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Resumo

A extragao de DNA a partir de amostras bioldgicas é um passo necessario em quase to-
dos os processos biotecnologicos. No entanto, ndo apenas as amostras contendo DNA
sao geralmente distintas na origem, como nao existe um tUnico processo comum para
estes métodos de extragao, ou mesmo um unico material que satisfaca todos os requi-
sitos necessarios para realizar estas tarefas. Como consequéncia, o desenvolvimento de
novos materiais ou métodos para a melhoria dos protocolos de extragdo de DNA, em
termos de rendimento, pureza, tempo e custo, continua sendo de grande interesse. Neste
trabalho, descrevemos a preparagdo de um novo tipo de membrana compoésita de poli-
estireno/polianilina (PS/PANI) que nao s6 exibe altos niveis de captura de cadeias de
DNA a partir de solugbes aquosas, mas também permite essa liberagdo de maneira sim-
ples e eficiente. A membrana compésita consiste de fibras de PS produzidas pela técnica
de eletrofiacdo e modificadas com nanograos de PANI depositados através de uma poli-
merizacao quimica in situ. As membranas obtidas foram caracterizadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV), medidas de dngulo de contato, espectroscopia UV-Vis
e por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Utilizamos
solucao aquosa de DNA de esperma de salmao como um sistema modelo para examinar a
capacidade de adsor¢ao destas membranas para moléculas de acido nucleico. Em experi-
mentos realizados no modo batelada, encontramos uma capacidade maxima de adsorc¢ao
de 153,8 mg de DNA por grama de PANI, com o limite de saturacao sendo alcangado em
apenas 9 min. Além disso, demonstramos que é possivel conseguir a liberagdo completa
do DNA adsorvido por simples alteracao do pH do meio aquoso. Os processos de adsor-
¢ao e dessorgao foram acompanhados por imagens de fluorescéncia. Realizamos também
experimentos de adsor¢cao de DNA através da adaptagao da membrana a uma coluna de
centrifugagao. Os resultados correspondentes indicam que nessa configuragdo experimen-
tal as membranas compésitas de PS/PANI se mostram um material bastante promissor
para a purificacao de acidos nucleicos e outras biomoléculas.

Palavras-chave: Eletrofiagio. Membranas de polianilina. Recuperagao do DNA.



Abstract

Extraction of nucleic acids from biological samples is a necessary step in almost all biote-
chnological procedures. However, whereas DNA-containing samples are usually distinct
in origin and no single common methodology exists for these extraction methods, there
is no single material that satisfies the necessary requirements to carry out these tasks.
Consequently, the development of new materials or methods to the improvement of DNA
extraction protocols (in terms of yield, purity, time, and cost) continues to be of great in-
terest. In this work, we describe the preparation of a novel type of polyaniline /polystyrene
(PANI/PS) membrane that not only exhibits high levels of capture of DNA strands dis-
solved in aqueous solutions but also allows for their simple and efficient posterior release.
The composite membrane consists of electrospun PS fibers modified with deposited PANI
nanograins through an in situ chemical polymerization. The membranes were characte-
rized by scanning electron microscopy (SEM), contact angle, UV-Vis spectroscopy and
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). We have used aqueous solution sodium
salt of Salmon Sperm DNA as a model system to examine the adsorption capacity of
these membranes for nucleic acid molecules. In batch-mode experiments, we have found
a maximum adsorption capacity of 153.8 mg of DNA per gram of PANI, with the satu-
ration limit being reached within only 9 min. In addition, we have demonstrated that
it is possible to achieve the complete release of the adsorbed DNA by simple changes on
the pH of the aqueous medium. The adsorption and desorption procedures were followed
by fluorescence imaging. We also performed DNA adsorption experiments by adapting
the composite membrane to a spin column. Under this experimental setup, the PANI/PS
composite membranes appear as promising material for the efficient purification of nucleic
acids and other valuable biomolecules.

Keywords: Electrospinning. Polyaniline membranes. DNA retrieval.
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1
Introducao

Moléculas de DNA desempenham papel fundamental no controle e codificacdo das
instrugoes para todos os processos que sustentam a vida e na transmissao das informa-
¢oOes hereditarias para a préoxima geracao de um dado organismo. Nas tltimas décadas, a
capacidade de manipular e analisar sequéncias de DNA alcangou enorme interesse tanto
cientifico quanto social em distintas areas e aplicagoes, tais como genética [1], farmaco-
logia [2], diagndstico clinico [3] e medicina forense [4]. Em todos eles, um procedimento
fundamental é o desenvolvimento de métodos aprimorados para a extragao e purificacdo
das cadeias de DNA.

Atualmente, a separacao das moléculas de DNA a partir de uma dada amostra bio-
logica é feita através da utilizagdo de duas metodologias distintas, que sao baseadas em
extragoes por fase liquido-liquido ou por fase sélida [5]. O primeiro método implica no
uso de diversos solventes organicos, em sucessivos processos de precipitagao e centrifuga-
¢ao para extrair o DNA, como na técnica amplamente adotada de extragao por fenol -
cloroférmio, e no procedimento de CTAB [6,7]. Enquanto isso, os métodos de extragao
por fase sélida envolvem a utilizagao de granulos [8], colunas [9], mondlitos compostos por
silica [10], celulose, ou resinas para adsorver o DNA. Embora essas metodologias sejam
regularmente utilizadas, elas nao estao livres de algumas desvantagens, como protocolos
de extracao complicados, demorados e que demandam trabalho intensivo, com o risco de
contaminacao da amostra, e o uso de produtos quimicos téxicos (em especial, para o caso
de métodos liquido-liquido) [11]. Mais recentemente, novos materiais estruturados em
nanoescala com melhores afinidades com as cadeias de DNA passaram a ser desenvolvi-
dos. Estes novos materiais podem melhorar o rendimento e a pureza do material obtido,
ao mesmo tempo em que eliminam a necessidade de utilizar produtos quimicos téxicos,

levando, portanto, a uma reducao do custo dos métodos de extracao de fase solida. Um
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bom exemplo destes novos materiais usados para a extracao e purificacio de DNA sao
os nanocompdsitos magnéticos (MNCs). Tipicamente, o processo correspondente consiste
em varias etapas, em que primeiramente os MNCs sao colocados em um meio heterogeé-
neo que contém o DNA alvo, cujas condigoes fisico-quimicas (pH, forga i6nica) sdo em
seguida ajustadas para promover a interacao entre o DNA e o MNC. Subsequentemente,
o complexo MNC-DNA recém formado pode ser espacialmente confinado pela aplicagao
de um campo magnético externo. Uma vez recolhido, o complexo é entdo submetido
a passos sucessivos de purificagdo. Finalmente, as cadeias de DNA sao dessorvidas do
MNC, e posteriormente analisadas [12]. Normalmente, esses adsorventes magnéticos sao
produzidos em dois passos separados, em que inicialmente as nanoparticulas magnéticas
sao sintetizadas, sendo em seguida sua superficie revestida por um material com elevada
afinidade pelas cadeias de DNA (tal como de silica ou um polimero orgénico) [11, 13].
Outra abordagem para a extracdo do DNA corresponde a utilizagdo de matrizes solidas
compostas por membranas. Alguns exemplos desses materiais sdo a miniprep Sigma -
Prep™  Wizard [14], colunas, por centrifugacao e cartoes FTA (Flinders Technology
Associates) ja disponiveis no mercado. Neste trabalho, propomos o uso de membranas
fibrosas funcionalizadas com nanoestruturas que tenham afinidade pelas cadeias de DNA
como um material alternativo para os métodos de extracao atuais baseados em matrizes
sélidas. Nés utilizamos a técnica de eletrofiagao (ES) para produzir as membranas. Esta
técnica se destaca por ser um procedimento de baixo custo, versatil, e que permite a
preparac¢ao de micro e nano fibras dos mais diversos materiais [15].

Alta area superficial e grau de porosidade elevado sao caracteristicas intrinsecas das
membranas produzidas por eletrofiacdo. Quando utilizados como agentes adsorventes
para a extracao de biomoléculas, esses materiais possuem uma taxa de transferéncia de
massa das moléculas superior em relacdo a qualquer das membranas porosas preparadas
por métodos de moldagem [16] ou mondlitos (bastonetes de silica porosa [17]) utilizados
para os mesmos fins [18]. Apesar dessas vantagens comparativas, o uso de membranas
ES em abordagens de extracao de DNA foi até aqui pouco explorado [19] assim como sua
utilizagao é pequena em aplicagoes onde a adsor¢ao de DNA é um passo intermediario dos
procedimentos para entrega de genes [20,21]. Neste estudo, desenvolvemos um material
baseado na polimerizagdo quimica in situ da anilina na superficie das membranas de PS.

Esse composto (membrana PS/PANI) favorece a adsor¢ao de DNA através de um efeito
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sinergético da porosidade da membrana e a atividade quimica da polianilina (PANI)
nanoestruturada.

No Capitulo 2 sera apresentada uma revisao basica dos conceitos fundamentais sobre
os polimeros em geral e sobre a classe dos polimeros condutores, em especial, a polianilina.
Além disso, ali serao mostrados os fundamentos do processo de eletrofiagao. No Capitulo
3, apresentaremos os conceitos mais importantes relativos ao processo de adsor¢ao em
geral, além dos métodos de extracao de DNA. No Capitulo 4, fazemos uma revisao das
técnicas de caracterizacao utilizadas. Em seguida, no Capitulo 5, apresentaremos os
materiais e métodos utilizados para o desenvolvimento das membranas através do processo
de eletrofiacdo e, consequentemente, para o revestimento com um polimero condutor.
Nesse capitulo também sera mostrado todo o procedimento necessario para a realizacao
dos experimentos de adsorcao e dessor¢ao do DNA. No Capitulo 6 serao apresentados os

resultados e discussoes, e por fim, as conclusoes e perspectivas deste trabalho.



2
Fundamentacao Tedrica

Neste capitulo abordaremos sobre os conceitos necessarios para o desenvolvimento do

trabalho.

2.1 Conceitos basicos sobre polimeros

Os polimeros organicos sao materiais constituidos por ligagoes covalentes entre a&tomos
de carbono e hidrogénio, em especial, podendo também envolver heteroatomos. O nome
polimero é de origem grega, onde poli e mero significam muitos e partes, respectivamente.
A formagao desses materiais é conseguida por meio da repeticdo de uma mesma unidade
quimica, denominada monoémero (em geral, de baixo peso molecular), através do processo
de polimerizacdo. Na Figura 2.1 sdo mostradas duas estruturas quimicas de mondémeros

e seus respectivos polimeros.

1 ]
c=—C c—cC
|| |
H H H H

n
olleteno
H H

| T
?=? = +c—Cc—C—C—C+

I

H H © H H H
\_ n

Pohestireno

Figura 2.1: Estruturas de alguns monomeros e de seus respectivos polimeros .
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2.1.1 Classificagao

Os polimeros podem ser classificados de distintas maneiras; por exemplo, de acordo
com sua origem, quando podem ser sintéticos ou naturais. Podem ser classificados também
quanto a composi¢ao (homopolimero e copolimero), estrutura quimica (linear, ramificado
ou ramificado), taticidade ! da cadeia polimérica (isotatico, sindiotatico e atético), fu-
sibilidade 2 (termopldstico ou termorrigido) e quanto ao tipo de preparacio (adicdo ou

condensagao) [22,23].
2.1.1.1 Quanto a origem: polimeros sintéticos ou naturais

e Polimeros sintéticos: Essa classe de polimeros inclui aqueles produzidos artifici-
almente e, de acordo com o seu comportamento mecanico, podem ser sub-divididos
em fibras, elastomeros ou plasticos. Fazem parte dessa classe o poliestireno, o poli-

etileno, polipropeno e o polibutadieno.

o Polimeros naturais: Esse é o caso dos polimeros produzidos ao longo do desen-
volvimento de um organismo vivo. Entre eles estao os dcidos nucleicos (o acido
dessorribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA)), as proteinas, a celulose, e a bor-

racha.

2.1.1.2 Quanto a preparacao: polimerizacao por adigdo ou condensagao

Os polimeros sao preparados por meio da reacao de polimerizagdo. Esse processo
consiste da combinacao quimica entre diversas moléculas de mondémeros de baixo peso
molecular para gerar uma cadeia polimérica com alto peso molecular. Em torno do ano
de 1929, Wallace H. Carothers subdividiu a reacao de polimerizacdo em duas formas,

adigao e condensacao [24]:

e Adicao: Caso em que a longa cadeia dos polimeros se origina por meio da adicao
de mondémeros idénticos, um apods o outro. Na maioria das vezes os monomeros
apresentam cadeias duplas ou triplas em sua estrutura. Um exemplo deste tipo de

polimerizagao é a formacgao do poliestireno, mostrado na Figura 2.2.

I Taticidade: cristalinidade de um polimero.
2Fusibilidade: capacidade que um material tem de derreter pelo aumento da temperatura.
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Figura 2.2: Exemplo da polimerizagao por adi¢ao: producao do poliestireno.

Basicamente, a formacgao desse polimero ocorre através da quebra da ligacao dupla
do carbono-carbono (presente no mondémero estireno), resultando em uma ligagao
simples carbono-carbono, o que permite a juncao de outros mondémeros estireno
na cadeia, por repetidas vezes [25]. Além do poliestireno, existem muitos outros
polimeros que sao formados a partir da polimerizagao por adi¢ao, como o polietileno

e o poliacrilonitrila [23].

Condensacao: Nesse tipo de polimerizacao, diferentes monémeros podem interagir
para formar o polimero, e geralmente esse processo ocorre lentamente. Ao longo da
polimerizacao, uma molécula pequena, na maioria das vezes dgua, é eliminada [24].
Um exemplo deste tipo de polimerizacao é a formacao de um poliéster por meio da
reacao de um acido tereftalico e etileno glicol para a formacao do polietilenotereflato

(PET), como mostrado na Figura 2.3 [26].
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| |
HO—CH,—CH,—OH + OH—C— —C—OH

Etileno - glicol ’ Acido tereftalico |

0 0
[ [

— O0O—C— _C_O—CHQ—CHZ + 2n HQO

Polietilenotereflato (PET) ]

Figura 2.3: Exemplo de uma reagiao de condensacao. Formacao do PET e eliminagao da agua.
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2.2 Acido nucleico: DNA

Os écidos desoxirribonucleicos (DNA) e ribonucleicos (RNA) representam uma im-
portante classe de macromoléculas biologicas comuns a todos os organismos vivos, cuja
funcao é armazenar e transmitir a informagao genética. Assim como o acido ribonucleico
RNA, o DNA ¢ considerado um polimero natural por ser composto por polinucleotideos,
com a unidade repetitiva sendo quatro distintas sub-unidades denominadas nucleotideos.
Esses nucleotideos sdo compostos pela ligagao de uma base nitrogenada, um grupo fosfato
e um aguicar (desoxirribose), como mostrado na Figura 2.4. As bases podem ser divididas
em duas classes: as purinas, que sdo representadas pela Adenina (A) e Guanina (G), e
a classe das pirimidinas, onde temos a Citosina (C) e Timina (T), no caso do DNA e
Uracila (U) no caso do RNA. Outra caracteristica do DNA é que ele possui em sua es-
trutura cargas negativas em cada nucleotideo, devido aos grupos fosfatos. Na Figura 2.5

é apresentada a estrutura dos nucleotideos que compoem a cadeia do DNA.

Adenina

Hase Citosina
£ Timina (DNA)

| Fosfato HIEOgEhA Guanina
Uracila (RNA)

Desoxirribose

|

Nucleotideo

Figura 2.4: Representagdao da estrutura do nucleotideo.

A estrutura do DNA pode ser entendida como sendo de dois tipos: a priméria (en-
contrada em alguns virus), onde ha a formagdo de uma cadeia simples, e a secundaria,
que representa a jungao de duas cadeias simples através de ligagoes tipo hidrogénio [27];
por exemplo, esta ultima conformacao é a encontrada nos seres humanos. A estrutura
priméaria é formada a partir da reacao de condensagdo entre os nucleotideos. Nesse caso,
a polimerizagao ocorre quando o grupo hidroxila que se encontra ligado ao carbono 3’ do
agucar de um nucleotideo faz uma ligagdo chamada de fosfodiéster com o carbono 5’ do

acucar de outro nucleotideo, sendo que ao longo desse processo ocorre a eliminagao de
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agua [28]. Esse procedimento se repete sucessivas vezes para a formagao da fita simples
de DNA. A polimerizagao segue uma sequéncia quimica, onde o inicio e o fim da cadeia
sao indicados pelas extremidades 3’ e 5’ [29] na Figura 2.5. A extremidade 5’ contém um

grupo fosfato e a outra extremidade 3’ um grupo hidroxila.

5’ Extremidade do DNA
X e
\\ IHC_ /l‘N,"
s [ imi
\ T y Ak, Timina
\ T
\ eI Os carbonos 3’ e 5
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\ ..,4"' G Adenina cadeia do DNA
\ 3 i a"s
\ e=po-@io |
\ \
Grupo Fosfato  \ o . Y o
negativamente  \ ! MYIL N Citosina
carregado \ e HONTO

L
NSy
=< I :
N’LN'V\,?/H Guanina
H

3’ Extremidade do DNA

Figura 2.5: Cadeia simples do DNA. Adaptado da Ref. [30].

Por sua vez, a estrutura secundaria esta relacionada com o estabelecimento de uma
série de pontes de hidrogénio entre duas fitas simples, o que permite formar a dupla hélice
do DNA; esse fendmeno da juncao das duas fitas é chamado de hibridizacao. O modelo
de dupla hélice, que pode ser visualizado na Figura 2.6, foi proposto por James Watson e
Francis Crick em 1953 [31,32]. No caso da dupla hélice, as extremidades 3’ e 5 possuem
diregbes opostas. Como pode ser visto nessa figura, os nucleotideos contendo a base
guanina se unem apenas a base citosina através de trés ligagoes de hidrogénio, enquanto
que a timina se liga a base adenina por duas ligacoes de hidrogénio. Essa ligacao dos
pares de base depende do tamanho, forma e composicao quimica das bases.

Quando a dupla cadeia do DNA é exposta a uma temperatura maior que 90°C, ocorre
a chamada desnaturacao, que é o fendomeno de quebra as liga¢des de hidrogénio, do que
resulta a separagao da fita dupla (ver Figura 2.7). Ao diminuir drasticamente a tempe-
ratura para aproximadamente 50°C, as fitas sao induzidas a novamente se ligarem por

pontes de hidrogénio, mais uma vez formando uma hélice dupla [34, 35].
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Ligacdo de hidrogénio

Acgucar e
grupo fosfato

Bases nitrogenada

Figura 2.6: Representacao da cadeia dupla helicoidal do DNA e da estrutura quimica dos
nucleotideos. Adaptado da Ref. [33].
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Figura 2.7: Desnaturacio da dupla hélice do DNA. Adaptado da Ref. [36].

Com o grande avanco tecnologico das ultimas décadas, o estudo sobre a molécula de
DNA tem se tornado a base para o conhecimento mais profundo sobre o metabolismo dos
seres vivos, sendo de fundamental importancia para diversas disciplinas, como genética e
biologia molecular. Além disso, na area da saide a molécula de DNA pode ser utilizada no

diagnéstico de algumas doencas, e na ciéncia forense, para a identificacao de individuos.
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2.3 A classe dos polimeros condutores

Em geral, os polimeros podem ser utilizados como excelentes isolantes térmicos e elé-
tricos. No entanto, a descoberta inesperada da condutividade elétrica em alguns polimeros
conjugados despertou um grande interesse entre os pesquisadores de diferentes areas. A
identificagdo dessa propriedade dos polimeros ocorreu em 1977, por Alan Heeger, Alan
MacDiarmid, e Hideki Shirakawa. Eles descobriram que ao expor o poliacetileno isolante
a vapores de iodo (procedimento que atualmente é denominado de dopagem), ocorre um
grande aumento na condutividade elétrica desse polimero [37]. Esse grande feito foi re-
conhecido mais de 20 anos depois, no ano 2000, quando esses pesquisadores receberam o
prémio Nobel de Quimica.

Atualmente, a classe de polimeros condutores (PCs) tem recebido bastante atengao,
pois eles apresentam caracteristicas tUnicas, como a possibilidade de alteracao de suas
propriedades de acordo com as condigoes do meio. Essas caracteristicas tornam esses
polimeros muito procurados para as mais diversas aplicagoes, como em dispositivos para
armazenamento de energia [38], sensores e biosensores [39, 40|, dispositivos eletronicos
[41](como diodos emissores de luz e células solares) e protegdo contra corrosao [42,43].
Alguns dos PCs mais utilizados recentemente sao o polipirrol (PPi), o poliacetileno (PA),
o politiofeno (PT) e a polianilina (PANI); na Figura 2.8 é mostrada a estrutura quimica

de cada um desses polimeros [44].

/N\ % /S\n

H

Polipirrol Poliacetileno Politiofeno

Polianilina

Figura 2.8: Estrutura quimica de alguns polimeros condutores. Adaptado da Ref. [44]

Como pode ser visto nessa figura, os polimeros condutores apresentam alternancia

entre ligagoes covalentes simples e duplas ao longo da cadeia polimérica principal e, devido
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a essa configuracao, os PCs sdo conhecidos como polimeros conjugados. A ligacao dupla
é constituida por uma ligacdo "sigma'(c) fortemente localizada 3 e uma ligacao "pi'(n)
espacialmente deslocalizada * [45]. Nesse tltimo caso, os elétrons da ligagdo m podem ser
removidos ou adicionados facilmente da cadeia polimérica para formar um ion. Com isso,
os polimeros que possuem essa configuracao conjugada podem ser convertidos de isolante
para condutor, por meio da oxidagdo ou reducao do sistema 7 da cadeia polimérica,
na presenca de um agente de transferéncia de carga °, conhecido como dopante em um

mecanismo que serd explicado na préoxima secao [46].

2.3.1 Mecanismo de condugao dos polimeros

O mecanismo de conduc¢ao de um polimero pode ser explicado através da teoria de
banda [32], similarmente como em um cristal. De acordo com essa teoria, a interagao de
uma célula unitaria do cristal (polimero) com todos os seus vizinhos, conduz a forma-
¢ao de bandas eletronicas [47]. Mais precisamente, pelo principio de exclusdo de Pauli
dois elétrons de mesmo spin ndo podem ocupar o mesmo nivel de energia, o que leva a
subdivisao dos orbitais em estados energéticos discretos, o que da origem as bandas de
energia [48]. A banda completamente ocupada de mais alta energia é denominada de
banda de valéncia. Por outro lado, os niveis eletronicos desocupados de menor energia
formam a banda de conduc¢do. A regidao de energia que separa essas bandas denomina-se
gap, podendo também ser chamada de banda proibida. A largura do gap determina o
grau de condutividade do material (ver Figura 2.9).

Como podemos observar na Figura 2.9 |, no caso de um gap de energia muito grande
(> 3,0eV), o material serd considerado isolante, ou seja, enquanto a banda de valéncia
estard totalmente preenchida, serda necessaria uma energia relativamente alta para que
os elétrons saltem para a banda de condugao. Caso essa largura diminua (gap = 0,1-3,0
eV) o material serd semicondutor e, finalmente, se a banda de valéncia estd parcialmente
preenchida, os materiais serdo considerados metalicos (condutor) [49]. Dessa forma, o

carater elétrico de um dado material depende da sua estrutura de bandas.

3Ligacdo quimica localizada é aquela em que os elétrons sdo compartilhados apenas por dois nticleos.

4Ligacdo quimica deslocalizada é aquela em que os elétrons sdo compartilhados por mais de dois
nucleos.

5Agente de transferéncia de carga: composto que tem a capacidade de aceitar ou doar elétrons.
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Figura 2.9: Representagao da banda de condugao e valéncia para materiais isolantes, semicon-
dutores e condutores.

Na Figura 2.10 é mostrada a condutividade (S/cm) de alguns materiais, incluindo os

polimeros condutores.
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Figura 2.10: Condutividade de alguns materiais e compostos metalicos, semicondutores e iso-
lantes comparadas com a dos polimeros condutores. Adaptado da Ref. [50].

Assim como nos materiais semicondutores inorgénicos, a condutividade dos polimeros
organicos s6 ¢ atingida com a inser¢ao de um agente dopante durante o processo de polime-
rizagdo (no caso dos PCs). Uma vez que a maioria dos polimeros orgénicos nao possuem
portadores de carga, é necessirio que ocorra a oxidagao/reducao da cadeia polimérica,
para que sejam modificadas as caracteristicas elétricas do polimero (de isolante para con-

dutor) [51], processo conhecido como dopagem. Existe uma variedade de compostos que
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sao utilizados como aceitadores e doadores de elétrons, e entre eles temos o AsFs, Is, Bro,
HF, Li, Na e K. Em alguns casos, a dopagem ocorre ao mesmo tempo da oxidacao do
polimero (como, por exemplo, é o caso do polipirrol). Ao longo do processo de oxidagao
(redugdo), elétrons sdo retirados da cadeia, ocasionando o aparecimento de cargas deslo-
calizadas, o que é compensado da presenca dos contraions (dopantes) para neutralizar a
carga [46]. A dopagem pode ser realizada por métodos quimicos ou eletroquimicos.

A maior condutividade dos polimeros conjugados pode ser explicada pela presenca de
defeitos estruturais na cadeia polimérica, conhecidos como sélitons, polarons e bipolarons.
Em principio, o estudo sobre condutividade foi aplicado ao trans-poliacetileno 6. Esse
polimero faz parte da classe dos polimeros condutores degenerados, pois apresentam duas
estruturas geométricas com mesma energia. As duas estruturas diferem pela sequéncia de
ligagoes simples e duplas (A) e duplas e simples (B) do carbono-carbono. Essa alternancia
ocorre devido a presenca de um defeito estrutural conhecido como soéliton. Na Figura
2.11 é mostrada uma estrutura do trans-poliacetileno, indicando a presenca de um séliton

neutro deslocalizado. Esse defeito conformacional pode se deslocalizar ao longo de toda

a cadeia principal do polimero [52].

VAN AANAS

A B

Figura 2.11: Uma possivel estrutura do trans-poliacetileno com a presenca de um séliton.
Adaptado da Ref. [53].

A presenga desse defeito cria um nivel de energia semipreenchido com um elétron na
regiao central do gap, resultando em um spin total igual a 1/2. Quando um agente
dopante ¢ inserido na reagao, o soliton neutro podera ser oxidado, perdendo um elétron
para formar um séliton positivo, ou reduzido, para originar um soéliton negativo, ambos
com spin nulo [52]. Os diferentes estados do séliton sdo mostrados na Figura 2.12.

No entanto, a condutividade de polimeros conjugados que possuem estruturas aroma-
ticas (como o polipirrol e a polianilina) nao pode ser entendida pelo modelo de sdlitons,

devido a auséncia de degenerescéncia. Os polimeros que possuem essa caracteristica apre-

6Trans-poliacetileno: Isdmero do poliacetileno, obido através de polimerizacio a altas temperaturas.
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Figura 2.12: Configuragdo de banda para um séliton positivo (a), neutro (b) e negativo (c),
com spin 0, 1/2 e 0, respectivamente. Adaptado da Ref. [48].

sentam estruturas conformacionais com energias distintas. Por exemplo, esse ¢ o caso
de alguns polimeros nos quais ao longo do processo de polimerizagdo o anel aromatico
muda para a forma quindnica. Esta tltima estrutura possui energia de ioniza¢gdo menor,
e maior afinidade eletronica que a forma aromdtica [54]. A condutividade desses sistemas
foi explicada com base em defeitos chamados de pdlarons e bipdlarons. O estado eletro-
nico pélaron pode ser considerado como a ligagdo de um séliton neutro com um séliton
carregado, formando dois niveis de energia no centro do gap, ou seja, devido ao spin 1/2
do soliton neutron e a carga do séliton carregado, o estado polaron é um transportador de
carga e com spin 1/2 [55]. O poldron positivo ou negativo é formado apds a oxidagao
ou redugao da cadeia principal do polimero conjugado, respectivamente [50]. Para que
ocorra esse defeito, a banda de valéncia deve permanecer cheia e a banda de conducao
desocupada, enquanto que os estados que surge no gap de energia ficam parcialmente
ocupados. Por outro lado, o defeito bipdlaron é um estado ligado por dois sdlitons car-
regados com cargas semelhantes (positivas ou negativas). A formacao do bipé6laron gera
niveis eletrénicos no gap mais afastados da banda de valéncia. [46,56]. Na Figura 2.13 é

mostrada a formacao de um poélaron e bipdlaron com carga positiva.



2.3 A CLASSE DOS POLIMEROS CONDUTORES 35
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Figura 2.13: Formagcao dos poldrons e bipdlarons com cargas positiva. Adaptado da Ref. [56].

2.3.2 Polianilina: formacao, propriedades e caracteristicas

A polianilina (PANI) é um dos polimeros conjugados mais estudados, juntamente
com o polipirrol. Esse polimero se destaca por possuir propriedades e caracteristicas
promissoras para uma grande variedade de aplicagoes tecnoldgicas, como biosensores e
capacitores [44]; entre essas caracteristicas estao incluidas a facilidade na sintese, a alta
estabilidade quimica em condi¢oes ambientais e boa condutividade elétrica, além do baixo
custo [57]. Na Figura 2.14 é mostrada a estrutura quimica geral da polianilina em seu

estado basico, ou seja, nao dopado.
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Figura 2.14: Estrutura geral da polianilina.

O lado esquerdo da estrutura da PANI, mostrado na Figura 2.14, representa a parte
reduzida (y), enquanto no direito estd indicada a parte oxidada (I-y), ou seja, onde h4
ganho e perda de elétrons, respectivamente. Uma caracteristica interessante da PANI é
a possibilidade de apresentar diferentes estados de oxidagao. Nesse contexto, o valor de
y pode em principio variar entre 0 e 1, onde para y=1 a PANI estard completamente re-

duzida, e para y =0 estard completamente oxidada. Os distintos estados de oxidacao sao
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denominados de leucoesmeraldina (y=1), base esmeraldina (estado parcialmente oxidado,
y=0,5) e a pernigranilina (y=0). Além disso, ainda podemos ter as formas protoesmeral-
dina (y=0,75) e a nigranilina (y=0,25) [58]. As estruturas quimicas que representam os
diferentes graus de oxidagao da PANI sdo mostradas na Figura 2.15. De acordo com o
grau de oxidacao, a PANI apresenta propriedades eletrocromicas, ou seja, uma variagao
em sua cor: enquanto a leucoesmeraldina exibe uma cor amarelada, a base esmeraldina é
azul, e sua forma protonada sal esmeraldina é verde e, finalmente, a pernigranilina exibe

uma coloragao violeta.

Leucoesmeraldina

——
P o
o

s {3l

Figura 2.15: Estados de oxidagdo da polianilina. Adaptado da Ref. [48].

A polianilina é geralmente preparada por polimerizagao quimica [59] ou eletroquimica
da anilina em um meio aquoso acido. A escolha do tipo de preparagao depende da
aplicagdo desejada [60]. A sintese quimica é a mais utilizada, devido & possibilidade
de produgao do material em grandes quantidades. Basicamente, para a preparacao da
polianilina por via quimica sdo necessérios o monémero (anilina), o agente dopante (como,
por exemplo, o HCI) e o oxidante (como o APS - Persulfato de Aménio) e dgua. Por outro
lado, a polimerizacao eletroquimica da PANI ocorre através da oxidacao da anilina em
solugbes 4cidas de eletrdlitos (HCl, HNOs, entre outros). Essa técnica possui algumas
vantagens, como a possibilidade de controlar a espessura do polimero e a condutividade
[61]. Esse tipo de polimerizagao é geralmente utilizado para sua formagao de filmes finos
de PANL

Na polianilina, o mecanismo de condutividade difere do encontrado em outros poli-
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meros condutores, devido ao fato do atomo de nitrogénio estar envolvido na formacao do
cation radical; na maioria dos polimeros condutores, o cation é associado ao atomo de
carbono [61]. Além disso, o polimero pode ser dopado por protonagao, caso em que du-
rante a dopagem niao hd mudanga no ntiimero de elétrons (oxidagao/redugiao) que envolve
a cadeia polimérica. A dopagem da PANI ¢é geralmente aplicada no estado base esmeral-
dina (BE), pois é o estado de oxidagdo que atinge maiores valores de condutividade apds
a dopagem (da ordem de 10 S/cm). Na forma BE, a cadeia polimérica possui uma mesma,
quantidade de grupos amina (-NH-) e imina (=NH-). O mecanismo de condutividade é
explicado quando, na presenca de compostos acidos, ocorre a protonagao das iminas da
base esmeraldina e, consequentemente, a formagao do bipélaron (forma condutora, co-
nhecida como sal de esmeraldina (SE)). Na Figura 2.16 é mostrada a origem das formas
bipolardnica e polardnica da PANI dopada [62,63]. A PANI pode facilmente retornar ao
estado base por uma simples exposi¢ao a uma solugao com pH basico, como o hidréxido

de amonia (NH4OH) [51].
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Figura 2.16: Formagao da polianilina dopada. Adaptado da Ref. [64]
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2.4 Processamento de polimeros

2.4.1 Técnica de eletrofiagao

A eletrofiacao é uma técnica de processamento de polimeros que tem recebido bastante
atengdo nas ultimas décadas [65]. Essa técnica se destaca por permitir a producao de
fibras com didmetros em escalas nano e micrométricas, com alta porosidade e, elevada area
superficial. Nessa técnica, que é versatil e de baixo custo, é possivel controlar a morfologia
e as propriedades do material resultante, de acordo com a aplicagao desejada. Essas
caracteristicas a tornam de grande interesse para a preparagdo de membranas poliméricas
para uso nas mais diversas areas, como em processos de filtracao, na industria farmacéutica

(liberagao controlada de farmacos), e em biotecnologia, entre outras dreas (ver Figura

2.17).
Dispositivos
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Figura 2.17: Algumas das areas de aplicacdo de materiais preparados com a técnica de eletro-
fiacao.

A técnica de eletrofiacdo permite o processamento de uma grande variedade de poli-
meros sintéticos (biodegradédveis ou néo) ou naturais [66]. Na drea de biotecnologia, na
maioria das vezes é recomendavel utilizar materiais que sejam biocompativeis, como os
polimeros naturais (de que sdo exemplos o coldgeno, a quitosana, a gelatina e o acetato de

7 sdo muito utilizadas em

celulose). Ao longo dos 1ltimos anos, proteinas como o coldgeno
engenharia de tecidos, e elas se tornaram alguns dos polimeros naturais mais usados no
processo de eletrofiagdo [67,68]. Por outro lado, os polimeros sintéticos sdo os materiais

mais utilizados na producao de fibras por eletrofiacao; essa classe de polimeros possui

"Col4geno: proteina mais abundante da matriz extracelular dos mamiferos.



2.4 PROCESSAMENTO DE POLIMEROS 39

algumas vantagens em relagdo aos naturais, como a possibilidade de adaptar a solucao
polimérica para configurar as propriedades mecénicas (tal como a resisténcia) necessarias
para determinadas aplicagoes [69]. Atualmente, existe uma gama de polimeros sintéticos
(como o poliestireno [70], policloreto de polivinila (PVC) [71], acetato de celulose [72],

entre outros) que sao capazes de formar fibras através do processo de eletrofiagao.
2.4.1.1 Um pouco da histéria da eletrofiagao

O processo de preparagao de materiais poliméricos a partir do uso de forcas eletros-
tatica é uma técnica antiga, que tem seus primordios em 1897, quando Rayleigh realizou
os primeiros experimentos correspondentes. O conhecimento mais elaborado da técnica
se fez em uma série de patentes publicadas entre 1934-1944 [73-77] por Anton Formhals,
que apresentou distintas formas de preparacao de materiais usando o método eletrostatico
(até entdo o termo eletrofia¢do néo era ainda usado). Em uma de suas patentes, ele apre-
sentou um sistema para a producgao de fibras téxteis artificiais, utilizando uma solucao de
acetato de celulose, tendo o alcool e acetona como solventes. As fibras foram formadas a
partir de um sistema composto por uma fonte de alta tensdo (com o uso de uma diferenga,
de potencial de 57 kV), onde o eletrodo negativo foi fixado no recipiente de metal onde se
encontrava a solucao, e o eletrodo negativo em um coletor rotativo, onde as fibras eram

depositadas (ver Figura 2.18) [78].

Gerador de alta voltagem
/ Jato (o= 3|

Q.

Coletor

A~

Solugdo polimérica

Figura 2.18: Configuracido dos primeiros sistemas para preparagao de fibras a partir de forga
elétrica. Adaptado da Ref. [79].

Depois de estabelecida essa nova tecnologia, diversos trabalhos foram realizados ao
longo dos anos, com o uso de diferentes metodologias e equipamentos para a producao de
fibras a partir de forcas eletrostéticas [80-83]. Um exemplo importante foi aquele apre-

sentado por Harold Simons em 1966 [82], que desenvolveu um sistema que produzia fibras



2.4 PROCESSAMENTO DE POLIMEROS 40

ultra-finas, onde o eletrodo positivo da fonte de tensao era imerso na solugdo polimérica
e o eletrodo negativo preso ao coletor. Simons mostrou que em solugoes com baixas vis-
cosidades as fibras se tornavam mais curtas e mais finas, o que nao acontece quando a
viscosidade é aumentada. A capacidade de formar fibras que proporcionassem algumas
propriedades importantes, como alta area superficial e boa porosidade, entre outras van-
tagens, fez com que ao longo dos anos o interesse por essa técnica se intensificasse. A
partir do ano de 1994, esse processo de produzir fibras através forcas elétricas passou a
ser chamado de eletrofiagdo, um termo que significa fiagdo eletrostéatica [84]. A Figura

2.19 mostra uma configuragdo mais recente de um sistema de eletrofiagao.
2.4.1.2 Principio de funcionamento

Basicamente, um sistema de eletrofiacdo é composto por um conjunto de trés compo-
nentes: uma seringa com agulha metdlica, onde é armazenada a solucao polimérica, uma
fonte de alta tensdao e um coletor (revestido com um material condutor como o aluminio),
onde sao depositadas as fibras. O eletrodo positivo da fonte de tensao é conectado a
agulha metalica, enquanto que o eletrodo negativo é conectado ao coletor. O processo de
producao das membranas tem inicio com a aplicagao de uma grande diferenca de potencial
entre a agulha e o coletor, o que faz com que cargas sejam induzidas no interior da solucao.
Quando ha o aumento do campo elétrico, ocorre a formacao de uma gota da solugdo na
extremidade da agulha, que rapidamente se transforma em um jato alongado de solugao,
conhecido como cone de Taylor [79]. Ao aumentar ainda mais o campo elétrico, as cargas
atingem um valor critico, fazendo com que a forca eletrostatica venca a tensao superficial
da solucao, e dessa forma a solugdo na ponta do cone de Taylor é expelida em dire¢ao ao
coletor (regiao de menor potencial). Enquanto o jato estd sendo expelido, o solvente é
evaporado, de modo a fazer com que apenas o polimero solidificado e carregado seja de-
positado sobre a superficie do coletor. Na Figura 2.19 é mostrado o aparato experimental

com configuragao horizontal para a execugao do processo de eletrofiagao.
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Figura 2.19: Configuraciao horizontal para o processo de eletrofiacdo e formacao das fibras.
Adaptado da Ref. [85].

2.4.1.3 Parametros fundamentais para o processo de eletrofiacao

Existem alguns parametros no processo de eletrofiacdo que influenciam a morfologia
final das fibras. Esses parametros podem ser divididos em trés grupos: a) aqueles rela-
cionados com a preparagao da solucao polimérica, como a concentracao do polimero e a
viscosidade da solucao, b) os que dizem respeito as condigoes do processamento, tais como
tensao eletrostatica aplicada e a distancia entre a agulha metalica e o coletor, e finalmente,
c) os parametros ambientais, como a temperatura e a umidade do ambiente [86,87]. De
acordo com a aplicacao desejada, todos esses parametros devem ser bem controlados para

obtencao das fibras.

o Preparacao da solugao polimérica: Os parametros envolvidos na preparagao
da solucao polimérica sao fundamentais para o processo de eletrofiacdo e para a
morfologia final das fibras. O peso molecular do polimero, que esta associado ao
tamanho da cadeia polimérica, é um dos fatores que mais influenciam a viscosidade
da solucao, afetando o emaranhamento da cadeia polimérica e, consequentemente, a
formacao das fibras. Caso o peso molecular do polimero dissolvido em um solvente
(especifico para cada polimero) seja muito alto, a viscosidade serd maior do que a
solugdo de um mesmo polimero com peso molecular menor. Os emaranhamentos da
cadeia polimérica em solugdo sao os responsaveis por permitir que o jato alongado
de solugao polimérica saia da extremidade da agulha metédlica continuamente, sem

que haja a quebra ao longo da "viagem'em direcao ao coletor. Dessa forma, o peso
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molecular e a viscosidade devem ser ajustados para garantir que ocorra a formagao
das fibras lisas, com auséncia de granulos. A concentragao da solu¢ao também é um
pardmetro que influencia a viscosidade da solugdao. Geralmente, se a concentracao
for muito baixa, vamos obter um maior nimero de granulos de fibras, enquanto que
a medida que a concentracdo aumenta um pouco, ocorre a formacgdo da mistura
de granulos e fibras e, finalmente, quando temos uma concentracdo 6tima, ocorre
a formacao de fibras lisas [87]. Na Figura 2.20 sdo mostradas trés imagens SEM
de fibras de poliestireno eletrofiadas com trés distintas concentragoes, em (1) 10%,
(2) 15% e (3) 20% [70]. O diametro das fibras também é afetado pela variagao da
viscosidade, ou seja, quanto maior foi a viscosidade, maior serd o didmetro médio
das fibras. Outros parametros também influenciam o didmetro da fibra, como a

voltagem aplicada e a distancia agulha-coletor.

Figura 2.20: Fibras de poliestireno eletrofiadas em diferentes concentragoes; 10 % (1), 15 %
(2), 20 % (3). Adaptado da Ref. [70].

A tensao superficial é outro fator determinante para o processo de eletrofiacao. Esse
pardmetro contribui para a reducao da area superficial por unidade de massa de um
liquido, levando a formacao de gotas esféricas na ponta da agulha, enquanto que o
aumento da carga elétrica no jato de solugdo tende a aumentar a area da superficie
através de alongamento; quando a voltagem aplicada é suficientemente alta para
fazer com que as forcas eletrostaticas superem a tensao superficial da gota, o jato é
expelido em diregao ao coletor [88]. A condutividade da solugdo polimérica também
influencia no aparecimento de granulos durante o processo de eletrofiagao. Essa con-
dutividade pode ser aumentada pelo uso de agentes tensoativos, como surfactantes.
Esses agentes irao elevar a quantidade de cargas na solugao, o que ira favorecer o

alongamento do jato.

o Condicoes de processamento: Quando uma voltagem é aplicada ao sistema, o
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campo elétrico gerado da inicio ao processo de eletrofiacao. Para uma dada vol-
tagem, a intensidade do campo elétrico sera inversamente proporcional a distancia
de trabalho (isto é, a distancia entre a agulha e o coletor); assim, quanto maior
essa distancia, menor sera a intensidade do campo, e vice versa. Para que haja a
formacao de fibras individuais, a distancia entre a agulha e o coletor nao deve ser
pequena, pois o tempo de viagem do jato de solucao deve ser grande o suficiente
para que todo o solvente possa evaporar durante o percurso até o coletor. Essa
distancia também nao deve ser muito grande para nao reduzir o campo elétrico, de
modo a assegurar que o jato nao deixe de alcancar a placa de deposi¢ao. Tanto a
voltagem, quanto o campo elétrico, tém contribui¢ao para o alongamento do jato de
solugao, e esses parametros podem influenciar a morfologia e o diametro das fibras
resultantes. Quando temos uma voltagem pequena, o campo elétrico se tornara
mais fraco, o que acarreta um tempo de viagem do jato mais longo, assim gerando
fibras mais finas. Por outro lado, se a tensao for mais elevada, podera ocorrer a for-
macao de fibras com granulos ou com diametros maiores. Com isso, existem valores
6timos para a tensao e a distancia que favorecem a formagao de fibras adequadas

para determinada aplicagao [87,89].

Parametros ambientais: O processo de eletrofiacio é bastante complexo e requer
muito cuidado para o controle adequado de alguns parametros relativos ao ambiente
em que sera realizado. Entre esses parametros, a umidade e temperatura sao os
mais importantes, pois também podem afetar a morfologia e o didmetro médio das
fibras. Por exemplo, a umidade do ambiente pode alterar a solubilidade do polimero
durante o processo de eletrofiacao. Por sua vez, quando o ambiente estd com uma
umidade elevada, agua podera condensar sobre a superficie da fibra que estd sendo

formada [87], levando & modificagdo da sua morfologia.
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2.4.1.4 Modificagdo da superficie das membranas

Atualmente, ha interesse na busca por materiais que possuam como caracteristicas uma
alta porosidade e elevada area superficial, e as membranas (conjunto de fibras) formadas
através do processo de eletrofiagdo apresentam essas vantagens. No entanto, quando
elas sao utilizadas em determinadas aplicacoes, por vezes se faz necessario modificar as
caracteristicas de sua superficie de modo a melhorar o desempenho. Tais modificagoes
incluem alteracoes fisicas ou quimicas a serem feitas apds o processo de eletrofiacao.
Existem varias propriedades da superficie da membrana que podem ser modificadas, como
a composicao quimica, a hidrofilicidade, a rugosidade e a condutividade, entre outros.
Essas modificacoes podem ser realizadas por meio da aplicacao de diferentes técnicas.
O tratamento por métodos fisicos pode alterar a rugosidade, o tamanho de poro, e a
porosidade da superficie [90]. Um outro exemplo de modificagdo por métodos fisicos é o
tratamento térmico, que tem como objetivo melhorar a compactacao das membranas e
suas propriedades mecanicas. Nesse caso, as membranas podem ser tratadas sob pressao a
quente, sendo a temperatura utilizada aquela entre a temperatura de transicao vitrea (¢,)
e a temperatura de fusao do material [91]. A mudanga por métodos fisicos também pode
conduzir a alteragdes na composi¢ao quimica, devido a remocao ou a adicao de um grupo
quimico ou a ativacdo de uma reacao quimica na superficie de um material. Um exemplo
desse tipo de modificacdo é o tratamento a plasma (técnica que serd explicada mais
detalhadamente na Sec¢ao 4.2.1) de ar, argdnio ou oxigénio. Esse tratamento é utilizado
na maioria das vezes para melhorar a capacidade de adesao da superficie de um material
pela adicao de grupos funcionais polares. Por sua vez, a modificacdo quimica altera a
composicao da superficie da membrana. Por exemplo, no presente trabalho a técnica de
modificacao por métodos quimicos foi utilizada para revestir a membrana eletrofiada com
um polimero condutor, mudando a natureza de sua superficie de isolante para condutora,
como veremos mais adiante. Dessa forma, a modificagdo da superficie das membranas,
seja por métodos fisicos ou quimicos, é de fundamental importancia para a adequacao do
material para as mais variadas aplicagoes.

A revisao apresentada neste capitulo serviu como base para os conhecimentos sobre;
polimeros em geral, polimeros condutores e sobre a técnica de eletrofiagdo. No proximo
capitulo serd apresentada uma breve discussao sobre processos de adsor¢ao e alguns mé-

todos de extracao e purificagdo de DNA.



3
Métodos de extracao de DNA

Neste capitulo serao apresentados alguns métodos de extracao de biomoléculas, em
particular cadeias de DNA. Iniciaremos, porém, pela apresentacao de uma breve revisao

sobre o processo de adsorcao.

3.1 Estudo sobre adsorcao

A adsorg¢ao é um fenémeno pelo que moléculas originalmente dissolvidas em um fluido
(gases ou liquidos) sao transferidas para uma superficie sélida. Nos tltimos anos o método
de adsorcao tem sido bastante usado, por exemplo, na remocao de poluentes organicos e
inorgénicos (tais como metais téxicos e corantes) de meios aquosos [92] e na purifica¢ao
de biomoléculas (DNA, RNA, proteinas,...) a partir de amostras biolégicas. Esse método
se destaca por proporcionar um processo rapido e limpo, ou seja, na maioria das vezes nao
se necessario o uso de produtos toxicos. Além disso, o processo de adsor¢ao é econdmico
e relativamente facil de ser implementado. Detalhes de um processo de adsorcao sao

mostrados na Figura 3.1.

Dessorcdo Adsorvato

Fasequulda O O OO Q OT O O
. .-l---;;,;;,;;;, ..... o’

.c Qo
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Fase solida S, SR et VA el T 3 e %:—- Adsorvente

Figura 3.1: Componentes de um processo de adsor¢ao. Adaptado da Ref. [93].

O material sélido no qual ocorrerd a adsor¢ao denomina-se adsorvente, enquanto que
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as espécies que vao ser adsorvidas sao referidas como adsorvatos. Quando as condig¢oes
do meio liquido, como por exemplo a temperatura e o pH, sdo modificadas, o adsorvido
podera ser liberado da superficie, voltando assim para a fase liquida. Esse tltimo processo
é conhecido como dessorgao [93].

Os materiais adsorventes podem ser classificados como naturais e sintéticos. Os pri-
meiros podem ser encontrados em abundancia, do que sao exemplos o carvao, argilas e
zeodlitos, entre outros. Ja os adsorventes sintéticos podem ser preparados a partir de pro-
dutos agricolas, residuos industriais e adsorventes poliméricos. Cada material adsorvente
possui caracteristicas unicas, tais como densidade e estrutura dos poros e a natureza da
sua superficie [94].

O processo de adsorcao pode ser classificado em fisissor¢ao e quimissorcao. A fisissor-
¢ao ocorre quando a interagoes predominantes entre o adsorvato e o adsorvente sao fracas,
como ¢ o caso das forgas de Van der Waals. Por outro lado, na quimissor¢ao as moléculas
do adsorvato se unem a superficie do adsorvente através de ligagdes quimicas (ou seja, via
uma interacao forte) [92,95]. No processo de adsorgao diversos fatores podem influenciar
a interacao entre o adsorvente e o adsorvato, como a temperatura, a area superficial do

adsorvente, e o pH do meio.

3.2 Isotermas de adsorcao

Quando se pretende utilizar um adsorvente para a remocao de um determinado soluto
1 ¢ de fundamental importancia conhecer algumas informacoes bésicas sobre o sistema,
como por exemplo, o seu comportamento no equilibrio. Para analisar o sistema no equili-
brio, mantendo constante a temperatura, inicialmente um material adsorvente de massa
(m) é colocado a interagir com o adsorvato (com concentracao inicial Cp) em um certo
volume (V). Com o passar do tempo, as moléculas presentes na solu¢do irdo migrar para
o adsorvente, até que seja atingido o equilibrio; nesse momento, a concentragao de soluto
(C,) em solugdo permanecera constante. A partir dos dados obtidos, podemos encontrar a
capacidade de adsorcao (¢.) do adsorvente. Esse procedimento é repetido para diferentes
concentragoes iniciais. A partir disso, podemos montar um grafico da variacao de ¢, versus

Ce, que é conhecido como isoterma de adsorcao, uma vez que o processo foi inicialmente

ISoluto: substancia que sera adsorvida pelo material adsorvente.
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realizado a uma temperatura constante. As concentragoes podem ser determinadas, por
exemplo, através da espectroscopia no ultravioleta visivel, enquanto que a capacidade de
adsor¢ao do adsorvente no equilibrio é obtida através da relagao [95]

(CO - Ce)

=V (3.1)

onde V' é o volume total da solucao (L), m é a massa de adsorvente (g), ¢ ¢ a capacidade
de adsorgao no equilibrio (mg/g), Cy e C. sao as concentragoes inicial e no equilibrio de
soluto (mg/L), respectivamente.

Na literatura existem diferentes modelos de isoterma que podem servir para ajustar
o grafico de ¢, versus C,, e a partir desses ajustes a capacidade maxima de adsor¢ao
do adsorvente pode ser encontrada. Aqui vamos apresentar os modelos de isotermas de

Langmuir e Freundlich, que sao aqueles mais amplamente utilizados.

3.2.1 Isoterma de Langmuir

Em 1932, Irving Langmuir ganhou o prémio Nobel de Quimica devido a sua grande
contribui¢do na area de quimica de superficies [96]. Em seu modelo, Langmuir considerou
a adsor¢ao de um gas ideal sobre uma superficie, e presumiu que o gas seja adsorvido a
uma série de diferentes locais na superficie do sélido. Devido a essa analise, o modelo de
isoterma de Langmuir é também conhecido como modelo de monocamada e descreve a
adsor¢ao em supeficies homogéneas. A Figura 3.2 mostra o exemplo do efeito da adsor¢ao

em monocamada [97].

PSR 0 0
B Ea 1

Figura 3.2: Modelo de monocamada de Langmuir. Os pontos pretos representam os sitios de
adsorgdo e as elipses brancas as moléculas adsorvidas. Adaptado da Ref. [97].

Apés a andlise do sistema, ele apresentou uma série de pressupostos basicos em relacao

a seu modelo [98]:
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1. As moléculas sao adsorvidas em locais definidos na superficie do adsorvente;
2. Cada local pode acomodar apenas uma molécula (monocamada);

3. As moléculas adsorvidas nao interagem umas com as outras;

4. A energia de adsor¢ao ¢ a mesma em todos os locais.

A equacgao de isoterma de Langmuir relaciona o volume do gas e pressao e é dada na

forma

Vi, bP
V= 1+bP ’

(3.2)

onde V é o volume de gas adsorvido a uma pressao P, V,, é o volume adsorvido
quando todos os sitios da superficie adsorvente estdo ocupados, b é a constante de Lang-
muir. Esse modelo também pode ser aplicado para solugoes liquidas, agora relacionando

a concentracao do soluto e a capacidade de adsor¢ao, quando pode ser expressa na forma

_ meCe
=100,

(3.3)

onde ¢, € a quantidade maxima de moléculas adsorvida por unidade de massa de
adsorvente e b é uma constante de Langmuir. Em sua forma linear, a Equacao 3.3 pode
ser expressa como
Ce 1 Ce

B . 3.4
Qe bgm  Gm ( )

Para encontrar o valor das constantes, é necessario fazer a regressao linear do grafico

de C¢/qe em funcao de Ce.

3.2.2 Isoterma de Freundlich

O modelo de isoterma de Freundlich foi proposto em 1909 por Herbert Freundlich [99].
Em seu trabalho, Freundlich apresentou uma relagdo empirica entre a quantidade de gas
adsorvido por unidade de massa de adsorvente e pressao a uma determinada temperatura.
Este modelo descreve a adsor¢ao em superficies heterogéneas, ou seja uma situagao em que
mais de uma molécula pode estar em um tnico sitio e a adsorcao ocorre em configuracao

de multicamada (ver Figura 3.3) [98]. Além disso, as energias dos sitios de adsorgao
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podem ser distribuidas de uma forma exponencial, situacao distinta ao que ocorre com o

modelo de Langmuir, no qual se assume que as energias sao distribuidas uniformemente.

2 l 19 4
P N
GPRABERGITIAGRIRIIRIase d *; L

Superficie Heterogénea

Figura 3.3: Modelo de Freundlich que descreve a adsor¢gdo em uma superficie heterogénea.
Adaptado da Ref. [100].

A equacgao que descreve esse modelo no caso de um géas é dada na forma

1
V=KpPn (3.5)

onde V é o volume de gés adsorvido a uma pressao P, 1/n é a constante de hetero-
geneidade da superficie e Kr é a constante esté relacionada a capacidade de adsorcao de
Freundlich. A equacao de Freundlich para solu¢des toma a forma

1

onde ¢, é a quantidade de soluto adsorvido, m a massa do adsorvente, C, é a concen-
tragdo de soluto no equilibrio. Em sua forma linear, a equagao de Freundlich pode ser

obtida pela aplicagao do logaritmo em ambos os lados da Equacao 3.6, ou seja,

1
logge =log Kp+ —logC, : (3.7)
n

A variacao de logge como fungao de logC,. permite obter as constantes presentes na
equacao.
Na literatura existem outros modelos de isotermas de adsor¢ao, como por exemplo o

modelo de Temkin e Dubinin-Radushkevich [101].
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3.3 Cinética de adsorgao

A investigacao da cinética de adsor¢ao, ou seja, a velocidade com que as moléculas sao
adsorvidas no material, é de suma importancia para conhecer o mecanismo de interacao
entre o adsorvato e o adsorvente. A velocidade da adsorcao depende de alguns parametros,
como a concentracao inicial de adsorvato, temperatura da solugao, pH do meio, velocidade
de agitacao, tamanho dos poros do adsorvente, dentre outros fatores. Existem diferentes
modelos cinéticos na literatura que investigam qual mecanismo de adsor¢ao melhor se
aplica a um determinado sistema, como os de pseudo primeira ordem, pseudo segunda

ordem e o modelo de Morris-Weber, os quais serao apresentados a seguir.

3.3.1 Pseudo primeira ordem

O modelo de cinética de pseudo-primeira ordem, proposto por Lagergren em 1898, foi
um dos primeiros modelos a descrever o processo de cinética de adsor¢ao e esta relacionado
a processos fisicos, onde a variacao da taxa de adsor¢ao em relagao ao tempo como funcao
da capacidade de adsorcao [102] é dada na forma

dgy

at = kl(Qe_Qt) . (3'8)

Integrando, e aplicando as condigoes de contorno t=10, ¢t=0 e a t =1, ¢ = ¢,
obtemos

log(ge — qt) = log(ge) (3.9)

_ mﬁt ,

onde k; é a constante da taxa de adsorcdo de pseudo primeira ordem (min~7), g
e ¢ sdo as quantidades de soluto adsorvido no equilibrio e em um instante ¢ (mg/g),
respectivamente. As constantes sdo obtidas por regressao linear, através do grafico de

log(ge — q¢) versus t.

3.3.2 Pseudo segunda ordem

O modelo cinético de pseudo segunda ordem foi apresentado por Ho e Mckay, em
1999 [103]. Esse modelo de velocidade esté relacionado com a adsor¢do quimica, ou qui-
missorc¢ao, ou seja, o processo onde ocorre a partilha ou troca de elétrons entre adsorvente

e o adsorvato [103,104]. A equacao que descreve esse modelo é dada por
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th )
(g — . 3.10
7 2(qe — qt) (3.10)

Integrando, e aplicando as seguintes condicoes de contorno t =0, ¢t=0 e a t =t,

gt = q¢, obtemos

1 —_
Ge—q  (ge)

Em sua forma linear, essa expressao pode ser reescrita como

+kot . (3.11)

t 1 t
= 4 7 3.12
qt kQ(Qe)Q Ge ( )

onde ks é a constante da taxa de adsorcdo de pseudo segunda ordem (min~!), e
¢e € q; sdo a quantidade de soluto adsorvido no equilibrio e em um instante ¢ (mg/g),
respectivamente. As constantes podem ser obtidas por regressao linear, através do grafico

de é versus t.

3.3.3 Morris-Weber

O modelo de cinética de Morris-Weber foi proposto em 1963 por Walter J. Weber e
J. Carrell Morris [105]. Esse modelo afirma que o processo de adsor¢ao ocorre por meio
de difusao do soluto através dos poros de um dado material, no que pode ser chamado de
difusdo intraparticula [106]. A equacao caracteristica desse modelo diz que a quantidade
de soluto adsorvida em um dado tempo ¢ (¢;) varia de acordo com a raiz quadrada do

tempo, sendo na forma

g = kigt"+C | (3.13)

onde k;q (min~') e C sdo as constantes de velocidade de difusdo intraparticula.

Dessa forma o modelo diz que ao se aplicar a regressao linear, a reta deve passar
pela origem, quando o processo ocorre devido a difusao intraparticula. Caso contrério,
esse mecanismo nao é o unico parametro que controla a adsorcao. As constantes sao
determinadas por regressdo linear, através do grafico de ¢; versus t°.

Neste trabalho, tanto diferentes modelos de isoterma, quanto os de cinética foram

aplicados para o estudo de adsor¢do do DNA na membrana de PS/PANI.
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3.4 Meétodos de extragao e purificacao de DNA

A extragdo e purificagdo de biomoléculas (DNA, RNA, proteinas, etc) é um procedi-
mento fundamental em laboratérios de biotecnologia, sendo uma etapa inicial em diversas
praticas clinicas, como no diagnéstico de doengas, provas forenses, e na identificacao de
organismo e materiais transgénicos. Para essas andlises, inicalmente é feita a coleta de
uma amostra bioldgica, como o sangue, saliva, tecido ou fios de cabelo. Depois da coleta,
é preciso liberar todos os componentes da célula (proteinas, RNA| lipidios, entre outros),
incluindo o DNA. Dessa forma, ao longo dos ultimos anos, diferentes métodos e tecno-
logias tém sido desenvolvidos para extracao de DNA. Esses métodos de extracao podem
ser classificados como de fase liquida e fase solida. De forma geral, em principio ambos os
métodos sao inicialmente executados com um procedimento conhecido como lise celular,

que ocorre em uma série de etapas, na forma [5]:

1. Rompimento da parede celular do material de origem por meio do uso de detergentes

(por exemplo, o surfactante SDS) para liberar todos os componentes;

2. A préxima etapa é a desnaturacao de complexos nucleoproteicos, utilizando a enzima

proteinase K ou outros compostos;

3. Inativacdo do DNA (usando a enzima DNase) em caso de extragdo do RNA e ina-

tivagdo do RNA (enzima RNase) na extragdo do DNA;

4. Apos esses procedimentos, a amostra estd preparada para a extracao do DNA.
A seguir discutimos brevemente alguns métodos de extracao de biomoléculas.

3.4.1 Extracao por fase liquido - liquido

O método de extragdo de biomoléculas por fase liquido-liquido, também conhecida
como sendo a técnica convencional de extragao, se baseia no uso de uma série de solventes
organicos para a precipitacgao da molécula de interesse. Esse método é principalmente
utilizado na extracdo de DNA, RNA e proteinas. Geralmente, na extracdo de DNA se
utiliza como solvente orgénico uma mistura de fenol/cloroférmio (1:1) [107,108]. As etapas

de extragao por fase liquido-liquido podem ser explicadas na forma [109]

1. Inicialmente é feita a lise celular;
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2. Posteriormente, uma mistura de fenol-cloroférmio (1:1) é adicionada, e por centri-
fugacao a solugao é separada em duas fases (aquosa e orgénica), separadas por uma
camada na interface. Na fase aquosa, se encontra o DNA enquanto que na fase orga-
nica estao contidos os outros residuos, ficando as proteinas na camada de interface

entre as duas fases;
3. Finalmente, o DNA é recuperado por precipitagao, utilizando o etanol.

A Figura 3.4 ilustra as etapas de extracao e purificacdo pelo método de fase liquida.

.
Célula
 smiam,
f .ﬂ Fase aquosa ‘
' Interface: Proteinas —

i
= ‘
I ‘ Fase organica
| 4 l(iipl’dios, RNA...) L

Adicao dos — Adicdo do
solventes Separagdo de Etanol para

organicos fases precipitacao

do DNA

Figura 3.4: Extracdo de DNA por fase liquido-liquido. Adaptado da Ref. [110]

Esse método é considerado muito eficiente, porém apresenta algumas limitagoes, como
o longo tempo (aproximadamente, 1 hora e meia - 2 horas, dependendo da amostra [111,
112]) envolvido no processo (tanto na separacao das fases, quanto na precipitacao) e,
principalmente, o uso de solventes téxicos que, além de prejudicarem a satde humana,

podem agredir o ecossistema e contaminar o DNA extraido [113].

3.4.2 Extracao e purificacao por fase sélida

Atualmente a extracao por fase sélida é uma das mais utilizadas para o isolamento
do DNA. Esse procedimento se destaca por envolver um processo de maior rapidez e
eficiéncia [114,115]. Além disso, ndo é necessario na maioria das vezes o uso de solventes
organicos toxicos, o que torna a purificacao livre de contaminantes. Na extragao de DNA
por fase solida, os procedimentos podem ser realizados com auxilio de um tubo, onde na
parte externa encontra-se o material sélido no qual o dcido nucleico serda adsorvido. A
adsorcao do acido nucleico s6 serd possivel com o ajuste das condi¢oes do meio (como o

pH). Esse material sélido pode ser baseado na tecnologia de silica, separagdo magnética,
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ou troca i6nica. Atualmente podem ser encontrados no mercado kits de extragao de acidos
nucleicos que contém uma coluna com o material solido e as solu¢oes necessarias para a
realizacao dos procedimentos. Para a escolha correta de um kit de extragao, uma série de
fatores devem ser considerados, como por exemplo a origem da amostra (sangue, tecido,
etc), quantidade de amostras a serem analisadas, pureza, peso molecular do DNA| entre

outros.

e Separacgao por silica

Diferentes kits de extracao encontrados no mercado utilizam a silica como material
adsorvente. Esse material pode estar em formato de membranas, ou particulas. A
adsorcdo do DNA na superficie desse material é favorecida pela presenca de uma

2 como por exemplo o perclorato de sédio,

elevada concentracao de sais caotropicos
que sao responsaveis pela desnaturacao das proteinas. O principio da purificagdo
do DNA se baseia na elevada afinidade da estrutura principal do DNA carregado
negativamente com as particulas de silica com carga positiva. As etapas bésicas

para a extragao e purificagdo do DNA sao apresentadas abaixo [116].

1. Inicialmente é feita a lise celular;

2. Por centrifugacao, o acido nucleico é adsorvido na superficie solida, sendo o

sobrenadante com os contaminantes descartado;

3. Adiciona-se a solugdo de lavagem para garantir a remoc¢ao dos contaminantes

(a quantidade de lavagem e secagem depende do kit);
4. Por fim, adiciona-se uma solugao de elui¢ao de baixa salinidade, para liberar o

DNA ligado a superficie sélida, que é coletado na parte inferior do suporte [117].

A Figura 3.5 ilustra as etapas do processo de extracao de DNA por fase sélida,

utilizando uma matriz de silica.

2Sais caotrépicos: responsaveis pela quebra de ligacdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e
hidrofébicas.
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Figura 3.5: Extracao de DNA por fase sélida. Etapas do processo (1), DNA ligado ao material
(2). Adaptado da Ref. [118].

e Separacao magnética

A extragdo de DNA por separagdo magnética tem alcangado muito interesse nos
ultimos anos, pois essa metodologia representa um procedimento simples, rapido e
limpo. Nesse método sao geralmente utilizadas particulas magnéticas de Fe30y4 e
vFea03 [119] revestidas com um composto que possua afinidade com o dcido nucleico
como, por exemplo, alguns polimeros condutores (por exemplo, a polianilina) [12].

Os passos realizados com esse sistema sdo mostrados na Figura 3.6.

1. Lise celular;
2. As particulas magnéticas sao adicionadas;

3. Posteriormente, o DNA é adsorvido na superficie das particulas magnéticas e
com, auxilio de um ima, o complexo particulas-DNA ¢é retido na parede do

suporte;

4. Em seguida, o sobrenadante com os contaminantes ¢ descartado e adiciona-se

a solucao de lavagem;

5. Por fim, uma solucao de elui¢ao é adicionada para liberar o DNA ligado as

particulas magnéticas.
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Figura 3.6: Extracdo de DNA por fase solida, utilizando particulas magnéticas modificadas.
Adaptado da Ref. [120].

3.5 Eletroforese

A técnica de eletroforese em gel é uma metodologia bastante utilizada em diversos
laboratoérios para a andlise do tamanho dos fragmentos de acidos nucleicos (DNA/RNA)
e proteinas. A eletroforese se baseia na migracao de uma molécula carregada pelo interior
de um gel, sob a influéncia de um campo elétrico [121]. Um exemplo é o caso da molécula
de DNA, que apresenta uma carga liquida negativa devido a presenca dos grupos fosfatos;
assim, quando exposta a acao de um campo elétrico, ela irda migrar do catodo para o
dnodo [122,123].

3 ou pela poliacrilamida. No caso do

Os géis podem ser preparados com agarose
DNA, o tipo de gel a ser utilizado vai depender do tamanho de fragmentos que se queira
visualizar. O gel de agarose é formado pela dissolucao desse composto em agua fervente,
e se torna solidificado com a diminui¢ao da temperatura. Devido a sua alta porosidade
(que pode ser ajustada de acordo a concentragao usada), geralmente se utiliza o gel de
agarose para a separacao de fragmentos que variam de 0,2 kb a 50 kb 4, enquanto o gel
de poliacrilamida é mais usado para a separacao de fragmentos pequenos [123].

Para a execucao da eletroforese em gel de agarose, inicialmente o gel é preparado uti-
lizando uma solugdo tampao e uma quantidade de agarose (que depende da concentragao
desejada). Antes do gel se solidificar, uma quantidade de corante ¢é adicionada ao liquido.

Esse corante ira se ligar as bases do DNA, permitindo a visualizacao por fluorescéncia

dos fragmentos na presenga da luz ultravioleta. Quando a temperatura é diminuida (para

3 Agarose: polissacarideo extraido de algas marinhas.
41 kb = 1000 pares de bases.
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aproximadamente 50°C), o gel é colocado em um recipiente, onde se encontra um aces-
sorio acoplado, responsavel pela criagao dos pogos onde serao depositadas as amostras.
Apos a solidificacdo, o gel é transferido para a cuba de eletroforese e uma quantidade
de solugao tampao anteriormente preparada é adicionada a cuba, até ocorrer a imersao
do gel solidificado. Em seguida, retira-se o acessoério com cautela, para que nao haja a
quebra dos pocgos formados. Posteriormente, as amostras de DNA a serem analisadas sao
colocadas com cuidado dentro de distintos pocos, juntamente com um corante que permite
aumentar a densidade da amostra (esse corante impede que a amostra saia do pogo). Além
disso, uma amostra de DNA padrao, com tamanhos de fragmentos conhecidos, também é
adicionada para fins de comparagao ao final do procedimento. Depois disso, a tampa da
cuba ¢ fechada e os eletrodos positivos e negativos sao conectados a fonte. Em seguida a
fonte é ligada, aplicando uma voltagem de 1 a 5 V por centimetro, um valor que depende
da distancia dos eletrodos da fonte. Neste momento, a amostra de DNA saira do poco
e penetrara no poros do gel, migrando do lado negativo para o positivo. Ao longo dessa
corrida, os fragmentos menores migram mais rapidamente do que os maiores. A fonte
de alimentacao é desligada apds certo tempo, a depender do tamanho de fragmento que
se queira analisar. Apds o desligamento, o gel é entao transferido para um equipamento
conhecido como transiluminador [123]. Na Figura 3.7 é mostrada a cuba de eletroforese
em configuragao horizontal (pode ser encontrada também em configuracao vertical), com
o gel e as amostras imersas nos pogos (1). Além disso, também se mostra o gel apds a

migracao, com indicagao de separac¢ao dos fragmentos (2).
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Figura 3.7: Cuba de eletroforese. Adaptado da Ref. [124].
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3.6 Aplicagcao do DNA

Ap6s sua purificagdo, o DNA obtido pode ser utilizado em diversas aplicagoes, como
por exemplo, nas ciéncias forenses. Quando uma amostra é recebida para andlise, ini-
cialmente o DNA ¢é extraido e purificado por meio de algum dos métodos que foram
apresentados anteriormente. Geralmente, apdés a purificacdo a quantidade de DNA ob-
tida ¢ insuficiente para analise laboratorial, e dessa forma se faz necessaria a amplificagao
dessa amostra. A amplificacao é possivel através da utilizacdo um método conhecido como
reagdo em cadeia de polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction). A seguir

apresentaremos uma breve explicagao sobre essa técnica.

3.6.1 Reacgao em cadeia de polimerase (PCR)

A técnica de reagdo em cadeia de polimerase foi desenvolvida por Kary Mullis, em
1983 [125]. Essa técnica permite a repeticdo de um tnico segmento de DNA especifico
diversas vezes, em intimeras copias idénticas, a partir de uma mistura de moléculas de
DNA. Atualmente, a técnica de PCR é bastante utilizada em laboratorios médicos e de
biologia molecular para testes de diagnéstico, analises forenses, entre outras aplicagoes.
Para executar esta técnica é basicamente necessario utilizar iniciadores (primers) de DNA
e uma enzima especial conhecida como DNA polimerase, nucleotideos e uma solugao
tampao. A sequéncia de etapas para execuc¢ao da reacdo em cadeia polimerase é resumida
a seguir. Essa sequéncia acontece em ciclos, sendo que a quantidade necessaria de ciclos

depende da quantidade de copias de interesse [126,127].

1. Inicialmente, uma pequena quantidade de solugdo contendo a amostra de DNA
(cadeia dupla) é aquecida (até aproximadamente 94°C), com o intuito de quebrar
as ligagoes de hidrogénio e desnaturar o DNA (formando duas cadeias de DNA

simples);

2. No préximo passo, a temperatura é reduzida (geralmente para 40°C a 65°C ), e
os iniciadores se ligam ao DNA de cadeia simples (processo conhecido como hibri-
dizac¢do). Deve ser lembrado que os iniciadores utilizados sdo complementares as

sequéncias de bases especificas de ambos os lados da sequéncia de DNA;

3. Em seguida, a temperatura é aumentada para cerca de 72°C, permitindo assim que
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o enzima DNA polimerase inicie uma sintese para complementar a cadeia de DNA
com os nucleotideos presentes na solucao, de que resultam em moléculas de DNA

de cadeia dupla.

Caso o processo de PCR nao seja interrompido, as etapas, 1,2 e 3 podem ser repetidas n
vezes em ciclo continuo, aumentando exponencialmente (2") o nimero de cépias idénticas
da mesma cadeia de DNA inicial. Depois de terminada a amplificacao, a amostra obtida
¢ analisada por meio de outras técnicas e procedimentos para determinar o perfil genético
de DNA alvo (como, por exemplo, o sequenciamento e a eletroforese). A Figura 3.8 mostra

as etapas descritas anteriormente.

L /
L 3

* 5 3 5 3 /“ \
reeerI T T
“ ? '/' o - w ¥ 5 T -~
5 ’ 3 o b i 0
HHHHHIL ® 8 2 0
3 5\ o 1 9
o SEPIRP-..J
,‘ Toe ’ ’ \ |m§uu - m&uu \

3 5 3 5 \ “““" /'
N

5’ 3/
© Desnaturagsio “ﬁ‘ﬁ H ONA oricinal e
® Hibridizacgo . HH b original a ser replicado

© Alongamento
- Primer

¥ Nucleotideo

Figura 3.8: Reagdo em cadeia polimerase. Adaptado da Ref. [128].

Todos os conceitos apresentados neste capitulo foram de fundamental importancia
para o conhecimento basico sobre processos de adsorcao. Além disso, foram mostradas
algumas tecnologias usadas para extragdo e purificagio de DNA. No proximo capitulo

serao relatadas as diferentes técnicas de caracterizacao utilizadas neste trabalho.



4
Fundamentos das técnicas de
caracterizacao

Neste capitulo apresentaremos uma revisao basica sobre as diferentes técnicas de ca-

racterizacao utilizadas neste trabalho.

4.1 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica fundamental para ané-
lise da superficie de materiais microestruturadas, podendo ser utilizada para o acompa-
nhamento das diferentes fases de producao. Essa andlise permite conhecer o material
detalhadamente por meio da obtengao de imagens com alta resolucao (> 100 000 vezes,
dependendo do equipamento), permitindo um melhor entendimento sobre suas propri-
edades e também a observagdo de eventuais defeitos estruturais (como os granulos na
superficie das fibras de poliestireno, mostrada na Secao 2.4.1.3). Atualmente, essa técnica
tem sido utilizada em diferentes areas, como a quimica, ciéncias dos materiais e biologia.

O principio de funcionamento do MEV é baseado na incidéncia de um feixe de elétrons
de pequeno didmetro (~ 1OOA) . Esse feixe provém geralmente de uma fonte catédica de
tungsténio, e os elétrons sao subsequentemente acelerados através de um anodo e, por meio
de um sistema de bobinas de deflexao, o feixe pode ser direcionado de tal forma a varrer a
superficie da amostra. Quando o feixe atinge a superficie da amostra, ocorre uma série de
eventos, tais como a emissao de elétrons secundarios e elétrons retroespalhados, raios-X,
elétrons Auger e fétons, entre outros. Esse fenomeno fornece dados sobre a natureza da
amostra, como a topografia da superficie e sua composicao. O sinal, que é recolhido por
um detector, pode ser transformado em sinal de video para o computador, permitindo

assim a observacao da imagem [129,130].
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Basicamente, o equipamento utilizado na caracterizagdo por microscopia eletronica de
varredura é composto por uma coluna ética, um sistema de vacuo, eletronica e software
[131]. A Figura 4.1 ilustra alguns dos componentes que compoem o microscopio eletronico
de varredura.

Uma discussao detalhada sobre o principio de funcionamento de um microscépio ele-
tronico de varredura pode ser encontrado na Ref. [132].
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Figura 4.1: Componentes de um microscépio eletrénico de varredura. Adaptado da Ref. [131].

Para caracterizacao por MEV, inicialmente a amostra a ser analisada deve ser devi-
damente revestida por uma camada de uma substéncia condutora (caso a amostra ja seja
intrisicamente condutora, nao ha necessidade dessa preparagao). Isso se faz necessario,
uma vez que se as amostras nao fossem condutoras elas poderiam absorver os elétrons
e acumular uma carga liquida negativa, o que repeliria o feixe de elétrons [133]. Dessa
forma, a metalizagdo é necessaria para conduzir os elétrons ao fio terra conectado ao porta

amostra.

4.2 Angulo de contato

A molhabilidade de um material sélido pode ser definida como a tendéncia que um
liquido tem de se espalhar por sua superficie. O grau de molhabilidade da superficie de

um dado material pode ser investigado através da medida de dngulo de contato (6). Essa
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caracterizagdo é de fundamental importancia em distintas aplicagdes, do que é exemplo
importante a industria de embalagens, que utiliza materiais com baixa energia superficial
(como determinados tipos de plastico) e necessita aplicar um acabamento ao produto,
como impressao ou até mesmo um revestimento de tintas [134]. Neste caso, o angulo
de contato do liquido tem que ser minimo, para obtermos um perfeito espalhamento no
material. A determinagao do angulo de contato também se faz necessario quando do uso
da aplicagao industrial de diferentes produtos derivados do petréleo (6leo, gasolina, etc),
como por exemplo, processamento de certos materiais como o ago [135,136].

O célculo do angulo de contato pode ser realizado por meio de uma equagdo matema-
tica proposta por Thomas Young em 1805 [137]. Essa equagao relaciona a agiao de trés

tensoes de superficie entre as interfaces solida (S), liquida (L) e vapor (V), na forma

VSV —YSL
cosf) = ==~

, 4.1
v (4.1)

onde Y1y, vsv, VsL, indicam as tensoes interfaciais entre o liquido - vapor, solido - vapor
e solido - liquido, respectivamente. Na Figura 4.2 é representado um material que tem
afinidade por um liquido, caso em que o angulo de contato serd menor que 90°, quando o
material é entdo denominado como hidrofilico. Por outro lado, quando temos um angulo
maior do que 90° e menor do que 150°, a superficie é considerada hidrofébica, e para

angulos maiores que 150°, o material é dito superhidrofébico.

SR - N 41 4 ' : . . ;

o<gr = 90° < @ < 150° 0>150°
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N |

Figura 4.2: Representagao de superficies hidrofilica, hidrofébica e superhidrofébica. Adaptado
da Ref. [138].

A tensao superficial é um fator determinante para a forma que toma a gota de um
liquido. Para exemplificar isso, consideremos uma gota de dgua, como representado na

Figura 4.3. As moléculas de dgua situadas mais préoximas do centro da gota estao rodeadas
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de moléculas vizinhas, o que faz com que haja atracao sobre elas a partir de todas as
dire¢oes. No entanto, as moléculas que estdo na superficie terminam por serem puxadas
para o interior. Com isso, o liquido se contrai em sua superficie para alcancar a situagao de
menor energia, formando gotas esféricas [138]. O mecanismo responsavel pela contragao

da gota contrair é denominado de tensao superficial.

O 4-. —><—}f. 4_..’—»
Sélido

-
»

Figura 4.3: Moléculas de um liquido interagindo entre si. Adaptado da Ref. [138].

O equipamento usado para por medir o angulo de contato é composto basicamente
por uma fonte de luz, uma video-camera, uma seringa e um computador, como mostrado
na Figura 4.4. Inicialmente, a video-cAmera captura a imagem da gota do liquido que é
liberada pela seringa na superficie do material, sendo em seguida o dngulo calculado por

meio de um software, com base na equagao de Young.

Material

Suporte
HHEHEE

Figura 4.4: Esquema do equipamento medidor de dngulo de contato.

O angulo de contato entre um liquido e um sélido pode ser diminuido através da
aplicacao de diferentes técnicas que permitam o aumento da energia de superficie dos
materiais e, consequentemente, o aumento de sua molhabilidade. Na proxima se¢ao, serd
discutido o tratamento a plasma, uma técnica eficiente capaz de alterar as caracteristicas

de uma superficie sélida.
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4.2.1 Tratamento a plasma

O parametro que determina o grau de molhabilidade de um dado material é a polari-
dade elétrica de suas moléculas. Essa polaridade resulta das diferencas de eletronegativi-
dade entre os dtomos das molectilas e a geometria [139]. Na Figura 4.5 é mostrada uma

variedade de materiais de acordo com seu grau de polaridade.

Alta polaridade
Nylon 6

Polietileno Tereftalato
Nylon 6

Tereftalato de polietileno (PET)
Acetato de celulose
Policarbonato (PC)
Acetato de polivinila
Paliestireno

Alcool polivinilico
Polietileno
Polibutadieno
Borracha natural
Polipropileno

Baixa polaridade

Figura 4.5: Relagdo de polimeros de acordo com o grau de polaridade. Adaptado da Ref. [140]

Umas das técnicas que promovem o aumento dessa energia superficial e permitem a
melhora da adesao dos materiais é o tratamento a plasma. O plasma pode ser considerado
como o quarto estado da matéria (juntamente com os estados sélido, liquido e vapor)
formado por um gas ionizado composto por elétrons, fons e &tomos neutros. A base para a
formacao do plasma deve-se ao aquecimento de um gas, que pode induzir a dissociagao das
moléculas em seus atomos com radicais constituintes e também a ionizacao das moléculas
ou atomos do gas, transformando-o em um plasma com particulas neutras, ions e elétrons
[141]. O tratamento a plasma é utilizado ndo sé para melhorar a adesdo, mas também
em processos de limpeza de superficies (como na preparagdo de um material antes de
colagens), em biomateriais (na esterilizagdo de superficies), entre outras aplicagoes. No
tratamento a plasma para aumentar a adesao, o gas ionizado ativa a superfice do material,
alterando suas propriedades e caracteristicas. No caso de um material polimérico, a
ativacao ocorre através da quebra de ligacoes fracas no polimero, permitindo a adi¢ao de
grupos altamente reativos, como o carbonilo, carboxilo ou hidroxilo [142]. Um exemplo
do efeito do plasma em um polimero pode ser visto na Figura 4.6, onde é mostrada a
cadeia principal do poliestireno. A estrutura desse polimero é composta por carbonos

e hidrogénios, que apresentam eletronegatividade similar, o que faz com que o material
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seja considerado como um polimero apolar, ou seja, hifrofébico [143]. Apds a exposigao
ao plasma, a cadeia principal do poliestireno ¢ rompida, permitindo a adi¢ao de grupos

funcionais [144].
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Figura 4.6: Estrutura do poliestireno ap6s do tratamento a plasma: quebra das ligagoes apolares
do poliestireno possibilita a adigdo de grupos funcionais polares. Adaptado da Ref. [144].

4.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel

A espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma técnica muito utilizada para exa-
minar a absorcao de luz por compostos organicos e inorganicos, possibilitando a analise
quantitativa (como a concentragao de uma determinada substancia) da composigao de um
determinado material [145]. A incidéncia da radiacdo eletromagnética permite a excita-
¢ao de elétrons dos dtomos e moléculas a partir de niveis de energia mais baixos (estado
fundamental) para os mais elevados, ou seja, quando uma molécula absorve energia, um
elétron é promovido de um nivel ocupado para um nivel desocupado de maior energia;
quando o elétron retorna para ao seu nivel original, ocorre a emissao de radiacao. No caso
da radiacao na faixa do ultravioleta-visivel, a absor¢ao corresponde a transi¢oes entre
niveis de energia eletronicos [146,147]. Por exemplo, as possiveis transi¢oes eletronicas de
uma molécula conjugada estao representados na Figura 4.7.

O espectro no UV-vis representa apenas uma pequena faixa do espectro eletromag-

nético (190-780)nm, que inclui outras formas de radiagdo, tais como ondas de radio,
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Figura 4.7: Possiveis transi¢oes eletronicas. Adaptado da Ref. [146]

infravermelho (IV), raios X e raios 7 (ver Figura 4.8).
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Figura 4.8: Espectro eletromagnético. Adaptado da Ref. [148].

A absorbéancia (Ab) pode ser relacionada com a concentragao de uma substancia em
solugao, o que permite a andlise quantitativa. A relacao entre esses dois parametros é

conhecida como Lei de Beer-Lambert [146], que pode ser escrita como
Ab=ecl : (4.2)

onde Ab é a absorbancia medida, ¢ é o coeficiente de absorcao da amostra e [ é o compri-
mento 6ptico (distancia percorrida na amostra).

O equipamento que possibilita a realizacdo de medidas de espectroscopia UV-Vis é
conhecido como espectrofotémetro. Basicamente, esse equipamento é composto por uma
fonte de luz, um monocromador, compartimento de amostras e um detector. A Figura 4.9
ilustra duas configurages de espectrofotometro: em (1), temos um modelo convencional
de feixe tinico e em (2), o de feixe duplo, onde neste caso sdo comparados os espectros de

uma solucao de referéncia e da amostra.
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Figura 4.9: Esquema de distintos espectrofotometros. (1) feixe tnico e (2) feixe duplo. Adap-
tado da Ref. [149]

Como exemplo, o espectro UV-vis da polianilina é mostrado na Figura 4.10. Como
discutido na Segao 2.3.2, esse polimero condutor varia sua coloragao de acordo com seu
estado de oxidacdo. Na Figura 4.10 a curva espectral da PANI é mostrada em trés
diferentes estados. A base leucoesmeraldina, que é o estado totalmente reduzido (y=1) da
PANI, apresenta um pico de absorcao em 343 nm, que esta relacionado a transicao m—*.
O estado de oxidacao base esmeraldina (y=0,5) apresenta um pico em 330 nm, também
atribuido a transicao m —7*, e uma segunda banda em 637 nm, que esta relacionada com
a transferéncia de carga. Finalmente, o estado pernigranilina (estado totalmente oxidado,
y=0) apresenta uma banda em 330 nm, que é atribuida a transi¢do = — 7*, além ds picos
em 283 nm e 530 nm [150, 151].

Em biotecnologia, a espectroscopia UV-Vis é geralmente utilizada para a determinacao
da concentracdo de DNA, RNA e proteinas em solugdo. Os acidos nucleicos, em especial,
apresentam uma forte absor¢ao na regiao de A = 260 nm (valor médio). Essa absorgao se
deve a transigao eletrdnica m — 7* nos anéis das bases nitrogenadas pirimidina (citosina,
timina e uracila) e purina (adenina e guanina) [152,153]. Como explicado na Segao
2.2, um aumento na temperatura da solucdo de DNA provoca desnaturagdo, ou seja, a

dupla hélice do DNA se desfaz, resultando em duas cadeias simples. Esse acontecimento
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Figura 4.10: Espectro de absor¢ao da PANI em trés diferentes estados de oxida¢ao. Adaptado
da Ref. [151].

pode ser comprovado ao ser observado um aumento do pico de absorbancia (em 260
nm), quando comparado com a absorbancia da solu¢ao original (ndo aquecida), em um
fendomeno conhecido como hipocromismo. A diminuicao da absorbancia do DNA em dupla
hélice deve-se ao empilhamento das bases que compdem sua estrutura, e quando a ligacao
de hidrogénio é rompida (originando o DNA de cadeia simples) o pico de absor¢ao tende
a aumentar. A absorbancia ainda é mais alta para cada base individualmente [153, 154].
No espectrofotémetro utilizado para analise do DNA, a absorbancia é igual a 1 para a
concentracao de 50 nanogramas por microlitros no caso do DNA em fita dupla, enquanto
que esse mesmo valor de absorbancia equivale a 33 nanogramas por microlitros para o

DNA em fita simples [155].
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4.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fou-
rier

A caraterizagdo por espectroscopia no infravermelho (IV) é uma técnica que possi-
bilita a identificacdo e andlise dos compostos quimicos que compdem um determinado
material. Ao contrario da espectroscopia UV-Vis, que é baseada em uma detecciao da
energia associada a transigoes eletronicas, a espectroscopia de infravermelho detecta a
energia relativa as vibragoes dos dtomos de uma molécula [156]. A radiacdo infraverme-
lha (IV) se localiza entre as regides do visivel e microondas e pode ser classificada em trés
regides distintas: infravermelho distante (< 400 em™!), infravermelho médio (400 & 4000
em™1) e infravermelho préximo (4000 & 13000 cm™1) [157].

O principio de funcionamento do equipamento responsavel por esta caracterizagao se
baseia na interferéncia entre dois feixes de radiacao. O esquema dos componentes de um
espectrometro de infravermelho é mostrado na Figura 4.11. Basicamente o funcionamento
desse equipamento pode ser explicado na seguinte forma: inicialmente, um feixe de luz
infravermelha é direcionado para um interferdmetro (geralmente, do tipo Michelson), onde
neste momento ocorre a divisao do feixe. Uma metade desse feixe é transmitida para um
espelho fixo, enquanto a outra metade ¢é refletida para um espelho moével. Em seguida,
o feixe é recombinado no divisor de feixes, indo atingir posteriormente a amostra. Apods
a passagem através da amostra, o sinal em forma de interferograma é detectado. Esse
sinal ¢ produzido como uma fun¢do da mudanca de comprimento da trajetéria entre os
dois feixes [158]. Posteriormente, esse interferograma é transformado de analdgico para
digital. Os dados entao passam por um tratamento matematico de séries de Fourier, que
é realizada no computador, para obter o espectro [159,160]. O espectro obtido relaciona
a transmitancia (7r) ou absorbancia (Ab) em fun¢ao do nimero de onda. A Tre Ab sdo

expressas na forma

I
Tr = 70.100 (4.3)

I
Ab = 1og7° , (4.4)

onde I ¢ a intensidade da luz incidente [ é a intensidade de luz transmitida.
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Figura 4.11: Componentes de um espectrometro FTIR (1) e o interferometro de Michelson (2).
Adaptado da Ref. [156,159].
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Esta revisao sobre as diferentes técnicas de caracterizacdo nos trouxe a base de co-
nhecimento necessaria para o bom desenvolvimento do trabalho. No préximo capitulo
serao discutidos os procedimentos realizados para a producao, caracterizacao e aplicacao

do material proposto neste trabalho.



5
Materiais e Métodos

Neste capitulo, serao apresentados os materiais e as metodologias utilizadas para a
producao das membranas de poliestireno e o posterior revestimento com a polianilina,

além dos procedimentos necessarios para a caracterizacao e aplicagao desse material.

5.1 Materiais

Poliestireno (PS) (PM=280 kDa), persulfato de amoénio (APS), dodecil sulfato de
sédio (SDS) e o DNA de esperma de salméao foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA).
Dimetilformamida (DMF) e o hidréxido de Sédio (NaOH) foram obtidos da Dindmica
(Brasil). O acido cloridrico (HCI) foi comprado da Quimica Moderna (Brasil) e a anilina
(CeHsN Hj), o fosfato de sddio monobésico (NaH2POy) e bibédsico (NagyH POy4) foram
adquiridos da Nuclear, uma empresa brasileira. A glicina (Co H5 NOz2), foi comprada na
Promega (EUA), enquanto que o corante SYBR Green foi fornecido pela Thermo Fisher
Scientific (EUA). Todos os reagentes foram utilizados tal como recebidos, com excecao do
monomero de anilina, que foi destilado sob pressao reduzida, antes do uso. Em todos os

experimentos utilizamos dgua apds passagem por um sistema de purificacao (Millipore,

EUA).

5.2 Preparacao das membranas de poliestireno

As membranas de PS foram preparadas através da técnica de eletrofiagdo. O pro-
cedimento usado para a producao deste material pode ser detalhado da seguinte forma:
inicialmente, preparamos a solucao polimérica dissolvendo 2 g de PS em 10 mL de DMF
em um frasco de laboratério (15 mL). Posteriormente, transferimos o frasco com a solugao

para um recipiente submetido a um agitador magnético, onde permaneceu durante 24 ho-
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ras a uma temperatura de 85°C. Todo o procedimento de preparacao foi cuidadosamente
realizado em uma capela. Depois disso, adicionamos um volume de 2 mL da solucao a
uma seringa de 3 mL (Beckton Dickinson, EUA), que foi subsequentemente acoplada uma
agulha metalica. O aparato experimental foi montado em uma configuracao horizontal,
utilizando uma bomba de seringa NE-4000 (New Era, EUA), como mostrado na Figura

5.1.

Figura 5.1: Equipamentos utilizados para o processo de eletrofiacao.

Para produzir a diferenca de potencial entre a agulha e o coletor, usamos uma fonte de
alta tensao de fabricacao caseira, com o eletrodo positivo conectado na agulha e o eletrodo
negativo no coletor, que estava revestido por uma folha de aluminio. Os pardmetros
ajustados para a execucao da técnica de eletrofiacao foram: distancia de 15 cm entre a
agulha e o coletor, fluxo de 0,5 mL/h e uma voltagem de 17 kV. Ao todo, o processo
de producao da membrana leva aproximadamente 4 horas, nestas condi¢ées. Ao término
do processo, transferimos a folha de aluminio juntamente com a membrana para uma
capela, onde permaneceu por 12 h a temperatura ambiente, permitindo assim a completa
evaporacao do solvente.

Apobs a secagem, o material passou por um tratamento térmico-mecanico, a fim de
melhorar as propriedades fisica e mecanica. Para isso, recobrimos a membrana com um
papel aluminio e a pressionamos usando um peso de aproximadamente 2 kg. Este sistema
foi colocado em uma estufa de laboratério a 80°C, onde permaneceu por 24 h (ver Figura

5.2a). Finalmente, a membrana foi cortada em quadrados, de dimensoes 3 cm x 3 cm e,
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em seguida, cada um deles foi pesado (ver Figura 5.2b).

Figura 5.2: Em (a) mostramos a estufa utilizada para o tratamento térmico e em (b) as mem-
branas devidamente padronizadas com dimensdo 3 cm x 3 cm apds o tratamento.

5.3 Revestimento com polianilina

Apos o tratamento térmico-mecanico, a superficie da membrana de PS foi subsequen-
temente revestida com PANI, obtida segundo um processo de polimerizacdo quimica in
situ da anilina em meio aquoso. A principio, para favorecer o crescimento da PANI na
superficie da membrana de PS, modificamos as caracteristicas de molhabilidade dessa
tltima, de modo que passasse de hidrofébica para hidrofilica (como explicado na segao
2.1.1.1, o poliestireno possui um carater hidrofébico).

Dessa forma, a membrana foi tratada por plasma de ar, utilizando um equipamento
de limpeza por plasma PDC-002, fabricado pela Harrick (EUA). As membranas de PS
foram expostas ao plasma durante 3 min, tempo necessario para a membrana se tornar
totalmente hidrofilica. Esta exposi¢ao provoca, por exemplo, a quebra as ligagoes de hi-
drogénio da estrutura do poliestireno, possibilitando a adi¢ao de grupos funcionais polares.
A seguir sao listadas os testes realizados para a escolha do protocolo de revestimento da

PANI, onde em dois diferentes béqueres foram asados:

e Protocolo 1: 37,5 ml de HCI 1M, 0,52 mmol de anilina, membrana de PS tratada

a plasma;



5.4 METODOS DE CARACTERIZACAO 74

e Protocolo 2: 37,5 ml de HCl 1M, 0,52 mmol de anilina, membrana de PS apenas

tratada termicamente.

Depois disso, transferimos os recipientes para uma placa agitadora e, apés 15 min,
adicionamos 12,5 ml de HCl 1M contendo 0,33 mmol de APS (agente oxidante que dara
inicio a polimerizagdo da anilina), em todos os recipientes. O processo de polimerizagao
ocorreu em um ambiente a 5°C, durante 12 horas. Dessa forma, ao término da poli-
merizagao, as membranas foram lavadas varias vezes com agua deionizada e secadas a
temperatura ambiente, e em seguida pesadas. Na Figura 5.3 sao mostradas as etapas

para o revestimento da membrana de PS.

HCI + Anilina + . :
Membrana tratada ApésA ]I;SS min Apés 12 hr

a plasma

Figura 5.3: Etapas para o revestimento da membrana de PS.

5.4 Meétodos de caracterizagao

5.4.1 Microscopia eletronica de varredura

A caracterizagao morfologica e a determinacao do diametro das fibras foram realizadas
usando o microscopio eletronico de varredura Quanta 450 FEG (FEI, EUA) da Central
Analitica da Universidade Federal do Cearda. As amostras foram preparadas e em se-
guida fixadas em um porta amostras (stubs), com o auxilio de uma fita de carbono, como
mostrado na Figura 5.4. Depois disso, as amostras foram metalizadas utilizando uma
metalizadora SC-701 (SANYU ELECTRON, China) do Departamento de Quimica Fun-
damental (DQF) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), quando uma camada

de 20 nm de ouro foi depositada em cada amostra.
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Figura 5.4: Amostras fixadas em um suporte. Em 1 e 2 temos a membrana de PS original e
com tratamento térmico, respectivamente, em 3 com tratamento a plasma e em 4 a membrana
revestida com polianilina.

5.4.2 Angulo de contato

Com o intuito de estudar o grau de molhabilidade das membranas, medimos o dngulo
de contato de gotas de agua na superficie das membranas. Para isso, esse angulo foi deter-
minado em 5 regides distintas da superficie, sendo o valor final considerado como a média
aritmética dos valores encontrados. Essa caracterizacao foi feita na superficie das mem-
branas de PS recém preparadas por eletrofiacdo, apds os tratamentos térmico-mecanico
e por plasma, e também apds serem revestidas com PANI. O instrumento utilizado para

esse fim foi um medidor de dngulo de contato CAM 100 (KSV, Finlandia).

Seringa

Camera

Porta
Amostra

()

Figura 5.5: Foto do equipamento usado para estimar o dngulo de contato.

5.4.3 Espectroscopia UV-VIS

A PANI apresenta uma mudancga de cor de acordo com o seu estado de oxidagao, o que

é uma caracteristica pouco comum entre os polimeros condutores. Neste trabalho, a PANI
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foi utilizada na forma dopada, ou seja, no estado sal esmeraldina (verde). Para corroborar
a presenca deste polimero condutor na membrana de PS, realizamos a caracterizagao
por espectroscopia UV-VIS, utilizando o espectrofotémetro UV-2600 (Shimadzu, Japao),
mostrado na Figura 5.6. Na Figura 5.6 também apresentamos o compartimento onde as
amostras sao fixadas. Para obter o espectro da PANI, inicialmente fixamos uma amostra
de referéncia (membrana de PS) e a amostra de interesse (membrana de PS/PANI). As

membranas foram ajustadas de tal forma que o feixe de luz as atravessasse.

Membrana PS - Membrana PS
PANI (Problema) (Referéncia)

Figura 5.6: Foto do espectrofotometro utilizado para caracterizagdo da membrana de PS/PANI
por espectroscopia UV-Vis, onde também é mostrado o compartimento interno (porta-amostras).

5.4.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

A composicao quimica das membranas de PS e PS/PANI foi determinada através da
caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).
Para esse experimento, as amostras foram preparadas em forma de pastilhas. Para isso,
inicialmente 3 recipientes contendo 50 mg de p6 de Brometo de Potéssio (KBr) perma-
neceram na estufa durante 4 horas, a uma temperatura de 120°C, a fim de retirar toda
a umidade. As amostras a serem analisadas foram mantidas em uma dessecadora a tem-
peratura ambiente. Em seguida, maceramos o KBr-amostra no almofariz, transferindo
o p6 para um molde de pastilha, o qual foi subsequentemente fixado em uma prensa de
bancada. O p6 de KBr-amostra permaneceu pressionado com o uso de um peso de 2000
kg durante 10 min. Ao final do processo, as pastilhas se mostraram transparentes, per-
mitindo a passagem de um feixe de luz de um lado para o outro. Esse procedimento foi
realizado para a amostra de referéncia (apenas KBr) e para as amostras de interesse, ou

seja, membrana de PS e de PS/PANI. Na Figura 5.7 mostramos o material utilizado na
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preparacao das pastilhas, a prensa e as trés pastilhas ja prontas (em (1) temos a pastilha
de KBr puro, em (2) KBr + membrana de PS e em (3) KBr + membrana de PS/PANI).
O conjunto de acessorios para a producao das pastilhas, juntamente com o brometo de

potassio (KBr) foram obtidos da Specac (EUA).

NE

Amostras

Figura 5.7: Preparacao das pastilhas de KBr-amostras e as pastilhas prontas.

Depois disso, a pastilha foi colocada em um porta-amostras e transferida para o com-
partimento do espectrofotometro IRTracer-100 (Shimadzu, Japao), como podemos visua-

lizar na Figura 5.8.

Pastilha

/

Figura 5.8: Foto do instrumento utilizado para a caracterizagdo da membrana de PS e PS/PANI
por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier. No detalhe a direita, é mos-
trado o compartimento interno (porta-amostras).
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5.5 Aplicagao: estudo sobre adsorcao de DNA

Para provar o conceito de que existe uma atragao eletrostatica entre as cargas positivas
presentes na estrutura da polianilina e as cargas negativas do DNA, realizamos testes de
adsorcdo. Em principio, preparamos uma solu¢ao estoque por dissolucao de 40 mg de
DNA de esperma de salmao em 100 mL de agua deionizada. Todos os experimentos
foram realizados utilizando tubos Eppendorf de 2 mL e membranas de PS/PANI com
dimensoes de 0,75 cm x 3 cm. Para executar os experimentos de adsorc¢ao, aplicamos
as seguintes etapas: primeiramente, a membrana foi ativada com uma solucao acida de
glicina-HCI (pH 2,8), sendo posteriormente agitada no vortex durante 10 segundos, sendo
em seguida adicionada a solu¢do de DNA. Os volumes de glicina-HCl e DNA utilizados
foram variados de acordo com a concentracao de DNA desejada, para um volume total de
2 mL fixo em todos os casos. O experimento foi realizado com o auxilio de um agitador
orbital operando a 250 rpm, e a temperatura ambiente. Depois disso, retiramos uma
aliquota da solugdo para a medida da absorbancia (em 260 nm) e consequentemente
obtenc¢ao o valor da concentragao de DNA em solugao, utilizando um espectrofotometro
Nanodrop, fabricado pela Thermo Fisher Scientific (EUA). Por questao de comparagao,
colocamos a membrana de PS tratada a plasma para interagir com a solu¢do de DNA
(durante 10 min), sendo a concentragao desejada de DNA regulada com a adi¢ao de dgua

deionizada.

5.5.1 Experimento de tempo de interagao e concentracgao inicial de DNA

A capacidade da membrana de PS/PANI em adsorver as cadeias de DNA foi avaliada
como uma func¢ao do tempo de interacdo e da concentragao inicial de DNA dissolvido na
solugao aquosa. Os experimentos de adsor¢ao foram realizados na forma descrita acima,
sendo que neste caso analisamos diferentes concentragoes de DNA: 5, 11, 22, 49, 79, 111,
168 mg/L. As medidas de absorbéncia foram realizadas com a retirada de uma aliquota
da solugao a cada 1 minuto. As etapas do teste de adsor¢ao sdo mostradas na Figura 5.9.
Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

A porcentagem de DNA adsorvido sobre a membrana de PS/PANI foi estimada através

da relagao
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Figura 5.9: Etapas seguidas nos testes de adsorcao.
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%Adsorcao = 07 100 . (5.1)

Co
A capacidade de adsor¢ao de DNA pela membrana no tempo ¢, isto é, a quantidade (em
mg) de DNA adsorvida por unidade de massa (g) da membrana, foi denotada como ¢; e
estimada na forma
DAL i) (5.2)

m
onde V é o volume total da solu¢do (mL), Cy representa a concentragao inicial de DNA
(mg/L) em solugao, Ct é a concentragdo de DNA (mg/L) na solugdo em um instante e m
¢ a massa de PANI depositada nas fibras de PS. Depois que o processo atinge o equilibrio,
a capacidade final de adsor¢ao de DNA na membrana, isto é, a quantidade total (em mg)

de DNA adsorvido por unidade de massa (g) da membrana, denotada por ¢, deve ser

e = lim ¢ , (5.3)

Ct—>Ce
onde C¢ representa a concentracdo de DNA em solucao no equilibrio. Os dados ex-
perimentais foram ajustados com as isotermas de Langmuir e Freundlich e modelos de

cinética [161].

5.6 Experimentos de dessorcao

O processo de liberacao do DNA de esperma de salmao foi estudado utilizando diferen-
tes solugoes tampao, de modo a encontrar aquela que proporcionasse a maior eficiéncia.
Para realizar os testes, inicialmente as membranas foram lavadas com 1 mL de dgua deioni-

zada para retirada de qualquer DNA nao ligado. Em seguida, a membrana foi transferida
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para outro tubo Eppendorf e adicionou-se 1 mL de uma solugdo aquosa de elui¢do. Uma
série de solugoes tampao foram analisadas: fosfato/fosfato, hidréxido de sédio (0,1 M),
SDS (pH 6) e uma mistura de 3,96 umol de SDS e 8068 M de NaOH, pH 11,7. Depois
disso, o tubo foi transferido para um agitador orbital, operando a 250 rpm durante 10
min e, em seguida, o sobrenadante foi recolhido e examinado por espectroscopia UV-Vis.

As etapas do processo de dessorcao estao representadas na Figura 5.10.
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Membrana + ‘ Placa Agitadora | DNA Eluido ’ Espeetpiotfimets
Solugao de
dessorcao

Figura 5.10: Etapas dos testes de dessor¢ao.

5.7 Fluorescéncia

O processo de adsorcao e dessorcao foi acompanhado por meio da microscopia de

! na solucdo de Glicina -

fluorescéncia. Para isso, adicionamos 2 pl do corante SYBR Green
DNA (50 mg/L), que tem a fungao de se ligar ao DNA. Em seguida, executamos o mesmo
procedimento descrito nas Secoes 5.5 e 5.6. As imagens foram capturadas através de
um microscépio Axio Imager 2 (Zeiss, Alemanha), utilizando um filtro com intervalo de

excitagao de 450-490 nm e emissao de 515-565 nm.

5.8 Separacao de DNA por coluna de centrifugacao

Preparamos a coluna de centrifugagio (ver Figura 5.11) de forma semelhante a aquela
encontrada em produtos semelhantes no mercado [162]. Essas colunas sdo compostas por
um suporte para fixar o material adsorvente e um tubo Eppendorf para reter o liquido.
A coluna foi composta por 4 membranas de PS e 4 de PS/PANI, cortadas em formato
de circulos com diametro de 7 mm, e que foram depois empilhadas no interior do tubo

(com as membranas de PS na parte inferior e as de PS/PANI na superior). Depois disso,

ISYBR Green: Corante que quando se liga ao DNA de fita dupla, ocorre um aumento significativo
em sua fluorescéncia.
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avaliamos a eficiéncia da separacao do DNA de esperma de salmao dissolvido em meio
aquoso, de acordo com o seguinte protocolo. Inicialmente, 500 ul de solucao tampao
glicina-HC1 (pH 2,8) foram adicionados ao tubo, que foi entdo centrifugado. Apoés isso,
o sobrenadante foi rejeitado e adicionou-se 500 pl de glicina-HCI/DNA (50 mg/L). Em
seguida, o tubo foi novamente centrifugado e a concentracado de DNA restante no sobre-
nadante foi determinada por espectroscopia UV-Vis. Depois disso, lavamos a membrana
por adi¢do de 500 ul de dgua, centrifugamos a solucao, e posteriormente o sobrenadante
foi descartado. Obtivemos a dessorcao do DNA ligado a membrana pela adi¢cao de 500
wul da solucao de eluicdo no tubo. Finalmente, o tubo foi mais uma vez transferido para
a centrifuga, sendo entdo o DNA eluido recolhido da parte inferior do dispositivo. Todas
as medidas de absor¢ao foram realizadas em A = 260nm. Em cada passo, a centrifuga
operou a 4000 rpm durante 20 s. Todos os experimentos de adsorcao-dessorcao do DNA

foram feitos em duplicata.

III Coluna de Centrigufagio 2
WA/ Interagio DNA-PS-PANI
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Figura 5.11: Estrutura da coluna de centrifugagio (1) e etapas dos testes de adsorgao e dessorgao

(2)

Neste capitulo, relatamos todos os procedimentos necessarios para a realizacao do

trabalho. No proximo capitulo, serao discutidos os resultados encontrados.
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Resultados e Discussoes

Neste capitulo, serao discutidos os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento do

trabalho.

6.1 Producao das membranas de poliestireno

As membranas de poliestireno (PS) foram produzidas utilizando o processo de ele-
trofiagdo. Para isso, inicialmente preparamos uma solu¢ao de poliestireno em DMF com
20 % de concentracdo. Depois da dissolu¢cao do poliestireno no solvente, obtivemos uma
solucao polimérica com a viscosidade necessaria para formagao de uma membrana uni-
forme e sem a presenca de granulos, como mostrado na Figura 6.1. Esse resultado foi
comprovado através da microscopia eletronica de varredura (MEV), como seréd discutido

na Secao 6.3.1.

Figura 6.1: Membrana de PS apds 4 horas do processo de eletrofiaciao, depositada sobre o
coletor.

Ap6bs o processo de eletrofiacao, as membranas apresentam propriedades mecanicas
relativamente pobres, como a nao flexibilidade, sendo entdo necessario um tratamento

térmico-mecanico para melhora-las e assim facilitar o futuro processamento. Na Figura
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6.2 mostramos a membrana, antes, onde podemos perceber certa semelhanca com um
algodao, quanto depois do tratamento, que corresponde a uma membrana mais compacta
e resistente. A modificagdo com tratamento térmico-mecanico permitiu que o trabalho

posterior com as membranas pudesse ser feito sem grandes problemas.

Antes Depois

Figura 6.2: Membrana de PS antes e depois do tratamento térmico - mecénico.

6.2 Revestimento das membranas de poliestireno com poliani-
lina

Escolhemos trabalhar com a PANI por ela possuir caracteristicas tnicas entre os po-
limeros intrinsecamente condutores, como, por exemplo, uma boa condutividade elétrica,
eletrocromismo, propriedades redox, entre outras [161]. No entanto, o fato de que ela é
insolivel em diferentes solventes torna relativamente dificil o seu processamento [163,164]
em uma forma mais conveniente, tal como peliculas ou fibras [15]. Como uma maneira de
superar esta limitacao, e permitir a exploragdo de algumas das propriedades vantajosas
do polimero condutor, utilizamos as membranas de PS como uma base para depositar as
cadeias de PANI sob uma forma nanoestruturada. Inicialmente, para favorecer o revesti-
mento da PANI, a membrana de PS foi exposta a um ambiente de plasma, quando grupos
funcionais hidrofilicos devem vir a ser adicionados a estrutura do PS. O revestimento
pelas cadeias da PANI foi realizado através da polimerizagao in situ. Para permitir uma
melhor comparagdo, fizemos também um teste com a membrana de PS sem tratamento a
plasma. Na Figura 6.3 é mostrado o resultado desses testes.

Observando a Figura 6.3, vemos que a membrana sintetizada com o protocolo 1, ou
seja, aquele em que tratamos a membrana de PS a plasma, apresenta um revestimento
uniforme da PANI em sua superficie. Por outro lado, o resultado obtido com o protocolo

2 nao foi satisfatério, pois podemos perceber que houve um baixo crescimento na "face'da
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Vs Protocolo
escolhido

Sem tratamento
a plasma

Tratamento
a plasma

Figura 6.3: Testes realizados para a escolha do protocolo a ser utilizado no revestimento da
PANI nas membranas de PS. (1) membrana tratada a plasma e (2) sem tratamento a plasma.

membrana que se encontrava em contato com a solucao. Deve ser lembrado que, nesse
protocolo a membrana nao foi exposta ao plasma, e nessas condi¢oes nao existe adesao ao
meio aquoso. Levando em conta os resultados desses testes, todas as membranas utilizadas
para os experimentos de isolamento do DNA foram sintetizadas de acordo com o protocolo
1, como mostrado na Figura 6.4. Nessa Figura também mostramos a capacidade da

membrana composita em conduzir eletricidade, através da conexao de um diodo emissor

de luz (LED).
_Membrana PS/PANI

Figura 6.4: Membranas compésitas de PS/PANI utilizadas no trabalho.

Membrana PS /\
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6.3 Caracterizacao das membranas

6.3.1 Microscopia eletronica de varredura

O grau de viscosidade da solucao é um parametro fundamental para determinar a
morfologia das fibras que formam a membrana. Neste trabalho, a solugao de PS (20 %)
apresentou uma viscosidade que permitia a formagdo de membranas sem a presenca de
granulos. A morfologia das fibras de PS em diferentes estagios é mostrada nas Figuras
6.5, 6.6, 6.7, 6.8. Através das imagens de microscopia, o didmetro das fibras foi estimado
em cerca de (1,6 £0,4)um. Na Figura 6.5 sdo mostradas diferentes magnificagoes das
fibras originais, ou seja, logo apds o processo de eletrofiagdo, o que permite confirmar a

uniformidade das fibras.

Figura 6.5: Micrografia das fibras de PS apds o processo de eletrofiagaio em duas distintas
magnificagoes: 15000 x (a) e 50000 x (b).

Na Figura 6.6 é mostrada a micrografia das fibras apds o tratamento térmico-mecénico,
onde pode ser notada a boa homogeneidade, a auséncia de rugosidade e também que a
membrana se tornou mais compacta. Aumentando a magnificagdo, observamos os po-
ros presentes nas fibras. Com isso, nesta etapa a membrana adquiriu uma resisténcia
consideravel, o que deve favorecer sua manipulacao e transporte durante os experimentos.

A morfologia mostrada na Figura 6.7 é uma consequéncia da presenga dos grupos
carboxilicos gerados durante o tratamento com o plasma de ar. Como pode ser visto, o

tratamento nao prejudicou as fibras, ou seja, elas permaneceram compactas e uniformes.
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Figura 6.6: Micrografia das fibras de PS apds o tratamento térmico - mecénico em duas distintas
magnificagoes: 15000 x (a) e 60000 x (b).

(a)
Figura 6.7: Micrografia das fibras de PS apds o tratamento a plasma em duas distintas magni-
ficagbes: 15000 x (a) e 60000 x (b).

Finalmente, na Figura 6.8 é possivel observar que a porosidade da fibra nao foi afe-
tada, o que provavelmente se deve ao fato de que a exposicao da membrana ao plasma
de ar favoreceu o crescimento da PANI ao longo das superficies das fibras. Na Figura
6.8b mostramos uma ampliagdo da superficie de uma fibra de PS/PANI, onde podemos

observar nanograos de PANI depositados ao longo da fibra.

Figura 6.8: Micrografia das fibras de PS apds o revestimento com PANI nanoestruturada em
duas distintas magnificagoes: 15000 x (b) e 60000 x (c).
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6.3.2 Angulo de contato

A molhabilidade das membranas de PS e PS/PANI foi avaliada através da medida de
angulo de contato da dgua. Como descrito na Secao 5.4.2, a medida foi realizada através
da deposicao de gotas de dgua em 5 diferentes regides da superficie das membranas, e que
foi seguido pelo calculo do valor médio. A Figura 6.9a mostra o resultado dos experimentos
feitos com as membranas de PS apds o processo de eletrofiagdo, onde obtivemos um angulo
de (125° 4+ 3°), um valor que indica um alto grau de hidrofobicidade para a membrana.
Esse resultado se deve a baixa energia de superficie do poliestireno. Apds o tratamento
térmico e mecanico, as fibras que compoem a membrana tornam-se mais proximas, levando

assim a uma diminuigao no angulo (114° 4 2°), como pode ser observado na Figura 6.9b.

125" 3° 114° % 2°

(b)

Figura 6.9: Medida de angulo de contato mostrando a hidrofobicidades das membranas de PS
apés a eletrofiagdo (a) e tratada termicamente e mecanicamente (b).

Como visto na Secao 5.3, o tratamento a plasma favoreceu a mudanca nas caracte-
risticas da superficie da membrana de PS, tornando-a totalmente hidrofilica (dngulo de
contato de 0°, Figura 6.10a), uma propriedade que permanece apds o revestimento da

superficie com PANI (Figura 6.10b).
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Figura 6.10: Medida de angulo de contato mostrando o carater hidrofilico das membranas de
PS tratada a plasma (a) e revestida com PANI (b).

6.3.3 Espectroscopia UV-VIS

A mudanca de cor de acordo com o seu estado de oxidagdo é uma caracteristica
intrinseca da polianilina [49,165]. Neste trabalho, utilizamos a PANT protonada, ou seja,
no seu estado de oxidacao sal esmeraldina (que tem uma coloragao esverdeada). A Figura
6.11 mostra o espectro obtido para a membrana de PS/PANI, onde podemos observar os
trés picos caracteristicos da PANI protonada. O pico em 346 nm é atribuido a transicao
m— 7" dos anéis benzénicos, enquanto que os picos 430 nm e 782 nm correspondem as

transi¢oes de podlaron e bipdlaron, respectivamente [166-168].

n-n*

Bipdlaron
/ Pdlaron

/

Absorbancia (u.a)

T T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 6.11: Caracterizacao por espectroscopia UV-Vis para a membrana de PS/PANI.
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6.3.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

Para confirmar a composicdo quimica das membranas, utilizamos a espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (ver Figura 6.12), que permite identificar
o movimento vibracional das moléculas. O espectro da membrana de PS é mostrado na
curva (a), onde os picos em 3059 em™ e 3026 em ™! sdo associados & vibracao C-H do anel
aromatico [169]. Por sua vez, as vibragdes em 2922 cm ™! e 2850 cm ™! estdo relacionadas

L ¢ atribuido ao

com o estiramento da ligacdo C-H, enquanto que o pico a 1600 cm™
estiramento C = C aromético [170]. Os picos 1492 em~! e 1448 cm™! correspondem a
uma vibracao de flexdo do C-H e, finalmente, o pico 698 em ™! pode ser atribuido aos
anéis aromaticos mono-substituidos [169]. No espectro correspondente & membrana de
PS/PANI (curva b), é possivel observar as bandas caracteristicas de PANI no seu estado
sal de esmeraldina, onde os picos em 1597 em ™" e 1490 em ™! estdo relacionados com a
vibracao de estiramento C = C do anéis quindide e benzendide, respectivamente. Em
1298 ¢m~!, pode-se encontrar a vibracdo de alongamento C-N, que é uma caracteristica
do anel benzenéide. Finalmente, enquanto a banda em 1141 em™! é atribuida ao C-H

aromatico no plano de curvatura, o pico em 813 em ™! representa o anel benzenéide 1,4

substituido. [15].

698

(b)

Transmitancia (u.a.)

1 | | 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de Onda (cm”)

Figura 6.12: Caracterizagdo por FTIR das membranas de PS (a) e PS/PANI (b).
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6.4 Estudo sobre adsorcao de DNA

Na sua forma de sal de esmeraldina, a PANI é um polication capaz de interagir com
anions e polidnions, tais como moléculas de DNA. Essa propriedade foi examinada em
um trabalho anterior do laboratério de Polimeros Nao-Convencionais (UFPE), quando foi
desenvolvido um nanocomposito de PANI-yF'eoO3 para ser utilizado como adsorvente de
fase sélida [12]. Esse compdésito permitiu a recuperagao magnética do DNA de esperma
de salmao dissolvido em solugoes aquosas. Dessa forma, neste trabalho investigamos as
propriedades de adsorcao de um novo sistema de recuperacao de DNA, que foi especial-
mente desenvolvido com base na utilizacdo de membranas de PS/PANI. Inicialmente, os
testes de adsorcao do DNA de esperma de salmao foram realizados utilizando a membrana
de PS tratada a plasma, de acordo com o procedimento mencionado na Secao 5.5. Esse
processo foi acompanhado através de medidas de espectroscopia UV-VIS, o que nos per-
mitiu determinar as concentracoes do DNA antes e depois da interacdo com a membrana.
A Figura 6.13 mostra o espectro do DNA medido (em A = 260 nm) antes e depois da

interacdo com a membrana de PS.

C;=48,7 mg/L

C;=48,7mg/L

Absorbancia (u.a.)

T T T T T
220 240 260 280 300 320 340

Comprimento de Onda (hm)

Figura 6.13: Teste de adsor¢do do DNA com a membrana de PS tratada a plasma.

Como podemos observar, os dois espectros coincidem, resultando em um mesmo valor
(48,7 mg/L) para a concentracao inicial (C;) (curva tracejada) e final apés a exposi¢ao
(Cf) (curva continua), mostrando que ndo ocorre a interagao entre o DNA e a membrana

de PS. Esse comportamento pode estar relacionado a repulsao eletrostatica entre a cargas
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negativas, que o PS adquiriu ao ser exposto ao plasma de ar, e as cargas negativas presentes
no grupo fosfato da estrutura do DNA.

Em seguida, realizamos a prova do conceito com a membrana de PS/PANI, utilizando
o procedimento descrito na Secao 5.5. O resultado desse teste ¢ mostrado na Figura 6.14,

onde sao apresentados dois espectros de absor¢do do DNA.

AN C;=495 mg/L

/ Cs=314mg/L

C;- C;=18,1 mg/L

Absorbancia (u.a.)

T T T T T
220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de Onda (nm)

Figura 6.14: Prova do conceito para mostrar a capacidade da membrana de PS/PANI em
capturar DNA de esperma de salmao, através da diminuigao do pico de absorbancia (A =260nm).

O primeiro espectro estd relacionado com a solucdo de DNA antes da exposicao,
quando a concentragao inicial (C;) era de 49,5 mg/L, enquanto que o segundo mostra,
claramente que ocorre uma diminuigdo no pico de absor¢ao (em 260 nm), com o que foi
estimada uma concentragao final (Cf) de 31,4 mg/L. Com isso, comprovamos que real-
mente existe uma interacdo entre o DNA e a membrana compédsita de PS/PANI. Com
esse resultado, foi possivel darmos continuidade ao estudo sobre adsorcdo do DNA na

membrana de PS/PANI, como sera explicado nas Segoes 6.4.1, 6.4.2, 6.6, 6.4.3.

6.4.1 Efeito do tempo de interacao e da concentragao inicial de DNA

Noés avaliamos inicialmente como a capacidade de adsor¢ao da membrana de PS/PANI
variava como funcao do tempo de interacao e da concentracao inicial de DNA na solucao
aquosa. Esses dois pardmetros sao importantes para melhor determinar quao rapidamente
o composto seria saturado e como a capacidade de adsor¢do da membrana é afetada pela

quantidade total de DNA inicialmente presente na solucdo aquosa. Para estudar isso,
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inicialmente ativamos a membrana de PS/PANI com uma solugdo tampao glicina/HCI,
para ter certeza de que de fato o compésito ficava positivamente carregada. Depois disso,
a solucao de DNA foi adicionada ao compédsito para permitir a formacao do complexo
PS/PANI-DNA. Na Figura 6.15 mostramos o grafico de porcentagem de adsorgdo em
funcao do tempo de interagao, onde se pode observar claramente que, para todas as con-
centragoes de DNA avaliadas, a taxa de adsor¢ao cresce mais rapidamente nos primeiros
minutos e tende a aumentar com o tempo de interagao. Este comportamento pode ser
atribuido ao maior nimero de locais vazios presentes na superficie da membrana durante
os primeiros minutos de interacdo. Vemos também que apenas 9 min ou menos foram
suficientes para que o sistema atingisse o equilibrio, isto é, seja alcangada a situacao em

que a membrana compoésita passa a nao mais capturar DNA.

100 4

[e2] o]
o o
1 1

% Adsorgédo
5

204

Tempo de Interagao (min)

Figura 6.15: Efeito do tempo de interagao de DNA adsorvido pelas membranas PS/PANI para
as concentragoes: (a) 5 mg/L, (b) 11 mg/L, (c¢) 22 mg/L, (d) 49 mg/L, (e) 79 mg/L, (f) 111
mg/L e (g) 168 mg/L.

Na Figura 6.16 ¢ mostrado o grafico que relaciona a capacidade de adsorc¢ao no equili-
brio (ge) e a porcentagem de adsor¢ao em funcao da concentragao inicial de DNA. Podemos
observar com mais detalhes que, em concentracoes mais elevadas, uma maior quantidade
de DNA foi adsorvido, o que pode ser explicado pelo aumento da forga motriz necessaria
capaz de permitir a transferéncia de massa entre o adsorvato e o adsorvente [171]. Para
exemplificar isso, tomamos a concentracao inicial de 5 mg/L, onde 100 % do DNA foram

capturados pela membrana. Em termos de massa, esse valor corresponde a 0,012 mg de
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DNA. Por outro lado, em relagdo a concentragao de 168 mg/L, apenas 13,1 % do DNA
foram adsorvidos pela membrana, ou seja, 0,043 mg de DNA. Todos os experimentos

foram realizados com 2 mL de volume total.
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Figura 6.16: Efeito da concentracdo inicial de DNA em relacdo a porcentagem de adsor¢ao e
de ¢ da membrana de PS/PANI.

6.4.2 Isotermas de adsorcao

A analise da isoterma de adsorcao pode nos fornecer informacoes de grande interesse,
pois permite uma melhor compreensao do processo que envolve a adsor¢ao de DNA na su-
perficie da membrana do PS/PANIT no equilibrio. Para isso, os nossos dados experimentais

foram analisados utilizando os modelos de isoterma de Langmuir e Freundlich [172,173].
6.4.2.1 Modelos de Langmuir e Freundlich

Como explicado na Secao 3.1, o modelo de isoterma de Langmuir assume que a ad-
sor¢ao ocorre com a formagao de uma monocamada com um nimero finito de locais de
adsorcao idénticos e energeticamente equivalentes. Por sua vez, o modelo de Freundlich
considera a existéncia de sitios ativos de diferentes naturezas e admite que a adsorgao
ocorra em multicamadas. Na forma linearizada, estes modelos podem ser expressos como

o Langmuir

C. 1 C.
— =+ — 6.1
Qe gmb  gm ( )
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o Freundlich
1
log ge = log K+ —log C, , (6.2)
n

onde C, (mg/L) representa a concentracdo de DNA no estado de equilibrio, ¢. (mg/g)
é a capacidade de adsor¢ao de DNA, b (L/mg) é a constante de Langmuir, ¢,, (mg/g)
é a capacidade maxima de adsorcdo de DNA, e Kr e n sao constantes de Freundlich,
respectivamente. Os valores das constantes de cada isoterma foram determinados a partir
da inclinacao e intersegao do gréfico de C./q, versus C, (Figura 6.17a) e log g versus log

Ce, respectivamente (Figura 6.17b).

8,2
1,0{ Celqe= 5.8x10%+ 6.5x10 ce Log qe = 7.6 + 0.26 Log Ce
R2=0.99 814 R%=0.95
e 0,8
E‘ 8,0
S 0,6 -
© [}
o T 7,9
e
X 04 e
a
ﬁ- 7,8 1
] i
o 0,2
® Dados Experimentais 774 m Dados Experimentais
0,0 | —— Langmuir ] Freundlich
T . : . T : T T ; 7,6 ; ' T .
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Figura 6.17: Ajuste linear dos dados experimentais para adsor¢aio de DNA em membranas de
PS/PANTI utilizando os modelos de isoterma de Langmuir (a) e Freundlich (b).

Os resultados encontrados para cada parametro estdo resumidos na Tabela 6.1; com
esses valores ¢ possivel concluir que o modelo de Langmuir é aquele que melhor se adapta
ao nossos dados (com um coeficiente de correlagao de 0,99), um resultado que concorda
com a ideia de que os grupos amina da PANI sao os tnicos sitios ativos que adsorvem as
fitas de DNA. A capacidade maxima de adsorgao foi entdo calculada como 153,8 mg de

DNA por grama de PANI.

Tabela 6.1: Pardmetros de isotermas de Langmuir e Freundlich para adsor¢ao de DNA
em membranas de PS/PANI.

Langmuir Freundlich
am (mg/g) b (L/mg) R? | Kr(mg/g) 1/n (mg/g) R?
153,8 0,112 0,99 39,8 0,26 0,95

Na Figura 6.18, apresentamos o ajuste de nossos dados experimentais pelas isotermas
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de Langmuir e Freundlich.
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Figura 6.18: Ajuste dos dados experimentais de acordo com os modelos de isotermas de Lang-
muir e Freundlich para a adsor¢do do DNA em membranas de PS/PANI.

6.4.3 Cinética de adsorcao

O estudo da cinética de adsor¢cao é uma forma importante de se investigar os meca-
nismos envolvidos na interagao entre adsorvato-adsorvente. Para examinar essa questao,
ajustamos nossos dados experimentais segundo trés modelos cinéticos diferentes (pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Morris-Weber). O primeiro e o segundo modelo
estao associados com processos fisicos e quimicos, respectivamente, e em sua forma line-

arizada podem ser expressos como [161]

e Pseudo-primeira ordem

k1
1 —q) =1 ——t .
0g(ge — q1) =10g ge 5303 (6.3)
e Pseudo-segunda ordem
t 1 1
—=—5+—t , 6.4
G k2q?  qe (64)

respectivamente. Nas expressoes anteriores, g. € ¢; sao as capacidades de adsorcao do
DNA (mg/g) no equilibrio e no tempo ¢, k1 (min~!), ko(g/mg.min) sio constantes de
velocidade de pseudo-primeira ordem e pseudo segunda ordem, respectivamente, e t é o
tempo (min). J& o modelo de Morris-Weber descreve processos difusivos e pode ser escrito

como [174]
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e Morris-Weber
@ =kiat)??+C | (6.5)

onde k;q (min~') e C'sdo as constantes de velocidade de difusdo intraparticula.

Na Figura 6.19 ¢ mostrada a regressao linear para cada modelo de cinética de adsorgao.
A partir desse ajuste, podemos estimar os valores das constantes correspondentes. No caso
do modelo de pseudo primeira ordem, plotamos o grafico de log(ge — ¢¢) versus tempo
(min)(Figura 6.19a), t/q; versus tempo (min) para o modelo de pseudo segunda ordem

t0’5

(Figura 6.19b) e, finalmente, g; versus para Morris-Weber (Figura 6.19¢).
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Figura 6.19: Ajuste linear dos dados experimentais para adsor¢io do DNA em membranas

de PS/PANI usando os modelos de pseudo primeira ordem (a), pseudo segunda ordem (b) e
Morris-Weber (c).

Na Tabela 6.2 mostramos os resultados dos parametros obtidos com o ajuste dos dados
para cada um desses modelos cinéticos. A partir dos valores de R? correspondentes, pode-
se verificar que a cinética de adsor¢do de moléculas de DNA na membrana PS/PANI é

melhor descrito pelo modelo de pseudo-segunda ordem. Portanto, podemos concluir que
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as cadeias de DNA, sdo adsorvidas pela membrana de PS/PANI, de acordo com processos
quimicos. Em nosso sistema, a PANI foi dopada com HCI, o que torna os grupos imina e
amina da PANI base esmeraldina altamente polarizados. Ao adicionar o DNA, os contra-
ions C~ associados com as cadeias de PANI darao lugar aos grupos fosfato do DNA, pelo

processo de troca ionica.

Tabela 6.2: Pardmetros de cinética de adsor¢do do DNA em membranas de PS/PANI.

‘ Primeira Ordem Segunda Ordem Morris-Weber
de.exp kl e, calc R2 k1 Qe,calc R2 kid R2
(mg/g) | (min~') (mg/g) (g/mg.min) (mg/g) (min~1)

1538 | 020 784 080 | 0,014 1408 099 | 373 0,79

O ajuste dos dados cinéticos para o modelo de pseudo-segunda ordem é mostrado na

Figura 6.20.
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Figura 6.20: Efeito do tempo de interacao sobre a capacidade de adsor¢caio de DNA para as
membranas de PS/PANI e ajuste de acordo com o modelo pseudo-segunda ordem (1). Troca
idnica do contra-fons da PANI com os grupos fosfatos do DNA (2).
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6.5 Experimento de dessorcao

As moléculas de DNA se ligam as cadeias de PANI presentes nas fibras que formam a
membrana de PS por meio de interagoes eletrostaticas entre os grupos amina carregados
positivamente do polimero condutor e os seus fosfato carregados negativamente. Para que
possam ser liberadas, isto é, dessorvidas da membrana, utilizamos uma série de solucoes
tampao para investigar aquela que exibisse uma maior eficiéncia. Os resultados sao mos-
trados na Figura 6.21; em cada caso, é incluido o espectro de DNA antes da interagao
com a membrana com concentracdo inicial (Cj), apés a interagao (Cy) com as cadeias
de DNA, e ap6s ocorrer a dessor¢ao (Cpes). Nesse ultimo caso, deve ser lembrado que o
volume utilizado para dessorver o DNA foi apenas 1 mL, ou seja, a metade do volume uti-
lizado no processo de adsorcao. A funcao da solucao tampao é desprotonar as cadeias da
PANI, permitindo o enfraquecimento da interagao eletrostatica, de modo a proporcionar
a liberacao do DNA.

Inicialmente, usamos uma solugao bésica de fosfato/fosfato (pH 7,6); neste caso, ne-
nhuma porcentagem de DNA foi liberada da membrana, como mostrado na Figura 6.21a.
Como nao conseguimos liberar o DNA com essa solugao, fizemos outro experimento, agora
adicionando uma solu¢ao de NaOH (pH 11,7). Quando adotamos este procedimento, cerca
de 67 % do DNA capturado foram dessorvidos, como pode ser visto na Figura 6.21b. Por
essa razao, nés decidimos incluir SDS (pH 6) na solucdo alcalina de NaOH, com a ex-
pectativa de que os anions de sulfato de SDS poderiam ajudar a melhorar a repulsao
eletrostatica entre a PANI e os grupos de fosfatos do DNA. Com isso, a liberacao de
DNA a partir da superficie da membrana se faria de maneira mais facil. Verificamos
primeiramente a porcentagem de dessorcao do DNA, utilizando apenas a solu¢ao de SDS.
O resultado é mostrado na Figura 6.21¢, onde podemos observar que foram liberados da
membrana apenas 40,6 % do DNA. Dessa forma, quando misturamos a solu¢ao de SDS
com o NaOH obtivemos o resultado mostrado na Figura 6.21d, onde sao apresentados os
espectros UV-Vis gerados em cada passo desta experiéncia. Enquanto a curva C; cor-
responde ao espectro de absorgao da solugao de DNA antes da adsor¢ao (53,9 mg/L), a
curva C corresponde ao caso depois da interagao (41,4 mg/L). O grau de adsorcao de
DNA sobre as fibras é ilustrado pelo decréscimo consideravel do pico de absorbancia a

A = 260nm. Mais tarde, quando se realizou o processo de dessor¢ao (curva Cpes), foi
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possivel liberar todo o DNA adsorvido pela membrana (25 mg/L de concentracao).

Com esses resultados, podemos afirmar que ndo apenas existe uma troca de cargas
negativas entre o DNA e as solugoes tampao, mas também provavelmente outras proprie-
dades devem contribuir para que uma solugao seja mais eficiente do que outra, tal como,

por exemplo, o tamanho das moléculas e seu grau de eletronegatividade.
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Figura 6.21: Espectro UV-Vis da solucao de DNA antes (C;) e apés (C) a interacdo com a
membrana de PS/PANI e o espectro da solugao de DNA apés o processo de dessor¢ao utilizando
uma solugao tampao fosfato/fosfato - pH 7,6 (a), Hidréxido de sédio - pH 11,7 (b), SDS pH 6
(c) e SDS pH 6 + hidréxido de sédio (d).

6.6 Comparacao com outros trabalhos encontrados na literatura

Como forma de melhor avaliar o desempenho da membrana de PS/PANI na captura
das cadeias de DNA, na Tabela 6.3 listamos a capacidade de adsor¢do e dessor¢ao de

alguns materiais adsorventes que tém sido utilizados para a captura do DNA de esperma
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de salméo.

Tabela 6.3: Comparacdo da membrana de PS/PANI com outros adsorventes de DNA.

Adsorventes Capacidade Temp. Des. (%) Temp. Ref.
Ads.(mg/g) Ads. (min) Des. (min)
Microesferas de liquidos 190,7 1 80,7 - [175]
idnicos poliméricos

MSP ¢ ZrBF 238,6 480 89,0 240 [176]

MSP Fe304/SiO2 46,0 ; ; - [177]

MSP Fe304/SiO2 121,0 1200 89,5 60 [13]

Fe304/SiO2 57,8 - ; - [178]

MSP Fe304/Si0O2 375,0 . . . [179]

Esférulas alofano 28,0 - - - [180]

NMC ® PANI/y - Fe203 75,2 10 94,0 2 [12]
Membrana de PS/PANI 153,8 9 100,0 10 Este trabalho

*Mesoporos (MSP): poros com didmetros entre 2 a 50 nm.
PNMC= Nanocompésito Magnético.

De acordo com esses resultados, podemos afirmar que a membrana proposta no pre-
sente trabalho corresponde a uma excelente combinagao de valores das capacidades e dos
tempos de adsorcao e dessor¢do. Por exemplo, muito embora o adsorvente proposto por
Tang et al [176] possuia uma maior capacidade de adsorc¢ao (238,6 mg/g) do que aquela
encontrada para a membrana compdsita (153,8 mg/g), o tempo necessario para adsorgao
do DNA pela membrana por nés apresentada no presente trabalho é comparativamente
muito menor (cerca de 9 min). J4 quando comparamos a capacidade e o tempo de adsor-
¢ao da membrana compdsita com o material relatado por Wang et al [175], observamos
que naquele caso o valor da capacidade foi relativamente maior (190,7 mg/g), e conseguido
em um curto periodo de tempo (1 min), porém em com a dessor¢ao se dando em uma
porcentagem menor, de cerca de 80,7 % (o tempo de dessor¢ao nao foi informado no tra-
balho). Outros materiais analisados possuem uma baixa capacidade de adsor¢ao quando
comparados com a membrana composita; um exemplo disso é o adsorvente Fe3Oy/Si0s
sugerido por Teng et al [177], que apresenta um valor de ¢, equivalente a 46 mg/g, e
aqueles propostos por Huang et al [180] e Li et al [178], com capacidades de 28 mg/g e
57,8 mg/g, respectivamente. O adsorvente proposto por Medina et al [12] apresenta uma
capacidade de adsor¢ao menor do que a membrana compésita, cerca de 75,2 mg/g, mas,
no entanto, consegue liberar 94 % do DNA capturado em apenas 2 min de interacio.

De acordo com essa andlise, podemos concluir que a membrana compoésita de PS/PANI
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oferece uma boa capacidade de adsorcao em tempos relativamente curtos, tanto para a
adsorcao quanto a dessor¢ao, quando comparada com os valores correspondentes apresen-

tados por outros adsorventes.

6.7 Experimento de fluorescéncia

Outra maneira adotada para acompanhar os processos de adsor¢ao e dessorcao do
DNA na superficie da membrana de PS/PANI foi atraves da técnica de microscopia de
fluorescéncia. Para isso, utilizamos um corante que interage fortemente com as cadeias
simples e dupla do acido nucleico, mas que apresenta como caracteristica especial o fato
de que sua fluorescéncia é notavelmente maior no tultimo caso [181]. Na Figura 6.22 apre-
sentamos as imagens de fluorescéncia da membrana PS/PANI antes e depois da adsorgao
de DNA e também apds o processo de dessorcao, sendo agora os experimentos realizados
com a presenca do corante SYBR Green, um eficiente marcador de DNA. As Figuras
6.22a e 6.22b mostram que tanto a membrana PS/PANI em sua forma original, quanto
apos ser molhada com a solugao de ativacao juntamente com o corante, ndo apresentam
fluorescéncia. No entanto, na Figura 6.22¢ podemos observar uma elevada densidade de
pontos verdes brilhantes dispostos ao longo das fibras, apds a membrana ser exposta a
solucao contendo DNA, em uma confirmacao de que as cadeias de DNA foram de fato
capturadas pela membrana de PS/PANI. Essa hip6tese é corroborada pela observagao de
que o nimero de pontos brilhantes restantes na superficie da membrana diminui apds o
processo de dessorcao do DNA (Figura 6.22d). Isso corresponde ao esperado, uma vez
que, como mostrado na se¢ao anterior, conseguimos eluir uma grande quantidade do DNA

que se encontrava na superficie da membrana de PS/PANI.
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(a) (b)
(c) (d)

Figura 6.22: Imagens de fluorescéncia da membrana PS/PANI antes da interagdo com o DNA
ou corante (a), membrana molhada com a solugao de ativacdo e corante (b), apds adsorcao do
DNA marcado (c), e apds a dessor¢ao (d).

6.8 Processo de separacao de DN A por centrifugacao

Os resultados com os experimentos anteriores confirmaram que o DNA dissolvido em
solugdo aquosa é capturado pelas membranas de PS/PANI. Resolvemos entdo testar o
desempenho destes materiais quando usado como um adsorvente de acido nucleico depois
de serem incorporadas em uma coluna de centrifugacao. Para isso, foi montado o aparato
representado na Figura 5.11, onde um conjunto de quatro discos de membranas de PS
em sua forma original, sem tratamento a plasma, foram adicionados, juntamente com
um conjunto de quatro discos de PS/PANI. Devido a sua elevada hidrofobicidade (como
mostrado na Figura 6.9b), as membranas de PS devem atuar como uma barreira fisica
que favorece a retencao da solucdo, permitindo assim que ocorra uma melhor interagao
entre os discos de PS/PANI e o DNA. Na Figura 6.23, é mostrado o espectro de absorgao

UV-Vis da solugao de DNA em cada etapa dos experimentos realizados com a utilizacao
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dessa configuracao de coluna de centrifugacao. Na curva Cj, a banda em 260 nm corres-
ponde a uma concentragdo de DNA de 50,9 mg/L. Depois de termos passado a solugao
de DNA através de uma coluna de centrifugacao, a intensidade (curva C'y) diminui consi-
deravelmente, sendo a concentragao final de DNA estimada como de apenas 11,2 mg/L.
Dessa forma, 78 % das cadeias de DNA presentes na solugao original foram capturadas
com sucesso. Apdés a adicao da solucao de eluicdo, as cadeias de dcidos nucleicos foram
liberadas da superficie das membranas de PS/PANI, como pode ser visto ao se examinar
a curva Cpgg, onde a intensidade da banda de 260 nm corresponde a uma concentracao
de 28,8 mg/L, o que revela que 72,5 % da quantidade total de adsorvida DNA foi eluida

para a solucao.
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Figura 6.23: Espectro UV-Vis da solugao de DNA antes (C;) e depois (C) da interacao com
membranas de PS/PANI usando uma coluna de centrifugacdo e espectro de solugdo de DNA
ap6s o processo de dessor¢ao (Cpes).

Dessa forma, ao compararmos os resultados dos experimentos realizados sob agita-
¢ao com aqueles obtidos usando a configuracdo de coluna de centrifugacao, vemos que
a segunda aparece como a mais eficiente. Quando se utiliza a coluna de centrifugacao,
observou-se que nao s6 a percentagem de adsorcao foi consideravelmente mais elevada,
mas também que todo o processo foi mais rapido do que no modo batelada. Atribuimos
este fato a um aumento do grau de difusao da solucao aquosa de DNA sobre a membrana.
Esta experiéncia podem ser tomada como uma prova de conceito de que as membranas

PS/PANI podem ser facilmente adaptadas para uma configuragao de coluna de centrifu-
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gacao. Para complementar essa analise, utilizamos a técnica de eletroforese para mostrar
que o DNA nao é danificado durante o processo de dessor¢ao; a metodologia e os resultados
correspondente podem ser encontrados no Apéndice A.1.

Podemos concluir entao que a incorporacgao das membranas compédsitas em uma coluna
de centrifugagdo proporciona uma maior rapidez nos processos de adsor¢ao e dessorcao,
além de uma grande facilidade na operacao, sendo ainda relativamente econémico. Essas
vantagens sao de fundamental importancia em laboratoérios clinicos, como por exemplo, no
diagnostico de doencas, onde a rapidez na obtenc¢ao dos resultados pode ser uma vantagem

competitiva sobre os métodos tradicionais.



Conclusoes e Perspectivas

Discutimos neste trabalho a preparagdo de membranas PS/PANI capazes de interagir
com cadeias de DNA de esperma de salmao, através da interagao eletrostatica entre as
cargas positivas da PANI e as negativas naturalmente existentes em uma cadeia de DNA.
Essas membranas resultam da modificagao de membranas PS preparadas através da téc-
nica de eletrofiagdo, que sao posteriormente tratadas termicamente e a plasma, e a seguir
sujeitas a polimerizacgao in situ quimica da anilina. Seguindo esses procedimentos, obtive-
mos membranas flexiveis e porosas que exibiram propriedades fisico-quimicas compativeis
com revestimento nanoestruturado da PANT sobre as fibras de PS. Com isso, fomos capa-
zes de superar os problemas de aglomeracao e fragilidade normalmente associados ao uso
de polimeros intrinsecamente condutores. As técnicas de caracterizacao adotadas permi-
tiram o conhecimento mais detalhado sobre a superficie, propriedades e composicao das
membranas de PS e PS/PANI. Um exemplo disso é a medida de dngulo de contato, que
revelou ser possivel a mudanga da propriedade de molhabilidade das membranas apés
serem expostas ao tratamento a plasma. Além disso, a caracterizagdo da membrana de
PS/PANI por UV-Vis confirmou que as cadeias de PANI se encontravam no estado de
oxidacao sal esmeraldina. Depois de concluidos os trabalhos de caracterizacao, foi testada
a capacidade de adsor¢do de DNA das membranas de PS/PANI como funcao de varios
parametros, tal como o tempo de interacdo e a concentracao inicial de DNA. A partir
destes estudos, verificou-se que, quando utilizadas em modo de batelada, as membranas
de PS/PANI possuem uma elevada capacidade de adsorgao de DNA (153,8 mg/g) apds
um tempo de interagdo de apenas 9 minutos. A capacidade de dessorcao foi outro pa-
rametro relevante que examinamos, quando podemos mostrar que 100 % da quantidade
de DNA adsorvido poderia ser liberado em apenas 10 min. A relevancia destes valores
surge quando eles sao comparados com as capacidades de outros materiais previamente
relatados na literatura: em relagdo a eles, a membrana PS/PANT apresenta uma excelente

combinagao de propriedades favoraveis, tais como alta capacidade de adsorcao, elevado
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grau de DNA dessorvido pela eluicao e curtos tempos de adsor¢ao-dessorcao. Com o0s
resultados dos experimentos de adsor¢ao-dessor¢ao, exploramos o fato de que as membra-
nas de PS/PANI podem ser facilmente utilizadas sob véarias formas alternativas (ou seja,
dobradas, cortadas ou compactadas) sem perder sua integridade, para adapta-las para
uso em uma instalagdo experimental coluna de centrifugacdo. Por sua vez, imagens de
fluorescéncia permitiram o acompanhamento dos experimentos, através da ligacao de um
corante com o DNA, o que revelou existir um aumento e decréscimo de pontos brilhantes
na superficie da membrana nos processos de adsor¢ao e dessor¢ao, respectivamente. Os
resultados correspondentes usando uma coluna de centrifugagdo indicam que nao s6 o
processo foi mais rapido, mas também que a quantidade de DNA adsorvido foi maior do
que a obtida no modo batelada. Portanto, sugerimos que estas membranas de PS/PANI
poderiam ser usadas como componentes ativos para kits de extragdo de DNA semelhantes
a aqueles que estao atualmente disponiveis. Com isso, futuramente estas membranas de
PS/PANI poderiam ser utilizadas em diferentes aplicagoes biomédicas, tais como suportes
de DNA para a transfeccdo genética, biossensores e agentes para separacao e purificacdo
de outras biomoléculas a partir de varios meios.

Neste trabalho, membranas compésitas de PS/PANI foram utilizadas com sucesso
para remocao de cadeias de DNA dissolvidas em meio aquoso. Como perspectiva para
novos trabalhos, podemos tentar aprimorar a capacidade de adsorcao das cadeias de DNA
na superficie dessas membranas, como por exemplo, através do aumento da sua area su-
perficial. Essa caracteristica, pode ser conseguida pela diminui¢ado do didmetro das fibras
da membrana de PS. Além disso, pode ser realizado um estudo com diferentes polimeros
condutores para investigar a possivel melhora adicional na capacidade de adsor¢ao. Ou-
tra andlise que pode ser feita é um estudo tedrico sobre a termodinamica de adsorgao.
Finalmente, a membrana de PS/PANI pode ser também testada em experimentos para
amostras bioldgicas reais, como o sangue. Um trabalho de especial interesse que pode
ser desenvolvido com base nessas membranas de PS/PANI ¢ a possibilidade de torna-la
especifica para capturar um determinado DNA. Por exemplo, se o objetivo foi o de captu-
rar o DNA de esperma de salmao, e na solu¢ao existir uma mistura de varios DNAs (fita
simples) de distintas origens (como por exemplo, o DNA plasmidio (bactérias)), deve-se
imobilizar um primer (DNA de fita simples) especifico de esperma de salmao na superficie

da membrana. Dessa forma, quando a membrana com o primer ligado entrar em contato
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com a solugao, apenas o DNA correspondente ao primer ird se ligar. A motivacdo que
nos leva a pensar no sucesso da membrana de PS/PANI especifica sdo os recentes resul-
tados promissores da imobilizacdo de primers em plataformas plasticas revestidas com
polianilina, um trabalho que se encontra em andamento no Grupo de Polimeros Nao-
Convencionais. As possiveis modificacoes e aplicagoes sugeridas para a membrana de
PS-PANI podem contribuir para o avanco e desenvolvimento de estudos sobre adsorc¢ao

de biomoléculas, diagnostico de doencas e biosensores.
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Apéndice

A.1 Experimento de eletroforese em gel de agarose

Esta técnica foi utilizada para verificar se 0o DNA nao seria danificado pela membrana
composita apos o processo de dessor¢ao. O experimento foi realizado com amostras de
DNA de esperma de salmao obtidas antes e depois da interacdo com a membrana. Na
Figura A.1, sdo mostrados algumas sequéncias dos passos necessarios para a realizagao

do experimento.
e Preparacao do gel de agarose e execucao da técnica

1. Inicialmente, organizamos todos os materiais necessarios para a execugao da
técnica (passo 1), depois pesamos 1 g de agarose e preparamos 1 L de solugao

tampao TAE 0,5 X (Promega (EUA));

2. Em um Erlenmeyer de 250 mL adicionamos a agarose e 100 mL da solucao
tampao, sendo posteriormente aquecido durante 1 min (passo 2);

3. Depois disso, 10 ul do corante fluorescente de 4cidos nucleicos Diamond! ™

(Promega (EUA)) foram adicionados ao Erlenmeyer (passo 3), que foi dei-
xado 'descansar’ até atingir uma temperatura em torno de 50°C, para entao
ser despejado com cuidado em uma bandeja, onde encontrava-se acoplado um
acessorio responsavel pela formagao dos pocos, onde sao depositadas as amos-

tras (passo 4);

4. Apos a solidificacao da agarose, o suporte foi colocado na cuba de eletroforese
15 em x 15 cm (Kasvi, Brasil), sendo em seguida despejada a solugao tampao

0,5 X até o preenchimento de toda a bandeja com o gel de agarose;

5. Posteriormente, em uma pelicula flexivel preparamos as amostras de DNA de

esperma de salmao a serem analisadas. Para isso, 8 ul de cada amostra de DNA
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foi misturada com 2 pl do corante Blue-Orange Loading Dye 6 X (Promega
(EUA)), totalizando 10 pul em cada pogo (passo 5);

6. Com as amostras prontas, retiramos o acessério acoplado na bandeja e adicio-

namos cuidadosamente as amostras nos pogos (passo 6);

7. Depois disso, fechamos a cuba e conectamos os eletrodos positivo e negativo
a uma fonte de alimentacdo para eletroforese (Kasvi, Brasil), aplicando uma
voltagem de 60 V para dar inicio a corrida, que ap6s 10 min foi aumentada

para 100 V (passo 7);

8. Ao término do processo, o gel foi retirado da cuba e levado para o transilumi-

nador (Kasvi, Brasil) para ser analisado.

Figura A.1: Sequéncia de passos para a execugao da técnica de eletroforese. (1) materiais utili-
zados no processo, (2) a preparacao do gel, (3) adigdo do corante Diamond, (4) bandeja acoplada
com o pente para o suporte do gel, (5) preparagdo da amostras, (6) amostras adicionadas ao
poco e, finalmente, em (7) a cuba pronta para a execuc¢ao da técnica.
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A.1.1 Resultado Eletroforese

Utilizamos a técnica de eletroforese em gel de agarose para verificar se o DNA de
esperma de salmao nao seria danificado apds o processo de dessorcao. Para isso, realizamos
o processo de adsorgao-dessorcao utilizando a configuragao por coluna de centrifugacao.
A Figura A.2 mostra os resultados obtidos ao término do processo. No primeiro pogo do
gel de agarose, foi depositada a amostra de DNA antes da interacdo com a membrana
de PS/PANI (1), enquanto que no segundo foi colocada aquela apds a dessorgao (2).
Podemos observar que nos dois casos a intensidade nao muda, ou seja, que o DNA nao é
prejudicado ao ser eluido da membrana. Neste experimento nao conseguimos um tamanho
de banda definido. O rastro que visualizamos antes e depois da dessorcao, provavelmente
estd relacionado com a preparagao do DNA de esperma de salmao comercial, ou seja, que
podem existir diferentes tamanhos de fragmentos de DNA na amostra. Dessa forma, nao

conseguindo identificar uma banda precisa.

Figura A.2: Eletroforese do DNA de esperma de salmao antes (1) e depois da interagao com a
membrana de PS/PANI (2).
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