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RESUMO

MANGONI, A. P. Materiais hibridos baseados em argilas cationicas e espécies
com potencial terapéutico. 2014. 164 f. Dissertacao (Mestrado) - Programa de Poés-

Graduagao em Quimica - Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Os argilominerais sao empregados na area farmacéutica e cosmética tanto como excipi-
entes quanto ingredientes ativos. Esses compostos inorganicos sao inertes quimicamente,
apresentam estruturas definidas e alta estabilidade térmica, o que contribui para o uso
nessas areas. Atualmente a industria farmacéutica busca modificagbes no sistema de en-
trega de drogas (melhorias no tempo, local e taxa de liberagao), objetivando um aumento
na estabilidade das drogas e a prevencao e diminuicao de efeitos colaterais. Nesse sen-
tido, surge a necessidade de desenvolver novas formulac¢oes farmacéuticas, novos métodos
de preparacao e novos materiais. Considerando o fato dos argilominerais incorporarem
espécies diversas entre suas lamelas, é interessante explorar a possibilidade de uso des-
sas matrizes inorganicas como carregadores de espécies bioativas. O principal objetivo do
presente trabalho foi preparar e caracterizar argilas de uso farmacéutico e/ou cosmético
intercaladas com espécies que apresentam potencial terapéutico. Para tanto, usou-se duas
argilas esmectitas naturais do tipo montmorilonita (Cloisita Sodica e Veegum HS) e uma
esmectita sintética do tipo hectorita (Laponita RD). Os aminoécidos L-lisina, L-arginina
e L-ornitina, e o dipeptideo L-carnosina foram imobilizados em argilas cationicas, por
meio de reacao de troca ionica. Na preparagao dos materiais hibridos, alguns parame-
tros experimentais foram avaliados: concentragao hidrogenionica (pH) da suspensao de
reagao, propor¢ao argila/aminoécido e tempo de reacao. As argilas precursoras e 0s ma-
teriais hibridos obtidos foram caracterizados por difratometria de raios X, espectroscopia
vibracional na regiao do infravermelho e Raman, andlise termogravimétrica acoplada a
espectrometria de massas e analise quimica de carbono. Os valores de distancia inter-
lamelar (d(go1)) dos materiais sugerem que a cadeia carbonica das espécies organicas se
orienta paralelamente em relagao as lamelas de baixa densidade de carga dos argilomine-
rais. Nos espectros vibracionais na regiao do infravermelho ha predominancia das bandas

1 relativas

caracteristicas da estrutura inorganica, mas as bandas entre 1800 e 1400 cm™
aos grupos funcionais do aminoacido permitem inferir sobre o seu grau de protonacao

no material hibrido. A acidez de Bronsted gerada pela polarizacao das moléculas de agua



associadas a argila foi observada para as montmorilonitas empregadas neste estudo. Amos-
tras preparadas em suspensoes nas quais o valor do pH era maior que o valor da primeira
constante acida (pK,;) dos aminoacidos apresentam bandas atribuidas ao estiramento
C=0 de grupo carboxilato protonado. Os espectros Raman foram obtidos apenas para
a argila sintética, uma vez que as naturais apresentam luminescéncia. O espectro Ra-
man da L-carnosina imobilizada em Laponita indica a presenga preponderante da espécie
zwitteridnica; o deslocamento das bandas atribuidas aos grupos amida e carboxilico do
dipeptideo para regiao de menor energia sugere a formacao de ligagoes de hidrogénio com
os grupos silanol da Laponita. Os resultados de analise termogravimétrica acoplada a es-
pectrometria de massas dos materiais hibridos sao distintos daqueles observados para os
aminoacidos livres. A temperatura de inicio de decomposicao das espécies organicas nao
é praticamente modificada apds imobilizacao nas argilas, mas os processos térmicos se
estendem até regioes de maior temperatura, evidenciando a influéncia da estrutura inor-
ganica sobre a decomposicao térmica dos aminoacidos. Através dos dados de quantidade
de carbono e de dgua nas amostras, calculou-se a concentracao de aminoacidos nos mate-
riais hibridos (massa de aminoacido / 100 gramas de material). As maiores concentragoes
de aminoacido (entre seis e oito por cento) foram observadas para as amostras de Cloisita
e Veegum HS, isoladas em condi¢oes nas quais predomina a interagao eletrostatica entre
as lamelas e os aminoacidos com carga positiva. Nas condi¢oes experimentais empregadas
neste trabalho nao foi observada a saturacao das argilas com os aminoacidos, ou seja, as

cargas das lamelas nao foram totalmente neutralizadas pelos fons organicos.

Palavras-chave: montmorilonita, hectorita, aminoécidos, carnosina, lisina, materiais la-

melares.



ABSTRACT

MANGONI, A. P. Hybrid materials based on cationic clays and species with
therapeutic potential. 2014. 164 p. Masters Thesis - Graduate Program in Chemistry -

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

Clay minerals are used as excipients or active ingredients in the pharmaceutical and
cosmetic fields. These inorganic compounds are chemically inert, have defined structures
and high thermal stability, which make them useful for these areas. Currently the phar-
maceutical industry seeks modifications in the drug delivery systems (improvements in
the time, place and rate of release), aiming an increase in the stability of the drugs and
also the prevention and reduction of side effects. In this way, it is a need to develop new
pharmaceutical formulations, new preparation methods and new materials. Considering
the fact that clay minerals incorporate various species between their layers, it is interes-
ting to explore the possibility of using these inorganic matrices as carriers of bioactive
species. The main aim of this work was to prepare and characterize clays of pharmaceuti-
cal and/or cosmetic usage intercalated with species of therapeutic potential. Two natural
smectite clays of montmorillonite type (Sodium Cloisite and Veegum HS) and one synthe-
tic smectite of hectorite type (Laponita RD) were employed. The amino acids L-lysine,
L-arginine and L-ornithine, and the L-carnosine dipeptide were immobilized on cationic
clays by ion exchange reaction. Some experimental parameters were evaluated in the pre-
paration of hybrid materials: hydrogen ion concentration (pH) of reaction suspension,
clay /amino acid proportion and reaction time. Pristine clays and hybrid materials were
characterized by X-ray diffraction, infrared and Raman vibrational spectroscopies, ther-
mogravimetric analyses coupled to mass spectrometry and chemical analysis of carbon.
The materials values of interlayer distance (d(o1)) suggest that the carbon chain of the
organic species is oriented parallel to the layers of clay minerals. The infrared vibrational
spectra are dominated by the inorganic structure bands; however the bands between 1800
and 1400 cm ™! related to the functional groups of the amino acid allow to infer about
the protonation degree in the hybrid material. The Bronsted acidity generated by the
polarization of water molecules associated with the clay was observed for montmorillonite
samples used in this study. Materials prepared in suspensions in which the pH value was

greater than the value of the first acid constant (pK,;) show bands assigned to the C=0



stretching of protonated carboxylate group. Raman spectra were obtained only for the
synthetic clay, since the natural ones luminesce. Raman spectrum of L-carnosine immobi-
lized on Laponita indicates the presence of mostly zwitterionic species; the displacement
of bands assigned to amide and carboxylic groups of the dipeptide to the lower energy
region suggests the formation of hydrogen bonds with the Laponita silanol groups. The
results of thermogravimetric analyses coupled to mass spectrometry of hybrid materials
are different from those observed for the free amino acids. The onset temperature of the
organic species decomposition is practically unmodified after the immobilization on clays,
but thermal processes are postponed up to higher temperature, revealing the inorganic
structure influence on the amino acids thermal decomposition. Data on the carbon and
water amounts in the samples were used to calculate the concentration of amino acids in
the hybrid materials (mass of amino acid / 100 grams of material). The highest concentra-
tions of amino acid (between six and eight percent) was observed for Cloisite and Veegum
HS samples, isolated under conditions in which the electrostatic interaction between the
layers and the positively charged amino acids are predominant. Under the experimental
conditions employed in this study no saturation of clay with amino acids was observed,

i.e. the layer charges were not completely neutralized by the organic ions.

Keywords: montmorillonite, hectorite, amino acid, carnosine, lysine, layered materials.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

1.1 Materiais hibridos inorganico-organicos

Materiais hibridos sao constituidos por moléculas organicas ou redes (como os polime-
ros organicos) intimamente misturados (em nivel molecular) com componentes inorganicos
(6xidos de metais, entre outros) [1]. O termo “materiais hibridos O-1” foi evocado por volta
dos anos 1990. Essa década foi muito produtiva para essa nova area da ciéncia e desde
entao foram criados muitos eventos cientificos para discuti-la [1].

Os materiais inorganico-organicos possuem propriedades mecanicas, 6pticas e térmicas
diferentes das dos materiais que os originaram e apresentam uma diversidade de novas
aplicagoes em varias areas, como por exemplo, nas éreas automobilistica e odontologica,
entre outras [2]. Dessa forma o estudo das propriedades, aplicagoes e métodos de sintese
de novos materiais hibridos, principalmente através de rotas “limpas” e sustentaveis, é um
campo promissor e em constante desenvolvimento. Essa classe de novos materiais merece
especial atengao e estd cada vez mais difundida. Materiais hibridos também ocorrem na
natureza, como por exemplo, conchas de moluscos (constituidas de proteinas e carbonato
de célcio), ossos (constituidos de coldgeno e de hidroxiapatita) e dentes (constituidos de
fibras de colageno e hidroxiapatita) [1].

Muitas substancias podem ser combinadas na formagao de materiais hibridos. Na classe
dos compostos organicos podemos citar os polimeros e os corantes organicos, e na dos

inorganicos, as argilas, os 6xidos metalicos, os carbonatos, os fosfatos etc. [1]. O interesse
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em utilizar materiais naturais para formar os materiais hibridos de interesse comercial é
devido a sua durabilidade, suas propriedades mecanicas, densidade, permeabilidade, cor,
hidrofobia, entre outras propriedades |1, 2|.

Os materiais hibridos contendo argilas como o componente inorganico sao utilizados
pela humanidade h& muito tempo e por isso presume-se que elas eram um dos consti-
tuintes dos primeiros materiais hibridos. Os precursores das ceramicas chinesas sao um
exemplo classico desses materiais, nos quais a urina (que contém ureia, composto orga-
nico) era misturada a argila (composto inorganico) formando um material hibrido que
quando calcinado gerava uma ceramica com caracteristicas especiais. Pode-se citar tam-
bém, o pigmento azul Maia (Figura 1.1 |3, 4, 5]), utilizado pela civilizagao pré-colombiana,
obtido quando o corante natural azul indigo (organico) era misturado a argila do tipo pa-

ligorsquita (inorgénica) e submetido posteriormente ao aquecimento [1, 3, 6.

Paligorsquita (composto inorgénico) Afrescos Maias (azul Maia, material hibrido)

Figura 1.1: Azul Maia, material hibrido formado entre o pigmento orgdnico indigo e a argila
paligorsquita. (Adaptado de [1, 3, 6]).

O pigmento azul Maia é um material hibrido que merece destaque, uma vez que forma
uma paleta de cores que vai desde o azul turquesa até o azul esverdeado, com uma elevada
estabilidade frente a ataques acidos, basicos e de reagentes organicos [3|. Esse pigmento
ja era utilizado pelos povos da mesoamérica hé pelo menos 8 séculos. O corante indigo
é extraido da Indigofera suffruticosa e forma um material nanoestruturado com a argila
paligorsquita que ¢ um filossilicato fibroso.

Se por um lado tanto a natureza como os povos antigos ja produziam esses materiais,

a industria s6 comegou a desenvolver materiais hibridos mais tarde, na década de 1940
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[1], principalmente com a mistura de polimeros organicos em matrizes inorgénicas. Como
exemplos desses materiais podemos citar as tintas, papéis, agentes de acoplamento (si-
lanos, silicones) etc. Foi nessa década também que Gieseking e Hendricks [6] relataram
pela primeira vez a substituicao dos cations trocaveis das argilas pertencentes a familia
das esmectitas por cations organicos através de reagoes de troca idnica. Esse grupo de
materiais sao chamados geralmente de “argilas organofilicas”.

As argilas organofilicas se dispersam em liquidos orgénicos formando géis tixotropi-
cos! e, por isso, sao importantes na fabricagdo de lubrificantes [6]. Elas também podem
ser usadas como agentes espessantes para tintas, pois apresentam compatibilidade com
meios organicos pouco polares. Ha a aplicagao tradicional das argilas organofilicas como
cargas ou enchimentos para diversos polimeros (como as tintas, a borracha, os plasticos,
as graxas industriais, o polipropileno - o produto formados é usado no interior e exterior
de veiculos)|[8|. As argilas, principalmente bentonitas organofilicas, também sao usadas
como adsorventes seletivos para poluentes.

A familia das argilas esmectitas estao sendo estudadas para a aplicacao em diversas
areas, como a ambiental e a biomédica. Esses materiais apresentam estrutura cristalina
organizada, morfologia e composi¢ao quimica que lhes conferem caracteristicas tnicas
como as de elevada area superficial, capacidade de troca ibdnica, estabilidade térmica,
mecanica e quimica, além da versatilidade nos mecanismos de reacoes com diferentes
moléculas organicas [6].

Devido a versatilidade desses materiais hibridos, com as argilas como parte inorganica,
do baixo custo da matéria-prima e de sua longa utilizacao pela humanidade, h& diversas
aplicagoes ambientais para esses materiais, como por exemplo: para o tratamento de dgua
(remogao de poluentes), na formulagdo e como carregadores de pesticidas (para reduzir
ou evitar a lixiviagdo e decomposi¢do do pesticida), como revestimento de solos, para a
elaboragao de sensores, entre outras [6].

Ha uma nova geracao de materiais hibridos, os biomaterirais que podem ser nano-

estruturados e chamados de bionanocompositos [9]. Esses materiais sdo nanocompositos

ITixotropia: propriedade de alguns fluidos em modificar sua viscosidade em funcéo do tempo e pressao
aplicada [7].
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formados entre um biopolimero (polimero que ocorre naturalmente) e uma matriz inor-
ganica, que possui pelo menos uma dimensao na escala nanométrica [9.

Os bionanocompositos podem ser biocompativeis e biodegradaveis [2, 9|, podendo
desta forma reduzir a quantidade de residuos e a poluigao ambiental e favorecer o desen-
volvimento sustentavel, ja que os micro-organismos sao capazes de decompor esses mate-
riais. Bionanocompoésitos também podem ser encontrados na natureza: pérolas e conchas,
marfim, ossos, esmalte e dentina dos dentes sao alguns exemplos [9, 10].

Biomateriais j& sao usados na medicina regenerativa como os implantes para a regene-
racao de tecidos, principalmente a regeneracao 6ssea. A maioria dos trabalhos publicados
sobre reparacao 6ssea é sobre materiais hibridos formados pela combinacao de hidroxiapa-
tita com colageno. O biomaterial também pode carregar, em sua estrutura, medicamentos,
para ser utilizado tanto no crescimento dos tecidos, quanto na liberagao controlada do far-
maco [6]. Uma das vantagens desses materiais ¢ a sua matriz inorganica, que aumenta
a estabilidade e protegdo desses materiais a longo prazo [9]. Esse aspecto possui grade
importancia, justificando sua abordagem em diversos topicos da literatura pertinente a
materiais hibridos.

O nosso grupo de pesquisa tem uma vasta experiéncia na caracterizacao de materiais
hibridos formados a partir de argilas catidonicas e compostos organicos. Entre alguns desses
estudos estao os materiais hibridos formados pela polimerizacao de aminas arométicas e
diaminas intercaladas em argilas [11]. Também ja se estudou os materiais resultantes da

intercalac@o de corantes naturais em argilas [12], entre outros compostos organicos [13, 14].

1.2 Argilas e Argilominerais

Em 1956, Agricola oficializou pela primeira vez uma defini¢ao para argila [15]. Ela é
definida classicamente como um material natural, terroso, com granulacao fina, constituida
por particulas de tamanho médio inferior a 2 um, e que apresenta plasticidade ao ser
umedecida e endurece quando é seca [15, 16]. Seus principais constituintes minerais sao os
argilominerais, cuja definicao é dada a seguir. No presente trabalho, o termo argila seréa

usado para se referir aos argilominerais para simplificagao.
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Os argilominerais sao silicatos hidratados de aluminio ou magnésio, da familia dos filos-
silicatos (do grego phyllos: folhas), de estrutura lamelar ou fibrosa [16]. Os argilominerais
com estrutura lamelar sao constituidos de camadas em forma de folhas de tetraedros de
silicio e oxigénio, e folhas de octaedros de aluminio (ou magnésio), oxigénio e hidroxilas

como demonstrado na Figura 1.2.

()
® oH ® Al Mg

Figura 1.2: Representacao (a) de um tetraedro formando uma (b) folha tetraédrica e (c) de
um octaedro formando uma (d) folha octaédrica.

Nas folhas constituidas por tetraedros de silicio cada unidade (Si0,), compartilha, em
duas dimensoes, trés dos quatro &tomos de oxigénio com os tetraedros vizinhos, formando
anéis de seis tetraedros (anéis hexagonais); essa camada é denominada de “folha siloxano”
ou simplesmente “folha tetraédrica (T)” [17, 18|. Essas folhas podem estar ligadas a ou-
tras folhas, formadas por octaedros (e denominada “folha octaédrica (O)”), através do
compartilhamento dos atomos de oxigénio.

Podemos classificar os argilominerais de acordo com a natureza do atomo central
dos octaedros [18, 19]. Quando esse atomo é divalente, todos os sitios octaédricos estao
ocupados (como na brucita [Mg(OH ),]), e as argilas s@o classificadas como trioctaédricas.
Ja quando o cation é trivalente, s6 2/3 dos octaedros estdo ocupados (como na gibsita
[AI(OH)3)) e a argila ¢ classificada como dioctaédrica. Os dois tipos de folhas podem
ser observados na Figura 1.3 [20]. Os argilominerais apresentam uma clivagem paralela

a essas camadas. Argilominerais podem apresentar diferentes composi¢oes quimicas e
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propriedades, dependendo da natureza e da quantidade de cations dentro dessas folhas

tetraédricas e octaédricas.

@ Oxigénio
) Hidrogénio

(A) ®)

Figura 1.3: (A) Forma trioctaédrica e (B) Forma dioctaédrica. (Adaptado de [20]).

Nos argilominerais podem ocorrer substitui¢oes isomorficas [17, 18], isto é, substitui-
¢oes sem alterar a estrutura das folhas tanto nos tetraedros (Si*t por A>T, por exemplo)
quanto nos octaedros (AI*T por Fe?t ou Mg** por Lit, por exemplo). Essas substitui-
¢oes por cations de menor valéncia sao responsaveis pela carga negativa das camadas dos
argilominerais, que sdo compensadas pela presenga de fons positivos entre as lamelas [19].
Esses cations interlamelares podem ser substituidos, de forma reversivel, por outros cati-
ons metélicos ou moléculas carregadas positivamente; por isso, sao chamados de “cations
trocéaveis”. Devido ao desbalanceamento de carga causado pelas substitui¢oes isomorficas,
esses cations estao fixos eletrostaticamente ao longo das faces externas e entre as lamelas.

As substitui¢oes isomorficas geralmente ocorrem durante a formagao das argilas, de-
vido & presenga de outros fons favoraveis a essa substitui¢ao no ambiente geoquimico [17].
O tamanho do fon, sua carga elétrica e identidade quimica determinam se a substituicao
¢ no sitio octaédrico ou no tetraédrico.

A capacidade de troca cationica (CTC) é a quantidade de cétions necessarios para

neutralizar as cargas negativas nas camadas das argilas. Ela pode ser expressa em milie-
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quivalentes do cation por 100 g de argila ou em mmol de carga por 100 g de argila, sendo
que esse ultimo é mais comumente usado atualmente.

Os argilominerais também sao classificados quanto a razao de camadas tetraédricas e
octaédricas que formam as lamelas. Argilominerais de camada 1 : 1 apresentam uma folha
octaédrica e uma folha tetraédrica. Ja argilominerais de camada 2 : 1 apresentam uma
camada octaédrica entre duas camadas tetraédricas, como pode ser observado na Figura
1.4 [19]. Nos argilominerais do tipo 2 : 1 o elemento central das folhas octaédricas esta

coordenado aos atomos de oxigénio das folhas tetraédricas [21].

Cations trocaveis

Figura 1.4: Filossilicatos com camadas do tipo 2 : 1 (folha tetraédrica + folha octaédrica +
folha tetraédrica = TOT).

As forgas que agem sobre as espécies cationicas proximas as folhas com deficiéncia
de carga sao forcas eletrostaticas e obedecem & lei de Coulomb?. Substituicoes na folha
octaédrica causam uma deficiéncia de cargas deslocalizadas na superficie das camadas. J&
as substitui¢oes nos tetraedros fazem com que a distribuigao de carga negativa seja locali-
zada na superficie das camadas, conforme ilustra a Figura 1.5 [23]. Outras forgas atrativas

que as espécies proximas as lamelas carregadas podem sofrer sao as forgas fon-dipolo e

2Também conhecida como Energia Eletrostdtica (E), surge das interacoes entre particulas carregadas
e ¢ diretamente proporcional s cargas positivas e negativas (Z+Z~¢e?) e inversamente proporcional
distancia entre elas (d), ou seja, E = ZtZ~e?/4meqd, onde e é a carga do elétron e ¢ ¢ a permissividade
do meio [22].
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ion-dipolo induzido [24, 25]. Porém, essas forgas sdo mais fracas que aquela citada anteri-
ormente porque a energia de interagoes fon-dipolo é inversamente proporcional a distancia

ao quadrado, e a energia de interagao fon-dipolo induzido é inversamente proporcional a

distancia elevado & quarta poténcia®.

Distribuicdo de carga deslocalizada
Substituicdo de Al** por Mg

AL
KM

Distribuicdo de carga localizada

VAt <
Zw'?n"‘dmnm?

TR/ T 2K

Figura 1.5: Cargas deslocalizadas e localizadas na superficie de argilominerais. (Adaptada de

[23]).

Substltmgao de Si* por AI**

O estudo dos sitios de interacao das argilas é de grande valia para se entender a
reatividade de moléculas organicas com argilas [23| e serdo melhor explorados adiante.

Um dos grupos de argila mais abundantes é o das esmectitas. Ela pertence a familia dos
filossilicatos 2 : 1 e compreende os seguintes argilominerais: montmorilonita, nontronita,
beidelita, saponita, hectorita e sauconita. Na Tabela 1.1 [16] sdo apresentadas as formu-
las estruturais ideais desses argilominerais. Entre colchetes estao representados os sitios
octaédricos, entre parénteses os sitios tetraédricos e entre chaves os cations interlamelares
com as moléculas de aguas de hidratagao [21].

A grande variedade de argilominerais pertencentes a familia das esmectitas ¢ devida a
possibilidade de substitui¢oes isomorficas. Essas substitui¢oes geram uma carga superficial
média de 0,2 a 0,6 elétrons por unidade O19(OH)2 nos argilominerais pertencentes a
esse grupo [16]. A CTC das argilas esmectitas do tipo montmorilonitas e hectoritas esta

entre 40 e 150 mmol./100 g de argila. A diferenca nos valores de CTC entre as argilas

3 A energia potencial de uma interacio fon-dipolo é dada por E = |Z¥|ue/4meqd?, onde p é o momento
de dipolo e a energia potencial de uma interacio fon-dipolo induzido é E = —Z2%ae?/2d*
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Tabela 1.1: Férmulas estruturais ideais dos argilominerais do grupo das esmectitas.

Montmorilonita
{M;jy yHO AL,y M g,|(Sis—3Al,)Ox(OH )4
Beidelita
{Mn+ yHQO}[A14_y](Slg_xAlm)OQO(OH)zl

T+y/n

Dioctaédrica

Nontronita
{M;—;yHQO}[F&l](Slg_xAlx)Ozo(OH)4
Volconscoita
{M"F yHyO}Aly_yFe,|(Sis—zAl,)Ox0(OH)y

T+y/n

Saponita
Trioctaédrica {MF yHyO}[ M ge)(Sisg—pAl;)O20(OH )4
Sauconita

{Mn+ yHQO}[MgG_yZny](SZg_mA]_z>020(OH)4

T+y/n

Hectorita

(M yHyO}[Mgs— Li, ) (Sis) Os0(OH, F)4

esté relacionada com o grau de substitui¢ao isomorfica nas lamelas (que gera diferentes
quantidades de carga elétrica por unidade de area), a carga e o raio do cation interlamelar.

Como ha a possibilidade de variar a distancia basal, ou seja, a distancia entre as
lamelas, os agilominerais do grupo das esmectitas sao chamados de “argilominerais com
basal expansivel reversivelmente” e, devido a essa propriedade, ha uma grande aplicagao
desse grupo de argilominerais [8] j4 comentados anteriormente no item 1.1 (sobre Materiais
hibridos inorgdnico-orgdnicos).

A argila do tipo montmorilonita foi descoberta em 1847 em Montmorillon, no sul da
Franca, por Damour e Savelt [26]. E uma argila que apresenta, em sua célula unitéria,
composicao quimica ideal M&“ o7(Als 33M go 67)Si8Oa0(OH )4, onde M representa um ca-
tion monovalente. Ocorre usualmente substituicao isomorfica dos céations Al** por fons
Mg** da folha octaédrica [8, 16]. Atualmente a montmorilonita é uma das argilas mais
amplamente utilizadas. Neste trabalho, utilizou-se como matriz inorganica duas amostras
de montmorilonitas naturais, Veegum HS e Cloisita Sodica, que apresentam capacidade
de troca cationica de 80 mmol./100 g e 92 mmol./100 g, respectivamente [27].

A argila sintética Laponita RD do grupo das esmectitas, é do tipo hectorita, com
substitui¢ao isomoérfica de magnésio por litio em sua folha octaédrica; portanto sua folha
octaédrica é do tipo trioctaédrica. A célula unitaria da Laponita RD apresenta composicao

quimica ideal Nag ;[(M gs 45 Lio4)SisO20(OH)4]*7. Possui o fon Na™ entre suas camadas
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para balancear a carga negativa. A capacidade de troca cationica da Laponita RD é de
50 mmol./100 g, valor usado para os calculos das reagoes de intercalagao [28].

A Laponita é uma hectorita sintética, livre de impurezas minerais, formada por lame-
las na forma de discos com menos de 1 nm de espessura e aproximadamente 25 nm de
diametro. As dimensoes da lamela de Laponita e uma comparacao do tamanho dela com

a de outras argilas encontram-se na Figura 1.6 [29].

a) b)

Hectorita

California
Bentonita
Wyoming

) ©®
Laponita
100 nm

Figura 1.6: a) Dimensoes da lamela de Laponita e b) comparagao do tamanho de uma lamela
de Laponita com o de outras argilas. (Adaptado de [28]).

As propriedades dos argilominerais dependem muito da sua estrutura e composi¢ao, e
podem influenciar de maneira significativa na interagao com moléculas organicas, levando
a formacao de complexos com diferentes propriedades. As interacoes entre as argilas e
os compostos organicos dependem do comprimento da cadeia carbonica, da massa molar,
dos grupos funcionais presentes (por exemplo: grupos hidrofébicos), dos grupos carregados
positivamente e negativamente (por exemplo: —NH3, —COO™), dos grupos oxigenados
(por exemplo: carbonila, hidroxila, C-O-C) e da configuragao das moléculas organicas [30].

Como as argilas apresentam pequeno tamanho de particula e grande area superficial,
suas propriedades de superficie sdo muito interessantes. Elas também apresentam 6timas
propriedades mecanicas e tém sido usadas nos ultimos anos para a sintese de materiais
hibridos, possibilitando a formacao de nanocompoésitos, pois apresentam uma dimensao
na escala nanométrica.

No contexto do estudo desenvolvido nesta Dissertacao, a palavra “intercalacao” é usada
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para designar a introdugao reversivel de fons ou moléculas (espécies convidadas) em uma
matriz inorganica (estrutura cristalina chamada também de hospedeira) que apresenta
vazios estruturais [8, 31|. A Figura 1.7 ilustra o processo de intercalagdo de moléculas

organicas na regiao interlamelar das argilas.

Ay

m‘@
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L2 e/

m_/f Agua TS Aminoacidos % ;
L 37 - f@f ,

Hidratacao das
Argila no estado camadas de argila Argila modificada

solido em agua

.I

Figura 1.7: Esquema do processo de intercalacio de moléculas orgdnicas na regido
interlamelar das argilas.

As argilas do tipo montmorilonitas formam tactoides, isto é, ficam empilhadas “face
a face”. Arranjos desse tipo favorecem primeiramente a interacdo da molécula orgénica
com as superficies externas da particula de argila e s6 depois de certo tempo as moléculas
organicas migram para a regiao interlamelar [21]. J& a Laponita RD, fica totalmente
dispersa em suspensao aquosa, ou seja, suas particulas se separam em camadas individuais
ou em tactoides com poucas lamelas empilhadas.

A migracao de alta quantidade de moléculas de agua para a regiao interlamelar pode
provocar um distanciamento tal entre as lamelas, que as mesmas se separam. Esse processo
é conhecido como esfoliagao ou delaminacao. Forma-se uma dispersao coloidal de argila
em agua. A esfoliagdo é promovida em suspensoes diluidas em dgua. Observa-se que a
concentracao na qual a Laponita forma dispersoes coloidais é maior que aquela reportada
para outras argilas esmectitas (como as montmorilonitas). Esse fato estéa relacionado com

o menor tamanho de particulas de Laponita, que favorece o inchamento osmotico.
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1.3 Sitios ativos predominantes nos argilominerais

A acidez do solo é amplamente estudada. Antigamente se atribuia a acidez a acumu-
lagao de acidos organicos. Em 1913 Loew [32| propds que a acidez dos solos era devida a
existéncia de acidos aluminossilicicos altamente insoliveis.

As propriedades da superficie das argilas dependem de muitos fatores, entre eles da
composi¢ao quimica, da natureza dos atomos da superficie, do tipo dos sitios de interagoes,
e da natureza dos cations trocaveis [18]. Os sitios ativos predominantes nos argilominerais
sao |23]: I) superficie neutra de siloxano; II) sitios de substitui¢ao isomorfica; III) cations
metalicos trocéveis e cations estruturais; IV) moléculas de dgua ao redor do cétion tro-
cavel; V) sitios hidrofébicos; VI) sitios nas bordas ou arestas das lamelas com exposigao

dos grupos silanol e aluminol.

1.3.1 Superficie neutra de siloxano

A superficie menos reativa encontrada em argilominerais é a folha formada pelos tetra-
edros de silicio (siloxano) que é neutra em argilas sem substituigoes isomorficas (18, 33|.
As argilas 2:1 sem substitui¢ao isomorfica, como o talco e a pirofilita, sdo exemplos de
tipo de material. Como cada &dtomo de oxigénio faz ligagoes covalentes com dois dtomos
de silicio, esses atomos de oxigénio da superficie externa (camada de siloxano) tornam-se
doadores fracos de elétrons, nao sendo capazes de fazer fortes interagoes com moléculas
de 4dgua, por exemplo. Essa superficie neutra comporta-se como uma base de Lewis fraca
e tem caracteristica predominantemente hidrofébica. Usualmente, o atomo de silicio nao
forma ligagoes pm — pm, pois seus orbitais atomicos sao grandes e difusos, nao permitindo
uma interagao efetiva, mas, como pode ser observado na Figura 1.8, o silicio pode utilizar
os orbitais d para formar ligacoes dm — pm com o atomo de oxigénio, o que fortalece a

ligagao Si-O [34].
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Ligagdo Si-O do tipo dm-p

Rede de anéis hexagonais
formados por unidades [SiO,] Vista superior — plano [001]

Figura 1.8: Sitios ativos dos argilominerais 2:1: superficie de grupos silozano.

1.3.2 Sitios de substituicao isomoérfica

As substituicoes isomorficas conferem as argilas uma superficie basal carregada com
carga negativa permanente. Em sistemas naturais essa deficiéncia de cargas é compensada
pela presenca de um cation trocavel. O grau de intumescimento e a acessibilidade da regiao
interlamelar sao influenciados pelo tipo de substituicao isomoérfica. Quando o silicio é
substituido pelo aluminio na folha tetraédrica das argilas, ocorrem distor¢oes locais devido
a diferenga no comprimento das liga¢oes entre o Si-O (0,162 nm) e o Al-O (0,177 nm)
[18, 23]. Se considerarmos a eletronegatividade de Pauling dos atomos que compoem os
tetraedros que formam a folha tetraédrica (uma vez que a ionicidade de uma ligagao é
proporcional & diferenga de eletronegatividade dos atomos envolvidos na ligacao), a carga
sobre o oxigénio ¢ maior quando ele esta ligado ao aluminio do que ao atomo de silicio,
pois a diferenga de eletronegatividade é maior entre os atomos em uma ligacao Al-O do
que em uma ligacao Si-O.

As substituigoes de silicio por aluminio aumentam a reatividade da superficie. Quanto
maior for esse grau de substitui¢ao, maior o carater basico de Lewis (doador de elétrons) e
maior a possibilidade de moléculas organicas polares estabelecerem ligacoes de hidrogénio
diretamente com a superficie da argila [33].

Quando a substituicao isomorfica ocorre na folha octaédrica, a carga negativa é mais
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deslocalizada, pois a carga estd deslocalizada sobre dez atomos de ogénios basais e o
carater de base de Lewis da superficie é reforcado. J& a substitui¢ao isomorfica que ocorre

nos tetraedros ¢ mais localizada, pois ocorre sobre trés oxigénios basais [23].

1.3.3 CAtions metalicos trocaveis e cations estruturais

Os cations do interior dos tetraedros e octaedros também sao chamados de “sitios
metalicos estruturais” [23]. A natureza do cétion e o teor de dgua influenciam significati-
vamente a acidez de Lewis na superficie dos argilominerais, tanto para os cations metalicos
trocaveis como para os cations estruturais presentes nas bordas ou arestas das lamelas. As
moléculas de dgua ocupam as posigoes de coordenagao ao redor do cation estrutural que
estd com sua esfera de coordenacao incompleta. Quando ocorrem reagdes com espécies
organicas, que possuem carater de base de Lewis, elas podem se coordenar a esses metais,
nesses dois sitios, e nao necessariamente substituir o cation metalico trocavel, conforme

pode ser observado na Figura 1.9.

cations metalicos trocaveis:

M™ 4+ oyl [M-L,]m
ACde Base
de Lewis de Lewis

[MOS]™ + L [MOgL]m*

Figura 1.9: Sitios ativos dos argilominerais: cdtions metdlicos trocdveis e cdtions estruturais
expostos contendo esfera de coordenacdo insaturada.

1.3.4 Moléculas de dgua ao redor do cation trocavel

H4 dois ambientes distintos de sor¢ao de dgua nas argilas: a) moléculas de dgua co-
ordenadas diretamente ao cation metalico trocavel e b) moléculas de dgua sorvidas nos
poros intersticiais, nos espacos interlamelares entre os cations metalicos trocaveis ou nos
sitios polares na superficie externa [23]. Nesses dois ambientes essas moléculas de dgua sao

fontes de acidez de Bronsted, pois a 4gua pode doar préton, como pode ser visto na Figura
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1.10. Essa acidez de Bronsted na superficie dos argilominerais pode ser bastante elevada
e depende da natureza do cation metalico trocével e da quantidade de agua presente.
Observa-se que quanto maior a razao carga/raio do fon metalico no espago interlamelar,
maior o carater acido de Bronsted da argila. Quanto menor o grau de hidratacao da argila,

maior a sua acidez.

cations metdlicos trocaveis:
[M(H,0),]" == [M(OH)(H,0), ;]2 + H*
Acido de Brénsted

cations estruturais expostos:
[M(H,0)05]™ [M(OH)Og]"1) + H*

Acido de Brénsted

Figura 1.10: Sitios ativos dos argilominerais: moléculas de dgua polarizadas ao redor de
cations trocdveis e cdtions nas arestas.

1.3.5 Sitios hidrofébicos

Os sitios hidrofébicos surgem das reagoes das argilas com cations orgéanicos, que geram
as chamadas “argilas organofilicas”, tornando-as hidrofébicas, como ilustrado na Figura
1.11. Os ions quaternario de amonio de cadeias longas sao exemplos de espécies usualmente
empregadas na produgao de argilas organofilicas. Esses sitios sao responséaveis pela sor¢ao
de moléculas organicas. As argilas organofilicas sao “solventes” eficientes de compostos
organicos. Elas podem também agir como pilares moleculares, permitindo a adsorgao
seletiva de solutos orgénicos, devido a nao saturagao da lamela com o cétion orgéanico e a

criagao de poros.
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Figura 1.11: Sitios ativos dos argilominerais: sitios hidrofobicos.

1.3.6 Sitios nas bordas ou arestas das lamelas com exposicao dos

grupos silanol e aluminol

Os sitios silanol e aluminol sao gerados a partir dos grupos hidroxila localizados nas
bordas quebradas das lamelas; por isso s@o os sitios reativos mais abundantes [18, 33]. Os
sitios Al-O-H e Si-O-H podem interagir através de ligacoes de hidrogénio para adsorver
moléculas acumuladas nas interfaces. Nesses grupos OH pode haver a dissociacao do ion
H™, gerando carga negativa nas arestas; essas cargas geradas sao dependentes do pH do

meio, como ilustrado na Figura 1.12 [35].
Atomo de silicio exposto nas bordas:

Grupo
W silanol

Figura 1.12: Sitios ativos dos argilominerais: sitios nas arestas ou bordas.
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Liu et al. [36] reportaram recentemente o emprego de dindmica molecular de primeiro
principio (first principles molecular dynamics - FPMD) para calcular as contantes acidas
dos grupos presentes nas arestas do plano (010) de uma montmorilonita de composigao
Lig5[Als 5 M go 5)[S1s]O20(OH)4. As propriedades da superficie lateral dos argilominerais
sao dependentes do pH. Os estudos de modelagem realizados pelos autores foram com-
parados com os valores de pK, obtidos experimentalmente através de técnicas como a
titulagao potenciométrica. Contudo, os ensaios experimentais nao permitem avaliar os
valores dos pKs dos grupos individuais presentes nas arestas dos cristais das argilas (e
os valores reportados variam de um trabalho para outro utilizando a mesma argila). De
um modo geral, observa-se que as argilas montmorilonita SWy-1 e SWy-2 (procedentes da
cole¢ao da Clay Minerals Society) sofrem processos de desprotonagao no intervalo de pH
entre 5,5 e 8,3, segundo as reagoes mostradas na Figura 1.13. Os resultados de valores de
pK, obtidos através de calculos tedricos por Liu et al. estao em boa concordancia com os

resultados experimentais.

‘ﬁ’" =
\5’\ s - -1 2O - H* =

[o10] © g =

C pK, =7

=si-OH =si-0"
—|+
- H+ /’& _ H+ /'8
=31
=al- (0|-|2)2 =Al- OHZOH =Al-(OH),
3 4 5 6 7 8 9
pH

Figura 1.13: Acidez dos sitios das arestas ou bordas de esmectitas (= representa a aresta do
cristal).

Na faixa usual de pH empregada nos trabalhos com argila em laboratorio (isto é, entre
3 e 9), os grupos nas arestas se encontram preponderantemente nas formas = Si — OH,
=S5i—0~ e = Al—OH,OH (= representa a aresta do cristal). A forma sinalol protonado
(isto é, = Si — OHJ") 86 ocorre em meio altamente acido (pK, experimentais entre -8 e

-4) [36]. Os calculos teéricos revelaram que as propriedades acido-base do grupo silanol

mudam quando ligado a um octaedro de magnésio (e ndo de aluminio). Nesse caso, a
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presenca do fon Mg*t diminui a acidez do grupo silanol, de modo que o valor do pK,
aumenta para 10,8.

Cabe ressaltar que medidas exatas de constantes acidas de argilas sao dificeis de serem
determinadas porque outras reagdes podem ocorrer além da protonagao/desprotonagao
dos grupos sinalol e aluminol. Por exemplo, em valores de pH inferiores a 4 e superiores a
11, observa-se a solubilizacao do aluminio enquanto em pH superior a 9-10, os tetraedros
de silicio comecam a solubilizar gerando fons silicato em solucdo [37]. A medida que o pH
diminui, o préoton comeca a competir com o cation na regiao interlamelar, promovendo
reacao de troca ibnica.

A carga elétrica superficial das argilas é de fundamental importancia nos processos
de troca idnica, adsorgao e estabiliza¢ao coloidal, entre outros [37]. A carga elétrica nas
argilas esmectitas tem duas origens: (i) na substitui¢ao isomorfica nas folhas que compoem
as lamelas (cargas estruturais, que independem do meio no qual a argila se encontra) e
(ii) nos grupos (ligantes oxo e/ou hidréxido ligados a Si, Al, Mg etc.) expostos nas arestas
das lamelas (cargas que dependem do meio no qual a argila se encontra).

Em virtude da morfologia 2D das particulas das argilas, 90-95 % da carga total ¢ devida
as cargas estruturais e somente 5-10 %, as cargas das arestas. Os métodos eletrocinéticos
permitem obter informagdes sobre a carga elétrica superficial das argilas. As medidas de
potencial Zeta de suspensoes de argilas esmectitas no intervalo de pH igual a 2-12 revelam
valores de potencial negativo (- 30 a - 50 mV) e a auséncia de um ponto isoelétrico (pH no
qual o potencial Zeta é zero). Logo, a carga elétrica das particulas de argila é dominada

pela carga elétrica estrutural.

1.4 Aplicagoes de argilas nas areas farmacéutica e mé-
dica

Desde a pré-historia os minerais tém sido utilizados para fins medicinais [38]. Atual-
mente os minerais desempenham um importante papel na area da satude, na qual sao uti-

lizados como matéria-prima para compor formulagoes farmacéuticas, pois eles geralmente
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sao termicamente estaveis e quimicamente inertes, apresentam estruturas bem definidas
e pregos baixos (39, 40, 41].

A pratica de comer “terra’, em que a composicao é alta em argila, é denominada
“geofagia” e héa varias hipoteses para tentar explicar esse comportamento observado em
homens e animais [42|. Por exemplo, sugere-se o consumo de “terra” para finalidade de
desintoxicagao, para amenizar a diarreia causada por infeccoes gastrointestinais, para a
suplementacao de minerais e para a reducao da acidez do trato digestivo. As argilas
bentonitas, ricas em montmorilonitas calcicas e sddicas, sao usadas h& muito tempo em
nutricao animal, pois sao bons agentes adsorventes de micro-organismos patogénicos e de
toxinas.

Ha cerca de 4500 minerais conhecidos, mas somente cerca de 30 sao utilizados na
industria farmacéutica e cosmética. A maioria dos excipientes na industria farmacéutica
é analogos sintéticos aos naturais, mas no caso das argilas, devido ao fato de sua sintese
ser complexa e dispendiosa, usam-se as argilas naturais [39].

Os minerais tém fins farmacéuticos classicos, como excipientes ou como ingredientes
ativos. Excipientes sao substancias inertes que conferem volume, consisténcia e forma
aos medicamentos. Eles podem ter propriedades organolépticas, ajudar na conservagao
da droga ou proporcionar a liberagao da substéancia ativa dentro do organismo. Além
dessas utilizacoes, os argilominerais podem ser empregados para transportar e modificar
os sistemas de entrega de drogas no organismo devido a sua capacidade de interagir com
farmacos, tanto pela adsorgao quanto através de reagoes de troca idnica [39]. As esmectitas
por incharem ao serem dispersas em agua, e dependendo do tempo de exposicao e da
temperatura, podem favorecer a liberacao do principio ativo. A influéncia dos excipientes
minerais sobre a biodisponibilidade da droga esta relacionada com a estabilidade que
podem conferir e o processo de liberacao. Os excipientes minerais podem ser benéficos
ou prejudiciais em relagao a liberacao das drogas, isso depende do grau de interagao do
argilomineral com o principio ativo [38].

Os argilominerais empregados na area farmacéutica devem apresentar as seguintes

propriedades: alto poder de adsorgao, grande area superficial, propriedades tixotrépicas,
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plasticidade, entre outras. Sua composi¢oes quimicas, propriedades toxicoldgicas e fisico-
quimicas devem atender as leis regulatorias vigentes em relagao a industria farmacéutica.

Uma caracteristica muito interessante das dispersoes de argila é a sua estabilidade.
Entre as argilas do grupo das esmectitas, a montmorilonita, a saponita e a hectorita
sdo as espécies mais utilizadas em preparagoes farmacéuticas, pois elas agem como: a)
desintegrantes (preparagdes farmacéuticas como os comprimidos precisam se desintegrar
no estomago do paciente para que o farmaco seja liberado); b) emulsificantes, espessan-
tes e antiaglomerantes (em medicamentos liquidos administrados oral ou topicamente,
precisa-se evitar a segregagao dos componentes); c¢) corretores de sabor (em medicamen-
tos administrados via oral também se utiliza algumas substancias para mascarar o sabor
desagradavel de determinados ingredientes ativos); d) cédpsula para liberagao de ingredien-
tes ativos (a interagao entre os argilominerais e as moléculas organicas pode ser utilizada
para controlar a liberagao de farmacos, melhorando assim suas propriedades terapéuti-
cas) [38]. O aprisionamento das moléculas do farmaco em particulas ¢ uma estratégia ttil
para protege-la contra a degradagao quimica e enziméatica [43]. A liberacao controlada
de drogas é de especial interesse, por proporcionar niveis de farmaco adequados ao longo
do tratamento (manutengao da dose terapéutica); se possivel, a liberagao deve ocorrer no
local desejado para a agao do farmaco, evitando efeitos colaterais [6].

Muitas argilas com grande capacidade de sorcao e area especifica, como as esmectitas,
sao utilizadas como protetores gastrointestinais. Esses minerais aumentam a viscosidade
e estabilidade do muco géstrico, diminuem a degradacao das glicoproteinas do muco e a
irritacao e secregao gastrica. Por mais que esses argilominerais se liguem rapidamente a
mucosa gastrica, elas nao fornecem protecao a longo prazo. Estudos realizados em ratos
mostram que esse efeito de protecao das esmectitas diminui em 10 min apés a ingestao
[38, 44].

Um tema de interesse na érea médica ¢é a entrega de biomoléculas e farmacos através
da membrana celular, pois, atualmente, essa entrega é ineficaz e as biomoléculas sofrem
degradacao enzimatica no organismo. A busca por carregadores eficientes de drogas ainda

¢ um desafio. As nanoparticulas inorganicas, como os argilominerais, ja empregados na
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area farmacéutica, por apresentarem baixa toxicidade e capacidade de intercalagao/de-
sintercalacao, sao uma alternativa para o transporte e liberacao controlada de drogas
[45].

A nanotecnologia® tem ganhado cada vez mais destaque, principalmente na area mé-
dica, fazendo surgir o campo da nanomedicina. As nanoparticulas empregadas com fins
farmacéuticos sao usadas tanto como ingredientes ativos, quanto como vetores. Ao serem
usadas como vetores, elas introduzem o principio ativo no organismo, desempenhando
papel de transportadoras [40]. H4 uma evolugdo nos produtos farmacéuticos quanto a
modificacao no sistema de entrega da droga, que envolve o controle do tempo, do local e
da taxa de liberagao, de modo a promover a prevencao e a diminui¢ao dos efeitos colate-
rais. Tais mudancas sao possiveis através de modificagoes nas formulagoes farmacéuticas,
nos métodos de preparagao e no uso de novos materiais [41, 43|.

O principal conceito envolvido em entrega modificada de drogas é que a formulagao
farmacéutica deve proporcionar niveis terapéuticos da droga no local de acao e manté-
la ao longo do tratamento, visando reduzir os efeitos toxicos, entre outras finalidades
terapéuticas. Ha estudos que demonstram as varias vantagens de nanocompositos carre-
gadores de farmacos (material hibrido formado por polimeros biocompativeis, particulas
de argila e o principio ativo), pois eles protegem os compostos do pH agressivo do fluido
gastrico, permitem um melhor ajuste da cinética de liberacao, melhoram a estabilidade da
dispersao e suas propriedades mecanicas, quando comparados aos materiais produzidos a
partir da combinagao do polimeros e do farmaco [43].

A argilas também apresentam a vantagem de poderem ter o carater de sua superfi-
cie alterada de hidrofilico para hidrofébico através da modificacao com cétion organico
(argilas organofilicas), e com esse aumento da hidrofobicidade da superficie, espera-se
aumentar e atingir a liberacao prolongada em suspensoes aquosas [43].

Entre as varias propostas para a realizacao da liberacao controlada, o processo de
troca i6nica tem recebido destaque nos tltimos anos [43], pois sistemas trocadores de

ions (veiculos) podem substituir seus fons por moléculas de farmaco na forma idnica e ao

4Nanotecnologia: estudo e desenvolvimento de novos materiais na escala nanométrica (de 1 a 100
nanometros, aproximadamente).
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entrarem em contato com os fluidos biologicos, esses fons podem ser extraidos do veiculo e
ser entregues no organismo. O carregador deve ser eliminado ou biodegradado. Na Figura

1.14 [43], pode-se observar esse esquema idealizado de adsorgao/dessor¢ao.

a + +
a* . = . A At
b a* Liberagdo no ambiente ‘
— ; _ biolégico
— Particula de i -
q+| argiasem a* Purt_llculu 8 | -+
¢ farmaco At e i
- farmaco
at \_ i - g
at lons A" %
a* a* bioldgicos A*B At £
E
]

Liberago da droga
Troca de

cation XY
i=]
b
hY B
X X* £ B B
- - B -
— Particula de b X X B X
r+ argila com L — .
X farmaco X* X+ B B X
- s . Moléculas livres de
X drogas

Local de agdo

Figura 1.14: Esquema idealizado para a tmobilizacao de drogas em argilas e os mecanismos de
liberagdo de farmaco in vivo (argila com carga superficial (-); cations compensadores (a™);
farmaco cationico (XT); dnions associados ao farmaco (contra-ion) (Y ~); contra-ions in vivo
(AT) e dnions associados aos contra-ions (B™)). (Adaptado de [42]).

Os argilominerais mais estudados para esse tipo de sistema sao as montmorilonitas e
as saponitas, por apresentarem capacidade de troca ionica elevada, se comparadas com
outras argilas (por exemplo: talco e caulinita) [43]. Melhorar a dissolu¢ao de farmacos
pouco soluveis em adgua também é um desafio para a area farmacéutica. Entre algumas
alternativas estda a adsorcao das moléculas do farmaco em superficies solidas finamente
divididas, como as argilas. A liberacao do farmaco a partir da superficie da argila é
promovida pela fraca ligacao entre eles juntamente com o aumento da disponibilidade
da droga. A dispersibilidade da droga na regiao interlamelar é dada pela quebra das

interagoes moleculares existentes entre eles quando isolados.



49

1.5 Estudos de sistemas argila/aminoacidos

Estudos das interagoes de biomoléculas, como os aminoacidos, com matrizes inorgani-
cas sao realizados com diferentes intuitos, que podem abranger desde o transporte dessas
moléculas no solo até os estudos com o objetivo de se entender a origem da vida na Terra.
Ha teorias de que os polipeptideos podem ter sido formados no espago intersticial de ma-
trizes inorganicas, como as argilas e zeoélitas, pela ativacao catalitica da matéria organica,
como os aminoéacidos [1].

Os aminoacidos podem resistir por milhdes de anos (dependendo da profundidade,
do tempo e das condi¢oes ambientais) em solos e sedimentos, e, por isso, eles podem ser
usados como um indicador de paleossolos (solos antigos) [46]. A reducdo acentuada da
concentracao de aminoacido abaixo do solo reflete uma reducgao de hiimus, bem como de
biomassa e atividade microbiana. Os aminoacidos nos horizontes mais profundos podem
ser considerados como uma parte integral da matéria organica fossil ou inerte que resistiu a
acao microbiana. Certos aminoécidos sao adsorvidos preferencialmente por argilas: quanto
maior a cadeia carbonica do aminoacido, menor a forga de interagdo com a argila [46]. Os
aminoacidos também podem sofrer transformacoes, convertendo-se em outros aminoécidos
nesse ambiente ao longo dos séculos.

Os processos de interagoes (adsorgao/dessor¢ao) da matéria organica com superficies
s6lidas como as argilas influencia o transporte, o actimulo e a disponibilidade de matéria
organica [47|. Tais processos podem explicar a decomposigao seletiva e a conservagao do
carbono em diferentes ambientes. Essas interagoes sao importantes para o ciclo biogeoqui-
mico do carbono em ambiente aquatico. Estudos mostram, por exemplo, que proteinas
sao fortemente e rapidamente adsorvidas por minerais e sedimentos marinhos [47].

Hé estudos [48] para o uso de aminoacidos carregados positivamente, como a lisina e a
arginina, como modificadores organicos para as montmorilonitas. Como esses aminoacidos
se assemelham na estrutura quimica com os cations alquilamoénio, modificadores convenci-
onais [49], esses estudos esperam compreender o mecanismo de interagao dos aminoacidos
com a lamela da argila. Como os dipeptideos sao as unidades formadoras das proteinas,

se eles (os dipeptideos com grupos funcionais especificos) forem usados para modificar as
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argilas, pode-se esperar uma compatibilidade da argila com as proteinas e futuramente
ajudar na concepc¢ao de sensores.

Os estudos da interagao entre as argilas e os aminoacidos bésicos, como a lisina, sao
mais amplamente relatados [50, 51]. Esses estudos apontam para uma interac¢ao eletros-

tatica entre a superficie da argila e os grupos funcionais do aminacido [47].

1.6 Aminoacidos

Os aminoécidos sao pequenas moléculas orgéanicas constituintes de macromoléculas
com importantes fungdes biologicas, como as proteinas, que apresentam potencial tera-
péutico e podem interagir com argilas. Existem vinte aminoécidos codificados pelo codigo
genético e mais de 300 aminoacidos de ocorréncia natural [52].

Nos aminoacidos um grupo carboxila e um grupo amino estao ligados ao mesmo car-
bono. O que difere um aminoacido de outro sao suas cadeias laterais ou grupos R (Figura
1.15). Esses grupos R sao diferentes quanto a estrutura, ao tamanho, a carga elétrica e

influenciam na solubilidade em 4dgua do aminoécido [52].

COO-
Hgﬂr—(li—H
R

Figura 1.15: Estrutura geral dos aminodcidos.

Em 1891, Emil Fischer propés duas configuracoes absolutas para os quatro substi-
tuintes no atomo de carbono assimétrico, sistema D e L, com base na configuracao do
gliceraldeido. Todas as proteinas sao formadas pelo conjunto dos 20 aminoacidos, sendo
todos a-aminoacidos e L-estereoisomeros [52].

A seguir serdao apresentados brevemente os aminoécidos e o dipeptideo usados no

presente trabalho.
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1.6.1 L-Carnosina

A L-carnosina é um dipeptideo de ocorréncia natural, constituido pelos aminoacidos
L-histidina e f—alanina, sendo de grande importancia biologica e farmacologica [53]. Sua
estrutura esté representada na Figura 1.16. Esse dipeptideo foi identificado pela primeira
vez pelo bioquimico Vladimir Gulevich, em 1900, no extrato de carne, quando procurava
compostos nitrogenados ainda nao conhecidos nessa matriz [54|. A carnosina é ausente

em plantas e invertebrados.

a) N%\

/\)L OH
H,N N

H

Figura 1.16: Estrutura do dipeptideo L-Carnosina: a) Representagcao em forma de bastdo e b)
Representacao tridimensional.

Essa molécula é encontrada em elevada concentracao nos tecidos do corpo, como os
musculos esquelético e cardiaco, os tecidos nervosos, o estbmago e o cérebro. Seu papel
biolégico exato ainda nao é bem compreendido. Estudos apontam que esse aminoacido é
um importante antioxidante, protege enzimas e pode inativar as espécies livres de oxigeé-
nio e metais pro-oxidantes. Além dessas propriedades inibe a glicosilacao nao enzimatica
de proteinas, desempenha papel como neurotransmissor, na modulacao enzimatica e na
quelagao de metais pesados [54, 55, 56, 57|. A L-carnosina também melhora a fungio
do coragao, possui notaveis propriedades cicatrizantes, atenua a isquemia e possui a¢ao
protetora contra a nefrotoxicidade [56, 58].

Estudos tém demonstrado uma relagao inversa entre idade e concentracao de L-
carnosina nos musculos de humanos [59]. A perda de massa muscular esta relacionada
a deterioracao da coordenagao motora, o que resulta no aumento da frequéncia de que-
das, que levam a ferimentos e até a morte de idosos. Ha estudos que demonstram que a

carnosina também atua de forma significativa contra a lesao renal aguda induzida pela
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cisplatina [56].

Esse dipeptideo também é importante para a manutencao do pH intracelular, uma
vez que possui acao tamponante; sua quantidade nos musculos é um fator determinante
para o desempenho em exercicios de alta intensidade [59]. O produto DDM Carnosina®
(Omeopiacenza, Pharma Group) foi desenvolvido para se ter uma liberagao controlada
da carnosina ao longo de 8 h. A maior liberagao de carnosina ocorre durante a contracao
muscular, e ela é imediatamente hidrolisada no soro pela enzima carnosinase, sugerindo
assim que atletas precisam ingerir maior quantidade de carnosina [54].

A carnosina apresenta trés valores de constante de equilibrio acido (pK,): pK., =

2,64; pK,o = 6,83; pK,3 = 9,51 [53|. As estruturas em equilibrio estao representadas na
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Figura 1.17: Equacoes quimicas referentes a desprotonagio da L-Carnosina.

Figura 1.17.
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1.6.2 L-Ornitina

A L-ornitina é um aminoacido de grande importancia para o organismo. Sua estrutura
esté ilustrada na Figura 1.18.

A L-ornitina apresenta trés valores de constante de equilibrio acido (pK,): pK, =
1,94; pK o = 8,65; pK,3 = 10,76 [53]. Pode-se observar na Figura 1.19 as estruturas em
equilibrio acido-base.

A L-ornitina desempenha papel central no ciclo da ureia, permitindo a liberacao do
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Figura 1.18: Estrutura do aminodcido L-Ornitina: a) Representag¢io em forma de bastao e b)

Representagao tridimensional.

e}
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HN ; OH “H,N - o
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H* N\)J\
HaN : o *HaN - o
z pKaS H
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Figura 1.19: FEquagoes quimicas referentes a desprotonagdo da L-Ornitina.

excesso de nitrogénio; essa molécula também promove a liberagao do hormonio de cres-
cimento ao estimular a glandula pituitaria. A L-ornitina é gerada na acao da enzima
arginase sobre a L-arginina [60], como pode ser observada na Figura 1.20 [61]. Esse ami-

noacido ja é comercializado como suplemento dietético e empregado na pratica clinica

para o tratamento de encefalopatia hepatica [62].
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Figura 1.20: Ciclo da ureia.

1.6.3 L-Arginina

Um dos aminoacidos mais verséateis metabolicamente ¢ a L-arginina [63], cuja estrutura
pode ser observada na Figura 1.21. Ela pode formar o éxido nitrico, a L-citrulina, a
L-ornitina, ureia e diéxido de carbono, entre outras moléculas bioativas. Desempenha
também papel importante na aprendizagem e no desempenho da memoria, mas pode ser
neurotéxico em quantidades excessivas. O envelhecimento altera os niveis de L-arginina
e seus metabolitos, e também diminui sua interacao nas subregides do hipocampo, do

cortéx entorrinal, do cortéx perirrinal e do cortex pré-frontal [63].

a) NH;
H
HZNWTNM\/\)\H/

b)
RS 4
[ T

Figura 1.21: Estrutura do aminodcido L-Arginina: a) Representa¢do em forma de bastio e b)
Representacgao tridimensional.

A L-arginina é um aminoacido que possui o grupo R (grupo guanidina) carregado
positivamente em meio fisiologico. Esse aminoédcido apresenta trés valores de constante de

equilibrio acido: pKyy = 2,17; pK o = 9,04; pK,3 = 12,48 |52]. Seus equilibrios acidos-base

podem ser observados na Figura 1.22.



25

NH,* NH,*
H pKal H
HoN N OH HoN N (o}
T " \”/
NH,* 0 NH,* o
H* pK.2
NH» NH;
H H
HoN N o HY  HN N o
T - T
NH o NH,™ 0

Figura 1.22: Equacdes quimicas referentes & desprotonacao da L-Arginina.

Ha estudos sobre a melhora do desempenho fisico ao se incluir na dieta do atleta
a L-arginina [64]. Ela também desempenha um importante papel na desintoxica¢ao de
amonia, através do ciclo da ureia, transformando-a em ureia. As principais fontes desse

aminoacido sdo as proteinas da dieta [65].

1.6.4 L-Lisina

A L-Lisina, representada na Figura 1.23, é um aminoacido hidrofilico devido & sua
cadeia lateral muito polar (sua cadeia lateral e a da arginina sdo as mais longas no
conjunto dos vinte aminoécidos codificados). E um aminoécido essencial, encontrado na
constituicao de enzimas e proteinas, essencial para o crescimento normal de criangas e na
manutenc¢ao do equilibrio de nitrogénio no corpo. Além de ajudar o organismo a absorver
e a conservar o calcio, a L-lisina ¢ um dos componentes dos ossos, cartilagens e outros
tecidos conectivos. Esse aminoécido também pode prevenir acidentes vasculares cerebrais,

entre outros estresses induzidos por patologias [66, 67, 68].

Figura 1.23: FEstrutura do aminodcido L-Lisina: a) Representag¢ao em forma de bastao e b)
Representacao tridimensional.

A L-lisina também tem um potencial terapéutico para a profilaxia de herpes. A herpes
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simplex virus 1 (HSV-1) é uma das doengas virais mais comuns entre os humanos, mas
ainda nao existe tratamento que impeca sua recorréncia. Intimeros estudos tém sugerido
a lisina e a arginina como possiveis agentes terapéuticos contra o HSV-1.

A L-lisina apresenta trés valores de constante de equilibrio acido (pK,): pK, = 2,18;
pKa = 8,95; pK,3 = 10,5 [52]. As espécies totalmente protonadas da L-lisina , com carga
liquida positiva igual a 2, exitem em pH menor que 2. A medida que o pH aumenta, o
primeiro passo de desprotonagao ocorre no grupo acido carboxilico (pK,; = 2,18), fazendo
com que o aminoacido fique com uma carga total igual a +1. Em pH fisioldgico, esse
aminoécido tem carga positiva. A segunda desprotonagao (pK,» = 8,95) leva a formacao da
sua forma zwitterionica. A terceira desprotonagao (pK,3 = 10,5) deixa a L-lisina com carga
liquida negativa. As equagoes quimicas envolvendo esses equilibrios podem ser observadas

na Figura 1.24.

(o] (o]
+H3N pKal +H3N
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NH5* NHj3
H L pKaZ
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¥
HsN H *HaN
o
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NH, NH,

Figura 1.24: Equacoes quimicas referentes & desprotonag¢ao da L-Lisina.

Na Tabela 1.2 encontram-se os valores de pK,s das quatro espécies em foco neste
trabalho e seu ponto isoelétrico, pH em que o aminoécido encontra-se com carga liquida

igual a zero.
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Tabela 1.2: Valores de constante de equilibrio dcido (pK,) e do ponto isoelétrico (pl) do
dipeptideo L-Carnosina e dos aminodcidos L-Ornitina, L-Arginina e L-Lisina.

. 2k pKal pKa2 pKaQ pKa?)
Aminoécido Grupo Carboxilico Imidazol Grupo a-Amino  Grupo Cadeia Lateral (R) pl
L-Carnosina 2,64 6,33 9,51 6,33
L-Ornitina 1,04 8,65 10,76 711
L-Arginina 2,17 9,04 12,48 10,76
L-Lisina 2,18 8,95 10,5 9,74
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Capitulo 2

OBJETIVOS

O principal objetivo do presente trabalho é preparar e caracterizar argilas de uso
farmacéutico e/ou cosmético, como a Laponita RD, Veegum HS e Cloisita Sodica, inter-
caladas com espécies que apresentam potencial terapéutico como o dipeptideo L-carnosina
e os aminoacidos L-lisina, L-arginina e L-ornitina.

Os objetivos especificos sao os seguintes:

(i) Investigar condigoes experimentais para a imobiliza¢ao do dipeptideo e dos aminoa-

cidosdas em argilas de uso farmacéutico e/ou cosmético;

(ii) Caracterizar os materiais hibridos através de analise quimica, analise térmica, difra-
tometria de raios X, espectroscopia vibracional no infravermelho e Raman e medidas

de tamanho de particulas e de potencial Zeta.
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Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e Reagentes

Os materiais e os reagentes utilizados nos procedimentos experimentais estao listados

nas Tabelas 3.1 e 3.2. Nenhum reagente foi purificado previamente.

Tabela 3.1: Argilas utilizadas nos experimentos de imobilizagdo do dipeptideo e dos
aminodcidos.

cTC / Composi¢ao Quimica /

Argila Procedéncia Ref.
mmol./100 g % em massa
Si05 = 60, 14
Al,O3 = 23,34
Cloisita Nat Bentonit Unido Nordeste 92 FesO3 = 4,10 [69]
MgO = 2,05
NasO = 2,37
Si09 = 64,8
AlyO3 = 15,2
Veegum HS R.T. Vanderbilt Company® 80 FesO3 =2 [70]
MgO =22
NayO = 2,28
Si09 = 66,2
Laponita RD Bentonit Uniao Nordeste 50 Mg0 = 30,2 (71
NayO =2,9
Li2O =0,7

Embora a L-carnosina seja um dipeptideo, a seguir esse composto sera classificado

neste trabalho como um aminoacido para simplificar o texto escrito.
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Tabela 3.2: Reagentes utilizados nos experimentos de imobilizacao do dipeptideo e dos
aminodcidos com argilas.

Reagente Composi¢ao Procedéncia Grau de Pureza / %
L-carnosina CoH14N4O3 Sigma-Aldrich® 99
L-arginina CeH14N41O9 Sigma—AldriCh® 98

Cloridrato de L-lisina CeH14N5O2.HCI Merck® 99
Cloridrato de L-ornitina C5H19N2O2.HCI Sigma—AldriCh® 99
Nitrato de Prata AgNOs Merck® >99.8
Acido Cloridrico HCI Synth®

3.2 Intercalacao de aminoacidos em Cloisita Sédica

Para a preparacao dos materiais hibridos com a argila natural Cloisita Na™, realizou-
se inicialmente um teste em uma estacao de trabalho com um carrossel para doze tubos
de ensaio de 50mL. Usou-se a propor¢cao molar argila:aminoacido de 1 : 1 para todas
as amostras, considerando-se a CTC da Cloisita Na® (92 mmol./100 g). Foram feitas
dispersoes de 0,200¢ de argila em 20,0mL de &gua deionizada (logo, a concentragao
da suspensdo era 1 % (m/v)), essa dispersao foi deixada por 1 hora sub agitacao me-
canica, sendo que o pH foi ajustado para 6, 5 e 4 pela adi¢ao de solu¢ao de HCI (cada
pH representa um sistema). Em paralelo, foi dissolvida a massa correspondente ao valor
estequiométrico de cada aminoacido em 20,0m/L de dgua deionizada. Depois foi feita a
adi¢ao da solugao de aminoacido a dispersao de argila. O sistema foi mantido sob agitacao
por 24 h & temperatura ambiente; o solido foi isolado com a ajuda de centrifuga.

A partir desse teste continuaram-se os experimentos com a Cloisita e os aminoacidos
que apresentaram melhores resultados. Em um béquer, 1,000 g de argila Cloisita Na™ foi
suspensa em 150,0m/L de dgua deionizada e foi mantida sob agitacao até que a argila
estivesse totalmente dispersa. O valor de pH para essa suspensao foi de aproximadamente
8,9. Apods a adicao de 50mL da solugao do aminoédcido a dispersao da argila, houve a
adicao de acido cloridrico para o ajuste do pH ao valor desejado. Ap0s isso, os sistemas
foram deixados sob agitacao por 24 ou 48 h & temperatura ambiente. Todos os valores das
variaveis experimentais encontram-se na Tabela 3.3.

A abreviagao dada aos materiais obtidos esta de acordo com a ordem cronologica de
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Tabela 3.3: Resumo das condi¢des experimentais empregadas para os sistemas com a Cloisita

Na™*.
. Proporgao H (final Tempo de Agitacao
Amostra - Aminodcido Argila / I/)Xmgnoémcido dapsuslgenséo) ’ (horas;g :
CloLys1 Lisina 1:1 2,66 24
CloLys2 Lisina 1:2 2,67 24
CloLysp4 Lisina 1:1 4,09 24
CloLyp6 Lisina 1:1 6,63 24
CloLysS Lisina 1:2 7,52 48
CloArgl Arginina 1:1 3,25 24
CloArg2 Arginina 1:2 3,32 24
CloArgp4  Arginina 1:1 9,60 24
CloArgS Arginina 1:2 9,54 48
CloCarl  Carnosina 1:1 3,46 24
CloCarpb  Carnosina 1:1 8,12 24
CloOrtp4 Ornitina 1:1 4,81 24
CloOrtp6 Ornitina 1:1 6,99 24
CloOrt1 Ornitina 1:2 4,25 48

*Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

preparacao. A primeira parte da abreviagao esta relacionada ao nome da argila (Clo:
Cloisita, Veg: Veegum, Lap: Laponita), a segunda parte é a abreviagdo do aminoacido
usado (Lys: lisina, Arg: arginina, Car: carnosina, Ort: ornitina), os nimeros e a letra S
que se seguem estao relacionados, respectivamente, a ordem cronolégica e ao procedimento
realizado sem o ajuste do valor do pH (ou seja, S significa que nao houve ajuste). Para
as amostras feitas como teste, usou se a letra “p” e um numero apds a abreviagao do
aminoacido para indicar o valor do pH inicial da reacao de troca ibnica.

No caso da L-lisina e da L-arginina, que se encontram na forma cationica quando
dissolvidas em &agua, também realizou-se um experimento sem ajuste de pH. Para isso
1,000 g de argila foi disperso em 150, 0 m L de agua deionizada e em seguida foi adicionado
50,0mL de solugao do aminoacido, de modo a se obter a relacao 1:2 de argila:aminoécido.
O sistema foi deixado sob agitacao mecanica por 48 h & temperatura ambiente.

Todas as suspensoes foram centrifugadas a 15.000 rpm durante 7 min e o sobrenadante
foi descartado. O solido foi lavado com 20 mL de agua deionizada e entao separado mais

uma vez por centrifugacao. Repetiu-se esse procedimento por trés vezes, até que o teste

para fons cloreto desse negativo. O sélido separado foi seco & pressao reduzida na presenca
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de silica gel.
O resumo de todas as condigoes experimentais empregadas durante a preparacao dos

materiais hibridos com Cloisita Na™ se encontra na Tabela A.1 (Apéndice A).

3.3 Intercalagcao de aminoacidos em Veegum HS

Com a argila natural Veegum HS também se fez um estudo em batelada utilizando a
estagao de trabalho com um carrossel para doze tubos de ensaio de 50,0 m/L. Da mesma
forma, usou-se a proporgao argila:aminoacido de 1:1 para todas as amostras (proporgao
em rela¢ao & CTC da Veegum HS, 80 mmol./100 g). Foram feitas dispersées de 0,200 g de
argila em 20,0mL de dgua deionizada, logo, a concentracao da suspensao era 1 % (m/v),
essa dispersao foi deixada por 1 hora sub agitacao mecénica, sendo que os valores de pH
foram ajustados para 6, 5 e 4 (cada pH representa um sistema). Em paralelo, foi dissolvido
o correspondente estequiométrico (argila:aminoacido) de massa de cada aminoacido em
20,0mL de agua deionizada. Depois foi feita entao a mistura da solugao de aminoécido a
dispersao de argila, a mistura foi agitada por 24 h & temperatura ambiente.

O estudo experimental com o dipeptideo L-carnosina foi mais extenso com essa argila
e esta descrito a seguir. Em um béquer, 1,000 g de argila Veegum HS foi suspensa em
150,0mL de adgua deionizada e mantida sob agitagao. O pH da dispersao de argila foi
ajustado com uma solucao de HCI 0, 1 mol.L~!. Em outro béquer, a massa de carnosina
correspondente a proporcao 1:2 argila:aminoacido foi dissolvida em 50,0 m L de agua deio-
nizada e seu pH também foi ajustado. Apds & adicao da solugao de aminoécido a dispersao
de argila, também foi necessario a adigao da solugao de acido para ajustar o pH ao valor
desejado. Apods isso, os sistemas foram deixados sob agitagao por 24 ou 48 h. Todos os
valores das variaveis experimentais empregadas encontram-se na Tabela 3.4.

Os sistemas L-lisina e L-arginina seguiram o mesmo procedimento descrito acima para
a argila Cloisita Na™. Dispersou-se 1,000 g de argila em 150,0mL de 4gua deionizada e em
seguida foi adicionado o aminoacido, na relagao 1:2 de argila:aminoéacido em relagao a CTC
da argila. O sistema foi deixado sob agitacao mecanica por 48 h. Todos os experimentos

foram realizados & temperatura ambiente.
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Para as suspensoes com a argila Veegum HS também usou-se centrifugacao como mé-
todo de separagao. As amostras foram lavadas trés vezes com 20 mL de dgua deionizada,
apos cada lavagem centrifugou-se a 15.000 rpm durante 7 min; o sobrenadante foi descar-
tado. Em seguida a amostra foi seca a pressao reduzida na presenca de silica gel.

Os valores dos diferentes parametros experimentais utilizados para as reagoes entre
Veegum HS e os aminoacidos encontram-se na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Resumo das condigoes experimentais empregadas para os sistemas com a Veegum

HS*.
. Proporc¢ao H (final Tempo de Agitacao
Amostra - Aminodcido Argila / IjAm?noéLcido dapsus;enséo) ! (horas§; :
VegLysp4 Lisina 1:1 4,32 24
VegLyspb6 Lisina 1:1 9,09 24
VegLysS Lisina 1:2 7,39 48
VegArgp4d  Arginina 1:1 9,64 24
VegArgS Arginina 1:2 9,93 48
VegCar4d  Carnosina 1:2 4,50 24
VegCar6  Carnosina 1:2 3,15 42
VegCar7  Carnosina 1:2 5,02 42
VegCarp4  Carnosina 1:1 8,07 24
VegOrtp4 Ornitina 1:1 417 24
VegOrtph Ornitina 1:1 4,95 24
VegOrt1 Ornitina 1:2 4,18 48

*Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

O resumo de todas as condi¢oes experimentais empregadas durante a preparacao dos

materiais hibridos com Veegum HS se encontra na Tabela A.2 (Apéndice A).

3.4 Intercalacao de aminoacidos em Laponita RD

Uma parte dos experimentos com a argila sintética Laponita RD foi feita em batelada
utilizando a estagao de trabalho com um carrossel para doze tubos de ensaio de 50,0 mL.
Assim como para as argilas Cloisita Na™ e Veegum HS, nesse estudo em batelada, usou-se
a proporc¢ao argila:aminoacido de 1:1 para todas as amostras, considerando-se a CTC da
Laponita RD (50 mmol./100 g). Foram feitas dispersoes de 0,200 g de argila em 20,0 mL
de 4gua deionizada (logo, a concentragao da suspensao era de 1 % (m/v)), essa dispersao

foi deixada por 30 hora sub agitacao mecanica; o valor de pH foi ajustado para 2 ou 7,
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mas esses valores nao ficaram estaveis em fungao do tempo, havia um consumo de prétons
ao longo do experimento e os valores de pH aumentaram (os valores dos pH de reagao
encontram-se na Tabela 3.5). Logo apos, foi dissolvido o correspondente estequiométrico
de massa de cada aminoacido em 20, 0 mL de agua deionizada. Foi feita entao a mistura da
solucao de aminoacido a dispersao de argila. O sistema precisou ser deixado por 96 h sob
agitacao, pois nas primeiras 24 h houve separacao de fases nos tubos. Para a remocao dos
fons cloreto, provenientes da solugao de HCI utilizada para modificar o pH, usou-se uma
membrana de didlise, seamless cell com faixa de corte de massa molecular entre 12.000 e
14.000 da Viskase Corporation.

O estudo experimental com o dipeptideo L-carnosina e o aminoacido L-ornitina com
a argila Laponita RD foi mais extenso, conforme mencionado a seguir.

Dispersou-se 1,000 g de argila Laponita RD em 150, 0 mL de dgua deionizada sob agi-
tacao até que a argila estivesse totalmente dispersa. A solucao de 50,0mL do dipeptideo
L-carnosina (ou do aminoacido L-ornitina) foi acrescentado & dispersao de argila e o pH
do sistema foi ajustado com uma solucao de HC1 0, 1 mol.L~t. Os sistemas foram deixados
sob agitagao por 24 ou 48 h. Todos os valores das variaveis experimentais encontram-se na
Tabela 3.5. Para uma amostra com L-Carnosina foi realizado um estudo com aumento de
temperatura. Para isso 1,000 g de argila foi dispersa em 150, 0mL de dgua deionizada sob
agitacao, e o pH foi ajustado para 6,57. Em outro béquer, a massa de carnosina corres-
pondente a proporgao 1:2 argila:aminoacido foi dissolvida em 50, 0 m L de agua deionizada
e o pH da solugao também foi ajustado para 6,63. Misturou-se a solu¢cao do aminoécido
a dispersao da argila e comegou-se o aquecimento a 60 °C. O sistema foi deixado sob
aquecimento e agitacao mecanica por 6 h.

Da mesma forma que para as argilas anteriores, realizou-se um experimento com a
L-lisina e L-arginina sem ajuste de pH, seguindo o mesmo procedimento usado com a
argila Cloisita Na™. Dispersou-se 1,000 g de argila em 150,0mL de 4gua deionizada e em
seguida foi adicionado 50,0mL da solugao do aminoacido, de modo a se obter a relacao
1:2 de argila:aminoacido. O sistema foi deixado sob agitacao mecanica por 48 h.

As suspensoes foram colocadas em membrana de didlise submersa em agua deionizada.
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Esté agua foi trocada até que o teste para fons cloreto desse negativo. Congelaram-se essas
suspensoes e, por liofilizagao, secaram-se as amostras.
Os valores dos diferentes parametros experimentais utilizados para as reagoes entre

Laponita RD e os aminoacidos encontram-se na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Resumo das condigoes experimentais empregadas para os sistemas com a Laponita

RD.
S Proporgao H (final Tempo de Agitacao

Amostra Aminoécido Argila / II)Xm(fnoéucido dapsusl()enséo) g (horassg ; Temperatura
LapLysp2 Lisina 1:1 6,82 96 Ambiente
LapLysp7 Lisina 1:1 7,61 96 Ambiente
LapLysS Lisina 1:2 8,31 48 Ambiente
LapArgp2 Arginina 1:1 6,84 96 Ambiente
LapArgp9 Arginina 1:1 8,91 96 Ambiente
LapArgS Arginina 1:2 10,18 48 Ambiente
LapCarl Carnosina 1:1 6,00 24 Ambiente
LapCar2 Carnosina 1:3 6,10 24 Ambiente
LapCar4 Carnosina 1:3 6,90 6 60 °C
LapOrtp2 Ornitina 1:1 6,36 96 Ambiente
LapOrtp7 Ornitina 1:1 7,71 96 Ambiente
LapOrt2 Ornitina 1:2 6,50 48 Ambiente

O resumo de todas as condi¢oes experimentais empregadas durante a preparagao dos
materiais hibridos com Laponita RD se encontra na Tabela A.3 (Apéndice A).

As argilas precursoras e os produtos contendo os aminoacidos imobilizados nas argilas,
foram caracterizados por difratometria de raios X, espectroscopia vibracional na regiao do
infravermelho e anélise térmica acoplada a espectrometria de massas. Para algumas amos-
tras foram realizadas anélise elementar (CHN), medidas de potencial Zeta e de tamanho

médio de particulas. Para a amostra LapCar2 foi possivel registrar o espectro Raman.

3.5 Técnicas de caracterizacao

3.5.1 Difratometria de raios X

Nas analises de difratometria de raios X com amostras na forma de p6 (DRXP) foi utili-
zado um difratometro Rigaku, modelo Miniflex, com comprimento de onda A de 1, 54056 A
gerados por um anodo de Cu (K, ), empregando tensao de 30V, corrente de 15mA e

filtro de Ni. Usou-se faixa de varredura (20) de 1,5 a 70° com passo de 0,03° a cada
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segundo.

Os difratogramas para os materiais utilizando a Laponita RD como matriz inorganica
foram obtidos no Laboratorio de Cristalografia do Instituto de Fisica da USP (IF-USP).
Utilizou-se um difratémetro da marca Rigaku, modelo Ultima Plus, geometria Bragg-
Brentano e monocromador de cristal de grafite. Para as medidas, utilizou-se uma tensao
de 40 kV e corrente de 30 mA, radiacao Ka de cobre. O angulo 260 foi variado de 1,5 a

70°, empregando tempo de contagem de 8 s a cada passo de 0,02°.

3.5.2 Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

Para o registro dos espectros vibracionais na regiao do infravermelho, utilizou-se um
aparelho FTIR-Bomem, modelo-MB, série 102. Os espectros foram obtidos na regiao de

! usando-se KBr para dispersar as amostras

4000 a 400cem™!, com resolucao de 4 cm™
no acessorio de reflectancia difusa. Os dados foram fornecidos pelo equipamento como

porcentagem de transmitancia.

3.5.3 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram registrados em um espectrometro FT-Raman Bruker mo-
delo RFS100/S, do Laboratério de Espectroscopia Molecular (IQ-USP), utilizando a linha
de 1064 nm de um laser Nd:YAG.

3.5.4 Analise Térmica acoplada a Espectrometria de Massas

As anélises térmicas foram realizadas em aparelho TGA-DSC modelo 490 PC Luxx, da
Netzsch, acoplado a um espectrometro de massas QMS 403C Aeolos. Como porta amostra
foi utilizado cadinho de Aly;O3. A analise foi realizada nas seguintes condigoes: ar sintético

! razao de aquecimento

(marca Oxigas) como géas de purga a uma vazao de 50 mL.min~
de 10 °C.min~!, partindo-se da temperatura ambiente até 1000 °C, N, (marca Oxigés)
como gas de protecdo para a balanca TGA-DSC a uma vazao de 20 mL.min~'. Para as
amostras obtidas no teste (codigo com a letra p apos a abreviagdo do nome da argila e

do aminoécido) , a razao de aquecimento foi 20 °C.min~".
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3.5.5 Analise Elementar

As analises elementares (CHN) foram realizadas na Central Analitica do Instituto de

Quimica da Universidade de Sao Paulo em um equipamento Perkin Elmer modelo 2400.

3.5.6 Medidas de Potencial Zeta e tamanho de particulas

Os valores do potencial Zeta e tamanho médio de particulas foram determinados
usando o equipamento ZetaSizer NanoZs da Malvern Instruments, Worcestershire, UK.
As medidas foram realizadas a 25 °C.

Foram feitas suspensoes de 0,1% (m/v). As suspensoes foram tratadas por 30 min
em equipamento de ultrassom modelo 8893 da Cole-Parmer e deixadas em repouso por
24 h antes das medidas. Retirou-se o sobrenadante de cada suspensao para efetuar a
analise. Para as medidas de potencial Zeta da Laponita RD, preparou-se uma suspensao
1 % (m/v), essa suspensao foi deixada por 30 minutos no Ultrassom e em repouso por

somente 2 h. Para efetuar a medida foi coletado o sobrenadante.

3.5.7 Outros Equipamentos

Para a remoc¢ao da agua dos produtos da reagao de intercala¢ao Laponita/aminoacido
utilizou-se um liofilizador da Thermo Savant. O equipamento multitarefa para liofilizacao
(“freeze drying”) é constituido pelas seguintes partes: sistema de vacuo LyoPump VLP
195 FD, bomba de alto vacuo VLP 200, sistema de drenagem em aco inox Dda 110G,
recirculador e filtro de 6leo da bomba VPOF 110, filtro de goticulas de 6leo da bomba
EMF 10, sistema de retorno Gas Ballast GBORK. No equipamento ha uma torre com 16
entradas, com valvulas e sistema de vedagao.

Para a separacao do sélido em suspensao, usou-se uma centrifuga Bench Top Centrifuge
Z 383, Hermle Labortechnik GmbH, com rotor angular 220.78 VO2 (velocidade méxima:
15.000 rpm ou 26.000 zg), volume: 6 x 85 mL, massa: 140 g por cavidade, raio 10,3 cm. A
Ultra centrifuga refrigerada da Hermle de Alta Velocidade Z36HK, também foi utilizada

para a separagao do solido das suspensoes.
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Para as medidas de pH, utilizou-se um pHmetro Digimed - DM 20. A dgua deionizada
utilizada nos procedimentos experimentais foi obtida em um deionizador Elga Purelab
Maxima, resistividade de aproximadamente 18 M{Qxcm. Para pesagem de reagentes e

amostras, utilizou-se a balanga Digital Marte AL-500, semi-analitica com precisao 0, 001 g.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Imobilizacao de aminoacidos em Cloisita S6dica

As condigbes experimentais empregadas nas preparagoes das amostras Cloisita/ami-
noacidos visavam promover a interagao eletrostatica entre a matriz inorganica e a espécie
organica através da reacao de troca idnica, isto é, o cation que ocupa a regiao interlame-
lar da argila é substituido pelo aminoécido na forma cationica, como ilustra a Figura 1.7.
Para a realizacao dos experimentos utilizou-se uma faixa de pH em que os aminoaci-
dos estivessem protonados (valores na Tabela 1.2) com pelo menos uma carga positiva,
possibilitando a interacao eletrostatica dos aminoacidos com as lamelas da argila.

Sabe-se que as cargas na superficie das argilas dependem do valor de pH da suspensao
na qual elas se encontram dispersas. A Figura 1.13 ilustra as modificagdes (processos de
protonagao e desprotonagao) que ocorrem em argilas esmectitas em fungao da alteragao
nos valores do pH. Pode-se observar que embora os grupos silanol e aluminol sofram
modifica¢oes quando o valor do pH é modificado, a carga elétrica das lamelas sera negativa.
Assim sendo, os valores de pH escolhidos nos experimentos contemplam, praticamente
somente os equilibrios acido-base dos aminoacidos.

Tanto para as medidas de tamanho de particulas, quanto para as medidas de potencial
Zeta prepararam-se suspensoes aquosas estoque, de concentracao igual a 0,1 % (m/v).
Para efetuar as medidas foi coletado o sobrenadante das suspensoes. O valor do potencial

Zeta da suspensao de Cloisita 0,1 % (m/v) é - 42,5 mV (0 = £1,40) para um valor de pH
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da suspensao de 8,9. Suspensoes coloidais estéveis apresentam valores de potencial Zeta
superior a + 30 mV. Logo, o valor encontrado para a suspensao de Cloisita Sodica indica
que se trata de um sistema estavel. O diametro médio dessas particulas é igual a 183 nm

(0 = 42,56 ¢ PDI =0,33).

4.1.1 L-Lisina em Cloisita So6dica

A caracterizagao inicial da argila pristina e dos materiais hibridos foi feita por difra-
tometria de raios X. A Figura 4.1 apresenta os difratogramas obtidos. O primeiro pico
corresponde ao espacamento basal d(y1) da argila e o seu valor pode ser determinado
aplicando a Equacdo de Bragg!. Quando ha um aumento na distancia entre as lamelas

das argilas, o pico de difragao se desloca para a regiao de menor angulo.

Cloisita Na"
CloLys1; 2,66; 1:1; 24
——CloLys2; 2,67; 1:2; 24

k —— CloLysp4; 4,09; 1:1; 24

— CloLysp6; 6,63; 1:1; 24
/\ ——CloLysS; 7,52; 1:2; 48
/\
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Figura 4.1: Difratogramas de raios X da Cloisita Na™ e dos produtos das reacoes da Cloisita
Na™ com o Cloridrato de L-Lisina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagio;
propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reagao).

1A Equacéo de Bragg ¢ dada por 2dsinf = n) , onde n é um ntmero inteiro, A é o comprimento de
onda da radiagao incidente, d é a distancia entre planos atémicos e € é o angulo de difragao.
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Pelos difratogramas de raios X, observa-se que os picos da argila precursora sao man-
tidos, isso significa que a estrutura mineralogica da Cloisita Na™ é mantida. Observa-se
também o surgimento de novos picos referente aos harménicos (001). Na Tabela 4.1 estao
os valores dos picos de difragao de raios X da Cloisita Sodica e suas atribuigoes |72].

Tabela 4.1: Distdancia interplanar d i) e valores de 20 da argila Cloisita Sddica, obtidos dos
dados de difratometria de raios X.

20 /graus d/A  (hkl)
730 12,1 (001)
1347 6,44 (002)
20,06 4,43 (110)
26,68 342 (101)
98,46 3,13 (004)
3541 2,53 (130)
41,73 2,16 (006)
62,03 1,49 (060)

A partir dos calculos teoricos das dimensoes dos aminoécidos (calculadas pelo douto-
rando e mestre em Fisica, Filipe Dalmatti Lima, do Instituto de Fisica da USP (IF-USP),
aluno da Professora Doutora Helena Maria Petrilli, a partir da estrutura de menor energia
com o programa Accelrys Discovery Studio Visualizer 3.5., vide Figura A.2 do Anexo A)
as dimensdes calculadas para a L-lisina na forma neutra séo 3,6 x 6,3 x 7,3 A. As dimen-
soes para as formas protonadas ou desprotonadas do aminoacido nao sao modificadas de
modo significativo, segundo célculos tedricos (DFT). O difratograma de raios X da argila
natural mostrou um valor de espacamento interplanar d() de 12,1 A. Apés a reacgao de
imobilizacao com os aminoacidos, esses valores variaram entre 12,8 e 13,2 A (Tabela 4.2).
O aumento no valor de d(g1) indica que pode ter ocorrido a expansao da estrutura cris-
talina da montmorilonita devido & introducao do aminoéacido, ja que a menor dimensao
do aminoacido L-lisina ¢ 3,6 A e a espessura da camada TOT ¢ 9,6 A [8, 73]. Pode-se
observar também que os novos materiais apresentam esse pico com maiores intensidades,
isso ¢ um indicativo de que os materiais formados estao melhor organizados, em relagao
ao empilhamento, do que a argila pristina.

A menor area ocupada por uma espécie de L-lisina com carga +1 é 23 A’ (3,6 x 6,3

= 23) enquanto a maior area é 46 A’ (6,3 x 7,3). Sabe-se que para as argilas montmori-
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Tabela 4.2: Distdancia interplanar d(goyy dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao do
Cloridrato de L-Lisina em Cloisita.

Amostra  20/graus d(om)/A

Cloisita 7.30 12,1
CloLysl 6,84 12,9
CloLys2 6,93 12,8
CloLysp4 6,75 13,1
CloLysp6 6,75 13,1
CloLysS 6,70 13,2

lonitas, 1 elétron ocupa aproximadamente 130 A® [12], logo um cation monovalente desse
aminoacido pode adotar um arranjo tanto paralelo quanto perpendicular em relagao as
lamelas. Duas das possibilidades de orientacao da L-lisina entre as lamelas sao ilustras na
Figura 4.2. Considerando os valores de espagamento basal calculados através dos dados
de DRX (Tabela 4.2), pode-se inferir que o aminoacido esta orientado paralelamente em

relagao as lamelas.
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Figura 4.2: Possibilidades dos arranjos da L-Lisina entre as lamelas da Cloisita.
Na Figura 4.3 estao mostrados os espectros vibracionais na regiao do infravermelho

(FTIR) de todas as amostras isoladas relativas ao sistema Cloisita/L-lisina. Para a me-

lhor interpretagao dos resultados, foram adicionados os espectros do aminoéacido L-lisina
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e da argila Cloisita Nat. A espectroscopia na regiao do infravermelho é uma técnica
analitica usada extensivamente, pois é uma técnica econdémica e rapida e é um método

complementar a difragao de raios X para investigar argilas.

——L-Lisina
Cloisita Na*

CloLys1; 2,66; 1:1; 24
CloLys2; 2,67; 1:2; 24 1638 v Si-0
CloLysp4; 4,09; 1:1; 24 500-450
CloLysp6; 6,63; 1:1;24 8 H,0
CloLysS; 7,52; 1:2; 48

3700 - 3300
v O-H

Transmitancia / unid. arbit.

556
v,COO 35CO0

1589~ > 1400
v,, COO' P
H3N+

T
4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

. -1
Numero de onda / cm

Figura 4.3: FEspectros vibracionais na regiao do Infravermelho do Cloridrato de L-Lisina
(preto), Cloisita Na™ (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo:
Identidade da amostra; pH final de reacao; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
Teagao).

No espectro vibracional da L-lisina, observa-se uma banda larga entre 3300 e 2200 cm ~*

que pode ser atribuida aos seguintes modos vibracionais: estiramento, simétrico e antis-
simétrico, do grupo NH; e ao estiramento simétrico e antissimétrico do grupo C-H [66].

L que ¢ atribuida

Observa-se também a banda de combinagao na regiao de 2100 - 2020 cm™
a combinagao da N H;™ e 7N H;" | sendo portanto uma banda importante para confirmar a
presenga do grupo amino protonado. O grupo carboxilato (COO™) apresenta estiramento

1 simétrico em 1400 cm ™! e a banda em 556 cm ™! correspon-

antissimétrico em 1589 em™
dente & deformacgao angular. Na Tabela 4.3 encontram-se as atribui¢oes de alguns modos

vibracionais dos grupos funcionais do aminoacido L-lisina (na forma cloridrato) e suas
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respectivas regides de absorgao |74].

Tabela 4.3: Bandas de absor¢ao e atribuicoes de alguns modos vibracionais dos grupos
funcionais do Cloridrato de L-Lisina [74).

Reglao de a_?sorgao / Modos Vibracionais

cm
3350 - 2200 Estil.ramento sil‘rnéFri@ e antissir‘né”cri(.:o vCH,,
Estiramento simétrico e antissimétrico N Hs
2100 Sobretons e combinacoes de bandas
1589 Estiramento antissimétrico v,,COO~
1564 Deformagao antissimétrica 7N Hy
1505 Deformagao N Hj
1400 Estiramento simétrico v,COO~
1350-1360 Deformacao angular simétrica 7C' H,
1190 Deformagao 7N Hy
1146 Deformacgao angular antissimétrica do N do Ca
1000 Deformacao fora do plano COO~
909 Estiramento vC' — C
858 Estiramento simétrico v,C — C — N
739 Estiramento vC' — C'
702 Deformacao angular simétrica no plano pC'Ho
556 Deformacao angular simétrica no plano 6,0 — C' — O
427 Torsdo N Hj
414 Deformacgao em fase C' —C' —C - C

v = estiramento; 7 = torcao; p = rocking ; 6 = deformacao angular.

Nos espectros vibracionais das amostras contendo argila ha uma banda larga na re-
giao de 3700 — 3300 cm™! atribuida ao estiramento O-H das moléculas de agua (tanto
de hidratacao do sodio e adsorvidas na lamela, quanto das hidroxilas das lamelas). Em
aproximadamente 1638 cm ™!, ha a uma banda atribuida & deformacao angular da agua.
As bandas mais intensas em 1026 cm ™! e 500 — 450 cm ™! sao atribuidas, respectivamente,
ao estiramento Si-O-Si das folhas tetraédricas e a deformacao Al-O das folhas octaédricas
(bandas caracteristicas da Cloisita) [75].

Observa-se que nos espectros de todos os produtos ha modificagcoes na regiao entre
1750 e 1400 cm~t. Como todas as amostras foram isoladas em condicoes de pH nos quais o
grupo amina da L-lisina estivessem protonados, a banda em aproximadamente 1500 cm ™!,
atribuida a deformacio do grupo —N H;", é observada no espectro de todas as amostras

de Cloisita com L-lisina. Na Tabela 4.4 encontra-se o resumo das regioes de modificagoes e

atribui¢oes dos possiveis modos vibracionais de alguns grupos organicos nos produtos da
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imobilizacao da L-lisina em Cloisita, ou seja, amostras CloLys1, CloLys2 e CloLysp4. O
espectro FTIR da amostra CloLysp4 também apresenta banda em 1400 cm ™! referente ao
grupo COO~. Assim sendo, essa amostra parece conter tanto as espécies Lis** quanto as
espécies Lis™. Nas amostras CloLysp6 e CloLysS, espera-se que a espécie imobilizada seja
a Lys™ (L-lisina com carga +1), uma vez que foram preparadas suspensdes com valores
de pH inferiores ao valor de pK,» (aproximadamente 9). Os espectros vibracionais dessas
duas amostras nao apresentam a banda em aproximadamente 1750 cm™! (vC' = O), mas

L atribuida v, e v do grupo —COO™, respectiva-

mostram bandas em 1590 e 1400 cm™
mente, confirmando a imobilizagao da espécie Lys™.
A Figura 4.4 mostra o espectro vibracional entre as regioes 1900 e 1300 cm ™! para a

melhor visualizacao das modificacoes observadas.
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Figura 4.4: Espectros vibracionais entre 1900 e 1300 em~! do Cloridrato de L-Lisina (preto),
Cloisita Nat (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagio. (Cddigo:
Identidade da amostra; pH final de reacao; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
Teagao).

Nos espectros FTIR das amostras CloLys1 e CloLys2, observa-se uma banda em apro-
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Tabela 4.4: Regioes de modificagoes e atribuigcoes dos possiveis modos vibracionais de alguns
grupos orgdnicos nos produtos da imobilizacdo do Cloridrato de L-Lisina em Cloisita.

Regiao de ailisorgao / Modos vibracionais

cm

1733 Estiramento vC' = O

1590 Estiramento antissimétrico v/,,,COO~
1500 Deformacao 6 N Hy

1400 Estiramento simétrico v,COO~

ximadamente 1750 em ™! que nao estd presente no espectro do cloridrato de L-lisina. Essa
banda pode ser atribuida ao vC=0 do grupo —COOH, sugerindo que a L-lisina esta imo-
bilizada na Cloisita na forma H3N*(CH,),CH(N*TH3)COOH (Lys*"). Para essas duas
amostras, a banda referente ao modo vibracional v,,COQO~ é praticamente inexistente,
indicando que a forma do carboxilato protonado é preferencialmente intercalado. E inte-
ressante lembrar que as argilas possuem propriedades acidas provenientes da polarizacao
das moléculas de H,0 ao redor de cétions no espago interlamelar (Figura 1.9). Do ponto
de vista eletrostatico, a intera¢ao com a forma H3NT(CHy),CH(NtH3)COOH é mais
forte em relagao a forma HsN*(CHy),CH(N'H3)COO™, uma vez que a primeira possui
carga (+2) e a segunda, carga (+1).

Segundo os resultados de FTIR, nas amostras CloLysl, CloLys2 e CloLysp4 (produ-
tos de reagoes realizadas em pH 2,66, 2,67 e 4,09, respectivamente), algumas moléculas
de L-lisina apresentam o grupo carboxilato protonado. Sabendo-se que o pK, do grupo
carboxilato da L-lisina é 2,2, nas duas primeiras amostras a L-lisina estaria com aproxi-
madamente metade de suas moléculas com o grupo carboxilato protonado nas condicoes
de sintese. Considerando o pH do meio de preparacao da amostra CloLysp4 e o valor da
primeira constante acida da L-lisina, a concentracao da espécie Lys™ é 66 vezes superior
aquela da Lys®T (L-lisina com carga +2). Portanto, o fato da espectroscopia vibracional
na regiao do infravermelho mostrar que a L-lisina se encontra preponderantemente com
carga +2 na superficie da Cloisita atesta o cardter acido da argila. J& o grupo amino
encontra-se protonado em todas as amostras, uma vez que as bandas largas em aproxi-
madamente 1500 cm ™! estdao presentes nos espectros FTIR de todas as amostras.

Na Figura 4.5 sao apresentados os resultados referentes & anélise térmica da argila



7

Cloisita Na*. Ao observar a curva DTG, pode-se dividir o processo de perda de massa em
duas etapas. Na primeira etapa (da temperatura ambiente até aproximadamente 156 °C)
ocorre a perda das moléculas de agua ligadas superficialmente nas lamelas e, também,
presentes na regiao interlamelar (ou seja, moléculas de dgua adsorvidas na argila). A
identidade da espécie volatil é atestada pela curva proveniente dos espectros de massas,
que indica a libera¢do de um fragmento com m/z igual a 18. Esse processo de perda de

massa corresponde a aproximadamente 5,6 % da massa total da Cloisita Na™.
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Figura 4.5: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da Cloisita Na™.

A segunda etapa, que apresenta um minimo na curva DTG em 660 °C, corresponde ao
processo de desidroxilagdo (eliminagdo de H>O) das lamelas da Cloista Na™. Através da
curva TGA, observa-se que esse processo se estende até a temperatura de 900 °C, a partir
da qual nao se observa mais perda de massa.

Na Figura 4.6 sao apresentados os resultados referentes a analise térmica do Cloridrato
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de L-lisina. Pode-se observar quatro minimos na curva DTG, que correspondem a quatro
fenomenos de perda de massa. Na primeira etapa (de 255 até aproximadamente 370 °C)
ocorre a perda do fragmento m/z igual a 18 em maior quantidade e em menor quantidade
do fragmento com m/z igual a 44 (atribuido ao diéxido de carbono). Nas segunda e
terceira etapas de perda de massa, com picos DTG em 450 e 505 °C, observa-se a saida
do fragmento m/z igual a 18 com maior intensidade.

Na quarta etapa (aproximadamente 535 °C), ocorre principalmente a perda do frag-
mento m/z igual a 44. Em 660 °C ja nao se observa mais variacdo de massa e a curva
indica que toda a massa de L-lisina foi oxidada a produtos volateis. Nas condi¢oes instru-
mentais empregadas, nao foram detectados fragmentos com m/z igual a 36 (HCI) ou 35

(Cl), relacionados a liberagao de HCL.
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Figura 4.6: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) do Cloridrato de L-Lisina.

Na Figura 4.7 é apresentada a curva temogravimétrica de um dos produtos das rea-
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¢oes de imobiliza¢ao do aminoéacido L-lisina na argila Cloisita Nat (amostra CloLysl).
Pela curva DTG identificam-se trés etapas de perda de massa, diferentemente da argila
precursora, para a qual s6 se observa dois eventos. Pela curva MS, observa-se que o frag-
mento com m/z igual a 44 comega a ser liberado na temperatura em torno de 220 °C
e termina em 870 °C. Para as amostra CloLysS e CloLys2 a andlise térmica apresentou
resultados semelhantes a amostra CloLysl (Figura B.1, Apéndice B). Esses dados indi-
cam uma maior estabilidade térmica da L-lisina quando imobilizada na argila Cloisita.
Esse fato pode estar relacionado com o fato do oxigénio molecular difundir com maior
dificuldade entre as lamelas ou mesmo com uma possivel influéncia da interagdo com a

argila na estrutura do aminoacido.
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Figura 4.7: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra CloLys1.

A Figura 4.8 mostra os resultados de anélise térmica da amostra CloLysp6. O perfil

de decomposicao do aminoacido no intervalo de 300 - 700 °C é um pouco distinto daquele
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observado para a amostra CloLysl, quando se compara as curvas MS para os fragmentos
com m/z igual a 18 e 44. Tais mudancas podem estar relacionadas com o fato dessas
duas amostras apresentarem o aminoéacido com diferentes graus de protonagao e cargas
elétricas. As amostras CloLysp4 e CloLyspb apresentam perfis de decomposigao térmica
semelhantes a da amostra CloLysp6 (cujos resultados de andlise térmica encontram-se no
Apéndice B. O fato do comportamento térmico da amostra CloLysp4 se assemelhar ao das
amostras CloLyspb e CloLysp6 parece confirmar que essa amostra possui espécies Lys™,

além das espécies Lys®T.
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Figura 4.8: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra CloLysp6.

A argila precursora nao sofre mudangas significativas (perda de massa) no intervalo de
temperatura de 160 a 500 °C, logo essa mudanca observada nos dados de anélise térmica
das amostras com L-lisina se deve & decomposicao do aminoécido. Observa-se ainda que o

perfil de decomposicao da espécie organica foi modificado, o que evidencia a interagao com
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a argila (isto ¢, o perfil de decomposigao das amostras argila/L-lisina nao sdo a somatoria
dos perfis das duas fases isoladas).

A massa residual dessa analise é aproximadamente a mesma observada para as amos-
tras CloLysl, CloLys2 (em torno de 87 %). O uso do dobro de massa de L-lisina no
experimento de preparac¢ao da amostra CloLys2 em relagao a amostra CloLys1 nao resul-
tou em uma maior quantidade de aminoacido imobilizado na Cloisita.

As amostras CloLysl, CloLys2 e CloLysS foram submetidas a anélise quimica ele-
mentar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN), que forneceu os seguintes valores de
porcentagem em massa de carbono, respectivamente: 2,15, 2,28 e 3,84 %. Os dados de CHN
corroboram com os dados de analise térmica: as quantidades de L-lisina imobilizadas nas
amostras CloLys1 e CloLys2 sao semelhantes.

A partir das porcentagens de carbono nas amostras e considerando-se que esse elemento
¢ proveniente somente do aminoécido, a concentragao de L-lisina nas amostras CloLys1 e
CloLysS é respectivamente: 4,40 % (ou 30 mmol/100 g) e 7,84 % (ou 53,3 mmol/100 g).
A amostra CloLysl possui 4,40 % de L-lisina, 6 % de 4gua de hidratacao e, portanto, 89,6
% de argila. Considerando-se a CTC da Cloisita (92 mmol de carga positiva / 100 g) e a
presenca preponderante de espécie Lys*™ (conforme dados de FTIR), o aminoécido esta
neutralizando aproximadamente 73 % das cargas elétricas da argila. Ja a amostra CloLysS
possui 7,84 % de L-lisina, 3 % de agua e, portanto, 89,2 % de argila. Considerando-se a
presenca de espécies Lys™ nessa amostra, o aminoacido estd neutralizando 65 % das
cargas negativas da Cloisita. Como 65 e 73 % de CTC foram neutralizadas?, as moléculas
de L-lisina devem estar intercaladas, ja que a carga da superficie externa das argilas é
responsavel apenas por 5 - 10 % da CTC [37].

Realizou-se o teste com ninidrina para a amostra CloLysS, o qual resultou em uma
coloracao azulada, caracteristica para reacoes de ninidrina com aminoacidos. Para essa
mesma amostra mediu-se o valor de potencial Zeta que foi igual a - 41,1 mV (o = %0, 56),

em uma suspensao 0,1 % (m/v) e valor de pH = 8,31. O tamanho médio de particula ¢

2A porcentagem de CTC neutralizada (X) é calculada considerando-se o valor da CTC de cada argila
como 100 % e o valor em mmol de carga positiva proveniente do aminoécido nas amostras (calculadas a
partir da % de carbono) sendo X %. X% = mmol de aminocido.100/CTC
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igual a 156,3 nm (¢ = +1,39 ¢ PDI = 0,25).

4.1.2 L-Arginina em Cloisita Sédica

As reagoes de imobiliza¢ao com o aminoacido L-arginina foram feitas com varia¢oes nos
mesmos parametros utilizados para o aminoacido L-lisina, apresentados anteriormente.

Os difratogramas de raios X da argila pristina e dos produtos das reagoes encontram-se
na Figura 4.9. Observa-se que as amostras de L-arginina em Cloisita apresentam valores
de espagamento interplanar dpo) que variam entre 12,7 e 13,1 A (Tabela 4.5). O aumento
dos valores de d(gg1) para essas amostras também foi pequeno, porém considerando-se um
arranjo da L-arginina paralelo as lamelas, o espacamento esperado é 13,2 A (9,6 A+36
A). As dimensdes tedricas da L-arginina também foram calculadas a partir da estrutura

de menor energia (Figura A.2, Anexo A).

Cloisita Na*

—— CloArgp4; 9,60; 1:1; 24
—— CloArg1; 3,25; 1:1; 24
—— CloArg2; 3,32; 1:2; 24
—— CIoArgS; 9,54; 1:2; 48

Intensidade / unid. arbit.

10 20 30 40 50 60 70
20 / graus

Figura 4.9: Difratogramas de raios X da Cloisita Na™ e dos produtos das reacoes da Cloisita
Na™ com L-Arginina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagdo; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de reagao).
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Tabela 4.5: Distdncia interplanar dgo1y dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de

L-Arginina em Cloisita.

Amostra  20/graus  dgor)/A

Cloisita 7,30 12,1
CloArgl 6,94 12,7
CloArg2 6,98 12,7
CloArgp4 6,77 13,1
CloArgS 6,80 13,0

Os espectros vibracionais FTIR das amostras isoladas, da argila pristina e da L-

arginina encontram-se na Figura 4.10.

—— L-Arginina
Cloisita Na"

CloArg1; 3,25; 1:1; 24
CloArg2; 3,32; 1:2; 24

3700 - 3300
v O-H

Transmitancia / unid. arbit.

CloArgp4; 9,60; 1:1; 24

CloArgS; 9,54; 1:2; 48

1638

/A

., -1
Numero de onda / cm

3100 - 2800 1590 1409 9CH
v-NH, v,,COO v, COO’
' | ' | ' | ' 1 ' | ' | ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 4.10: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Arginina (preto), Cloisita

Na™ (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo: Identidade da
amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reagao).

No espectro vibracional da L-arginina observam-se as bandas caracteristicas dos gru-

pos funcionais dos aminoécidos ja mencionados na Tabela 4.3. Os espectros de todos os

produtos de reagoes com a Cloisita também apresentam modificagoes na regiao entre 1700

e 1300 em ™!, que podem ser atribuidas aos grupos funcionais do aminoacido presente no

material. H4 também um alargamento da banda situada entre 1770 e 1570 cm L.
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A Figura 4.11 mostra o espectro vibracional entre as regides 1900 e 1300 em~! para

uma melhor visualizacao.
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Figura 4.11: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Arginina (preto), Cloisita
Na™ (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Codigo: Identidade da
amostra; pH final de reagao; proporgao molar de argila:aminodcido; tempo de reagdo).

Considerando-se os valores de pH das suspensoes utilizadas para preparar as amostras
CloArgl e CloArg2 e os valores de pK, da L-arginina (Tabela 1.2), é esperada a imobi-
lizacao da espécie (NHy)2:CHNYH(CHy)sCH(NTH;)COO™ (Arg™) na argila, ja que a
concentracao da espécie Argt é 14 vezes superior a da concentracao da Arg?". Nas Figu-

I referente

ras 4.10 e 4.11 observa-se a presenca da banda em aproximadamente 1740 cm~
ao modo vibracional vC' = O, indicando que o grupo carboxilato encontra-se protonado
na presenca da Cloisita (embora o valor de pK,; (2,4) da L-arginina seja inferior ao valor
do pH de preparagao das amostras, isto ¢, 3,25).

No valor de pH das suspensoes usadas na preparagao das amostras CloArgp4 e CloArgS

(aproximadamente 9,6), espera-se a presencga predominante da espécie Arg®, uma vez que

o valor de pK,s do aminoacido ¢ 9,04. Os espectros de FTIR indicam que realmente as
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amostras CloArgp4 e CloArgS nao possuem o grupo carboxilato protonado (auséncia da
banda vC' = O). Seria interessante procurar bandas referentes ao grupo -NH, nessas
amostras, o que poderia indicar que na superficie da argila a forma Arg" estaria pre-
sente (em virtude da acidez da Cloisita). As bandas referentes ao grupo amino protonado
no aminodcidos ocorrem em 1620 e 1520 em™!, além daquelas em 1175 (pNHS) e 560
(TNH;)em™! [76]. Os espectros das amostras CloArgp4 e CloArgS apresentam absorgao
em 1520 cm ™!, que sugerem a presenga do grupo —N Hy". Infelizmente as bandas em 1175
e 560 cm ™! sdo encobertas pelas bandas da Cloisita.

Na Figura 4.12 sao apresentados os resultados referentes a anéalise térmica da L-
arginina. O processo de perda de massa pode ser dividido em duas etapas. Na primeira
etapa (de 210 °C até aproximadamente 320 °C) ocorre a perda com maior intensidade
do fragmento m/z igual a 18 e de menor quantidade do fragmento com m/z igual a 44.
Esse processo de perda de massa corresponde a aproximadamente 40 % da massa total
da L-arginina.

Na segunda etapa (de 420 °C até aproximadamente 720 °C) ocorre a perda principal
do fragmento m/z igual a 44 (dioxido de carbono). Como a arginina apresenta maior
numero de 4tomos de nitrogénio que os demais aminoécidos aqui empregados, foi possivel
observar a liberacao de 6xidos de nitrogénio. Ao término do experimento, nao foi observada
a presenca de residuo s6lido no cadinho, o que indica que toda a massa de L-arginina foi
oxidada a produtos volateis.

Na Figura 4.13 sao apresentados os dados de anélise térmica do produto da reacao
de imobilizagdo da L-arginina na argila Cloisita Na* (amostra CloArg2). Os dados de
analise térmica da amostra CloArgl apresentam perfil semelhante ao da CloArg2, mesmo
dobrando-se a massa inicial de L-arginina. A amostra CloArg2 nao apresenta quantidade
significativamente maior do aminoéacido (CloArgl possui 2,44 % de carbono e CloArg2
possui: 2,70 %). Pela curva DTG, identificam-se quatro etapas de perda de massa. Pelos
dados de espectrometria de massas, observa-se que o fragmento com m/z igual a 44 na
amostra CloArg2 comega a ser liberado em 190 °C e termina em aproximadamente 770 °C.

O fragmento com m/z igual a 18 é observado durante todo o processo de aquecimento da
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Figura 4.12: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18, m/z =
30, m/z = 46 e m/z = 44) da L-Arginina.
amostra. A massa residual dessa analise foi de 82,5 %.

Na Figura 4.14 sao apresentados os dados de analise térmica da amostra CloArgp4 (que
sao semelhantes aos da amostra CloArgp5, Apéndice B). Mais uma vez, observa-se que o
perfil das curvas TGA, DTG e MS nao sao a soma das curvas da Cloisita e da L-arginina,
indicando que ha interacoes entre as fases, de modo a modificar o perfil de decomposicao
do aminoécido. As diferengas nos dados das amostras CloArgl (e CloArg2) e CloArgp4
(e CloArgp5) se devem as espécies de natureza distintas imobilizadas na Cloisita.

A partir da analise de CHN da amostra CloArgS (considerando-se que esse elemento é
proveniente somente do aminoécido), a concentragao de L-arginina na amostras é 8,1 % (ou
46 mmol /100 g). Considerando-se a CTC da Cloisita e a presenca preponderante da espécie
Arg"™ (devido ao valor de pH de sintese igual a 9,54), o aminoécido esta neutralizando

aproximadamente 50 % das cargas elétricas da argila.
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Figura 4.13: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra CloArg2.

Para a amostra CloArgS foi feito o teste qualitativo com o reagente ninidrina, que
apresentou resultado positivo (coloragao azulada, mostrada na Figura B.2 do Anexo B),
confirmando que ha aminoécido na amostra. O valor de potencial Zeta de uma suspensao
0,1 % (m/v) e de pH igual a 8,95 da amostra CloArgS, ¢ - 38,9 mV (¢ = £1,18); a
suspensao possui particulas com tamanho médio igual a 214,4 nm (o0 = £4,48 e PDI =
0, 30). Observa-se que a interagao com o aminoacido praticamente manteve a estabilidade
do sistema e que o tamanho médio das particulas aumentou (possivelmente devido a um

maior grau de agregagao das particulas).
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Figura 4.14: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra CloArgp/.

4.1.3 L-Carnosina em Cloisita S6dica

Para a reacgao de imobilizagao da L-carnosina em argila Cloisita Na™, usou-se a razao
molar 1:1 (argila:aminoéacido) e 24 h de agitacao. A Figura 4.15 apresenta os difrato-
gramas da argila Cloisita e dos produtos das reagoes de intercalagao com o aminoacido

L-carnosina. Os valores de espagamento interplanar d(y:) para esses produtos variam entre

12,7 € 12,9 A (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Distdancia interplanar dgoyy dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de
L-Carnosina em Cloisita.

Amostra  20/graus d(001)/A

Cloisita 7.30 12,1
CloCarl 6,94 12,7
CloCarpbh 6,86 12,9

As dimensdes tedricas da L-carnosina neutra foram calculadas e sido 4,5 x 7,4 x 10,6 A
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— Cloisita Na*
CloCar1; 3,46; 1:1; 24
—— CloCarp5; 8,12; 1:1; 24
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Figura 4.15: Difratogramas de raios X da Cloisita Nat e dos produtos das reacoes da Cloisita
Na™ com L-Carnosina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagdo; propor¢ao molar
de argila: aminodcidos; tempo de reagao).
(Figura A.2, Anexo A). Diferentemente dos resultados ja apresentados para os sistemas
de Cloisita com os aminoacidos L-lisina e L-arginina, os dados de DRX para os sistemas
Cloisita/L-carnosina parecem indicar que nao ocorreu a intercala¢do do aminoacido na
argila, pois a menor dimensao da L-carnosina é de 4,5 A, que somado ao valor da espessura
da TOT (9,6 A) resulta no valor de d(oo1) igual a 14,1 A. Para uma espécie de L-carnosina
com carga +1 a menor area ocupada é 33 A? (4,5 x 7,4) e a maior area é 78 A? (7,4
x 10,6), nao sendo esse o motivo da possivel nao intercalagdo. Os demais resultados de
caracterizagao da amostra devem auxiliar na confirmagao ou nao dessa proposta.

Na Figura 4.16 estao mostrados os espectros vibracionais na regiao do infravermelho
das amostras isoladas da Cloisita e do aminoacido L-carnosina.

Segundo Durmus [77], no espectro vibracional da L-carnosina, observam-se bandas
na regiao 3230 cm™! referentes ao estiramento N-H do grupo NH; . A banda na regidao

1

de aproximadamente 2850 cm ™ é atribuida ao estiramento simétrico e antissimétrico
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Figura 4.16: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Carnosina (preto) e da
Cloisita Nat (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reag¢io. (Codigo:
Identidade da amostra; pH final de reagdo; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
reagao).

do grupo C-H. O grupo carboxilato (COO™) apresenta estiramento antissimétrico em
1650 em™! e simétrico em 1400 cm ™! e deformacao angular em 628 cm~!. HA uma banda
em 1630 cm ™! atribuida & deformacdo angular da agua absorvida. As bandas referentes
ao estiramento C-C do imidazol encontram-se na regiao de 1590 — 1570 cm ™.

Assim como os outros produtos, as amostras com L-carnosina apresentam modifica-
coes no espectro FTIR na regiao entre 1300 e 1700 cm~!. A Figura 4.17 mostra o espectro
vibracional entre as regices 1900 e 1300 cm ™! para uma melhor interpretacao dos resul-
tados.

O pH de sintese da amostra CloCarl foi de aproximadamente 3,5. Logo, considerando
o valor de pK,;, a espécie em maior concentracao em solucao seria aquela com a L-

carnosina com carga +1 (Car™). Porém, no espectro FTIR ha a banda relacionada ao

modo vibracional vC = O, sugerindo a presenca da espécie em que a L-carnosina esta com
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Figura 4.17: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Carnosina (preto),
Cloisita Nat (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagio. (Cédigo:
Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
Teagao).

carga +2 (Car®"). Para a amostra CloCarp5, considerando-se o valor do pK,, a espécie
preponderante no valor de pH do meio de preparacao da amostra é a L-carnosina com
carga zero (Car?), na qual os grupos carboxilato e imidazol se encontram desprotonados
e o grupo amina esté protonado. No espectro da amostra CloCarp5, nao se observa banda
relacionada ao modo vibracional vC = O de carboxilato protonado e se observa banda de
deformagao do grupo N H;™ em aproximadamente 1520 cm™!.

Na Figura 4.18 sao apresentados os espectros FTIR teoricos calculados para a L-
carnosina através da teoria do funcional da densidade (DFT) [78] no esquema de Kohn-
Sham [79], implementados no cédigo computacional Gaussian 09 [80], pelo doutorando e
mestre em Fisica, Filipe Dalmatti Lima, do Instituto de Fisica da USP (IF-USP), aluno
da Professora Doutora Helena Maria Petrilli. As bandas e as atribui¢goes dos modos vi-

bracionais da L-carnosina em diferentes graus de protonacao encontram-se na Tabela 4.7.
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Figura 4.18: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho calculados da L-Carnosina em
diferentes graus de protonacgao.

As bandas que permitem distinguir o anel imidazoélico protonado e desprotonado

encontram-se em aproximadamente 1670 e 1600cm "

, respectivamente (Figura 4.18). In-
felizmente a resolugao do espectro da CloCarpb nao é alta o suficiente para permitir inferir
sobre o grau de protonacao do imidazol na amostra e, consequentemente, concluir sobre
a presenga da espécies Car(1+) ou Car(0) na amostra com Cloisita.

A Figura 4.19 mostra os resultados referentes a anélise térmica da L-Carnosina. O

processo de perda de massa pode ser dividido em duas etapas. Na primeira etapa ocorre
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Tabela 4.7: Bandas de absor¢io e atribuicoes de alguns modos vibracionais calculados para a
L-Carnosina em diferentes graus de protonag¢ao.

Bandas de absorgao /

_1 Modos vibracionais
cm
1820 Estiramento vC = O (carboxilico)
1750 - 1725 Estiramento vC' = O (amida)
Estiramento vC' = O (amida)
Estiramento simétrico v,,COO~
1700 - 1650 Deformagao N Hy
Estiramento anel imidazol
1600 Estiramento rvimidazol
1575 - 1550 Deformacao N H;
1525 - 1500 Estiramento simétrico v;C' — N (amida)
1460 Estiramento vC' H, e vimidazol

a perda do fragmento m/z igual a 18 com maior intensidade e do fragmento com m/z
igual a 44 em menor quantidade. Essa etapa se inicia em 230 °C e se estende até 350 °C,
com perda de massa igual a 33 % da massa total da L-carnosina.

Entre as temperaturas 440 e 730 °C, a perda do fragmento m/z igual a 44 é preponde-
rante, e corresponde a 67 % de perda de massa. Em 800 °C a massa na curva TG ¢ igual
a zero, ou seja, toda a massa de L-carnosina foi transformada em produtos voléteis.

Na Figura 4.20 estao mostrados os dados de analise térmica da amostra CloCarl.
Podemos constatar trés minimos mais acentuados na curva DTG. Ao observar os dados
de espectrometria de massas, identificam-se também trés picos para o fragmento com m/z
igual a 18; ja a curva do fragmento com m/z igual a 44 apresenta apenas dois picos e
com intensidade muito menor, indicando a perda de agua nas temperaturas de 85, 320 e
600 °C e de COy(y) em 300 e 615 °C. A massa residual dessa anélise foi de 82 %.

Os resultados de analise térmica para as demais amostras isoladas com Cloisita/L-
carnosina sao apresentados no Apéndice B).

Para a amostra CloCarl a concentragao de L-carnosina foi 7,1 % (ou 31 mmol/100 g,
conforme dados de CHN); o aminoéacido esté neutralizando aproximadamente 34 % das
cargas elétricas da argila.

Ainda nao hé relatos na literatura sobre o estudo da imobilizacao de L-carnosina em

montmorilonitas.
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Figura 4.19: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da L-Carnosina.
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Figura 4.20: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e

m/z = 44 (vermelho)) da amostra CloCarl.
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4.1.4 L-Ornitina em Cloisita S6dica

O experimento com o aminoacido L-ornitina, amostra denominada CloOrt1, foi reali-
zado com razao molar de 1:2 (argila:aminoacido), pH igual a 4,25 e deixou-se o sistema
sob agitacao por 48 h. Os outros experimentos foram realizados com razao molar de 1:1
(argila:aminoécido) e com 24 h de agitacao, e o valor do pH entre aproximadamente 5 e
7.

Os difratogramas de raios X referentes as amostras isoladas nesses experimentos (Fi-
gura 4.21) apresentam perfil parecido, indicando que a argila nao sofreu modificagoes em
sua estrutura cristalina. H4 uma pequena modificagdo no primeiro pico da Cloisita (26
= 7,30°) em relagao ao primeiro pico das amostras CloOrtp4 e CloOrtp6 (260 = 6,82° ¢
20 = 6,92°). Um pequeno aumento do espacamento interlamelar foi observado, mas como
a L-ornitina tem dimensoes 3,6 x 6,4 x 5,8 A (Figura A.2, Anexo A), os espacos d(oo1)
observados (Tabela 4.8) nao permitem inferir com certeza a intercalagdo de L-ornitina.
Outros dados de caracterizacao devem ser considerados para melhor interpretacao dos

sistema Cloisita/L-ornitina.

Tabela 4.8: Distdncia interplanar d(goyy dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de
L-Ornitina em Cloisita.

Amostra  20/graus  do) /A

Cloisita 7,30 12,1
CloOrtp4 6,82 12,9
CloOrtp6 6,92 12,8
CloOrt1 6,90 12,8

O espectro vibracional na regiao do infravermelho do aminoécido L-ornitina (na forma
cloridrato), da Cloisita e dos produtos das reagoes entre os dois materiais encontra-se na
Figura 4.22. No espectro referente ao aminoacido, pode-se observar uma banda alargada

entre 3200 e 2300 cm ! referentes as sobreposicoes das vibracoes do grupo N-H. A banda

1

intensa em 1630 cm ™ é um indicativo da presenca de grupos —C'OO~. O estiramento

simétrico do grupo —C' OO~ é observado pela banda em 1400 cm~!. H4 uma banda em

1

1480 cm ™! e outra em aproximadamente 400 cm ™!, o que confirma a presenca do grupo

_NH{ [81].
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Cloisita Na"
CloOrtp4; 4,81; 1:1; 24

/S —— CloOrtp6; 6,99; 1:1; 24
™ J A\ CloOrt1; 4,25; 1:2; 48

Intensidade / unid. arbit.

10 20 30 40 50 60 70
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Figura 4.21: Difratogramas de raios X da Cloisita Na™ e dos produtos das reagoes da Cloisita
Na™ com L-Ornitina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reacio; propor¢io molar de
argila:aminodcido; tempo de rea¢ao).

Na Figura 4.23 é mostrado o espectro vibracional entre as regices 1900 e 1300 cm ™,

para melhor visualizacao das modificagoes observadas, comparando-se os espectros vibra-
cionais dos produtos das reacoes e seus precursores.

Os espectros FTIR mostram que a L-ornitina nao se encontra totalmente protonada
nas amostras destacadas, uma vez que se observa banda referente ao estiramento vC' = O
somente na amostra CloOrtl (banda ausente no espectro do cloridrato de L-ornitina).
Considerando-se o valor de pH de preparacao da amostra CloOrtl (4,25) e o valor de
pK,1 da L-ornitina (1,94) a forma H3N T (CHy)sCH(N'H3)COO™ (L-ornitina com carga
1+ = Ort™) ¢ 200 vezes superior a forma Ort*™ (L-ornitina com carga 2+) comprovando
que a protonacao do grupo carboxilato é devido & acidez intrinseca da argila. As amostras
CloOrt1 e CloOrtp4 foram preparadas em valores de pH abaixo do valor de pK,s (8,65),
de modo que a espécie em maior concentragao em solugao é a L-ornitina com carga 1+-.

Na preparacao da CloOrt1 foi usado o dobro de aminoacido em relacao & preparacao de
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Figura 4.22: Espectros vibracionais na regidgo do Infravermelho do Cloridrato de L-Ornitina
(preto), Cloisita Nat (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Codigo:
Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
reagao).

CloOrtp4 e o tempo de reacao foi também dobrado para promover uma maior extensao
de intercalacao do aminoacido na Cloisita. Os espectros dessas duas amostras apresentam
intensidades diferentes nas regices de 1700 — 1570 cm ™! (referentes a absor¢ao de molécu-
las de 4gua, dos grupos —COO~, vC = O e dos grupos —NH; ) e de 1520 — 1450 cm™!
(referentes aos grupos —COO~ e —N H; ). As intensidades parecem indicar que h maior
contetdo de material organico na amostra CloOrtl. Os dados de anélise térmica apresen-
tados a seguir poderao esclarecer tal proposta.

Os resultados referentes a anélise térmica da L-ornitina estao apresentados na Figura
4.24. Observando a curva DTG, pode-se dividir o processo de perda de massa em duas eta-
pas principais. Na primeira etapa, que ocorre entre 220 e 320 °C, ha a perda do fragmento
m/z igual a 18, constatado pelo espectro de massas. Nesse primeiro processo, a perda de

massa ¢é igual a 66 % da massa total da L-ornitina. Entre as temperaturas 500 e 630 °C
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L-ornitina
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CloOrtp4; 4,81; 1:1; 24
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Figura 4.23: Espectros vibracionais na regidgo do Infravermelho do Cloridrato de L-Ornitina
(preto) e da Cloisita Na™ (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao.
(Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de argila:aminodcido;
tempo de rea¢ao).
ocorre também a perda do fragmento m/z igual a 44, além da perda do fragmento m/z
igual a 18. Em 630 °C toda a massa de L-ornitina foi convertida em produtos volateis.
Na Figura 4.25 sao apresentados os resultados referentes a anélise térmica da amostra
CloOrt1. Pela curva DTG, observa-se que ha dois processos de perda de massa: o primeiro
na temperatura em torno de 77 °C e o segundo em torno de 610 °C. A massa residual foi
de 88 %. A perda do fragmento com m/z igual a 18 ocorre em maior intensidade entre
a temperatura inicial até 170 °C e de 500 a 730 °C. Ha perda com maior intensidade do
fragmento com m/z igual a 44 entre as temperaturas de 230 e 850 °C, mas muito menor
em relacao a agua. Interessantemente, o evento em aproximadamente 280 °C observado
para o cloridrato de L-ornitina é muito pouco pronunciado nas amostras de L-ornitina

imobilizada em Cloisita. Os dados de anélise térmica sao semelhantes para as amostras

CloOrt1 e CloOrtp4 (Apéndice B), evidenciando que o fato de dobrar a quantidade de



100

100 = 0
80 — -
. ]
> 60- 6 Ls @
8 4 —DTG xX
(2 40 - L =~
®© O
= 1 =
20 4 --10 O
<
)
0,2 . : : : : : : : : 0,0
200 400 600 800 1000

Temperatura / °C

Figura 4.24: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) do Cloridrato de L-Ornitina.

L-ornitina na preparacao da amostra CloOrtl nao resultou em maior contetiido de ami-
noacido imobilizado em argila.

O conteudo de matéria organica na amostra CloOrtp6 é semelhante as quantidades
observadas para as amostras mencionadas acima e os resultados de analise térmica também
encontram-se no Apéndice B.

A amostra CloOrt1 possui 2,80 % de carbono. Considerando a imobilizacao da espécie
Ort™, a porcentagem de L-ornitina é 6,2 % (ou 46,6 mmol/100 g de material), neutrali-
zando 50,6 % da CTC. Sendo assim, o aminoacido deve estar intercalado e nao apenas
adsorvido nas arestas da argila.

Assim como para a L-carnosina, para a L-ornitina imobilizada em montmorilonitas

nao se encontrou relatos na literatura sobre esse sistema.
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Figura 4.25: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra CloOrt1.

4.2 Imobilizagcao de aminoacidos em Veegum HS

O procedimento experimental para se realizar as medidas de diAmetro médio das par-
ticulas e de potencial Zeta foram os mesmos ja descritos para a argila Cloisita. O potencial
Zeta da suspensao de Veegum HS 0,1 % (m/v) é - 46,9 mV (¢ = +1,27), indicando que
a suspensao é estavel, e o pH da suspensao é de aproximadamente 7,3. O diametro médio

dessas particulas em suspensao é de 148 nm (0 = £0,79 e PDI = 0, 26).

4.2.1 L-Lisina em Veegum HS

Ao se observar os difratogramas de raios X mostradas na Figura 4.26, constata-se que
a estrutura cristalina da argila é preservada depois das reagoes de imobilizagao com a L-
Lisina. Na Tabela 4.9 estao os valores de 20 e da distancia interplanar do;) dos materiais

obtidos pela reacao de imobilizagao de L-lisina em Veegum HS.
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Figura 4.26: Difratogramas de raios X da Veegum HS e dos produtos das reagoes da Veequm
HS com L-Lisina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagdo; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de rea¢ao).

Tabela 4.9: Distancia interplanar dgo1) dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de
L-Lisina em Veegum HS.

Amostra  20/graus  do1)/A

Veegum 7,11 12,4
VegLysp4 6,62 13,3
VegLyspb6 6,70 13,2
VegLysS 6,68 13,2

Conforme discussao realizada para o sistema Cloisita/L-lisina, os valores de espaca-
mento basal observado sugerem que o aminoacido se encontra em orientagao paralela as
lamelas da argila, uma vez que a menor dimensio da L-lisina ¢ 3,6A (Anexo A) e a
espessura da lamela ¢ 9, 6A.

No espectro FTIR da Veegum HS (Figura 4.27) ha bandas caracteristicas da argila,

! atribuida ao estiramento O-H das

como a banda larga na regiao de 3700 — 3300 cm™
moléculas de agua (tanto de hidratagao do cation interlamelar ou adsorvidas na lamela,

quanto das hidroxilas das lamelas). Na regiao proxima a 1630 cm ™! ha uma banda atri-
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buida & deformacao angular da molécula de agua. As bandas em 1060, 780 e 550 —450 cm ™t

correspondem, respectivamente, aos estiramentos Si-O, Si-O-Si e Al-O-Al [75]. Como ob-
servado para os sistemas Cloisita/aminoacidos, os espectros FTIR sao dominados pelas

bandas do argilomineral.
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Figura 4.27: Espectros vibracionais na regido do Infravermelho do Cloridrato de L-Lisina
(preto), Veequm HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo:
Identidade da amostra; pH final de reacao; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de
Teagao).

H4& uma mudanca no espectro do Cloridrato de L-lisina na regiao do infravermelho entre
1600 — 1300 cm ™! apos imobilizacao em Veegum HS, como pode ser melhor visualizado
na Figura 4.28.

Nos valores de pH em que as trés amostras foram preparadas (VegLysp4, VegLysp5
e VegLysp6), espera-se que a L-lisina esteja na forma HsNt(CHy)4CH(NTH3)COO~
(Lyst). A amostra VegLysp4 (preparada em pH igual a 4,32) ndo apresenta a banda
referente ao modo vibracional vC' = O observada para a amostra CloLysp4 (preparada

em pH igual a 4,09). A diferenga observada neste trabalho pode ser devido aos valores
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Figura 4.28: Espectros vibracionais na regido do Infravermelho do Cloridrato de L-Lisina
(preto), Veegum HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo:
Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢dao molar de argila:aminodcido; tempo de
reagao).

diferentes de pH ou a uma maior acidez da argila Cloisita em relacao & Veegum HS
conforme dados da literatura.

Na Figura 4.29 sao apresentados os resultados referentes a analise térmica da Veegum
HS. Pode-se dividir o processo de perda de massa em dois eventos principais. No primeiro
evento, entre a temperatura ambiente e aproximadamente 160 °C, ocorre a perda das
moléculas de agua ligadas superficialmente nas lamelas e, também, presentes na regiao
interlamelar. Confirma-se a identidade da espécie volatil pela curva do espectro de massas,
que indica a liberagao de um fragmento com m/z igual a 18. O segundo principal evento
de perda de massa, com um pico DTG em 670 °C, é devido ao processo de desidroxilagao
(eliminagao de H20) das lamelas da argila.

Diferentemente do resultado da analise térmica da argila precursora, o produto Ve-

gLysS (Figura 4.30) apresenta um evento de perda de massa adicional no intervalo de
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Figura 4.29: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e

m/z = 44 (vermelho)) da Veegum HS.

temperatura de 200 a 600 °C, atribuido a presenca de composto organico no material.
Mesmo em baixa quantidade (36,4 mmol / 100 g de amostra ou 5,8 %), a interagao

com a argila esta alterando o perfil de decomposicao da L-lisina. Talvez o fato da L-lisina

estar entre as lamelas dificulte o acesso do oxigénio molecular, de modo que a oxidagao

total do aminoéacido ocorra em temperaturas mais elevadas que aquela observada para o

cloridrato de L-lisina.
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Figura 4.30: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra VegLysS.

4.2.2 L-Arginina em Veegum HS

Na Figura 4.31 estao apresentados os difratogramas de raios X da argila Veegum HS
e dos produtos das reagoes de imobilizagao com o aminoécido L-arginina. Na Tabela 4.10
estdao os valores de 20 e da distancia interplanar d1) para o sistema Veegum HS/L-
arginina.

Tabela 4.10: Distancia interplanar dgg1y dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de
L-Arginina em Veegum HS.

Amostra  20/graus  do)/A

Veegum 7,11 12,4
VegArgp4 6,57 13,4
VegArgS 6,34 12,9

Os espagamentos observados sugerem a intercalagao da L-arginina em arranjo paralelo
as lamelas da argila, visto que o somatério da menor dimensido do aminoacido (3,6 A)
com a espessura da camada TOT (9,6 A) ¢é igual a 13,2 A.

Observando-se os espectros vibracionais da Figura 4.32, percebe-se que as mudancas
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Figura 4.31: Difratogramas de raios X da Veequm HS e dos produtos das rea¢des da Veegum
HS com L-Arginina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de reagdo).

no espectro dos produtos das reagoes da argila com a L-arginina também ocorrem entre
1600 — 1300 em ™!, assim como os dos outros produtos com a Cloisita.

A Figura 4.33 mostra os espectros vibracionais entre as regioes 1900 e 1300 cm ™! para
melhor visualizacao das modificagoes observadas.

As amostras VegArgp4 e VegArgS foram preparadas em suspensoes com valores de
pH superiores ao valor de pK,, da L-arginina (9,04). A espécie em solugdo em maior
concentracao ¢ a Arg® (L-arginina com carga zero).

Como podemos observar na Figura 4.34, ha trés eventos principais de perda de massa
para a amostra VegArgS. No primeiro evento é liberado apenas o fragmento com m/z igual
a 18 e, entre 200 e 800 °C, observa-se a perda, tanto de moléculas de dgua (fragmento com
m/z igual a 18), quanto de matéria organica na forma de dioxido de carbono (atribuida
ao fragmento m/z igual a 44).

A massa residual dessa anélise é em torno de 87 %. Para as outras amostras (VegArgp4,
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Figura 4.32: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Arginina (preto), Veegum
HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo: Identidade da
amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reagdo).
VegArgp5 e VegArgp6) a perda de massa foi um pouco menor e os perfis das curvas TG,
DTG e MS sao semelhante as da amostra VegArgS (os resultados referentes a analise
térmica dessas amostras encontram-se no Apéndice B).

O resultado de analise elementar para a amostra VegArgS demonstrou menor porcen-
tagem em massa de carbono (1,94 %) que o sistema Cloisita/L-arginina. Essa amostra
apresenta aproximadamente 4,71 % de aminoécido ou 26,9 mmol de L-arginina / 100 g

de material.
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Figura 4.33: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Arginina (preto), Veegum
HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo: Identidade da
amostra; pH final de reagdo; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reagao).
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Figura 4.34: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra VegArgsS.
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4.2.3 L-Carnosina em Veegum HS

Para a intercalagao da L-carnosina na argila farmacéutica Veegum HS, fez-se expe-
rimentos com variagoes no valor do pH, na proporcao argila:aminoacido e no tempo de
reacao.

Ao se observar os difratogramas de raios X (Figura 4.35), nota-se que todos os pro-
dutos das reagoes de intercalagdo apresentam os picos em 20 = 7,11° (d = 12,4 A),
correspondendo ao plano (001), deslocados entre 13,0 e 13,7 A, o que pode ser um indicio

da intercalagao do dipeptideo em Veegum HS.

Veegum HS

VegCar4; 4,50; 1:2; 24
VegCar6; 3,15; 1:2; 42
VegCar7; 5,02; 1:2; 42
VegCarp4; 8,07; 1:1; 24

500 cps

Intensidade / unid. arbit.
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10 20 30 40 50 60 70

20 / graus

Figura 4.35: Difratogramas de raios X da Veequm HS e dos produtos das rea¢des da Veegum
HS com L-Carnosina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de rea¢ao).

Na Tabela 4.11 encontram-se os valores de d(g1), calculados através da equagao de
Bragg. Se somarmos a dimensao com menor tamanho (dimensoes calculadas através de
simulacoes de dindmica molecular) da L-carnosina (4,5 A) ao tamanho da folha TOT de
uma montmorilotina (9,6 A), chega-se a um valor de d o) igual a 14,1 A. Considerando-

se o espacamento do;) das amostras VegCar4, VegCar6, VegCar7 e VegCarp4, pode-
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se sugerir a intercalacao da L-carnosina no espaco interlamelar. Porém outros dados de
caracterizagao devem ser considerados para corroborar tal interpretacao.

Tabela 4.11: Distancia interplanar dg1y dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de
L-Carnosina em Veequm HS.

Amostra  20/graus d(om)/A

Veegum 7,11 12,4
VegCar4 6,74 13,1
VegCar6 6,71 13,2
VegCar7 6,77 13,1
VegCarp4 6,47 13,7

A Figura 4.36 mostra o espectro vibracional do dipeptideo, da Veegum HS e dos
produtos de intercalagao da argila com a L-carnosina. As mudancgas nos espectros ocorrem
na mesma regiao das amostras anteriormente discutidas para os sistemas com a argila

Cloisita.

——L-Carnosina
Veegum HS
VegCar4; 4,50; 1:2; 24
VegCar6; 3,15; 1:2; 42
VegCar7; 5,02; 1:2; 42
VegCarp4; 8,07; 1:1; 24

Transmitancia / unid. arbit.

4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda / cm™

Figura 4.36: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Carnosina (preto),
Veegum HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo: Identidade
da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reagao).

Para melhor visualizacao das modificagoes ocorridas a Figura 4.37 mostra o espectro
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vibracional ampliado entre as regides 1900 e 1300 em 1.

——L-Carnosina
Veegum HS
VegCar4; 4,50; 1:2; 24
VegCar6; 3,15; 1:2; 42
VegCar7; 5,02; 1:2; 42
VegCarp4; 8,07; 1:1; 24
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Figura 4.37: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Carnosina (preto),
Veegum HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cédigo: Identidade
da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reagao).

Pode-se observar, para as amostras VegCar4 e VegCar6, a banda de absorcao atribuida
ao estiramento vC' = O do grupo -COOH em aproximadamente 1700 cm~!. Considerando
os valores de pK,; e pK,s da L-carnosina (2,64 e 6,83, respectivamente) e os valores de
pH das suspensoes de preparagao dessas amostras, espera-se que para amostra VegCar/
(pH = 4,50) a concentracao da espécie Car™ seja 72 vezes superior a da Car?*, logo a
acidez da argila contribui para o surgimento da banda em 1700 cm™!. Ja para amostra
VegCar6 (pH = 3,15) a concentragao da espécie Car™ é aproximadamente quatro vezes
superior a da espécie Car®*, podemos observar que para essa amostra a banda de absorcao
correspondente ao grupo carboxilato é menos intensa comparada a da amostra VegCar4.
A presenga da banda em 1400 cm ™! (vCOO™) sugere que a Car™ também esteja presente
nas amostras.

Na Figura 4.38 sao apresentadas os dados de analise térmica de um dos produtos
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das reacoes de intercalacao da argila Veegum HS com a L-carnosina. Pela curva DTG
identificam-se trés etapas de perda de massa. Diferentemente da argila precursora onde se
observa somente dois eventos de perda de massa. Pelo espectro de massas observa-se que o
fragmento com m/z igual a 44 na amostra VegCar6 comega a ser liberado na temperatura
de aproximadamente 240 °C e termina em aproximadamente 800 °C. Esse fragmento nao é
observado no espectro de massas da argila pristina e no espectro de massas da L-carnosina
esse fragmento nao é mais liberado na temperatura de aproximadamente 720 °C. Sugere-
se que nos materiais hibridos houve uma imobilizacao do aminoacido na argila. Para as
outras amostras esse fragmento é liberado em menor quantidade e os resultados da analise

térmica encontram-se no Apéndice B. A massa residual dessa analise foi de 86 %.
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Figura 4.38: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra VegCar6.
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4.2.4 L-Ornitina em Veegum HS

A Figura 4.39 apresenta os difratogramas de raios X da Veegum HS e dos produtos
resultantes da interacao da argila com o aminoéacido L-ornitina. Os valores calculados para

d(oo1) desses produtos e da argila encontram-se na Tabela 4.12.

Veegum HS

VegOrtp4; 4,17; 1:1; 24
—— VegOrtp5; 4,95; 1:1; 24
VegOrt1; 4,18; 1:2; 48

200 cps

Intensidade / unid. arbit.

10 20 30 40 50 60 70
20/ graus

Figura 4.39: Difratogramas de raios X da Veegum HS e dos produtos das reagdes da Veegum
HS com L-Ornitina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reag¢ao; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de reagao).

Tabela 4.12: Distancia interplanar dg1y dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de
L-Ornitina em Veegum HS.

Amostra  20/graus dor)/A

Veegum 7,11 12,4
VegOrtp4 6,31 14,0
VegOrtph 6,34 13,9

VegOrtl 6,62 13,3

Os valores de espacamento d(o1) sugerem que o aminoéacido se encontra em orientacao
paralela as lamelas da argila, assim como sugerido para os outros sistemas, pois o soma-

torio da espessura da camada TOT (9,6 A) com a menor dimenséo da L-ornitina (3,6 A)
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¢ igual a 13,2 A. Kanamaru e Vand [82] estudaram a interagao entre a argila Vermiculita
e o acido 6-amino-hexanoico pela técnica de DRX e propuseram que o grupo carboxilato
mantém-se paralelo a camada de silicato e que as moléculas organicas interagem com a
superficie da argila através de ligacoes de hidrogénio do tipo OHO e NHO. Para essa
proposta, o valor d(go1) do sistema Veegum/L-ornitina teria que ser igual a 16,1 A.

Os espectros de absorcao na regiao do infravermelho da Veegum HS, do cloridrato de
L-Ornitina e os produtos de reagao entre eles encontram-se na Figura 4.40. Para melhor
visualizacao dos resultados, a Figura 4.41 mostra os espectros entre as regioes 1900 e
1300 em~!. Como pode se observar ha o surgimento de uma banda em 1746 cm =" para a
amostra VegOrtl e VegOrtp4, que pode ser atribuida ao grupo C=0 (referente ao grupo
carboxilato protonado) e uma banda em 1508 cm™! para todas as amostras na regiao da

vibragao da deformagao angular do grupo N H; .

—— L-Ornitina
Veegum HS
VegOrtp4; 4,17; 1:1; 24

VegOrtp5; 4,95; 1:1; 24
VegOrt1; 4,18; 1:2; 48
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

., -1
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Figura 4.40: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho do Cloridrato de L-ornitina
(preto), Veequm HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cédigo:
Identidade da amostra; pH final de reacao; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
Teagao).
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Figura 4.41: Espectros vibracionais na regiago do Infravermelho do Cloridrato de L-ornitina
(preto), Veegum HS (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo:
Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
Teagao).

As trés amostras Veegum/L-ornitina foram preparadas em suspensoes cujo valor de
pH era superior ao valor do pK,; (1,94) e inferior ao pK,» (8,65) do aminoécido. Espera-se
que a espécie imobilizada na Veegum seja a Ort™. Contudo, a banda de absor¢ao referente
ao modo de vibragao do grupo -COOH sugere que a argila possui acidez suficiente para
protonar parte da L-ornitina, pois em solucao de pH igual a 4,2 a concentracao de Ort™t é
aproximadamente 200 vezes superior aquela de Ort?T. Resultado semelhante foi observado
para o sistema Cloisita/L-ornitina.

As curvas referentes a analise térmica da amostra VegOrtp4 sao apresentados na Fi-
gura 4.42. Pode-se observar, pela curva DTG, dois processos principais de perda de massa:
o primeiro na temperatura em torno de 100 °C e o segundo em torno de 630 °C. A massa
residual para essa amostra foi de aproximadamente 88 %. A perda do fragmento com m/z

igual a 18 ocorre em maior intensidade entre a temperatura inicial até 170 °C e de 550
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a 730 °C. Ha perda com maior intensidade do fragmento com m/z igual a 44 entre as
temperaturas de 230 e 850 °C, mas muito menor em relacao a dgua. Os dados de analise
térmica das amostras VegOrtpb e VegOrtp6 encontram-se no Apéndice B e sdo seme-
lhantes aos resultados para a amostra VegOrtp4. O perfil do espectro de MS da amostra
VegOrtl é diferente do das outras amostras do sistema Veegum/L-ornitina: a perda do
fragmento com m/z igual a 18 e 44 ocorre em menor intensidade comparando-se com as

outras amostras, mesmo que a VegOrt1 tenha sido preparada com o dobro de aminoéacido.
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Figura 4.42: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra VegOrtp/.

Assim como a Cloisita, a Veegum desloca o processo de oxidagdo da Ornitina para
maiores valores de temperatura, pois ao se observar os resultados de analise térmica
do cloridrato de L-ornitina, nota-se que o material ja estd totalmente decomposto em
aproximadamente 630 °C.

Realizou-se anélise elementar de carbono para a amostra VegOrt1 (1,69 % de carbono).
Considerando a imobilizagao da espécie Ort', a porcentagem de L-ornitina ¢ 3,75 % (ou

28,1 mmol/100 g), neutralizando 35,2 % da CTC da Veegum HS.
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Nos experimentos com as argilas Cloisita e Veegum HS os menores valores de pH
empregados foram de aproximadamente 2,6 (CloLys1) e 3,2 (VegCar6). Nessas condi¢oes,
a troca de Na™ por H' em montmorilonitas é de aproximadamente 5 % da CTC [37],
sugerindo que nas amostras mencionadas, os protons foram consumidos na reagao de troca
ibnica com o cation interlamelar e que a extensao da troca foi pequena.

A analise por espectroscopia vibracional no regiao do infravermelho de argilominerais
ativados com acido mostra que montmorilonita nao sofre mudancas significavas em sua
estrutura apos 4 h de contato com solugao 6 mol L™' de HCI a 95 °C [83]. Ja a argila
hectorita tratada por 8 h com solucao de HC1 0,25mol L= a 30 °C possui espectro de
silica amorfa, demostrando a maior solubilidade de argilas trioctaédricas em relagao as di-
octaédricas. Logo, pode-se inferir que nos estudos realizados neste trabalho a solubilizagao

da Cloisita e Veegum HS ¢é negligenciavel.

4.3 Imobilizacao de aminoacidos em Laponita RD

Para os sistemas Laponita/aminoécidos nao foi possivel a separagdo do material hi-
brido por centrifugacao, além do material precisar de uma rotagao muito elevada para
separar da parte liquida, também se perdia quase todo o produto ao se lavar a amostra,
isso se deve ao pequeno tamanho das particulas da Laponita RD.

Diferentemente das argilas montmorilonitas, Cloisita e Veegum HS, mencionadas an-
teriormente, a Laponita RD é uma argila sintética e que pertence ao grupo das hectoritas.
Essa argila nao possui fons aluminio (os sitios octaédricos sao preenchidos por fons Mg**
em maior quantidade e os fons LiT em menor quantidade). Conforme mencionado na
parte introdutoéria desta Dissertacao, outra diferenca da Laponita com as outras argilas
empregadas neste estudo é o pequeno tamanho de particulas. Tais fatores se refletem em
um comportamento distinto da Laponita em relacao a Cloisita e & Veegum HS.

Segundo trabalhos relatados na literatura [83, 84|, argilominerais do grupo das esmec-
titas sao ativados por tratamento com acidos para gerar produtos comerciais para uso
como catalisadores e adsorventes industriais. Geralmente a ativacao acida requer o uso de

solucoes concentradas de adcidos minerais, aquecimento e horas de tratamento. O produto
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gerado ¢ uma silica hidratada, protonada, amorfa e porosa. Nesses processos, os fons H*
substituem os cations da regiao interlamelar e reagem com os grupos -OH da folha oc-
taédrica. Posteriormente, os ions que compoem as folhas octaédricas (e os fons aluminio
dos tetraedros) sao removidos da estrutura das argilas. A extensdo da solubiliza¢do de um
argilomineral depende tanto da natureza do material quanto das condigoes experimentais.
Observa-se que as argilas trioctaédricas (como as hectoritas) se dissolvem mais pronta-
mente que as dioctaédricas (como as montmorilonitas). Isso se deve ao fato das primeiras
apresentarem principalmente folhas do tipo brucita, M g(OH )2, que sdo mais soltveis em
meios acidos que as folhas do tipo gibsita, AI(OH)s. Devido a constituigdo quimica da
Laponita, nao é possivel diminuir muito o valor de pH das dispersoes como foi feito no
caso das argilas Cloisita e Veegum HS.

O diametro médio das particulas da Laponita RD é 14,06 nm (o0 = +0,13 e PDI =
0,33), para um valor de pH da suspensao de 9,38, uma valor bem menor comparado as
outras argilas utilizadas no trabalho e ja esperado, pois as particulas dessa argila sao bem

pequenas. O potencial Zeta igual a - 425 mV (o = 42, 39), valor de suspensoes estaveis.

4.3.1 L-Lisina em Laponita RD

Na Figura 4.43 pode-se observar os difratogramas de raios X da Laponita RD pristina e
dos produtos de imobilizacao com L-lisina. A argila tem sua estrutura cristalina mantida
nos produtos, pois seus picos sao mantidos. Comparando-se os picos do1) das monti-
morilonitas com a hectorita observa-se a diferenca na largura dos picos, isso se deve ao
tamanho das particulas da Laponita RD (14,06 nm) que leva a uma estrutura com baixa
organizacao de empilhamento ao longo do eixo ¢ o que resulta em picos mais alargados.

O pico com 20 = 6,14°, correspondendo a um espacamento basal de 14,4 A, refere-
se a difracao do plano (001) e esta coerente ao esperado para uma esmectita com uma
monocamada de moléculas de agua entre as lamelas. Na Tabela 4.13 encontram-se os
valores de d(po1) para os produtos das reacoes de imobilizacao da L-lisina em Laponita
RD. Somando-se a espessura da camada TOT (9,6 A) & menor dimenséo do aminoacido L-

lisina (3,6 A), chega-se a um valor de d(ggy) igual a 13,2 A. Como os difratogramas de raios
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X apresentaram valores entre 14,8 e 15.4 A, pode-se considerar que houve a intercalagio

de moléculas de L-lisina.

Laponita RD
LapLysp2; 6,82; 1:1; 96
LapLysS; 8,31; 1:2; 48
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Figura 4.43: Difratogramas de raios X da Laponita RD e dos produtos das rea¢ées da Laponita
RD com L-Lisina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de rea¢ao).

Tabela 4.13: Distdancia interplanar d(y1y dos materiais obtidos pela reagao de imobilizagao de
L-Lisina em Laponita RD.

Amostra 20/graus  do) /A

Laponita RD 6,14 14,4
LapLysS 5,98 14,8
LapLysp2 5,75 15,4

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho para os produtos das reacoes
de imobilizacao da L-lisina na Laponita RD encontram-se na Figura 4.44. A amostra
LapLysS é a que apresenta mudancas mais significativas. Nos valores de pH de sintese
(6,82; 7,61; 8,31), esperava-se imobilizar a forma Lys™.

Na Figura 4.45 sao apresentados os resultados referentes & analise térmica da Laponita

RD. Ao observar a curva DTG, pode-se dividir o processo de perda de massa em duas
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Figura 4.44: Espectros vibracionais na regiao do infravermelho do Cloridrato de L-Lisina
(preto), Laponita RD (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Codigo:
Identidade da amostra; pH final de reagao; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
reagdo).

etapas. Na primeira etapa (da temperatura ambiente até aproximadamente 150 °C) ocorre
a perda das moléculas de agua ligadas superficialmente nas lamelas e, também, presentes
na regiao interlamelar. A identidade da espécie volatil é atestada pela curva MS, que
indica a liberacao de fragmento com m/z igual a 18. Esse processo de perda de massa
corresponde a aproximadamente 5,1 % da massa total da Laponita RD. Nao se observa a
liberagao de fragmento com m/z igual a 44 durante o processo.

A segunda etapa de perda de massa, que apresenta um pico DTG em 726 °C, corres-
ponde ao processo de desidroxila¢ao (eliminagao de H,O) das lamelas da Laponita RD.
Nas argilas montmorilonitas, Cloisita e Veegum HS, a desidroxilagao ocorre em tempera-
tura inferior (aproximadamente 600 °C) aquela observada para a Laponita RD (aproxima-
damente 700 °C). Essa diferenca se deve as composi¢oes quimicas distintas das lamelas.

Na Figura 4.46 podemos observar as curvas da anélise térmica da amostra LapLysS.
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Figura 4.45: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da Laponita RD.

A primeira perda de massa (minimo da curva DTG em 71 °C) é atribuida a perda de
moléculas de dgua ligadas mais fracamente a argila. A segunda perda de massa (minimo
da curva DTG em 344 °C) pode ser atribuida a perda de agua e parte da matéria organica,
atestada pelos fragmentos m/z igual a 18 e 44, respectivamente. A terceira etapa de perda
de massa mais importante, com minimo na curva de DTG em 556 °C, e responsével pela
maior perda de matéria organica, é semelhante ao da espécie Lys™ (na forma cloridrato;
vide Figura 4.6). J& o quarto evento de perda de massa, com minimo da curva DTG em
755 °C, é devido a desidroxilagao das folhas da argila.

A massa residual dessa anélise foi de 80,7 % e a partir de 780 °C néo ocorreu mais
perda da amostra. O resultado da analise térmica para as amostras LapLysp2 e LapLysp7
encontram-se no Apéndice B. A massa residual dessas duas amostras é semelhante a da

LapLysS (isso se deve a maior adsor¢ao de dgua, pois a intensidade do fragmento com
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Figura 4.46: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra LapLysS.

m/z igual 44 é menor), porém a curva MS do fragmento com m/z igual a 18, nessas duas
amostras se assemelha & argila pristina.

Ao se observar as curvas MS das amostras CloLysS, VegLysS e LapLysS, percebe-se que
para as duas primeiras amostras o fragmento com m/z igual 44 ¢ liberado em temperaturas
mais elevadas do que na amostra LapLysS. Isso pode estar ocorrendo devido ao fato da
Laponita ter um menor grau de empilhamento e menor tamanho de particula, fazendo
com que as moléculas do aminoacido fiquem mais expostas, facilitando sua decomposicao
em menores temperaturas.

Para a amostra LapLysS realizou-se a analise quimica elementar (CHN), que forne-
ceu 2,85 % de porcentagem em massa de carbono. Considerando-se que esse elemento é
proveniente somente do aminoécido, a concentragao de L-lisina nessa amostra é aproxima-

damente 5,80 % (ou 40 mmol / 100 g de material). Considerando-se a presenga de espécies
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Lys™ nessa amostra, o aminoacido est4 neutralizando 80 % das cargas negativas da La-
ponita. Como a carga da superficie externa das argilas é responsavel apenas por 5 - 10 %
da CTC, as moléculas da L-lisina devem estar na regiao interlamelar. Para a LapLysS
também mediu-se o tamanho médio de particula que foi igual a 17,65 nm (0 = +0,22 e
PDI = 0,41), um valor maior que o encontrado para a Laponita pristina, isso pode ser
devido a uma maior agregacao das particulas do material hibrido. O valor de potencial
Zeta foi igual a - 49,3 mV (o = +6, 37) também superior ao da argila pristina, mas como é
acima de +30mV/, continua sendo uma suspensao estavel. Todos esses valores foram para

uma suspensao 0,1 % (m/v) e valor de pH igual a 9,23.

4.3.2 L-Argina em Laponita RD

A Figura 4.47 apresenta os difratogramas de raios X da Laponita RD e dos produtos
da interagao com o aminoécido L-arginina. Pode-se observar que h&d um deslocamento do
pico d(go1) para a amostra LapArgS com 20 = 6,43°, d = 13,7 A e para a amostra LapArgp2
com 20 = 5,94°, d = 14,9 A. Para os sistemas com a Laponita como matriz inorgancia, o
valor de dgo1) ¢ maior do que aqueles observados para os sistemas com Cloisita e Veegum
HS com o aminoacido L-arginina.

Como pode ser observado na Figura 4.48, nao houve mudancas significativas nos es-
pectros de absor¢ao na regiao do infravermelho para os produtos das reagoes entre a argila
Laponita RD e o aminoacido L-arginina.

Considerando os valores de pK,; (2,17) e de pK,o (9,04) da L-arginina e os valores
de pH das suspensoes de preparagao das amostras Laponita/L-arginina, espera-se que, na
amostra LapArgp2, o aminoacido esteja na forma (HoN)CN'TH(CHy)3(N*TH3)COO™
(Arg™). Ja nas amostras LapArgp9 e LapArgS, pode haver a interagao da argila com as
espécies Argt e/ou Arg®. Os espectros FTIR das trés amostras de Laponita/L-arginina
nao apresentam bandas que possam ser identificadas com o aminoacido. Outras técnicas
de caracterizacao foram empregadas para avaliar a presenca ou auséncia de arginina nas
amostras de Laponita.

Os resultados da analise térmica (Figura 4.49) mostram que a quantidade de aminoa-
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Figura 4.47: Difratogramas de raios X da Laponita RD e dos produtos das rea¢des da Laponita
RD com L-Arginina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de rea¢ao; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de reagao).
cido na amostra LapArgS ¢ maior que nas amostras LapArgp2 e LapArgp9 (resultado
encontra-se no Apéndice B), e o perfil de decomposigao das trés amostras é semelhante
entre si e mais uma vez difere dos resultados da L-arginina imobilizados em outras ma-
trizes inorganicas. Essa amostra também tem o fragmento m/z igual 44 sendo liberado
em temperaturas mais elevadas que nos outros sistemas. O aminoécido L-arginina pode
estar interagindo somente com as bordas da argila e o espacamento basal d(y) pode ter
aumentado somente devido a hidratacao dos fons Na*t entre as lamelas da Laponita, nao
sendo a intercalagao das moléculas de L-arginina as responsaveis por esse aumento.

A analise quimica elementar (CHN) para a amostra LapArgS forneceu o valor de 1,57 %
de carbono. Considerando-se que esse elemento é proveniente somente do aminoécido L-
arginina, a sua concentragao nessa amostra é aproximadamente 3,80 % (ou 21,7 mmol /
100 g). Como a concentracao da espécie Arg™ nas condigoes de sintese para essa amostra

¢ apenas 14 vezes maior que a concentracao da espécie a Arg®, nao se pode afirmar que
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Figura 4.48: FEspectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Arginina (preto),
Laponita RD (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagdao. (Cddigo: Identidade
da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reag¢ao).

o aminoacido esta neutralizando 43,4 % das cargas negativas da Laponita.
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Figura 4.49: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra LapArgS.

4.3.3 L-Carnosina em Laponita RD

Ao se realizar os experimentos com a Laponita RD percebeu-se que essa argila nao
permite o abaixamento do valor de pH para valores inferiores a 6, dado que o sistema
consome os protons adicionados (mesmo ao se adicionar uma quantidade significativa
de solu¢do de HCI, passadas algumas horas o valor de pH subiu), adotando um com-
portamento semelhante aos sistemas tampoes. Além disso, informagoes fornecidas pelo
fabricante ja indicam que a Laponita se dissolve em pH menor que cinco [29].

A Figura 4.50 apresenta o difratograma de raios X da argila Laponita RD e do produto
da reagao de intercalagao com a L-carnosina.

Observa-se que os picos equivalentes, na mesma regiao, dos diferentes difratogramas
estao aproximadamente no mesmo valor de angulo 26, indicando que nao ha um desloca-

mento do pico dy1) para regiao de menor angulo.
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Figura 4.50: Difratogramas de raios X da Laponita RD e dos produtos das rea¢des da Laponita
RD com L-Carnosina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagdo; propor¢ao molar de
argila:aminodcido; tempo de reagdo).

Na Figura 4.51 estao mostrados os espectros vibracionais na regiao do infravermelho
das amostras resultantes da reacao de imobilizagao do dipepitideo L-Carnosina na argila
Laponita RD, assim como os espectros da Laponita RD e do aminoacido L-carnosina em
suas formas originais.

Nos espectros vibracionais dos produtos, observam-se modificagoes muito sutis entre
as regioes 1800 — 1400 em ™. O espectro referente ao produto LapCar2 ¢ o que apresenta
maiores modificagbes. Ao se analisar o procedimento experimental desse produto, observa-
se que a razao molar foi de 1:3 (argila:aminoacido), ou seja, um excesso de trés vezes de
aminoacido em relacao a capacidade de troca catidonica da argila. A reacao foi realizada
em temperatura ambiente e em pH igual a 6,10; nesse valor de pH a forma Car(+) da
L-carnosina se encontra com uma concentra¢ao 6 vezes maior que a da forma Car(0), ou
seja, os grupos imidazol amino estao protonados e o grupo carboxilico, desprotonado.

Esperava-se observar mudancgas mais significativas nos espectros no infravermelho dos
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Figura 4.51: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho da L-Carnosina (preto),
Laponita RD (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Cddigo: Identidade
da amostra; pH final de reagao; propor¢ao molar de argila:aminodcido; tempo de reagao).
produtos das reagoes de imobilizacao da L-carnosina na argila, devido as vibragoes dos
grupos organicos do aminoacido. Porém, a intensidade das bandas é muito baixa quando
comparada com a dos sistemas de L-carnosina em argilas Cloisita e Veegum HS. Isso
indica que a quantidade imobilizada de L-carnosina dever ser muito menor.

Para o sistema constituido de argila Laponita e o aminoécido L-carnosina, foi possivel
registrar o espectro Raman. As argilas Cloisita e Veegum HS nao permitiram o uso dessa
técnica vibracional porque apresentam luminescéncia mesmo quando excitadas com laser
no infravermelho proximo (1064 nm). O uso dessa radiagdo laser (que ndo promove as
transigoes eletronicas responsaveis pela luminescéncia) permitem aumentar a razao sinal-
ruido através do acimulo de registros e a reduzir os problemas de degradagao da amostra
pelo laser de excitagao [85]. Outra vantagem da espectroscopia Raman em relagdo a es-
pectroscopia no IR em estudos de materiais hibridos baseados em argilas esta no fato

das moléculas de agua praticamente nao apresentarem bandas na regiao usual de estudo
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(4000 — 400 em™1), permitindo a melhor visualizagao de espécies organicas imobilizadas
na fase inorgéanica.

A Figura 4.52 mostra os espectros Raman da Laponita RD, da carnosina (espécie
zwitterionica) e da amostra LapCar2. As bandas da Laponita RD sdo encontradas em

1090 em™ (vSi-0), 772em™" (JOH) e 683 cm™ (M gsOH) [86].
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Figura 4.52: Espectros Raman do dipeptideo L-Carnosina, da Laponita RD e da amostra
LapCar2.

Para auxiliar na atribuicao das bandas da espécie organica, também foram calculados
os espectros Raman da L-carnosina em suas varias formas protonadas (Figura 4.53). Em-
bora nos calculos tedricos as espécies estejam completamente isoladas (ou seja, no vacuo)
e na amostra para comparacao a espécie esteja em um solido, os resultados dos calculos
tedricos foram tuteis para a atribuicao dos espectros. Pode-se observar que o reagente L-
carnosina usado nos experimentos se cristaliza na forma zwitterionica, abreviada Car(0).
As principais bandas que caracterizam o zwittérion sao: 1645 e 1644 cm™' (vC=0 do
grupo amida e v,,COO~ do grupo carboxilato); 1572, 1497 e 1466 cm ™! (vimidazol des-

protonado); 1400 cm™! (v,COO™). Como a quantidade de espécie organica imobilizada na
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Laponita é baixa, as bandas da L-carnosina podem ser observadas com baixa intensidade
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Figura 4.53: Espectros Raman calculados do dipeptideo L-Carnosina em diferentes graus de

protonagao e espectro experimental da L-Carnosina sdlida (forma zwiterionica).

Para auxiliar na atribuicao, o espectro da amostra LapCar2 foi ampliado na regiao

de 1700 — 700 cm™! (Figura 4.54). O perfil espectral da amostra hibrida é semelhante
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ao da espécie zwitteridnica (grupos carboxilico e imidazol desprotonados e grupo amino
protonado), mas apresenta deslocamentos interessantes em algumas bandas. As bandas
atribuidas aos modos de vibragdo ¥C=0 (grupo amida) e v,;COO~ se deslocam para
regiao de menor energia, sugerindo o estabelecimento de ligagoes de hidrogénio desses
grupos com, provavelmente, os grupos silanol (Si-OH) das arestas da argila.

Os comportamentos distintos das argilas usadas neste trabalho parecem estar relaci-
onados com o fato da Laponita, por ser um material sintético, nao apresentar impurezas
(inorgéanicas ou organicas) responséveis pela luminescéncia. O uso da espectroscopia Ra-
man na caracterizagao de espécies imobilizadas em argilas é muito interessante porque essa
fase inorganica apresenta bandas de baixa intensidade (mudangas de polarizabilidade no
esqueleto do silicato sdo pouco pronunciadas), permitindo a visualizagdo das bandas de
espécies organicas presentes no material. Assim sendo, a forte banda de estiramento Si-O,
que domina os espectros vibracionais no IR de argilas na regiao abaixo de 1100 cm ™!, esta

ausente nos espectros Raman (argilas sdo espalhadores Raman fracos).
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Figura 4.54: Espectros Raman do dipeptideo L-Carnosina e da amostra LapCar?2.

Na Figura 4.55 pode-se observar a curva termogravimétrica e DTG dos produtos das
reagoes de intercalagdo da Laponita RD com a L-carnosina. A primeira perda de moléculas

de 4gua ocorre até a temperatura de 161 °C, com perda de massa de 5,7 %. O segundo
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processo de perda de massa ocorre entre 250 - 660 °C, que pelo espectro de massas pode-se
atribuir & perda de dgua, devido ao fragmento com m/z igual a 18. A perda de massa ao
final do registro foi de 6,2 %.

As outras curvas sdo, aparentemente, semelhantes entre si (Apéndice B) e nao ultra-
passam 8 % de perda de massa. As perdas de massa vao até a temperatura de aproxima-
damente 770 °C, sendo que a partir dessa temperatura a massa permanece constante em

82,9 %.
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Figura 4.55: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) da amostra LapCar2.

Realizou-se a anélise quimica elementar (CHN) para a amostra LapCar2 , que forneceu
2,45 de carbono. Considerando-se que esse elemento é proveniente somente do aminoécido,
a concentragao de L-carnosina na amostra LapCar2 é de aproximadamente 5,15 % (ou
22,6 mmol / 100 g).

Em estudos realizados anteriormente por nosso grupo [87| a L-carnosina imobilizada
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na Laponita RD apresentou atividade antimicrobiana, mesmo em baixa concentragao no
material. Mais estudos serao feitos para um melhor entendimento desse comportamento,

pois ainda nao ha relatos na literatura sobre a imobilizagao de L-carnosina em hectoritas.

4.3.4 L-Ornitina em Laponita RD

Como pode ser visto no difratograma de raios X da amostra LapOrt2 (Figura 4.56),
o perfil segue aquele das amostras de Laponita com aminoacidos das reacoes citadas
anteriormente, isto ¢, sem modificacoes significativas nos espacamentos basais. Houve um
deslocamento do pico do) de 20 = 6,14° (d = 14,4 A) da Laponita RD para 20 = 5,04°

(d = 17,5 A) para o produto LapOrt2.
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Figura 4.56: Difratogramas de raios X da Laponita RD e dos produtos das rea¢des da Laponita
RD com Cloridrato de L-Ornitina. (Cédigo: Identidade da amostra; pH final de reagao;
proporgao molar de argila:aminodcido; tempo de reagao).

O espectro vibracional na regiao do infravermelho do aminoécido L-onitina, na forma
cloridrato, da Laponita RD e dos produtos da reacao entre essa argila e o aminoacido

encontram-se na Figura 4.57. Pode-se observar que ha poucas mudangas no espectro



136

vibracional dos produtos em relacao a argila pristina.
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Figura 4.57: Espectros vibracionais na regiao do Infravermelho do Cloridrato de L-Ornitina
(preto), Laponita RD (vermelho) em suas formas originais e dos produtos de reagao. (Codigo:
Identidade da amostra; pH final de reagdo; propor¢iao molar de argila:aminodcido; tempo de
reagao).

Ha bandas de intensidade muito baixas no espectro FTIR da amostra LapOrt2, mas
que nao permite fazer conclusoes acerca da identidade da espécie de L-ornitina imobili-
zada. Considerando o valor do pH da suspensao de preparacao das trés amostras menci-
onadas na Figura 4.57, esperava-se a presenca da espécie Ort™.

Os dados de anélise térmica da amostra LapOrt2 (Figura 4.58) mostram que o perfil
das curvas TGA e MS sao semelhantes ao das outras amostras de Laponita com L-lisina
e L-arginina. Pela curva DTG, observa-se que ha dois processos de perda de massa, assim
como para as outras amostras. A massa residual foi de 83 % e na temperatura de aproxi-
madamente 950 °C nao héa mais perda de massa. A perda do fragmento com m/z igual a
18 ocorre em maior intensidade nas temperaturas em torno de 90 °C e 770 °C enquanto

o fragmento com m/z igual a 44 na temperatura em torno de 500 °C.
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Figura 4.58: Curvas TGA (preto), DTG (verde) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e m/z
= 44 (vermelho)) da amostra LapOrt2.
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Capitulo 5

CONCLUSOES

Para maximizar a interagao argila/aminoacido é preciso observar principalmente que
(i) o pH deve ser ajustado de modo a gerar espécies positivas (promover a interagao
eletrostatica) e (ii) o baixamento do pH para valores inferiores a 2 ou 3 podem provocar
reacoes que competem com a intercalacao do aminoacido como a intercalacao de fons H™ e
a solubilizagao das argilas, podendo ser o motivo pelo qual nao se conseguiu manter o valor
do pH da dispersao de Laponita baixo o suficiente para que os aminoacidos estivessem
carregados positivamente.

Preparam-se materiais hibridos argila/aminoécido através de reagoes de troca iénica.
Esses novos materiais foram caracterizados por difracao de raios X, mas como a distancia
interlamelar nao aumentou significativamente, pois as menores dimensoes do aminoécidos
eram em torno de 4 A, essa técnica nao foi conclusiva para analisar se as moléculas de
aminoacido estavam intercaladas ou adsorvidas nas arestas da argila, mas com os dados
de anélise elementar de carbono e a partir dos calculos de CTC neutralizada pode-se
concluir que o aminoacido estéd intercalado nas lamelas das argilas.

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho mostraram mudancas no caso
dos novos materiais quando comparados com a argila precursora. Essas mudancas foram
atribuidas as vibragoes de grupos presentes nas moléculas dos aminoécidos. Resultados
de espectrometria de massas acoplada a anélise térmica mostram em todos os produtos a
presenga do fragmento m/z igual a 44, atribuido a decomposigao de matéria organica.

Para algumas amostras realizou-se o teste com ninidrina e o mesmo atestou a existéncia
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de aminoacido em todas as amostras em que o teste foi realizado. Logo a matéria organica
¢ devida a moléculas de aminoacidos.

Dentre as trés matrizes inorganicas, a que se comportou como um melhor carregador
para todos os aminoécidos foi a Cloisita Na™, mas vale lembrar que a matriz inorganica
é um limitante para a quantidade de cations imobilizados. Os produtos da reacao de
intercalacao dos aminoacidos com as argilas do tipo montmorilonitas apresentam maior
quantidade de matéria organica do que os materiais sintetizados a partir da argila do tipo
hectorita. Esse resultado ja era esperado, visto que a CTC da Cloisita Na™ e Veegum HS
sao maiores que a CTC da Laponita RD.

Os estudos de imobilizagao dos aminoacidos nas argilas permitiram avaliar o grau de
acidez de trés argilas. A ordem de acidez verificada concorda com aquela ja relatada na
literatura: montmorilonitas sao mais acidas quando comparadas as hectoritas. Observou-
se que todos os sistemas montmorilonitas/aminoacidos apresentam o grupo carboxilato
protonado mesmo quando preparadas em valores de pH maiores que seus respectivos
valores de pK,1, o que nao foi observado para os sistemas hectorita/aminoéacidos.

Para o sistema Cloisita/L-lisina o melhor resultado foi a amostra CloLysS, pois além
de ser obtido com um menor niumero de etapas (isto ¢, ndao héa ajuste de pH),gerando
um menor custo, também se obteve uma maior quantidade de aminoacido imobilizado
(7,84 % ou 53,3 mmol/100 g de material), neutralizando 42,4 % da CTC. Para o sistema
argila/L-ornitina, a argila que apresentou melhores resultados foi a Cloisita (amostra
CloOrt1 contém 6,2 % de aminoacido ou 46,6 mmol/100 g de material e 50,6 % de CTC
neutralizada).

Ao se comparar os procedimentos experimentais, pode-se concluir que a utilizagao das
razoes molares 1:1 e 1:2 (argila:aminoécido) e as pequenas varia¢oes de pH da mistura final
nem sempre modificam de forma significativa os produtos. Comparando-se os produtos
das reacoes de intercalagao da argila Laponita RD com o aminoacido L-carnosina, pode-
se concluir que o procedimento que envolve aquecimento nao modifica significativamente
o produto (LapCar4), ja o procedimento que emprega a maior razao molar (LapCar2)

resulta num produto com mais espécies organicas intercaladas ou adsorvidas na superficie
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da argila.
Nao existem relatos na literatura sobre os sistemas montmorilonitas/L-carnosina,
hectorita/L-carnosina, montmorilonita/L-ornitina e hectorita/L-ornitina, sendo relevante

o estudo detalhado das interagoes entre as argilas e esses aminoacidos.
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Capitulo 6

PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos nesta Dissertacao permitem propor estudos posteriores com o
objetivo de aprofundar na caracterizacao estrutural e espectroscopicas dos materiais e
iniciar testes de atividade biologica.

Como duas das argilas utilizadas no presente trabalho sao de origem natural, podendo
conter impurezas de ferro e de minerais, que impossibilitam a realizacao de alguns estudos
(por exemplo, ressonancia magnética nuclear de 3C' e espectroscopia Raman), sugere-se
realizar testes de imobilizacao dos aminoacidos em argilas sintéticas, livres de impurezas
e com composicao definida. Os resultados destes trabalho permitem conhecer os melhores
parametros experimentais para a intercalacao de alguns aminoacidos de interesse farma-
céutico em argilas.

Algumas estratégias poderiam ser testadas para aumentar o grau de imobilizacao dos
aminoacidos nas argilas. Por exemplo, as argilas poderiam ser pré-intercaladas com metais
de transicao essenciais para promover a interagao, por coordenagao do aminoacido.

A L-carnosina possui atividade bioldgica que merece ser explorada considerando-se a
presencga de um carregador como as argilas. Estudos futuros poderao avaliar a atividade
antioxidante dos materiais hibridos contendo carnosina.

Alguns ensaios realizados por nosso grupo de pesquisa evidenciaram que o material
hibrido Laponita/L-carnosina apresenta atividade antimicrobiana. Dessa forma pretende-

se continuar os estudos deste hibrido visto que esta ainda é uma area pouco explorada.
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Apéndice A

Condicoes experimentais empregadas
nos testes de imobilizacao de

aminoacidos em argila

Tabela A.1: Resumo das condigdes experimentais para a preparac¢do de amostras com a argila
Cloisita Na™* *.

S Proporc¢ao pH (Final Tempo de Agitagao
Amostra  Aminodcido Argila / Aminoacido da sus(pengéo) (Horas)
CloLys1 Lisina 1:1 2,66 24
CloLys2 Lisina 1:2 2,67 24
CloLysp4 Lisina 1:1 4,09 24
CloLyspb Lisina 1:1 5,59 24
CloLysp6 Lisina 1:1 6,63 24
CloLysS Lisina 1:2 7,52 48
CloArgl Arginina 1:1 3,25 24
CloArg2 Arginina 1:2 3,32 24
CloArgp4 Arginina 1:1 9,60 24
CloArgp5 Arginina 1:1 9,79 24
CloArgp6 Arginina 1:1 9,97 24
CloArgS Arginina 1:2 9,54 48
CloCarl Carnosina 1:1 3,46 24
CloCarp4  Carnosina 1:1 8,01 24
CloCarp5  Carnosina 1:1 8,12 24
CloCarp6  Carnosina 1:1 8,31 24
CloOrtp4 Ornitina 1:1 4,81 24
CloOrtp5 Ornitina 1:1 5,74 24
CloOrtp6 Ornitina 1:1 6,99 24
CloOrt1 Ornitina 1:2 4,25 48

*Todos os experimentos foram realizados & temperatura ambiente.
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Tabela A.2: Resumo das condigdes experimentais para a preparac¢do de amostras com a argila

Veegum HS*.

Amostra  Aminoacido

Proporgao

pH (Final

Tempo de Agitagao

Argila / Aminoacido da suspengao) (Horas)
VegLysp4 Lisina 1:1 4,32 24
VegLyspbd Lisina 1:1 5,00 24
VegLyspb Lisina 1:1 5,05 24
VeglLysS Lisina 1:2 7,39 48
VegArgpd Arginina 1:1 9,64 24
VegArgph Arginina 1:1 9,85 24
VegArgp6 Arginina 1:1 9,92 24
VegArgS Arginina 1:2 9,93 48
VegCar4 Carnosina 1:2 4,50 42
VegCarb Carnosina 1:2 5,24 42
VegCar6 Carnosina 1:2 3,15 42
VegCar7 Carnosina 1:2 5,02 42
VegCar8 Carnosina 1:2 2,53 68
VegCarp4  Carnosina 1:1 8,07 24
VegCarpb  Carnosina 1:1 8,37 24
VegCarp6  Carnosina 1:1 8,44 24
VegOrtp4 Ornitina 1:1 4,17 24
VegOrtpb Ornitina 1:1 4,95 24
VegOrtpb6 Ornitina 1:1 5,52 24
VegOrtl Ornitina 1:2 4,18 48

*Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

Tabela A.3: Resumo das condigoes experimentais para a preparacdo de amostras com a argila

Laponita RD

S Proporgao H (Final Tempo de Agitagao

Amostra  Aminodcido Argila / im?noécido dapsus(pen(;éo) p(Horas% ’ Temperatura
LapLysp2 Lisina 1:1 6,82 96 Ambiente
LapLysp7 Lisina 1:1 7,61 96 Ambiente
LapLysS Lisina 1:2 8,31 48 Ambiente
LapArgp2 Arginina 1:1 6,84 96 Ambiente
LapArgp9 Arginina 1:1 8,91 96 Ambiente
LapArgS Arginina 1:2 10,18 48 Ambiente
LapCarl Carnosina 1:1 6,00 24 Ambiente
LapCar2 Carnosina 1:3 6,10 24 Ambiente
LapCar3 Carnosina 1:2 6,17 24 Ambiente
LapCar4 Carnosina 1:3 6,90 6 60 °C
LapOrtp2 Ornitina 1:1 6,36 96 Ambiente
LapOrtp7 Ornitina 1:1 7,71 96 Ambiente
LapOrtl Ornitina 1:2 6,80 24 Ambiente
LapOrt2 Ornitina 1:2 6,50 48 Ambiente
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Dados de AnAalise Térmica acoplados a

Espectrometria de Massas
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Figura B.1: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) das amostras: A) CloLys2; B) CloLysS; C) CloLysp4; D) CloLysp5.
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Figura B.2: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) das amostras: A) CloArgl; B) CloArgS; C) CloArgp5; D) CloArgp6.
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Figura B.3: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) das amostras: A) CloCarp4; B) CloCarp5; C) CloCarp6.



155

100

00
100 00
o 96
ES —T1G O R 96
-~ . 2 H
2 92 : — D16 04 ;‘-’ -u;; : : —TG g.'),_
s : : ® & o2 | : o1G Los 2
= = = 0]
88 | o 88 - a8
L L L L F-0.8 - L ) ) ) 1o
: F21 124 :
104 7 —— miz= 18 (H,0) L18
: —— miz= 44 (CO,) <« — miz=18(H,0)
< = 104 ——mz=44(CO,)
- < 2
% e F14 = 2 ’ =
- -— k=] = F12 o
= s . =
6 Lo7
64 06
T T T T T T T T
200 400 500 800 1000 200 400 600 800 1000
Temperatura / °C Temperatura / °C

(A) (B)

® o

= . ¢

] —T

(3 4 . 4

g %= — DTG |05=

= 2
a

L -1,0

— — st 2
—— miz= 44(CO,)

T T
200 400 600 800 1000
Temperatura /°C

(©)

Figura B.4: Curvas TGA (preto), DTG (verde oliva) e MS (fragmentos m/z = 18 (preto) e
m/z = 44 (vermelho)) das amostras: A) CloOrtp4; B) CloOrtp5; C) CloOrtp6.
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Apéndice C

Dados de analise elementar dos

materiais hibridos argila/aminoacido

Tabela C.1: Dados de andlise elementar dos materiais hibridos argila/L-Lisina.

de aminoécido % CTC
Amostra %C mumol /100 g g100 g de material/ Neutralizada
CloLys1 2,15 29,8 4,39 32,4
CloLys2 2,28 31,6 4,65 34,3
CloLysS 3,84 53,3 7,84 57,8
VegLysS 2,62 36,4 5,35 454
VegLysp4 1,89 26,2 3,86 32,8
LapLysS 2,85 39.6 5,82 42,4

Tabela C.2: Dados de andlise elementar dos materiais hibridos argila/L-Arginina.

de aminoécido % CTC
Amostra %C mmol /100 ¢ g100 g de materia{ Neutralizada
CloArgl 2,44 33,9 5,93 36,7
CloArg2 2,70 37,5 6,56 40,8
CloArgS 3,34 46,4 8,12 50,3
VegArgS 1,94 26,9 4,71 33,6

LapAreS 1,57 21,8 3.81 13.4
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Tabela C.3: Dados de andlise elementar dos materiais hibridos argila/L-Carnosina.

de aminoécido % CTC
Amostra »C mmol /100 ¢ g100 g de materia{ Neutralizada
CloCarp4 2,29 21,2 4,81 23,0
CloCarl 3,37 31,2 7,08 33,9
VegCarl 2,52 23,3 5,29 29,1
VegCarh 3,31 30,6 6,95 38,3
VegCar6 3,54 32,8 7,44 40,9
VegCar7 3,25 30,1 6,83 37,6
VegCarp4 1,29 11,9 2,71 14,9
LapCar2 2,45 22,7 5,15 45,3
LapCar3 1,22 11,3 2,56 22,6

Tabela C.4: Dados de andlise elementar dos materiais hibridos argila/L-Ornitina.

de aminoécido % CTC
Amostra %C mumol /100 g g100 g de materia{ Neutralizada
CloOrt1 2,80 46,6 6,21 50,6
VegOrtl 1,69 28,1 3,74 35,2
LapOrt1 0,93 15,5 2,06 31,0




Anexo A

Métodos Computacionais

O mapa de potencial eletrostatico dos aminoécidos, observado nas Figuras A.1, foram
calculados pelo doutorando e mestre em Fisica, Filipe Dalmatti Lima, do Instituto de
Fisica da USP (IF-USP), aluno da Professora Doutora Helena Maria Petrilli.

Os célculos de potencial eletrostatico foram obtidos através da teoria do funcional da
densidade (DFT) [78] no esquema de Kohn-Sham [79] implementados no codigo compu-
tacional Gaussian 09 [80]. Utilizou-se o conjunto de fungoes de base 6-311G(d,p) para
descrever a func¢ao de onda, o funcional BSLYP [88] para descrever os termos de troca e
correlagao e a aproximagao “Polarizable Continuum Model” (PCM) [80] para descrever os
efeitos de solvente.

As dimensoes teodricas dos aminoacidos a partir da estrutura de menor energia fo-
ram calculadas com o programa Accelrys Discovery Studio Visualizer 3.5 e seus valores

encontram-se na Figura A.2.



Figura A.1: Mapa de potencial eletrostdtico para as possiveis formas protonadas do dipeptideo
L-Carnosina.
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Figura A.2: Dimensoées calculadas do dipeptideo: A) L-Carnosina; e dos aminodcidos: B)
L-Ornitina; C) L-Arginina; D) L-Lisina.



Anexo B

Teste da Ninidrina

O teste de ninidrina [89] das amostras foi realizado no Laboratorio de Quimica de
Peptideos com o auxilio da Professora Doutora Maria Teresa Machini do Departamento
de Bioquimica do IQ-USP. Foram empregadas misturas comerciais adquiridas da Ap-
plied Biosystems (Foster City/CA, EUA) capazes de revelar a presenga (produto azul ou
purpura) ou auséncia (nenhum produto; coloragao amarela) de grupos amino reativos.

O mecanismo de reagao do teste de ninidrina encontra-se na Figura B.1.

A Figura B.2 apresenta uma foto da aparéncia das amostras apds o teste da ninidrina.
Pode-se observar que todas as amostras contém aminoécidos, pois todos os tubos apresen-
tam, com excecao da argila pura, solidos de coloragao azulada para reacao da ninidrina

com aminoacidos.
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Figura B.1: Mecanismo do teste da ninidrina.
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Figura B.2: Teste da ninidrina.
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