 25+1
20 69 +1 50+1 191 76+ 1 45+2 312
4h
7 69+1 572 12+2 71,5+£0,5 48,5+0,5 23,0%£0,7
10 70+ 1 59+2 11+2 72+2 54+2 18+3
15 711 58%1 13+1 69+1 54+1 15+1
20 70+ 1 55+1 15+1 69 +1 54+2 14+2
15h
7 70+ 1 60*1 10£ 1 70+ 1 511 191
10 69+ 1 60+ 1 9+1 68 +2 54+2 14+3
15 66+ 1 59+1 71 69+ 1 53+1 16 +1
20 69,5+0,5 62,5+05 7107 70+ 1 58%1 12+1
60h
7 69+ 1 59+1 10+1 69+ 1 52+1 1712
10 68+ 1 58%1 10+2 72 +1 55+2 173
15 70+ 1 62+1 8+2 68+ 1 55+2 13+2
20 70+ 1 58%1 12+2 70+ 1 571 13+1
168h
7 69+ 1 61 %1 8+2 642 52+1 12+2
10 69 +1 6211 71 711 54+1 1712
15 68,0+ 0,5 59+2 9+2 66+ 1 56+1 10+1
20 69+ 1 59+2 10+2 69,0 + 0,5 58+2 11+2

6.3 Isotermas de adsorciao de CAB e CMCAB sobre diferentes substratos

O processo de adsor¢do dos polimeros CAB e CMCAB foi investigado considerando
o efeito da superficie (SiO,/Si e laminas de SiO,/Si funcionalizado com grupos amino,

APS) e da diferenca na estrutura quimica das macromoléculas.
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As isotermas de adsor¢cao de CAB e CMCAB sobre SiO./Si e APS sdo apresentados na

Figura 19.
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Figura 19. Isotermas de adsor¢do obtidas para (a) CAB e (b) CMCAB utilizando acetato de etila como
solvente em duas superficies diferentes, (@) silicio (SiO,/Si) e (M) para a superficie de SiO,/Si

funcionalizada com grupo amino (APS), a 25°C.

As curvas de adsorcdo evidenciaram um aumento continuo da quantidade de
material adsorvido em funcao das solucdes de CAB e CMCAB na qual os substratos foram
imersos, até atingir um patamar de adsorcdo, caracterizando uma condi¢do de equilibrio.
Os valores médios da espessura das camadas de CAB na regido do patamar das isotermas
foi de D = (1,2 £ 0,2) nm sobre APS e D = (0,52 = 0,02) nm sobre SiO»/Si, o que
corresponde a quantidade de material adsorvido de I' = (1,44 £0,04) mg/m2 e I'= (0,62«
0,03) mg/mz, respectivamente. Considerando o polimero CMCAB, os valores médios da
espessura das camadas de CMCAB na regido do patamar das isotermas foi de D = (3,4 +
0,2) nm sobre APS e D = (1,9 £ 0,2) nm sobre SiO»/Si, portanto a quantidade de CMCAB

adsorvido sobre APS e Si0,/Si foide I'= (4,1£0,2) mg/m2 e I'= 2,3+£0,2) mg/mz,

47




respectivamente. Os valores médios das espessuras dos filmes de CAB e CMCAB
formados sobre estes substratos indicam que somente o CAB adsorve sobre SiO,/Si
formando uma monocamada. Visto que a espessura média de uma monocamada
homogénea de celulose € aproximadamente de D = 0,5 nm [HOLMBERG et al., 1997].

As isotermas de adsorcdo de CAB e CMCAB sdo fortemente influenciadas pela
estrutura quimica da superficie, sendo que o processo de adsor¢do ocorre mais
intensamente na seguinte ordem APS > SiO,/Si. Este comportamento também foi
verificado para goma do cajueiro [MACIEL et al., 2007], sendo que a menor adsor¢cao
desse polissacarideo sobre S10,/Si foi explicado pela repulsdo eletrostatica entre o polimero
carregado negativamente e a presenca de grupos silandis de mesma carga. Logo, como
CAB e CMCAB nio apresentam propriedades de polieletrdlitos em acetato de etila, pode-
se concluir que a maior adsor¢do desses ésteres de celulose sobre APS é provavelmente
dirigida por interacOes mais favordveis entre os grupos carboxilicos e hidroxila dos
polissacarideos e o grupo amino do substrato do que com o SiO/Si.

Experimentos de dessor¢do foram feitos por medidas de elipsometria, monitorando a
variacdo da espessura da camada de CAB e CMCAB adsorvidos. Os filmes de CAB e
CMCAB sobre Si0»/Si e APS foram deixados em contato com o solvente puro (acetato de
etila). ApOs 24h imersos no solvente, mediu-se a espessura dos filmes e foi verificado que
nio ocorreu alteracdo da espessura dos filmes dos polimeros sobre os dois substratos,
mostrando que o processo de adsorcao € irreversivel para o CAB e CMCAB, logo néo foi
possivel aplicar modelos cldsssicos de adsor¢do.

Os valores de I" (mg/m?) sdo maiores para 0 CMCAB sobre SiO,/Si e APS do que

para o CAB. Portanto, o grupo CM (carboximetil) contribui fortemente para o processo de
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adsorcdo do CMCAB. Possivelmente por propiciar mais interagdes intermoleculares do tipo
dipolo-dipolo ou ligacdes de hidrogénio com as superficies.

A Tabela 6 mostra os valores dos angulos de contato de avango, de recesso e da
histerese medidos para gotas de dgua sobre os filmes de CAB e CMCAB na regido do
patamar das isotermas. Ndo foram realizadas medidas de dngulo de contato em outras
regides da curva, pois o angulo de contato ndo corresponderia um substrato totalmente

recoberto pelos polimeros, interferindo na anélise das medidas.

Tabela 6. Angulo de contato de avanco (0,), angulo de contato de recesso (6;) e histerese (AB) para os filmes

de CAB e CMCAB sobre SiO,/Sie APS realizados com gotas de dgua.

CAB CMCAB
Superficie 0.0 6,(°) A6 Superficie 0.(°) 6:(°) AB(°)
APS 681 49+2 19+2 APS T4+1 58+1 16=+1
Si0,/Si 501 43+1 T+1 Si0,/Si 55+2 42+1 132

Os angulos de contato para SiO»/Si e APS sdo (5 £ 1)°, (24t 1)°, respectivamente
[PETRI et al., 1999; Castro et al., 2005]. Os dados da Tabela 6 mostram que apds a
adsorcdo de CAB e CMCAB sobre SiO»/Si e APS, a molhabilidade dessas superficies
diminuiram, pois os valores de 0, aumentaram. Portanto, os filmes dos polimeros tornaram
as superficies mais hidrofébicas, isto ocorreu provavelmente pela orientacdo dos grupos
butiratos para o ar. Sendo que para a superficie de APS, os grupos butiratos dos polimeros
estdo mais orientados para o ar do que quando adsorvidos sobre SiO,/Si tornando os filmes
mais hidrofébicos do que os filmes sobre SiO,/Si.

Para avaliar o efeito da superficie sobre a morfologia dos filmes de CAB e CMCAB,

imagens topogréficas foram obtidas por AFM dos filmes formados no patamar da isoterma,
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na concentragcdo de 1,5 g/L (Figura 20). A Figura 20 mostra as imagens topogréficas dos

filmes dos polimeros sobre SiO,/Sie APS .

RMS =0,30 + 0,03 nm . RMS = 0,60 £+ 0,04 nm
' ' LN

RMS = 0,20 + 0,02 nm RMS = 0,15 + 0,03 nm

(c) (d)
Figura 20. Imagens wpograficas obtidas por AFM (1 x1) um? para os filmes de CAB sobre (a) Si/SiO,, Z =
4 nm, (b) APS, Z =7 nm e para os filmes de CMCAB sobre (c) Si/SiO,,Z= 3 nme (d) APS,Z= 3 nm.

A Figura 20 mostra que as superficies dos filmes de CAB e CMCAB sdo
homogéneas e lisos sobre os dois substratos. Comparando os valores das rugosidades dos
filmes com a dos substratos: RMS = (0,22 + 0,02) nm para APS e RMS = (0,10 + 0,02) nm
para SiO,/Si [PETRI et al., 1999; CASTRO et al., 2005], os filmes sdo alteram bruscamente
os valores, mas sdo ligeiramente mais rugosos, exceto para o filme de CMCAB sobre APS

que apresenta um valor de RMS menor do que o substrato.
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Os filmes obtidos por adsor¢do foram escolhidos para avaliar o efeito do polimero
CMCAB e CAB sobre o comportamento de adsor¢do das proteinas e sobre a mudanca da
hidrofobicidade dos filmes desses ésteres de celulose sobre os substratos silicio e APS no

processo de adsor¢do das biomoléculas.

6.4 Determinacio da energia superficial de CAB e CMCAB

Para o cdlculo das componentes dispersivas e polares (ySd e 7s") da energia superficial
do polimero CAB e CMCAB foram utilizados somente os filmes preparados por spin
coating sobre SiO»/Si e APS. Para a determinacdo da energia superficial foram usados o
solvente dgua e diiddometano e os valores das energias superficiais reportados na literatura

[BOUALI et al., 1998] dos liquidos apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Valores das energias superficiais dos liquidos usados no cédlculo das componentes dispersiva e

polar da energia superficial dos polimeros.

Liquidos Yy (mJ/m?) Y'Lv (mJ/m?) YLv (mJ/m?)
Agua 72,8 21,8 51
Diiodometano 50,8 50,8 0

A determinagdo da energia superficial do CMCAB sobre Si0/Si foi feita medindo-se
o angulo de avanco dos diferentes liquidos nos filmes mais homogéneos e lisos. Neste caso,
foi usado um filme de CMCAB preparado em acetato de etila na concentragdo de 20 g/L,
com um tempo de recozimento de 15h, na temperatura de 150°C. Este filme foi

caracterizado e foi um dos que apresentou menor de valor de RMS (Figura 17) e de
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histerese (Tabela 5). Nao foram medidos os angulos de contato para o filme de CAB
preparado por revestimento rotacional, pois esses valores sdo encontrados na literatura
[KOSAKA et al., 2007c].

Os filmes de CAB e CMCAB sobre APS foram preparados em acetato de etila na
concentracdo de 20 g/L, com um tempo de recozimento de 15h, na temperatura de 150°C
para o CMCAB e 170°C para CAB (sendo que essas temperaturas estdo acima de suas
temperaturas de transi¢ao vitrea). As espessuras médias obtidas antes do tratamento térmico
foram de D= 130 £3 nme D =128 = 1 nm para CAB e CMCAB, respectivamente. Apds o
recozimento de 15h, as espessuras dos filmes obtidas foram de D = 133 £ 1 nm para o filme
de CAB e D =129 * 1 nm para o filme de CMCAB, indicando que os filmes ndo sofreram
alteragdes morfoldgicas a exposicao do tratamento térmico.

A Figura 21 mostra as imagens de AFM obtidas antes e depois do recozimento para
os filmes de CAB e CMCAB sobre a superficie de APS. Percebe-se que os filmes
polimeros os filmes sdo homogéneos e lisos. Comparando-se os valores das rugosidades
antes e depois do recozimento nota-se que os filmes ndo sofreram alteracdes estruturais na
superficie , 0 que estd de acordo com os baixos valores de histerese obtidos nas medidas de
angulo de contato com gotas de dgua, AB = 5° + 1 para os filmes de CAB e A@ =7°+ 1 para

os filmes de CMCAB.
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RMS = 1,5 + 0,3 nm

| RMS=1,1+0,2nm

9
Recozimento o e
> B
N
e
Recozimento

(d)

Figura 21. Imagens de AFM (5 x 5) umz para CMCAB: (a) Oh de recozimento, Z= 8 nm, (b) 15h de
recozimento, Z= 10 nm e para CAB: (c) Oh de recozimento, Z= 7 nm e CAB (d) 15h de recozimento, Z= 9
nm, sobre superficie de APS.

A Tabela 8 mostra os angulos de contato obtidos para o célculo da energia superficial

dos polimeros CAB e CMCAB sobre SiO,/Si e APS.
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Tabela 8. Angulos de contato de avanco obtidos para gotas de dgua e diidometano sobre filme de CAB e
CMCAB sobre SiO»/Si e APS. Os valores dos angulos de contato para o filme de CAB sobre SiO,/Si foram
retirados da literatura [KOSAKA et al., 2007c].

Polimero Si0,/Si APS

eégua (0) 9diiodometano (0) eégua (0) 9diiodometano (0)
CAB 71,5+£0,7 52,0+0,5 74 +2 45+2
CMCAB 69,5105 50,5%0,5 78+ 1 42 + 1

A partir dos dados de Ogiidometano € da equagdo 7 (ver item: fundamentagdo tedrica,
equagdo do modelo harmonico) foi possivel determinar o valor da componente dispersiva
(ySd) para CAB e CMCAB sobre os diferentes substratos. A partir dos dados de Q4. € da
equagdo 7 calculou-se o valor da componente polar (ys") da energia superficial do CMCAB.
A Tabela 9 mostra os valores das componentes dispersivas e polares calculadas. Os valores

das componentes da energia superficial do polimero CAB sobre silicio sdo referentes a

dados ja publicados [KOSAKA et al., 2007c].
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Intensidade (u.a.)

Tabela 9. Valores das componentes dispersiva y,' e polar Y da energia superficial do CAB e CMCAB

determinadas pelo modelo harmdnico sobre diferentes superficies.

Polimero SiO,/Si APS

,st ,Ysp ,Ystotal ,st ,Ysp ,Ystotal

(diiodometano) (4gua) (diiodometano) (4gua)

(mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?)
CAB 349+0,3 13,2+0,1 48,1 £0,3 38=x1 11,5+0,7 495+1,2
CMCAB 35,1+0,1 142+0,3 493+0,3 39,102 9,2+0,2 48,3+0,3

Comparando os valores das componentes da energia superficial para os filmes de

CAB e CMCAB sobre SiO,Si (Tabela 9), percebe-se que o grupo carboximetil (CM) nao

influenciou os valores das componentes da energia superficial, provavelmente esses

polimeros se estruturam de forma semelhante neste substrato. Para verificar esta hipotese,

foram obtidos espectros de SFG dos filmes de CAB e CMCAB preparados em acetato de

etila. A Figura 22 mostra os espectros de SFG obtidos para esses ésteres de celulose na

regido de 2800 a 3000 cm™.
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Figura 22. Espectro de SFG obtido em ar para os filmes de (a) CAB e (b) CMCAB preparados com solugdes

de acetato de etila.

55



Os espectros obtidos para CAB e CMCAB sdo semelhantes em relacdo a intensidade
das bandas e da regido do espectro o qual se localizam concordando com os resultados
obtidos através de medidas de angulo de contato. As bandas presentes em 2879 cm’
(CHs()) e 2942 cm’! (CH3sr)) sdo atribuidas ao estiramento simétrico do grupo metil e
a ressonancia de Fermi [CLARKE et al., 2006]. A presenca de bandas do grupo metila
neste espectro mostra que as cadeias poliméricas do CAB e CMCAB se estruturam na
superficie de modo a arranjarem os grupos CHj perpendicularmente a superficie. O
espectro obtido para CAB e CMCAB na regido da carbonila (1600 a 1800 cm™) ndo
apresentou nenhuma banda caracteristica do grupo, indicando que para ambos os polimeros
a carbonila estd randomicamente orientada na superficie ou ndo se orienta
perpendicularmente na superficie.

Os valores do angulo de avanco medido com dgua para os filmes de CMCAB sobre
APS sdo ligeiramente mais hidrofébicos do que os de CAB. Isto mostra que mais grupos
hidrofébicos do CMCAB (possivelmente o grupo butirato) estdo mais orientados para o ar
do que para o CAB, apesar de DSg, para os polimeros serem semelhantes (DSg, = 1,64
para CMCAB e DSg, = 1,65 para CAB). Um fator que pode ter contribuido para este
comportamento € a presenca do grupo carboximetil (CM) que favoreceu a interacdo com o
grupo amino da superficie e conseqiientemente aumentou a populagdo de grupos butirato
orientados para o ar.

Os valores ysmtal determinados para o CAB e CMCAB sdo semelhantes ~ (49,0 £0,5)
mJ/m?, independentemente da composi¢do quimica da superficie. Entretanto, as
componentes da energia superficial para ambos os polimeros sdo diferentes quando a

composi¢cdo quimica da superficie € modificada. Para superficies silanizadas com APS a
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componente dispersiva da energia superficial dos polimeros é maior do que aquela
determinada para o mesmo polimero sobre Si0,/Si. Revelando maior exposi¢ao de grupos
alquila para o ar, o qual resulta em forcas de van der Waals mais intensas do que no caso da
superficie de Si0,/Si se reflete na componente polar da energia superficial que decresce em
relacdo a SiOy/Si. Conclui-se que ao modificarmos a superficie as macromoléculas se
orientam ou assumem uma conformacdo diferente na superficie de APS.

Comparando com os valores das componentes da energia superficial do filme de
celulose sobre SiO/Si, ys' = 30 mJ/m” e para ys* = 35 mJ/m* [KONTURI et al. 2007], os
valores obtidos para os filmes de CAB e CMCAB sdo diferentes em relacdo as
componentes da energia superficial. Sendo que essa diferenca & mais acentuada na
componente polar da energia superficial. A modificacdo da celulose em ésteres de celulose,
no caso CAB e CMCAB, contribui significativamente na diminui¢cdo da componente polar
da energia superficial. Isto se deve pelo alto grau de substitui¢do de butirato (DS = 1,65) e
baixo teor de hidroxilas nos polimeros CAB e CMCAB em relagdo a celulose. Outro
aspecto interessante € que tanto o CAB como o CMCAB apresentaram valor de energia
superficial proximo a do colageno ~ 48 mJ/m? [HARNETT et al., 2007], indicando que as
superficies dos filmes de CAB e CMCAB podem ser bons substratos para adesdo e
crescimento celular.

O solvente utilizado no preparo dos filmes influenciou as propriedades dos filmes de
CMCAB, como a espessura e a morfologia. Para verificarmos se a acetona e o acetato de
etila também alteram os valores da energia superficial do filme de um éster de celulose,
foram preparados filmes de CAB por adsor¢do nos dois solventes na concentracao de 5 g/L.

e em seguida foram recozidos por 15h. O CMCAB nio foi utilizado neste estudo, pois ele
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ndo adsorve sobre o SiO./Si quando se utiliza acetona como solvente e os filmes
depositados por revestimento rotacional a partir de solucdes em acetona s@0 muito rugosos
para determinar a energia superficial do CMCAB.

A Figura 23 mostra a imagens topograficas obtidas por AFM para os filmes de CAB

preparado por adsorcdo em acetato de etila e acetona.

~ RMS= 0,90 + 0,06 nm| =0,19 + 0,03 nm

(a) (b)

Figura 23. Imagens topogréficas obtidas por AFM (1 x1) um® para os filmes de CAB preparado em (a)

acetato de etila e em (b) acetona por adsorcao.

Os filmes de CAB em ambos os solventes sdo homogéneos e com baixo valor de
RMS, logo foram utilizados nas medidas de dngulo de contato para verificarmos o efeito do
solvente nas propriedades superficiais do éster de celulose. A Tabela 10 mostra os valores
obtidos das componentes da energia superficial dos filmes de CAB preparados em acetona

e acetato de etila.
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Tabela 10. Valores da componente dispersiva (Y,") e (polar yF) da energia superficial dos filmes de CAB
preparados por adsorcdo em acetato de etila e em acetona determinadas pelo modelo harmdnico sobre

Si0,/Si.

Componentes da energia superficial e energia

Solventes f&ngulo de contato superficial (mJ/m?)

Odiiodometano (°) Osigua () 7" (diiodometano) VP (dgua) Ys

Acetato de etila 51+1 50+1 34,9 +0,3 24,3 +0,2 59,2+04
Acetona 56 +2 42+2 324+0,3 29,5+0,3 619+04

Os valores do angulo de contato em dgua mostram que os filmes de CAB adsorvidos
a partir de acetona sdo mais hidrofilicos do que aqueles adsorvidos a partir de acetato de
etila. Conseqiientemente, os solventes contribuem para que os valores das componentes da
energia superficial sejam diferentes (Tabela 10). Além disso, a técnica (adsor¢cdo ou
revestimento rotacional) utilizada no preparo do filme de CAB também influencia nas
caracteristicas do filme de CAB preparado com acetato de etila. O valor de 4. (°) obtido
para o filme de CAB preparado por adsorcdo € menor do que quando preparado por
revestimento rotacional, indicando uma estruturacdo diferente das cadeias do CAB na
superficie.
Para identificarmos o efeito do solvente na estruturacio do filme de CAB, foi obtido o
espectro de SFG do filme de CAB preparado em acetona e comparado com o espectro do

filme preparado em acetato de etila (Figura 24).
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Figura 24. Espectro de SFG obtido a seco para o filme de CAB preparado com (a) acetato de etila e com (b)

acetona sobre quartzo.

O espectro obtido para o filme de CAB preparado em acetona (Figura 24) apresenta

duas bandas em 2878 cm” (CHjsy) e 2945 cm” (CHsg). A diferenca em relagio ao

espectro de SFG do filme de CAB preparado em acetato de etila (Figura 24) € a intensidade

das bandas. Este resultado indica que o acetato de etila induz uma maior orienta¢do dos

grupos metila perpendicularmente a superficie do que a acetona. Tornando os filmes mais

hidrofébicos do que em filmes oriundos da acetona.

Existe pouca informacdo na literatura sobre o efeito do solvente na estruturacao de

filmes finos de biopolimeros sobre substratos s6lidos. Recentemente, Wang et al. (2008)

utilizando a técnica de SFG realizou este estudo com um polimero de PMMA modificado

com grupos perfluoralquil utilizando tolueno, ciclohexano e trifluorbenzeno como

solventes. Os autores verificaram que a orientacdo dos grupos metil e metileno das cadeias

do polimero na superficie dependia do solvente utilizado. Sendo que este comportamento

foi atribuido a diferente estruturacdo do polimero nesses solventes. Entretanto aqueles
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autores nao exploraram a contribuicdo da interacdo do solvente com a superficie nas
caracteristicas do filme.

Para verificarmos o papel da interacdo das moléculas de acetona e acetato de etila
com a superficie de SiO»/Si e posteriormente nas caracteristicas superficiais do filme de
CAB, foram obtidos espectros de SFG in situ desses solventes sobre Si0»/Si (Figura 25). O
espectro de SFG para a acetona (Figura 25) mostra um forte sinal em 2923 cm’, atribuido
ao modo vibracional simétrico do grupo metil da acetona [CHEN et al., 2005]. No caso do
acetato de etila a intensidade do sinal foi muito fraca dificultando uma andlise mais precisa.
Portanto, estes resultados mostram maior afinidade da acetona pelo Si0»/Si do que o

acetato de etila, como previsto por Chaudhury (1996).
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Figura 25. Espectro de SFG obtido in situ para (e) acetona e (m) acetato de etila sobre quartzo.
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Para verificar se ocorre a formacao de uma camada das moléculas de acetona sobre
S104/S1, foi obtido apés a andlise in situ, o espectro de SFG da acetona em ar . A Figura 26
mostra uma banda em 2955 cm™ de menor intensidade em relagcdo ao espectro de SFG da
acetona in situ caracteristica do grupo metila da acetona evidenciando a presenca de
moléculas de acetona na superficie de SiO»/Si mesmo apds a remoc¢do do substrato que

antes estava em contato com o solvente.
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Figura 26. Espectro de SFG obtido em ar para acetona sobre quartzo.

A forte adsor¢cdo de moléculas de acetona sobre Si0,/Si cria uma nova camada entre
0 CAB e o S10,/Si fazendo com que parte dos grupos butirados do polimero se oriente para
esta camada, tornando o filme mais hidrofilico. A Figura 27 ilustra a estruturacio do filme

de CAB sobre SiO,/Si quando se utiliza acetona e acetato de etila.
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Figura 27. Tlustrag@o da formacdo de filmes de CAB sobre SiO,/Si utilizando como solvente (a) acetona e (b)

acetato de etila. Onde R em (b) pode ser os grupos OH ou COCH;.
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6.5 Adsorcao de lisozima sobre os filmes finos de CAB e CMCAB

A lisozima € uma proteina encontrada na clara de ovo, no leite e em algumas plantas
Possui as dimensdes cristalograficas de 4,5 x 3 x 3 nm [ZHOU et al., 2003] e ponto
isolétrico (pl) 11 [BELEGRINOU et al. , 2008]. A lisozima tem sido muito estudada devido
a sua acgdo bactericida [FRANCK, 1992], os trabalhos estdo geralmente direcionados a sua
imobilizagdo em filmes poliméricos como quitosana [PARK et al. 2004] e carboximetil
celulose [MOCANU et al., 2000] e posterior avaliacdo da sua atividade enzimatica. O
mecanismo da acdo enzimadtica da lisozima estd relacionado com a hidrélise das ligacdes -
1,4 entre N-acetilglicosamina e o dcido N-acetilmuramico das paredes celulares das
bactérias [FRANCK, 1992].

A Figura 28 mostra os valores médios da quantidade de lisozima adsorvida
(Tlisozima) sobre os filmes de CAB e CMCAB adsorvidos sobre APS e SiO,/Si, na
concentracdo de 1g/L, em pH = 6,4 + 0,1 em solu¢cdes preparadas em dgua pura e em duas

concentracdes diferentes de sal (NaCl), a 25°C.
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Figura 28. Valores médios da quantidade de lisozima adsorvida (I'jisozima) SObre 0s filmes de CAB e CMCAB
depositados sobre APS e SiO,/Si, a partir de solu¢des de lisozima (¢ = 1,0 g/L) preparadas em dgua pura
(coluna vermelha), 0,01 mol/L. NaCl (coluna verde), 0,10 mol/L NaCl (coluna azul), a 25°C e pH = 6,4 £ 0,1.

Comparando os valores obtidos de Iiozms, @ lisozima adsorveu em maior
quantidade sobre o filme de CMCAB do que sobre o filme de CAB, independentemente da
superficie ao qual foi preparado o filme. Isto indica que os valores das energias superficiais
e suas componentes ndo tem efeito sobre a adsor¢do da lisozima. A preferencial interacao
entre lisozima e CMCAB pode ser explicada pela presenca do grupo carboximetil (CM) do
CMCAB. Em meio aquoso, grupos carboximetil orientados para a interface sélido-liquido
podem estar desprotonados, gerando cargas negativas na superficie. Como o ponto
1soelétrico da lisozima (pI) € 11, em pH= 6 a lisozima encontra-se com carga liquida
positiva, favorecendo interacdes eletrostaticas entre filme de CMCAB e lisozima.

A quantidade de lisozima adsorvida sobre uma superficie mais hidrofilica que os
filmes de CMCAB e CAB, como a superficie de Si0»/Si, cujo angulo de contato da dgua é

de (5 = 1)° sobre esta superficie, € I'=2,0 mg/m2 [SILVA et al., 2009] na concentragdo de
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Ig/L em dgua pura. Comparando este valor com os valores de Iiwzima sobre os filmes de
CAB e CMCAB, a lisozima adsorveu mais sobre os filmes de CMCAB do que nos filmes
de CAB. Este resultado refor¢a a proposta de que a maior afinidade da proteina pelo
derivado de celulose, no caso o CMCAB, se deve pela presenga do grupo carboximetil.

O efeito da forga 10nica sobre a adsor¢ao da lisozima foi investigado como mostra a
Figura 28. A Iisozima aumentou quando foi adicionado NaCl em todos os sistemas estudados
e esta tendéncia € mantida quando se aumentou a forca idnica do meio de 0,01 mol/L de
NaCl para 0,1 mol/L. Este comportamento pode ser explicado pela desidratacdo das
moléculas de lisozima devido a solvatagdo de fons do sal ao redor das proteinas [CHEN,
SUN, 2003]. Logo as moléculas de lisozima tendem a agregar em solu¢do e provavelmente
adsorvem sobre as superficies do CAB e CMCAB por interacdes hidrofébicas.

Para avaliar se o processo de adsor¢ao da lisozima € reversivel ou irreversivel, todos
os filmes obtidos para a lisozima foram deixados em contato com 0s seus respectivos
solventes dgua ou solucdo salina (0,01 mol/L ou 0,1 mol/L de NaCl). Este estudo foi
realizado através de medidas de elipsometria, avaliando se houve uma variagdo na
espessura das camadas de lisozima sobre os filmes de CAB e CMCAB. Para todos os
sistemas investigados, ndo houve dessorcdo da lisozima apds 18h de contato com os
solventes, indicando que o processo € irreversivel.

A imobilizacdo de lisozima sobre os filmes de ésteres de celulose modificou a

molhabilidade dos filmes de CAB e CMCAB como pode ser visto na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores dos angulos de avango (0,), angulo de recesso (Og) e histerese (A) para lisozima

imobilizada sobre as superficies de ésteres de celulose.

Filmes de lisozima

Superficies .
Agua 0,01 mol/L NaCl 0,1 mol/L NaCl
0a Or AO 0a Or AO 0a Or A©
CAB/SiO, 47+2 2941 18+2 49+1 30%1 19+1 44+1 25+1 19%1
CAB/APS/SiO, 47+2 301 172 55+1 36%2 19+2 1 53+£1 3242 21%2
CMCAB/SiO, 5241 31+1 21=+1 462 28+2 18+3 51+2 30+2 2143
CMCAB/APS/SiO; 55+2 33+1 22+2 501 35+2 15+2 1 55+1 38+£2 172

Apé6s a adsorcdo da lisozima, houve um decréscimo dos angulos de contato em

relacdo aos filmes dos ésteres de celulose (ver Tabela 6), tornando os filmes mais

hidrofilicos. Provavelmente, a lisozima orientou os grupos hidrofébicos para a superficie

dos ésteres de celulose e consequentemente, os grupos hidrofilicos para a interface s6lido-

ar.

A presenca do sal na solugdo ndo teve uma influencia na orientacao das moléculas de

lisozima adsorvidas sobre todos os filmes de CAB e CMCAB, como pode ser visto na

Tabela 11. Para inferir sobre a morfologia dos filmes de lisozima e descrever o processo de

adsorcdo da proteina foram feitas medidas de microscopia de forca atdmica (AFM). As

Figuras 29 e 30 mostram as imagens obtidas para os filmes de lisozima sobre os filmes de

CAB e CMCAB.
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Figura 29. Imagens topogrificas obtidas por AFM (1 x1) um?, com correspondente seccio transversal, para
os filmes de lisozima preparados em (a) d4gua, Z = 6 nm, e em (b) 0,1 mol/L de NaCl,Z= 20 nm, sobre
CAB/SiO»/Si e para os filmes preparados em (c) 4gua, Z= 8 nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 9 nm,
sobre CAB/APS/SiO/Si.
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A Figura 29 mostra as imagens de lisozima adsorvida sobre os filmes de CAB nos
diferentes substratos e em duas condi¢des de preparo das solu¢des usadas para a proteina
(4gua ou solucao 0,1 mol/L de NaCl). A Figura 29 (a) e 29 (c) mostram a lisozima
adsorvida sobre CAB/S10,/Si e CAB/APS/S10,/Si, respectivamente. Neste caso, a lisozima
foi dissolvida em 4gua. Percebe-se uma estruturacdo da lisozima em particulas de altura
distintas de 4 a 5 nm sobre CAB/SiO»/Si e de 6 a 7 nm sobre CAB/APS/Si0y/Si.
Considerando as dimensdes cristalogréficas da lisozima de 4,5 nm x 3 nm x 3 nm [ZHOU
et al., 2003], pode-se concluir que as estruturas correspondem a agregados de lisozima. Os
valores de RMS obtidos por AFM mostram que os filmes de lisozima adsorvidos a partir de
agua sobre CAB/S10,/S1 sdo menos rugosos do que sobre CAB/APS/S10,/S1.

As imagens das Figuras 29 (b) e 29 (d) mostram a formagdo de estruturas maiores de
lisozima sobre a superficie dos filmes de CAB quando se adiciona NaCl (0,1 mol/L) na
solucdo. Estas estruturas variam de altura: de 10 a 15 nm sobre CAB/Si0,/Si e possui uma
altura de 7 nm sobre CAB/APS/S10,/Si, como pode ser visto nos cortes transversais das
imagens topograficas. Isto mostra que o sal induziu a aglutinacdo das moléculas de lisozima
sobre os filmes de CAB quando foi adicionado as solu¢des da proteina. Aumentando a
quantidade de lisozima adsorvida. As rugosidades dos filmes de lisozima sdo maiores do

que os filmes obtidos com solugdes de 4gua pura como mostrado na Figura 30.
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A Figura 30 mostra as imagens de lisozima adsorvida sobre os filmes de CMCAB
nos diferentes substratos. A Figura 30 (a) e 30 (c) mostram lisozima adsorvida sobre
CMCAB/Si102/S1 e CMCAB/APS/S10,/S1, respectivamente. Neste caso, a solucdo de
lisozima foi preparada em dgua. Percebe-se uma estruturacdo da lisozima em particulas de
altura distintas de 3 a 5 nm sobre CMCAB/SiO,/Si e de 3,5 nm sobre
CMCAB/APS/Si0,/S1. Os valores de RMS obtidos mostram que os filmes de lisozima

sobre CMCAB/APS/Si10,/S1 sdo mais rugosos do que sobre CMCAB/SiO,/S1.
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Figura 30. Imagens topogrificas obtidas por AFM (1 x1) um?, com correspondente seccio transversal, para
os filmes de lisozima preparados em (a) dgua, Z =6 nm, e em (b) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 12 nm, sobre
CMCAB/ SiO»/Si e para os filmes preparados em (c) 4gua, Z= 4 nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl,Z =3
nm, sobre CMCAB/APS/ SiO/Si.
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As imagens das Figuras 30 (b) e 30 (d) mostram a formacdo de grandes estruturas
de lisozima sobre a superficie dos filmes de CMCAB/S10,/Si quando se adiciona NaCl (0,1
mol/L) na solucdo. Estes aglomerados t€m uma altura: de 10 nm e distintamente sobre
CMCAB/APS/S10,/Si a lisozima adsorveu em particulas com alturas em torno de 2,5 nm,
como pode ser visto nos cortes transversais das imagens topograficas. A presenca do
(NaCl) novamente induziu a formacdo de agregados de lisozima em solucdo, os quais
adsorveram sobre os filmes de CMCAB/Si04/Si, aumentando a quantidade de lisozima
adsorvida.

Para verificar possiveis mudancas na conformacao da lisozima apds ser imobilizada
sobre os filmes de éster de celulose (CAB e CMCAB), testes enzimaticos foram realizados
usando uma dispersao de bactérias como substrato. Neste estudo, foram usados os filmes de
lisozima preparados com 0,1 mol/L de NaCl sobre os filmes de CAB/SiO,/Si e
CMCAB/Si10,/S1. A atividade enzimdtica foi avaliada com o decréscimo da turbidez da
dispersdo da bactéria e a atividade da lisozima adsorvida foi comparada com a lisozima
livre em solugdo.

Ap6s 1h de contato dos filmes de lisozima com a dispersdo, a turbidez (t) da
dispersdo diminuiu. Os valores de At encontrados foram: At = (23 = 1) % para lisozima
adsorvida sobre CAB/Si10,/S1 e para lisozima adsorvida sobre CMCAB/Si0,/S1 At = (29 +
1) %. Em comparagdo com a lisozima imobilizada sobre uma superficie mais hidrofilica, no
caso silicio, a sua atividade é de (49 £ 4) % [SILVA et al., 2009 ]. Indicando uma menor
atividade sobre superficies de éster de celulose. De fato, a baixa atividade enzimética pode
ser explicada pela agregacdo das moléculas de lisozima como mostrado nas imagens de

AFM (Figuras 29 e 30).
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Apé6s o experimento, os filmes de lisozima foram monitorados por elipsometria,
com o intuito de verificar se houve dessor¢do da proteina. Como discutido anteriormente, a
lisozima adsorve irreversivelmente sobre CAB e CMCAB, o que possibilitou o estudo da
reutilizacdo dos filmes. Para este estudo somente o filme de lisozima sobre
CMCAB/S10,/S1 foi utilizado, pois ndo houve uma diferenca significativa entre os filmes
de CAB e CMCAB. Ap6s 1h de contato com a dispersdo, a atividade da lisozima manteve-
se, At = (32 £2) %, mostrando que mesmo apds armazenagem em um dessecador a 25°C
por um dia, a lisozima continuou ativa.

Para a lisozima livre em solucao foi obtido o valor de At = (100 + 1) %, semelhante
ao encontrado na literatura [SILVA et al., 2009] indicando que a atividade da lisozima é
bem menor quando imobilizada sobre os filmes de CAB e CMCAB do que livre. A
preservacdo da atividade enzimadtica da lisozima € dependente da preservacdo de sua
estrutura nativa, que ocorre quando as ligacdes de dissulfeto sdo mantidas intactas e a de
residuos de triptofano 62 e 63, além disso, o mecanismo da a¢do da lisozima € realizado
pelos residuos hidrofilicos Glu35 e Asp52 que devem também ser mantidos ativos
[FRANCK, 1992]. Portanto, a lisozima ao adsorver sobre os filmes de CAB e CMCAB nao
mantém completamente a sua estrutura nativa, visto que a adsor¢do ocorre com formacao

de agregados.

6.6 Adsorcao da albumina do soro bovino (BSA) sobre os filmes finos de
CAB e CMCAB

A albumina é uma das proteinas mais abundante no sangue e bastante utilizada em

diagnésticos [CARTER, HO, 1994]. Além disso, € a proteina mais utilizada para estudar
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processos de adsor¢ao de proteinas [LI et al., 2006; ISHIGURO et al.,2005]. A dimensao
da moléculade BSA éde4 nm x4 nmx 14 nm [ ZHANG et al., 1998]

A Figura 31 mostra os valores médios da quantidade de albumina do soro bovino
(BSA) adsorvida sobre os filmes de CAB e CMCAB preparados por adsor¢ao sobre SiO; e
APS, na concentragdo de 1g/L com o pH = 6,4 + 0,1 em solu¢des preparadas em dgua pura

e em duas concentragdes 0,01mol/L e 0,1 mol/l de NaCl, a 25°C.

6 ,

Bl Agua

[ 0,01 mol/L NaCl
5- I 0,1 mol/L NaCl

0

CAB/SiO, CAB/APS/SiO, CMCAB/SiO, CMCAB/APS/SiO,

Figura 31. Valores médios da quantidade de BSA adsorvida, I'gsa (mg/mz), sobre os filmes de CAB e
CMCAB depositados sobre APS e SiO,/Si, a partir de solugdes de lisozima (c = 1,0 g/L) preparadas em dgua
pura (coluna vermelha), 0,01 mol/L NaCl (coluna verde), 0,10 mol/L NaCl (coluna azul), a 25°C e pH = 6,4 £+
0,1.

A adsorc@o de BSA foi mais favorecida sobre filmes de CMCAB e CAB depositados
sobre SiO0»/Si do que aqueles depositados sobre APS. A Tabela 9 mostra que as
componentes polares das energias superficiais (Ys) de CAB e CMCAB sdo maiores quando
a superficie € SiO./Si. Como BSA ¢é uma proteina predominantemente hidrofilica

[CARTER, HO, 1994], as interagdes polares sdo favorecidas quando y’s for maior. Além
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disso, os valores de I'gsa sobre CMCAB siao ligeiramente maiores do que aqueles sobre
CAB. Portanto, a presenca do grupo carboximetil (CM) no CMCAB provavelmente
intensifica as interagdes do tipo dipolo-dipolo ou ligacdes de hidrogénio com a proteina.
Por outro lado, BSA tem pl ~ 5,5 [CARTER, HO, 1994], portanto em pH= 6,4 a BSA
encontra-se com carga liquida negativa, o que poderia provocar certa repulsdo eletrostdtica
pelos grupos carboxilatos da superficie de CMCAB.

O efeito da forca i0nica sobre a adsor¢do da BSA foi investigado como mostra a
Figura 31. Os valores de I'gsa aumentaram quando a forca idnica do meio aumentou em
todos os sistemas estudados. Este comportamento pode ser devido a agregacdo das
moléculas de BSA com o aumento da for¢ga idnica. Como ocorrido com a lisozima.

O processo de adsor¢do da BSA ¢ irreversivel, pois todos os filmes de BSA foram
deixados em contato com os seus respectivos solventes dgua ou solucdo salina (0,01 mol/L
ou 0,1 mol/L de NaCl) e apés 18h de contato com os solventes ndo foi observada nenhuma
dessor¢do de BSA.

A Tabela 12 mostra que apos a adsorcdo de BSA os filmes de CAB e CMCAB se
tornaram mais hidrofilicos que os filmes dos ésteres de celulose originais (ver Tabela 6).
Dessa forma, ao adsorver as moléculas de BSA provavelmente orientaram para a superficie
os seus grupos hidrofobicos interagindo com os ésteres de celulose e os seus grupos
hidrofilicos ficaram orientados para a interface sélido-ar. Contudo, o decréscimo do angulo
de contato para a BSA foi bem menor quando adsorvida sobre os filmes de CAB e
CMCAB do que a lisozima. Isto pode ser explicado pela diferenca na estruturacdo das

moléculas de BSA sobre os filmes.
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Tabela 12. Valores dos angulos de avanco (04), dngulo de recesso (Og) e histerese (AB) para a BSA

imobilizada sobre os filmes de éster de celulose.

Superficies

CAB/Si105/S1
CAB/APS/S10,/S1
CMCAB/Si105/Si1

CMCAB/APS/S10,/S1

Filmes de BSA
Agua 0,01 mol/L. NaCl 0,1 mol/L NaCl
0a Or A© 0a Or AO 0a Or AQ
501 40+1 10=+1 55+1 39%2 16+2|49+1 38%2 11%2
65+1 40+2 252 [62+2 43+1 19%2[63+1 41+1 221
511 37+2 14+2 [49+1 331 16+2|50+1 35+2 15+2
58+1 30+2 282 [60+1 39+1 21+2[65+2 35+2 30%3

A presenga do sal na solu¢do nio teve uma influencia na orientagdo das moléculas

de BSA adsorvidas sobre todos os filmes de CAB e CMCAB, como pode ser visto na

Tabela 12. Para inferir sobre a morfologia dos filmes de BSA e descrever o processo de

adsorcdo da proteina foram feitas medidas de microscopia de forca atdmica (AFM). As

Figuras 32 e 33 mostram as imagens obtidas para os filmes de BSA sobre os filmes de CAB

e CMCAB.
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Figura 32. Imagens topogréficas obtidas por AFM (1 x1) pm?, com correspondente sec¢do transversal, para
os filmes de BSA preparados em (a) dgua, Z = 2,5 nm, e em (b) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 9 nm, sobre CAB/
Si0,/Si e para os filmes preparados em (c) 4gua, Z= 2 nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl, Z = 12 nm, sobre

CAB/APS/ SiO,/Si.
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Figura 33. Imagens topogrificas obtidas por AFM (1 x1) um?, com correspondente secciio transversal, para
os filmes de BSA prepardos em (a) dgua, Z = 2,5 nm, e em (b) 0,1 mol/L de NaCl, Z =5 nm, sobre
CMCAB/ SiOy/Si e para os filmes preparados em (c) dgua, Z= 2,5 nm, eem (d) 0,1 mol/L de NaCl, Z =
7 nm, sobre CMCAB/APS/ SiO,/Si.
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As Figuras 32 (a), 32 (c) e 33 (a) e 33 (c) mostram as imagens de BSA adsorvida
em filmes preparados somente com dgua sobre: CAB/SiO,/Si, CAB/APS/SiOy/Si,
CMCAB/Si0,/Si e CMCAB/APS/Si0,/Si, respectivamente. Os filmes de BSA adsorvidos a
partir de d4gua sdo muito uniformes e lisos, podendo indicar uma possivel desnaturacio das
moléuclas de BSA adsorvidas. Comportamento semelhante foi observado para BSA
adsorvida sobre superficie de ouro [TENCER et al. 2007].

As Figuras 32 (b) e 32 (d) mostram as imagens de BSA adsorvida a partir de NaCl
0,1 mol/L sobre CAB/S10,/Si e CAB/APS/Si10,/S1, respectivamente. As imagens de AFM
mostram a formagdo de agregados de BSA com distintas alturas, como pode ser visto nos
cortes transversais das imagens topograficas. A formacdo desses agregados contribuiu para
o aumento da quantidade de BSA adsorvida. As Figuras 32 (b), 32 (d) mostram que existem
estruturas das moléculas de BSA com altura de 6 a 8 nm sobre CAB/Si0,/Si e agregados de
10 a 12 nm sobre CAB/APS/Si0,/S1, o que faz com que os filmes de BSA sejam mais
rugosos do que os filmes de CAB (Figura 20).

As Figuras 33 (b) e 33 (d) mostram as moléculas de BSA com altura de 2 a 3 nm
sobre CMCAB/SiO,/Si e de 4 a 5 nm sobre CMCAB/APS/Si0,/Si. O tamanho das
moléculas de BSA adsorvidas sobre os filmes de CMCAB sdo menores em relacdo as
moléculas de BSA adsorvidas sobre CAB, indicando uma estruturagdo distinta sobre os

substratos.

6.7 Adsorcao de lectinas sobre os filmes finos de CAB e CMCAB

Lectinas sdo proteinas encontradas em vdrios tecidos de plantas e

microorganismos e tém a capacidade de aglutinar eritrocitos através de ligacdes especificas
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a determinados carboidratos e identificar cromossomos defeituosos. Devido as essas
propriedades essas proteinas sdo sendo muito estudadas para serem usadas como
biosensores [GILBOA-GARBER et al. 1998; DAM, BREWER, 2002].

Concanavalina A € uma lectina extraida da semente do feijao que se liga as unidades
o—D-manose e o— D-glicose de carboidratos. Possui duas unidades de 237 grupos de

aminodcidos com 26000 g/mol cada uma [REEKE et al. 1975]. Nos pH 4,5 e 6,0 ela se
encontra numa forma dimera e em pH maior que 7 é um tetrimero [DAM e BREWER

2002]. E bem documentado que a concanavalina A em pH menor do que 5 tem uma
dimensdo de 3 nm x 4,5 nm x 7,5 nm e em pH neutro ou acima de 7 tem dimensdes de 6
nm x 7 nm x 7 nm [DONG et al., 2008]. O ponto isoelétrico concanavalina A estd entre 4,5
e 5,5 [KITANO et al. 2009]. Para que a concanavalina A se ligue a manose ou a glicose,
dois fons devem estar presentes no meio, os fons célcio (Ca+2) e os fons manganés (Mn+2).
Os ions (Mn+2) tém a funcdo de se coordenarem aos residuos Glu8, His24, Asp10 e Asp19
da unidade monomérica da concanavalina A e a duas moléculas de dgua. Os ions (Ca+2)
coordenam aos residuos Aspl0, Aspl9, Tyrl2 e Arg228 e com outras duas moléculas de
agua [GRIMALDI, SYKES,1975].

A jacalina € uma lectina encontrada na semente da jaca, com massa molar de 66000
g/mol possuindo a forma de um tetrAmero em pH neutro. Na sua estrutura existem de 7 a
10% de carboidratos, ndo contém residuos de cisteina e tem uma sequéncia de 133
aminodcidos de cadeias a e de 20 a 21 aminoacidos de cadeia 3. Apresenta plentre 4 e 8,5
Diferentemente da concanavalina A , a jacalina € um ligante especifico para a galactose e
para que esta interacdo ocorra ndo € necessdrio a presenca de fons metélicos [KABIR,

1998].
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As aplicacdes da jacalina estdo relacionadas ao diagndstico de cancer, pois essa
lectina pode se ligar especificamente ao antigeno-T (GalB1-3GalNAc), presente em 85%
dos carcinomas humanos [JEYAPRAKASH et al.,, 2002], além disso € usada no
isolamento de glicoproteinas plasmaéticas, na investigacdo de nefropatias e na avaliagdo da
imunidade de individuos infectados com HIV- 1 [KABIR, 1998].

Apesar de encontrarmos na literatura trabalhos relacionados as propriedades
bioldgicas da jacalina e da concanavalina A, ndo foi estudado ainda o processo de adsor¢ao
dessas lectinas sobre filmes de éster de celulose.

A Tabela 13 mostra os valores médios da quantidade de lectina adsorvida, I (mg/mz),
em solucdes preparadas em dgua para a jacalina (0,15 g/L) e em solucdes preparadas em
CaCl» (0,01 mol/L) e MnCl, (0,01 mol/L) para a concanavalina (1 g/L) no pH = 6,0 £ 0,1

sobre os filmes de CAB e CMCAB preparados por adsor¢io sobre SiO,/Si e APS.

Tabela 13. Quantidade adsorvida, F(mg/mz), de jacalina e concancavalina A sobre os filmes de éster de

celulose, a 25°C.

Lectinas
Superficies Jacalina Concanavalina A
I" (mg/m”)

CAB/Si10,/S1 42+0,2 5,3+0,1
CAB/APS/S105/Si 3,3+0,1 3,6 +0,2
CMCAB/SiO,/Si 5,6 +0,1 7,3+0,2

CMCAB/APS/Si0,Si 48 +0,1 4,7+0,1

Comparando os valores obtidos de T (mg/mz) para a adsorcdo de jacalina sobre os

filmes de ésteres de celulose, percebe-se que os valores mais altos de I' foram obtidos para
os filmes de CAB e CMCAB adsorvidos sobre Si0»/Si, cujos valores de yps (Tabela 9) sdo

maiores do que aqueles determinados para APS. Logo, a adsor¢do de jacalina e
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concanavalina A foi mais pronunciada nos filmes mais hidrofilicos dos ésteres de celulose
(ver Tabelas 6 e 9). Comparando os polimeros CAB e CMCAB, a jacalina e a
concanavalina A adsorverem preferencialmente sobre os filmes de CMCAB, indicando que
as lectinas tém uma maior interacdo com o CMCAB do que com o CAB. Provavelmente
interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio, dipolo-dipolo regem a adsor¢cdo da jacalina e
sobre esses substratos.

Considerando os filmes de CAB e CMCAB sobre APS que sdo mais hidrofobicos
do que quando adsorvidos sobre Si0O»/Si, a menor adsor¢do das lectinas sobre esses filmes
se deve pela natureza das interacdes proteina-substrato que possivelmente sdo do tipo van
der Waals.

Todos os filmes obtidos para as lectinas foram deixados em contato com os seus
respectivos solventes dgua pura para jacalina e solugdo salina (0,01 mol/L de CaCl, e
MnCl,) para concanavalina A para identificar se o processo de adsorcdo € irreversivel ou
ndo. Apos as medidas de espessura dos filmes das lectinas, foi constatado que para todos os
sistemas investigados, ndo houve dessor¢do da jacalina e da concanavalina A apds 18h de
contato com os solventes, indicando que o processo de adsor¢do € irreversivel.

Para verificarmos a orientacdo das moléculas de lectinas sobre os filmes de CAB e

CMCAB foram feitas medidas de angulo de contato, como é mostrado na Tabela 14.
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Tabela 14. Valores dos angulos de avanco (6,), angulo de recesso (Bg) e histerese (AO) para os filmes de

jacalina e concanavalina A sobre as superficies de ésteres de celulose.

Filmes de lectinas

Superficies Jacalina Concanavalina A
0a Or AO 0a Or AO
CAB/SiO,/Si 47 + 1 23 +1 24 + 1 50+1 23+£1  17+x1
CAB/APS/Si0,/Si 53+1 381 15+1 53+1 29+£2  244+2
CMCAB/SiO,/Si 381 24 + 1 14+1 48 + 1 261 22+1
CMCAB/APS/SiO»/Si 43+ 1 20+2 23+2 47 + 1 25+£2 2242

A Tabela 14 mostra que as lectinas ao serem imobilizadas sobre os diferentes filmes
de CAB e CMCAB, orientaram para a superficie os seus grupos hidrofobicos interagindo
com os ésteres de celulose e os seus grupos hidrofilicos ficaram orientados para a interface
sélido-ar tornando os filmes de ésteres de celulose mais hidrofilicos (ver Tabela 6). Os altos
valores de histerese evidenciam que os filmes sdo bem heterogéneos.

Imagens topograficas dos filmes das lectinas foram obtidas para inferirmos sobre a

sua estruturacdo sobre os ésteres de celulose, as Figuras 34 e 35 mostram essas imagens.
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Figura 34. Imagens topogrificas obtidas por AFM (1 x1) um?, com correspondente seccio transversal, para
os filmes de jacalina sobre (a) CAB/ SiO,/Si, Z = 6 nm, (b) CAB/APS/ SiO,/Si, Z= 9 nm e sobre (c)
CMCABY/ Si0,/Si, Z= 3 nm e (d) CMCAB/APS/ SiO,/Si, Z =11 nm.
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As Figuras 34 (a), 34 (b) e 34 (c¢) e 34 (d) mostram as imagens de jacalina
adsorvida sobre: CAB/Si10,/Si, CAB/APS/S10,/S1, CMCAB/S10,/S1 e
CMCAB/APS/Si104/S1, respectivamente. Percebe-se que houve a formagdo de estruturas
com distintas alturas, como pode ser visto nos cortes transversais das imagens topograficas
e que as moléculas de jacalina se adsorveram aleatoriamente sobre as superficies. As
Figuras 34 (a), 34 (b) mostram que existem moléculas de jacalina com alturas de 2 € 4,5 nm
sobre CAB/Si10,/Si e aglomerados de 8 a 5 nm sobre CAB/APS/SiO/Si. A Figura 34 (c)
mostra que nao foi possivel identificar as moléculas de jacalina sobre CMCAB/S105/Si,
provavelmente sobre esta superficie a proteina desnatura formando uma camada
homogénea, como discutido para a BSA. A rugosidade (RMS) do filme, Figura 34 (c) nao
alterou significativamente a rugosidade do filme de CMCAB. Entretanto, ao adsorver sobre
CMCAB/APS/Si10,/S1, Figura 34 (d), a jacalina formou estruturas com 9 nm de altura,

indicando uma maior agregacdo sobre essa superficie do que sobre CMCAB/S10,/Si .

85



Altura (nm)

Altura (nm)

- = -

- RMS =0,70 £ 0,02 nm

10]

9,

8,

7

6,

5,

4]

00 02 04 06 08 10
X (um)
(©)

1,2

m)

Altura (n

Altura (nm)

L] .'

RMS =1,2 = 0,1 nm

00 02 04 06 08 10
X (um)

(b)

10

8,

6

4

00 02 04 06 08 10 12
X (um)

(d)

Figura 35. Imagens topograficas obtidas por AFM (1 x1) um? , com correspondente sec¢iio transversal, para
os filmes de concanavalina A sobre (a) CAB/ SiO,/Si, Z = 7 nm, (b) CAB/APS/ SiO,/Si, Z = 12 nm e sobre
(c) CMCABY/ SiOy/Si, Z= 9 nm e (d) CMCAB/APS/ SiO,/Si, Z= 10 nm.
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As Figuras 35 (a), 35 (b) mostram as imagens de concanavalina A adsorvida sobre:
CAB/Si0,/S1, CAB/APS/S10,/S1, respectivamente. Percebe-se que os filmes sdo formados
por estruturas com distintas alturas, como pode ser visto nos cortes transversais das
imagens topograficas. A Figura 35 (a) mostra que existem moléculas de concanavalina A
com alturas de 2,5 nm, indicando que ao adsorver sobre essas superficies a concanavalina A
muda de conformacdo, visto que a sua forma nativa ndo € preservada, dimensdes de 6 x 7 x
7 nm [Shoham et al.1979]. Contudo, sobre CAB/APS/Si0,/S1, Figura 35 (b), as moléculas
de concanavalina A tém alturas de 7 a 8 nm sobre As rugosidades dos filmes obtidas por
AFM sdo maiores do que os filmes de CAB (Figura 20) evidenciando a mudanga de
morfologia apds a adsor¢do da concanavalina A.

As Figuras 35 (c) e 35 (d) mostram a estruturagdo das moléculas de concanavalina
A sobre CMCAB/Si02/Si e CMCAB/APS/Si0,/Si, respectivamente. As alturas das
moléculas variam de 2 a 6 nm sobre CMCAB/S10,/Si mostrando que a concanavalina A
modifica a sua estrutura nativa ao adsorver sobre este filme e alturas de 6 e 7 nm sobre
CMCAB/APS/Si10,/S1, sendo que neste sistema as dimensdes da concanavalina A sdo mais
préximas de sua forma nativa.

De todos os sistemas estudados, o que se mostrou mais promissor para o
desenvolvimento de dispositivos para aplicacOes biotecnoldgicas € o filme de CMCAB
recoberto com concanavalina A. Este resultado € bastante interessante, porque virus de

dengue tem reconhecimento especifico por filmes desta lectina [PEREIRA et al., 2008].
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6.8 Efeito da rugosidade dos filmes de CAB e CMCAB sobre a adsorcao
de proteinas

O conhecimento sobre o efeito da rugosidade sobre a adsor¢do de biomoléculas € de
grande relevancia biotecnoldgica, pois este permite controlar a quantidade de material
adsorvido adequado a finalidade desejada. Por exemplo, somente superficies rugosas
formadas por coldgeno adsorvido sdo adequadas para a adesdo celular [DUPONT-
GILLAIN et al., 2004].

Existem muitos trabalhos na literatura estudaram o efeito da rugosidade da superficie
na adsor¢do de proteinas. Na maioria deles, o estudo € realizado sobre superficies metélicas
nanoestruturadas de interesse biotecnoldgico, pois estas superficies sdo biocompativeis e
geralmente utilizadas em implantes [MULLER et al., 2001; GALLI et al., 2001;
DOLATSHAHI-PIROUZ et al., 2008; HOVGAARD et al., 2008] e com filmes poliméricos
de diferentes rugosidades [HAN et al., 2003; LIU et al., 2007; KHANG et al., 2007; KISS
etal.,2008; BLANCO et al., 2008]. Contudo, existem poucas informagdes sobre o efeito da
rugosidade de ésteres de celulose sobre o comportamento de adsor¢do de biomoléculas.

Baseado em resultados experimentais, Rechendorff et al. (2006) tiraram 4 importantes
conclusdes sobre o processo de adsor¢cdo de biomoléculas sobre superficies rugosas:

1) A adsorcdo de uma biomolécula ird aumentar sobre uma superficie rugosa
simplesmente devido ao aumento da drea superficial. Este resultado €
esperado para superficies onde a escala da rugosidade é maior ou

compardvel ao tamanho da proteina e se a proteina possui uma forma
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globular e a rugosidade da superficie ndo promove mudangas
conformacionais.

1) Se arugosidade da superficie facilita a desnaturacdo da proteina e por acaso
a area ocupada pela proteina desnaturada é maior do que as dimensdes da
proteina no estado nativo, a adsor¢do da proteina pode ser abaixo do que
o esperado ou decair com o aumento da rugosidade.

1i1) Proteinas podem adsorver em diferentes orientacdes, buscando a orientacao
usualmente favordvel, uma das maneiras de isso ser feito € a proteina
adsorver perpendicularmente na superficie, pois nessa conformacio €
possivel ter interacdes adicionais na superficie. Logo, o aumento da
rugosidade da superficie pode resultar no aumento da fragdo de proteinas
orientadas perpendicularmente e posteriormente na adsor¢do, pois dessa
forma as proteinas precisariam de uma drea menor para adsorver.

1v) A adsorcdo da proteina pode induzir agregacio resultando na formacdo de

duas ou mais camadas de proteinas.

Para estudar o efeito da rugosidade dos filmes de CAB e CMCAB sobre a adsor¢do

de biomoléculas foram escolhidos filmes com caracteristicas variadas, a partir das quais

foram definidos como lisos ou rugosos, como mostra a Tabela 15.
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Tabela 15. Caracteristicas dos filmes de CAB e CMCAB utilizados para investigar o feito da rugosidade
(RMS) sobre a adsor¢do de biomoléculas. Onde: (a) filme de CAB adsorvido a partir de acetato de etila (C =
1,5 g/L, ver item ), (b) filme de CAB depositado por revestimento rotacional a partir de acetona (C =5 g/L),
(c) filme de CMCAB adsorvido a partir de acetato de etila (C = 1,5 g/L, ver item ) e (d) filme de CMCAB

depositado por revestimento rotacional a partir de acetona (C =5 g/L).

Caracteristicas dos filmes

Filmes Espessura (nm) 04(°) or(°) AO(°) RMS (nm)
Filme liso de CAB* 0,52 +0,02 50+1 43 £1 T+1 0,30+0,03
Filme rugoso de CAB" 34 +1 73 +1 56+2 17+2 61
Filme liso de CMCAB® 1,9+0,2 60+ 1 43 +1 17+1 0,20£0,02
Filme rugoso de CMCAB* 39+1 90 +2 44 +2 46 +3 16 +1

Os angulos de contato obtidos para os filmes (Tabela 15) mostram que os filmes
rugosos sdao mais hidrofébicos que os filmes lisos de CAB e CMCAB. Isto ocorre devido a
presenga de ar nos vales que influencia a medida do angulo de contato [MIWA, et al., 2000;
ERBIL, et al., 2003]. Os altos valores de histerese corroboram com os valores de RMS
obtidos por AFM. Os filmes rugosos de CAB (Figura 36 a) exibem vales variam de 10 a 15
nm de profundidade. A Figura 36 (b) mostra imagens tipicas de AFM para filmes de
CMCAB rugosos, cujos vales apresentam profundidade entre 30 a 55 nm, superiores aos
filmes de CAB preparado com este mesmo solvente. Estas caracteristicas dos filmes de
CAB e CMCAB fazem com que os filmes sejam mais rugosos do que os filmes preparados

com acetato de etila.
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Figura 36. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topografica, Z = 25 nm, (b) correspondente sec¢do transversal e
(c) imagem de amplitude, Z = 3 nm, do filme de CAB preparado por spin coating em acetona (5g/L) sobre
Si0,/Si e (d) topogréfica , Z = 100 nm, (e) correspondente sec¢do transversal e (f) imagem de amplitude, Z=9
nm, do filme de CMCAB preparado por spin coating em acetona (5g/L) sobre SiO,/Si.
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Antes dos filmes serem usados para a adsor¢do de proteinas, foi feito um
experimento para verificar se os polimeros ndo dessorviam em contato com dgua, meio de
preparo das solucdes protéicas. Os filmes foram deixados em contato com a dgua por 17h.
Ap6s medir as espessuras das camadas de CAB e CMCAB, notou-se que as espessuras dos
filmes mantiverem o mesmo valor, indicando que os polimeros nido dessorviam. As
condi¢des de preparo das solugdes das proteinas (solucdes aquosas na concentragcdo de
1g/L, exceto para a jacalina que foi usada na concentracio de 0,15 g/L e tempo de adsorc¢ao
de 17h) foram mantidas as mesmas para experimentos de adsor¢do sobre os filmes lisos e
rugosos.

A Figura 37 mostra os valores de I’ (mg/mz) obtidos para as proteinas lisozima,

BSA, concanavalina A e jacalina sobre os filmes rugosos e lisos de CAB e CMCAB.

20
I CAB (RMS = 0,30 +0,03 nm) ==
[ CAB (RMS =6 + 1 nm)
I CMCAB (RMS = 0,20 + 0,02 nm)
16 =3 CMCAB (RMS = 16 + 1 nm)
N/‘\
12-
E
(@)
=
~—" 8_
~
4
0 | |

Lisozima BSA ConcanavalinaA Jacalina

Figura 37. Quantidade de material adsorvido, F(mg/mz), das protefnas : lisozima, BSA , concanavalina A e

jacalina sobre os filmes lisos e rugosos de CAB e CMCAB sobre SiO,/Si, a 25°C.
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Considerando os filmes de CMCAB, todas as proteinas adsorverem mais sobre os
filmes rugosos que os lisos, seguindo a ordem de adsorcdo: lisozima < BSA <
concanavalina A < jacalina. Provavelmente, o aumento da adsor¢do das proteinas ocorre
pelo aumento da drea superficial do filme rugoso de CMCAB em relacio seu ao filme liso,
pois o valor de RMS obtido para filmes rugosos é em média 80 vezes maior que aquele
determinado para os filmes lisos. Esta tendéncia foi verificada na adsor¢do da albumina do
soro humano (HSA) e da fibronectina sobre filmes rugosos de PEO (Poliéxidoetileno)
[MULLER et al.,, 2006]. Contudo o efeito da rugosidade de filmes de CAB sobre a
adsorcdo de proteinas ndo foi significativo, apesar do valor de RMS obtido para filmes
rugosos ser em média 20 vezes maior que aquele determinado para os filmes lisos. Estes
resultados demonstram que a quantidade de biomoléculas adsorvida depende de ambos
rugosidade e composi¢do quimica da superficie.

Ensaios de dessor¢do foram realizados com os filmes das proteinas e em nenhum caso
ocorreu a remog¢do das proteinas nos filmes. Para complementar o estudo foram obtidas
imagens de AFM para inferir na mudanga de morfologia dos filmes rugosos de CAB e
CMCAB ap6s a adsorc¢ao das proteinas.

A Figura 38 mostra imagens tipicas de AFM obtidas para a lisozima e BSA
adsorvidas sobre filmes rugosos de CAB. De uma forma geral, as proteinas ndo alteram a
morfologia do filme, como pode ser visto nos cortes transversais nas imagens. Isto ja era
esperado porque as profundidades dos vales sdo maiores que as dimensdes das proteinas.
Porém, especialmente nas imagens de amplitude (Figuras 38c e 38f) nota-se o aparecimento

de pequenas estruturas esféricas, atribuido a adsorc¢ao das proteinas.
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Figura 38. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topografica, Z = 27 nm, (b) correspondente sec¢do transversal e
(c) imagem de amplitude, Z = 2 nm, do filme de lisozima sobre CAB/SiO,/Si (filme preparado por spin
coating em acetona (5g/L) e (d) topogrifica , Z = 30 nm, (e) correspondente seccao transversal e (f) imagem

de amplitude, Z= 3 nm, para o filme de BSA sobre CAB/SiO,/Si (filme preparado por spin coating em
acetona (5g/L).

Ap6s a adsorcdo de lisozima e BSA (Figuras 38a e 38d) sobre filmes rugosos de
CAB os valores de RMS mantiveram a mesma ordem de grandeza original (Tabela 15),
indicando que as moléculas adsorvidas se acomodaram na topografia dos filmes.

A Figura 39 mostra as imagens de AFM obtidas para concanavalina A e jacalina
adsorvidas sobre filmes rugosos de CAB. Os cortes transversais feitos nas imagens dos
filmes de jacalina e concanavalina A ndo mostram uma significativa mudanca no perfil

topografico em comparacdo com o filme original de CAB. Comportamento semelhante aos
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dos filmes de lisozima e BSA (Figura 38). A Figura 39 (c) mostra que as moléculas de
concanavalina A adsorverem aleatoriamente sobre o filme de rugoso de CAB. O valor
médio de RMS dos filmes de CAB rugosos aumentou de (6 = 1) nm (ver Tabela 15) para
(10 £ 1) nm apds a adsor¢do de concanavalina A (Figura 39 a). Este aumento pode ser
devido a adsorcdo de agregados de concanavalina A. Entretanto, apds a adsor¢do da
jacalina o valor médio de RMS se manteve praticamente o mesmo do filme original de

CAB rugoso, indicando o melhor empacotamento das moléculas de jacalina adsorvidas.
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Figura 39. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topografica, Z = 35 nm, (b) correspondente sec¢io transversal e
(c) imagem de amplitude, Z = 2 nm, do filme de Concanavalina A sobre CAB/SiO,/Si (filme preparado por
spin coating em acetona (5g/L) e (d) topografica , Z = 20 nm, (e) correspondente sec¢do transversal e (f)

imagem de amplitude, Z= 2 nm, para o filme de jacalina sobre CAB/SiO,/Si (filme preparado por spin coating

em acetona (5g/L).
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As Figuras 40 e 41 mostram as imagens de AFM obtidas para proteinas lisozima,

BSA, concanavalina A e jacalina adsorvidas sobre o filme rugoso de CMCAB.
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Figura 40. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topografica, Z = 80 nm, (b) correspondente sec¢io transversal e
(c) imagem de amplitude, Z = 5 nm, do filme de lisozima sobre CMCAB/SiO,/Si (filme preparado por spin
coating em acetona (5g/L) e (d) topogrifica, Z = 80 nm, (e) correspondente seccio transversal e (f) imagem
de amplitude, Z= 6 nm, para o filme de BSA sobre CMCAB/Si0,/Si (filme preparado por spin coating em
acetona (5g/L).
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Figura 41. Imagens de AFM (1 x1) um” : (a) topografica, Z = 70 nm, (b) correspondente sec¢do transversal e
(c) imagem de amplitude, Z = 5 nm, do filme de concanavalina A sobre CMCAB/SiO,/Si (filme preparado
por spin coating em acetona (5g/L) e (d) topografica, Z = 70 nm, (e) correspondente seccdo transversal e (f)
imagem de amplitude, Z= 6 nm, para o filme de jacalina sobre CMCAB/SiO/Si (filme preparado por spin

coating em acetona (5g/L).

As imagens de AFM nas Figuras 40 e 41 mostram que apds a adsor¢do os vales dos
filmes rugosos de CMCAB parecem estar preenchidos, ocasionando um decréscimo no

valor médio de RMS dos filmes originais (Tabela 15 ). A maior queda do valor de RMS foi
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observada para o filme de jacalina sobre CMCAB, justamente o sistema para o qual se
obteve a maior quantidade de biomoléculas adsorvida (Figura 37).
Ap6és a adsorcao de proteinas sobre os filmes rugosos de CAB e CMCAB medidas

de angulo de contato também foram realizadas, como mostra a Tabela 16.

Tabela 16. Valores dos angulos de avango (0, ), angulo de recesso (Br ) e histerese (AO) para os proteinas

imoblizadas sobre os filmes rugosos de CAB e CMCAB preparados por spin coating em solugdo de acetona

(5 g/b).

Filmes rugosos

Proteinas CAB/SiO; CMCAB/SiO;
Oa Or AOQ Oa Or AO
BSA 54 +2 361 182 65+1 361 29+1
Lisozima 56 +2 43 +2 13+3 41 + 1 25+1 16 +1
Jacalina 51+1 25+1 26+ 1 43 + 1 26+2 17+2

Concanavalina A 52+2 27 +1 25+2 47 + 1 27 +2 20+2

Ap6s a imobilizacio das proteinas nos filmes poliméricos todos os dngulos de contato
diminuiram, devido principalmente a ocupacdo das moléculas de proteinas nos vales que
antes eram ocupados pelo ar. Além disso, a histerese dos filmes das proteinas sobre
CMCAB decaiu em relacdo em relagdo ao filme do éster de celulose, mostrando uma

menor irregularidade topografica dos filmes.
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7. Conclusoes

O comportamento em solucdo dos polimeros CAB e CMCAB foi investigado por
medidas de viscosidade e por SAXS. Ambos os experimentos mostraram que o acetato de

etila € um melhor solvente para as macromoléculas do que a acetona.

A espessura e a rugosidade dos filmes finos de CMCAB obtidos por revestimento
rotacional sdo influenciadas pelas interacdes polimero/substrato e solvente /substrato e pela
taxa de evaporacdo do solvente. A maior interacdo da acetona com SiO»/Si e sua maior
volatilidade em relagdo ao acetato de etila fizeram com que os filmes de CMCAB obtidos a
partir de solugdes de acetona fossem mais rugosos do que quando preparados com solucdes

de acetato de etila.

A presenca do grupo carboximetil (CM) na estrutura quimica do CMCAB propiciou
uma maior adsor¢ao sobre SiO»/Si e APS em relacdo ao CAB. A composicdo quimica da
superficie influencia a magnitude dos valores dos componentes da energia superficial do
CAB e CMCAB. Porém, a energia superficial total dos polimeros ndo € alterada para as
superficies de Si0,/Si e APS. Experimentos de SFG mostraram que o solventes acetona e
acetato de etila influenciam nas caracteristicas superficiais dos filmes de éster de celulose.
A formacdo de uma camada de acetona sobre SiO,/Si entre o éster de celulose e SiO,/Si,
torna o filme polimérico mais hidrofilico do que quando preparado com acetato de etila.

A quantidade de proteina adsorvida depende das propriedades da superficie dos
filmes de CAB e CMCAB. Todas as proteinas usadas (lisozima, BSA, jacalina,
concanavalina A) adsorverem preferencialmente sobre os filmes de CMCAB, indicando

interacdes favordveis com grupo carboximetil. As medidas de angulo de avango mostraram
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que os filmes das proteinas sobre os filmes dos ésteres de celulose sdo mais hidrofilicos
quando comparados com aos dos CAB e CMCAB, possivelmente devido a orientacdo de
residuos hidrofébicos para a superficie.

A rugosidade dos filmes de CMCAB interferiu no processo de adsorcdo das
proteinas, entretanto este efeito foi menos pronunciado para o filme de CAB. O aumento da
quantidade de proteinas adsorvida para os filmes mais rugosos de CMCAB esta relacionado
ao aumento da drea superficial dos filmes. Medidas de angulo de contato e de AFM
mostraram que provavelmente todas as proteinas estudadas adsorverem nos vales que
formam na estrutura do filme de CMCAB.

CMCAB € um éster de celulose com energia superficial de 49 mJ/m?2, o que lhe
caracteriza como material potencial para adesdo e crescimento celular e desenvolvimento

de kits de diagndstico de dengue.

Perspectivas

Os resultados apresentados nesta tese permitiram definir condi¢Ges experimentais
para obter filmes de CMCAB com as caracteristicas desejadas (hidrofilico ou hidrofébico,
rugoso ou liso). As aplicagdes dos filmes de CMCAB como substrato para imobilizar
biomoléculas podem ser ampliadas para outras biomoléculas como antioxidantes e
anticorpos, uma vez que o uso de CMCAB in vivo foi aprovado.

Outra linha de pesquisa que pode ser desenvolvida € estudar a interagio do CMCAB
com outros polimeros (obtencdo de blendas) e com surfactantes (complexo polimero-

surfactante).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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