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RESUMO

Nesse trabalho abordamos a preparacdo e a caracterizacao de diversos tipos de materiais
nanoestruturados e suas aplicacdes para o sensoriamento de ions fosfato, remog¢do de
contaminantes, e purifica¢do de acidos nucleicos, e como agentes terapéuticos e antibacterianos.
Especificamente, os materiais aqui desenvolvidos e caracterizados foram: 1) nanoparticulas de
ferrita de cobalto (CoFe>O4 NPs), com a superficie modificada através da imobilizacao de sonda
de DNA marcadas com fluor6foro (CoFe/ssDNA*); ii) compoésitos magnéticos hibridos de
Alginato/Quitosana/CoFe>O4NPs, obtidos pela técnica de gelificagdo ionotropica, revestidos
pelo polimero condutor (PC) polipirrol (PPy@Alg/Qui/CoFeNPs); iii) nanocompdsitos
magnéticos (NCMs) constituidos por CoFe>O4 NPs com a superficie recoberta com polipirrol
(CoFe/PPy); iv) compdsito de Ag/Polianilina, formados a partir da sintese de uma reagdo redox
simultdnea entre 0 metal e o PC. A plataforma de CoFe/ssDNA* foi desenvolvida para a
detecgdo por fluorescéncia sensivel e seletiva de ions fosfato. Para isso, foi explorada a extingao
de fluorescéncia que ocorre quando o fluordforo se liga a superficie das NPs. Desse modo,
nosso método de detec¢ao consiste na recuperagdo da intensidade da fluorescéncia observada
quando uma amostra contendo ions fosfato ¢ colocada em contato com a plataforma, devido ao
desprendimento das sondas de DNA imobilizadas pelos ions fosfato presentes na solugao.
Nossos resultados indicam ser este procedimento um método simples, rapido e altamente
sensivel, e que apresenta um limite de detecc¢do de 1,75 nM. Os NCM PPy@Alg/Qui/CoFeNPs
foram também utilizados para a remog¢ao do corante de azul de metileno em meios aquosos.
Estudos cinéticos e termodindmicos da adsor¢do revelaram que, utilizado na sua forma em po,
0 compdosito apresentou vantagens relativamente a seu uso na sua forma em pérola, com uma
capacidade de absor¢ao superior em um menor intervalo de tempo. Para ambas as formas do
compdsito ocorre o incremento na capacidade de adsor¢do com o aumento da temperatura. O
compdsito magnético CoFe/PPy foi ainda utilizado como adsorvente de fase solida para a
purificacdo de acidos nucleicos. Para isso, foram desenvolvidos protocolos de purificagdo do
DNA total extraido a partir de amostras de sangue total. Nossos resultados indicam que o uso
do compdsito CoFe/PPy ¢ simples e rapido, levando a um bom rendimento de DNA. Seu
desempenho ¢ equivalente ao de kits comerciais, com a qualidade necessaria para que seja
possivel usa-lo em protocolos regulares de biologia molecular, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Por fim, apresentamos resultados relativos a preparagdo, caracterizagdo e
aplicacdo do compdsito fluorescente de Ag/Polianilina. Embora ainda preliminares, ensaios de
citotoxicidade usando células Vero indicaram que a excelente biocompatibilidade desse

compdsito. Esse composito se mostrou também eficaz na reducdo da viabilidade de células



HeLa, de carcinoma cervical humano, e células bacterianas Gram-negativas (E. coli), indicando

o potencial antitumoral e antibacteriano do compdsito de Ag/Polianilina.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas. Nanocompositos hibridos. Polimeros condutores.

Sensoriamento. Remediacdo ambiental. Purificagdo de DNA.



ABSTRACT

In this work, we discuss the preparation and characterization of several types of
nanostructured materials and their applications for sensing phosphate ions, removing
contaminants, purifying nucleic acids, and as therapeutic and antibacterial agents. Specifically,
the materials developed and characterized here were: i) nanoparticles of cobalt ferrite
(CoFe204 NPs), whose surface had been modified through immobilizing a DNA probe marked
with a  fluorophore  (CoFe/PPy); i) hybrid magnetic  composites  of
Alginate/Chitosan/CoFe204NPs, which were obtained by ionotropic gelation technique, with
the surface covered by polypyrrole (PPy@Alg/Qui/CoFeNPs); iii) magnetic composite
consisting of CoFe204 NPs with the surface covered by polypyrrole (CoFe/PPy); iv) composite
of Ag/Polyaniline, formed by a simultaneous redox reaction synthesis between the metal and
the PCs. The CoFe/ssDNA* platform was developed for the sensitive and selective detection
of phosphate ions by fluorescence. For this, the fluorescence extinction characteristic was
explored when the fluorophore binds to the surface of the NPs. Our detection method consists
of the recovering of the fluorescence intensity when a sample containing phosphate ions is
placed in contact with the platform, due to the detachment of the previously immobilized DNA
probes by the phosphate ions present in the solution. Our results indicate that this procedure is
a simple, fast, and highly sensitive method, with a detection limit of 1.75 nM. In sequence, the
PPy@Alg/Qui/CoFeNP NCMs were used to remove the methylene blue dye from aqueous
media. Kinetic and thermodynamic studies of adsorption revealed that the use of the composite
in its powder form had advantages over than its pearl form, with a superior absorption capacity
in a shorter time. In both forms, the composite showed an increase in the adsorption capacity
with increasing temperature. We tested the use of the magnetic composite CoFe/PPy as a solid
phase adsorbent of nucleic acids and developed protocols for the purification of DNA extracted
from whole blood samples. Our results indicate that the CoFe/PPy composite can be used in
simple and fast methods for obtaining a good DNA yield. In this, the performance of this
magnetic composite is equivalent to those of commercial kits in producing DNA samples with
the adequate quality for use in regular molecular biology protocols, such as Polymerase Chain
Reactions (PCR). Finally, we present results regarding the preparation, characterization, and
biomedical application of the fluorescent composite Ag/Polyaniline. Preliminary cytotoxicity
tests using Vero cells indicated good biocompatibility of the composite. Also, the composite
proved to be effective in reducing the viability of human cervical carcinoma (HeLa) cells and
Gram-negative bacteria (E. coli), indicating a possible antitumor and antibacterial activity of

the Ag/Polyaniline composite.
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1 INTRODUCAO

No presente manuscrito serdo apresentados os resultados obtidos ao longo da realizagao
do meu projeto de doutorado junto ao Programa de Pos-Graduagdo em Fisica (PPGFisica) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os trabalhos aqui discutidos foram
desenvolvidos no Laboratério de Polimeros Nao-Convencionais, localizado no Departamento
de Fisica (DF) da UFPE.

Esse trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de materiais baseados em
nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas metalicas, polimeros condutores e suas aplicagdes
em sensoriamento de ions de fosfato, como absorvente para a remocao de contaminantes em
meio aquosos, em protocolos de purificagdo magnética de biomoléculas e como agentes
terapéuticos e antimicrobianos.

Para alcangar nossos objetivos gerais, trabalhamos ao longo dos seguintes objetivos
especificos:

e Produzir e caracterizar nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto (CoFe2O4 NPs)
utilizando o método de co-precipitagdo.

e Imobilizar cadeias de DNA de fita simples, marcadas com um fluor6foro, na superficie
das nanoparticulas e aplica-los como sistema de deteccdo de ions fosfato em meios
aquosos e complexos.

e Estabelecer pardmetros de sensibilidade, seletividade da deteccao por fluorescéncia ao se
fazer o uso das plataformas de ssDNA*/CoFeNPs.

e Modificar a superficie de nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto (CoFe2O4 NPs)
com o polimero condutor polipirrol (PPy) através da polimerizagdo quimica em fase
vapor do mondmero pirrol.

e Estabelecer os melhores parametros fisico-quimicos e cinéticos de adsor¢do de DNA a
partir de sistemas modelos (meio aquoso) para o nanocompdsito magnéticos (CoFe/PPy).

e Desenvolver protocolos de purificacdo magnética de DNA a partir de amostras bioldgicas
complexas como sangue humano, fazendo uso do nanocompodsitos CoFe/PPy como
material adsorvente de fase solida.

e Preparar nanocompdsitos magnéticos hibridos de Alginato/Quitosana/CoFeNPs a partir
da técnica de gelificagdo ionotrdpica e realizar a modificagdo da sua superficie através da

incorporagdo do PPy (PPy@Alg/Qui/CoFeNPs).
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Avaliar o comportamento do nanocomposito PPy@Alg/Qui/CoFeNPs como adsorvente
para a remogao do corante de azul de metileno em meio aquoso, em funcio de parametros
fisico-quimicos, cinéticos e termodinamicos.

Preparar um compdsito de nanoparticulas de prata (Ag NPs) e polianilina (PANI), a e
avaliar seu potencial citotdxico, antitumoral e antibacteriano.

Otimizar as propriedades o composito de Ag/Polianilina através do uso do planejamento
fatorial (2°) experimental.

Caracterizar os diferentes materiais desenvolvidos quanto as suas propriedades quimicas,
morfoldgicas, magnéticas, elétricas, Oticas, por meio das técnicas de espectroscopias no
infravermelho (FTIR), ultravioleta-visivel (UV-Vis), fluorescéncia, microscopia
eletronica de varredura e transmissdo (MEV, MET), difragdo de Raio-X, medidas de
magnetizacao, impedancia elétrica, tamanho médio de particulas, potencial zeta e analises

termogravimeétricas.

Esta tese esta organizada da seguinte forma:

Inicialmente sdo descritos os procedimentos empregados para a imobiliza¢do de sondas
de DNA, marcadas com um fluor6foro, na superficie das nanoparticulas de ferrita de
cobalto (CoFe>O4 NPs), assim como os resultados obtidos do uso dessa plataforma como
sistema de sensoriamento para a detec¢ao de ions fosfato em meio aquoso e em um meio
mais complexo, como o soro do sangue humano.

Em seguida sdo apresentados a preparagdo, caracterizagdo e os procedimentos
experimentais utilizados para a obtencdo dos compositos poliméricos hibridos de
PPy@Alg/Qui/CoFeNPs, bem como os resultados dos ensaios de remocao do corante de
azul de metileno.

Em seguida sdo descritos os procedimentos experimentais utilizados para a preparacdo e
a caracterizacdo do compdsito magnético polimérico, CoFe/PPy, e sua aplicacdo para
extracdo de DNA total em amostras de sangue humano.

Apo6s isso, abordamos a preparagdo do compdsito de Ag/Polianilina seguindo um
planejamento fatorial (2°), sua caracterizagio, € sua avalia¢do na atividade antitumoral e
antibactericida contra células de cancer cervical humano (HeLa) e células bacterianas
Gram-negativas (E. coli), respectivamente.

Por fim, apresentamos as conclusdes e as perspectivas gerais de continuagao do trabalho.
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Esta tese contém ainda dois apéndices, onde sdo apresentadas uma descricdo da
preparacao das solucdes tampao utilizadas nos experimentos de sensoriamento dos ions fosfato

e nos protocolos de purificacdo de DNA (Apéndice A), e uma relacdo dos trabalhos realizadas

durante o periodo de Doutorado (Apéndice B).
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2 USO DE NANOPARTICULAS DE FERRITA DE COBALTO PARA A
DETECCAO DE iONS FOSFATO.

2.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Os grupos fosfato sao um componente essencial para todos os organismos vivos, pois
desempenham muitas fun¢des metabdlicas (Jia et al., 2016). Como exemplo, pode-se citar sua
presenga em fosfolipidios (moléculas essenciais para a formagao de membranas celulares), em
trifosfato de adenosina (fonte de energia para todos os processos celulares), em 4acidos nucléicos
(DNA e RNA), e também a rigidez mecanica de ossos e dentes, que se deve aos sais de fosfato
de calcio (Law Al e Adeloju, 2013).

A medida de concentragdes dos niveis de fosfatos em amostras bioldgicas pode fornecer
muitas informagdes para o diagndstico clinico de vérios problemas de saude, indicando doengas
como insuficiéncia renal, hipertensdo, deficiéncia de vitamina D, distarbios ésseos e
hiperparatireoidismo (Kumar, 2009; Slatopolsky, 2011). Se altos niveis de fosfato no soro
sanguineo (> 45 mg L') estdo presentes, o paciente pode ser diagnosticado com
hiperfosfatemia, uma doenca que leva a actmulos de célcio em tecidos moles,
hipoparatireoidismo e a sindrome de lise tumoral (Askar, 2015; Tonelli et al., 2005). Por outro
lado, quando baixos niveis de fosfato (> 25 mg L!) sdo observados, o paciente pode estar com
hipofosfatemia, um distarbio eletrolitico que causa amolecimento 6sseo, insuficiéncia cardiaca,
respiratdria, e pode até levar ao coma (Adams, 2018; Fitzgerald, 2003). Se os niveis de fosfato
no soro sanguineo forem abaixo de 10 mg L-!, a sindrome ¢ classificada como grave, o que
pode levar a alteracdo da composicdo e funcdo das membranas celulares, causando redugdo de
compostos fosforilados intracelulares, como o ATP e difosfoglicerato, com a resultante na
disfuncdo de multiplos sistemas (Araujo et al., 2006).

Além disso, o fosfato ¢ também usado comumente em fertilizantes, como precursor do
fosforo, um nutriente essencial da planta. No entanto, seu uso extensivo na agricultura faz dos
ions fosfato um importante contaminante do solo e da agua, sendo que a recomendacdo da
Organizacao Mundial da Saude para uma concentragdo de fosfato na agua potavel ¢ de no
maximo 1 mg L' (Law Al e Adeloju, 2013). Isso porque elevados indices de fosfato em lagos
e rios podem induzir o crescimento excessivo de plantas e algas (no processo conhecido como
eutrofizacdo), o que impede a penetragao da luz, reduzindo a taxa fotossintética nas camadas
inferiores. Com isso, ocorre o déficit de oxigénio suficiente para atender a demanda respiratdria
dos organismos aerdbios, consequentemente interrompendo os ciclos de vida aquaticos. Este
problema normalmente provocado pelo homem ¢ resultado das constantes descargas industriais,

utilizagdo excessiva de adubos, criagdo intensiva de animais e demais descartes antropogénicos
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no ambiente (Camarero ¢ Catalan, 2012; Knutsson, Rauch ¢ Morrison, 2013). Portanto, existe
também a necessidade de sensores de facil manipulacdo que possam avaliar rapidamente a
concentragdo de fosfato em meio aquoso, de modo a permitir um melhor monitoramento da
qualidade da agua.

Os procedimentos convencionais para a deteccdo de fosfato envolvem o uso de
cromatografia e espectrofotometria, métodos que tendem a ser laboriosos, demorados e
demandantes de muitos solventes, o que, por sua vez, torna essas técnicas de alto custo
(Fujiwara et al., 1982; Quintana, Rodil e Reemtsma, 2006). Com isso em mente, varias
estratégias para a deteccdo e remocdo de ions de fosfato de meios aquosos tém sido
desenvolvidas. Em busca para um método mais econdmico e de monitoramento rapido, neste
trabalho investigamos o uso de nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFeNPs) para o
reconhecimento seletivo de ions fosfato dissolvidos em meio aquoso e presentes em amostras
mais complexas, como soro de sangue humano (HBS) (Wang, Lopez e Liu, 2018).

Visando as mais diferentes aplicagdes em nanotecnologia, as nanoparticulas de ferrita tém
sido muito investigadas por apresentarem excelentes propriedades elétricas e magnéticas. As
nanoparticulas de CoFe;Os exibem propriedades de baixa coercividade, magnetizacao
moderada e anisotropia magnetocristalina cibica que, juntamente com uma boa estabilidade
fisica, permitem seu uso em vdrias aplica¢des, como tintas magnéticas e memorias magnéticas
de alta densidade, administracdo de medicamentos a partes especificas do corpo (“drug
delivery”), tratamento térmico em células tumorais através da resposta térmica das particulas a
campos magnéticos alternados e em sensores de gas (Hergt ef al., 2004; Kim, Kim e Lee, 2003;
Masrour, Hamedoun e Benyoussef, 2012).

Neste capitulo, demonstramos o uso de CoFeNPs contendo sondas de DNA de cadeia Ginica
(ssDNA*) marcadas com fluorescéncia imobilizada na superficie da particula, que podem ser
aplicadas para a detecc¢ao seletiva de ions fosfato dissolvidos em meio liquido. N6s exploramos
o fato de que os grupos fosfato podem deslocar sondas de ssDNA* anexadas as nanoparticulas,

causando uma mudanga perceptivel no sinal de fluorescéncia do liquido sobrenadante.

2.1.1 Sensores e Biossensores

Por defini¢do, um sensor ¢ um dispositivo que responde a um estimulo, sendo ele quimico
ou fisico, de maneira especifica, e que transforma essa informacdo em um sinal analitico, com
o objetivo de obter uma determinada informagdo. Existem diferentes tipos de sensores que
respondem a estimulos variados, como os 6ticos, eletroquimicos, térmicos, cinéticos, elétricos,

sonoros, € entre outros.
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Sensores normalmente sdo compostos por i) um receptor, que proporciona o
reconhecimento da amostra a ser analisada, ii) um transdutor, que transforma o estimulo em
uma grandeza fisica (um sinal) que pode ser eletronicamente armazenado, e iii) o sistema de
processamento, que ¢ responsavel por filtrar, amplificar e analisar o sinal transduzido,

transmitindo-o para um monitor ou armazenando-o em algum dispositivo, como mostrado na

Fig. 1.

Figura 1 — Esquema representativo de um sensor/biossensor, mostrando a organizacgdo dos seus componentes.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

Quando a amostra de reconhecimento ¢ de natureza bioldgica, como anticorpos, enzimas,
proteinas, acidos nucléicos, organelas e células, tem-se o chamado biossensor. Os biossensores
sdo pequenos dispositivos que t€ém como principal caracteristica combinar a atividade seletiva
das reagdes biologicas com a sensibilidade a um analito de interesse, para a deteccdo de
analitos-alvo. Altamente sensiveis e seletivos, os sensores vém sendo cada vez mais explorado,
uma vez que podem ser usados nas mais diversas dreas como no campo ambiental, na satde,
veterindria, entre outros (Mehrvar e Abdi, 2004; Wang, 2000).

A detec¢@o pode ser direta, quando a interagdo bioldgica ¢ medida diretamente, ou
indireta, que se da através do uso de elementos cataliticos (enzimas) ou elementos modificados
com marcadores fluorescentes. Muito embora um sistema de medigao direta, chamado de nao-
reticulado, apresente maior sensibilidade, menor custo e menor tempo de operagado, os sistemas
reticulados (isto ¢, os de medicao indireta) exibem maior estabilidade (Mehrvar e Abdi, 2004).
Os sensores também podem ser classificados através da natureza do estimulo reconhecido
(dependendo do elemento bioldgico), que pode ser por bioafinidade, quando dependem da
ligacdo especifica/seletiva do analito-alvo ligado a superficie do receptor (como, por exemplo,

antigeno e anticorpos, sonda de oligonucleotideos), ou biocatalitico, que tem como principio as
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reagdes catalisadas por macromoléculas, nas quais enzimas ou células imobilizadas sdo usadas
para o reconhecimento do substrato-alvo (Wang, 2000).

Para o desenvolvimento de biossensores mais eficientes, ¢ importante observar algumas
caracteristicas, como 1) seletividade, que relaciona a habilidade de diferenciar o analito-alvo
das demais espécies presentes, ii) sensibilidade, na busca pela amplificacdo do sinal detectado,
e iii) estabilidade, tanto operacional como de armazenamento através da preservagao da camada
bioldgica. Assim, diversos materiais tém sido explorados para o aprimoramento desse tipo de
dispositivos, na tentativa de encontrar os melhores parametros de funcionamento e da
identificacdo da matriz, receptor e transdutor mais adequados (Kohles et al., 2011).

Dentre dos materiais explorados, os nanomateriais tém sido largamente aplicados em
biodispositivos para analises na nanoescala, e que foram desenvolvidos para estudar com alta
sensibilidade as interacdes de nivel celular e molecular, ao permitir o aumento da relagao
sinal/ruido e a obten¢do de um limite de detec¢do para concentracdes na faixa entre nanomolar
e picomolar (Choi et al., 2007; Wang et al., 2009). Recentemente, houve um grande interesse
no uso de nanoparticulas magnéticas ou metélicas em aplicagdes analiticas pelo uso de sondas
altamente programaveis baseadas em DNA e RNA. Essas sondas de DNA especificas podem
ser incorporadas em plataformas versateis para uso em biossensores, 0s quais, por sua vez,
podem ser convenientemente adaptados para o reconhecimento de diferentes alvos (Lopez,
Zhang e Liu, 2017; Yu, Liu e Liu, 2017). Nesse sentido, a ligacdo de sondas de DNA nas
nanoparticulas pode conferir um reconhecimento molecular, permitindo o desenvolvimento de
sensores altamente especificos. Nessa perspectiva, nesse trabalho propomos realizar a sintese e
caracteriza¢ao de nanoparticulas de ferrita de cobalto recobertas com sondas de DNA de cadeias
unicas (ssDNA*) em sua superficie para o sensoriamento de ions fosfato em meios complexos,

como o soro do sangue humano.

2.1.2 Estrutura e Propriedades das Ferritas
2.1.2.1 Estrutura Cristalina

As ferritas, que pertencem ao grupo de materiais Oxidos, sdo constituidas pela
combinag¢do de atomos de ferro e de um metal divalente, sendo representadas através da formula
geral (Me)Fe;04, onde (Me) € um metal de transicdo, como Cu, Ni, Co, Mg, Zn e Fe. Elas
possuem estrutura cristalina semelhante & do mineral espinélio (MgAl,O4), com estrutura
cubica de face centrada, devido ao empacotamento dos anions bivalentes (Heck et al., 2005).
Por definicdo, o espinélio ¢ um o6xido ternario, cuja férmula quimica ¢ AB>O4, onde A
representa um cation metalico divalente (Me?"), que normalmente ocupa um sitio tetraédrico, e

B representa um cation metélico trivalente, que ocupa um sitio octaédrico de um cristal de
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estrutura ciibica (Heck et al., 2005); quando o cation trivalente for ocupado por atomos de ferro,

0 material é denominado ferrita.

Figura 2 — Representagdo dos ions metalicos nos sitios tetraédricos (A) e octaédricos (B) da estrutura do espinélio
AB0O4.

R L R S St e ~

Fonte: Autoria Propria (2020).

A representacdo de uma célula unitaria com estrutura do espinélio pode ser vista na Fig.
2. Sua estrutura pode ser descrita por uma célula unitaria composta por 32 atomos de oxigénio,
gerando 64 intersticios de simetria tetraédrica (sitios A) e 32 sitios de simetria octaédrica (sitios
B), sendo que apenas 8 dos sitios A sdo ocupados, e 16 dos sitios B. As ferritas do tipo espinélio
normal sdo aquelas em que os ions de Me?* ocupam os sitios A ¢ os ions de Fe** os sitios B,
sendo as do tipo espinélio inverso aquelas com metade dos fons de Fe** preenchendo os sitios
A e a outra metade, juntamente com os ions de Me?*, os sitios B (Smit e Wijn, 1959).

Uma representagdo mais detalhada pode ser feita através da formula cristalografica
(MesFes.1)[Mes-1Fes+1]04, com o parénteses representando o sitio A e o colchetes o sitio B.
Quando é§ = 1, tem-se a ferrita do tipo normal, e § = 0, a do tipo inverso. No entanto, esses dois
casos ideais ndo sdo provaveis de serem encontrados, sendo mais comum ocorrer as ferritas do
tipo espinélio misto, 0 < § < 1, as quais tém estrutura intermedidria entre as outras duas. Para
os metais divalentes que se encontram no mesmo periodo do ferro, com configuracdo eletronica
d®, d’, d® e d°, a estrutura formada é preferencialmente do tipo espinélio inverso, sendo esse o

caso dos ions de cobalto (Co*?) (Smit e Wijn, 1959).

2.1.2.2 Propriedades Magnéticas
Na estrutura dos espinélios, os cations localizados nos sitios A e B tém como primeiros

vizinhos os cations em sitios B e A, respectivamente. A energia de intera¢do de troca ocorre
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entre dois atomos da mesma sub-rede, ou entre elas. Nas ferritas, essa interagao de troca se deve
ao fato de que os primeiros vizinhos dos cations de metal de transi¢do sdo os anions bivalentes
de oxigénio, que por sua vez mediam a interagdo entre os cations. Assim, as interagdes de troca
nesses materiais ocorrem através dos elétrons dos atomos do oxigénio, sendo chamadas de
interagdes de supertroca, porque as fungdes de onda dos orbitais p do oxigénio se sobrepdem
as funcdes de onda dos orbitais 3d dos cations (Arelaro, 2008; O’Handley, 2000).

Os ions situados nos sitios A e no sitio B pertencem a sub-rede com acoplamento
ferromagnético ou antiferromagnético, e as interagdes de supertroca entre as duas sub-redes
favorecem o alinhamento antiparalelo dos spins; no entanto, devido a diferenca entre os
numeros de cations nos sitios A e B, o comportamento da ferrita ¢ comumente ferrimagnético
(CULLITY e GRAHAM, 2009).

As propriedades magnéticas de um material estdo diretamente relacionadas com sua
estrutura eletronica. Na presenca de campos magnético ¢ possivel classificar as caracteristicas
magnéticas dos materiais de acordo com os tipos de interagdo entre seus momentos de dipolo
magnéticos. Estas interacdes geram diferentes orientagdes espontaneas dos spins, as quais
ocorrem em temperaturas abaixo da temperatura critica, chamada de temperatura de Curie (T).
Abaixo desta temperatura o material pode ser classificado como ferromagnético, ferrimagnético
e antiferromagnético e para temperaturas superiores a T¢, os efeitos de flutuagdo térmica
quebram essa ordem magnética, tornando o material paramagnético.

Como o momento magnético total de um material magnético ¢ dado pela soma dos
momentos de spin, um material ¢ chamado de ferromagnético quando possui alinhamento
espontaneo e paralelo dos spins. J4 quando o acoplamento de spin ¢ antiparalelo, gerado por
duas sub-redes, uma com spins orientados para cima e outra com spins orientados para baixo,
resultando em um momento magnético total nulo, o material ¢ chamado de antiferromagnético.
Por sua vez, quando os momentos de spin sdo antiparalelos, mas com magnitudes diferentes,
resultando num momento magnético nao nulo, o material ¢ chamado de ferrimagnético.

Além disso, ha também aqueles materiais em que os spins desemparelhados ndo possuem
interagdo entre si, de modo a ndo haver acoplamento, resultando em spins com orientagdes
aleatorias. No entanto, quando submetidos a um campo magnético externo, pode ocorrer um
alinhamento paralelo ou antiparalelo ao campo magnético aplicado, o que caracteriza as
substancias como sendo paramagnéticas e diamagnéticas, respectivamente.

As propriedades magnéticas dos materiais magnéticos também sdo sensiveis ao tamanho
das particulas. Quando uma particula possui um didmetro menor que o didmetro critico (dc), os
momentos magnéticos passam a ser orientados apenas em uma dire¢ao, possuindo assim apenas

um dominio magnético. Quando estes materiais estdo em temperatura acima de T. sdo
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conhecidos como superparamagnéticos. Abaixo de T., tanto os materiais ferromagnéticos
quanto os ferrimagnéticos apresentam comportamento semelhante ao dos materiais
paramagnéticos, pois quando submetidos a um campo magnético externo, com intensidade
suficiente, seus monodominios se alinham paralelamente ao campo magnético (O’Handley,
2000).

Na atualidade, os materiais magnéticos, t€ém sido amplamente utilizados nas mais
variadas areas, com aplicagdes que se estendem desde a fabricagao de dispositivos eletrdonicos
(bobinas, imas, motores) pela industria até para o armazenamento de dados, sensoriamento,
contraste de imageamento por ressonincia magnética nuclear, remediacdo ambiental,
tratamentos por hipertermia, liberacdo controlada de drogas, purificacio de moléculas

bioldgicas.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Materiais

Para a sintese das particulas de ferrita de cobalto, foram usados o cloreto de cobalto (II)
hexahidratado (CoCl2 - 6H20, Sigma Aldrich, EUA), e o cloreto de ferro (III) hexahidratado
(FeCls - 6H20, Dinamica, Brasil), como precursores metdlicos, € o hidroxido de amodnia
(NH4+OH, Dinamica, Brasil). Cloreto de magnésio (MgCl,, Vetec, Brasil), 4acido cloridrico
(HCI, Quimica Moderna, Brasil) e tris-(hidroximetil)Jaminometano (Tris, Sigma-Aldrich, EUA)
foram usados para preparar a solugdo tampao de Tris-HCI. A sequéncia de oligonucleotideos
marcados com carboxifluoresceina (FAM) usada neste estudo (FAM - CCG AGC ACG ACA
GGA ACG ACT) foram sintetizadas e purificadas pela Thermo Fisher Scientific (EUA).
Cloreto de sodio (NaCl, Quimica Moderna, Brasil), iodeto de sddio (Nal, Quimica Moderna,
Brasil), bicarbonato de s6dio (NaHCOs3, Proquimios, Brasil), carbonato de sédio (NaxCOs,
Reagente, Brasil), sulfato de sddio (Na,SO4, Merck, Alemanha), citrato de trissodio dihidratado
(Na3C¢Hs0O7 - 2H20, Nuclear, Brasil), nitrato de s6dio (NaNOs, Quimica Moderna, Brasil),
brometo de sédio (NaBr, Quimica Moderna, Brasil), hidréxido de s6dio (NaOH, Quimica
Moderna, Brasil), acetato de sédio trihidratado (CH3COONa - 3H,0, Quimica Moderna,
Brasil) e fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO4, Nuclear, Brasil) foram usados no ensaios de
seletividade e para preparar as amostras de soro de sangue simulado (SBF). Em todos os
experimentos, utilizamos dgua deionizada de alta pureza obtida a partir de um sistema de

purificagdo Synergy® (Millipore, EUA).
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2.2.1.1 Sintese das nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe>O4NPs)

As nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFeNPs) foram produzidas pelo método de co-
precipitagdo quimica através de uma adaptacdo do método usado por (Medina-Llamas ef al.,
2014), em um processo de varias etapas que envolve a troca de um precursor de ferro por um
precursor de cobalto. Primeiramente, em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram
misturados 25 mL de uma solugdo de CoClz2 (0,5 M) e 25 mL de uma solucao de FeCls (1 M).
Apo6s 5 min, foi adicionado 125 mL de uma solugdo aquosa de NH4OH (50% v/v), sob vigorosa
agitacdo. A solugado final foi mantida a 100°C por 1h e o precipitado foi decantado com a ajuda
de um ima. O material coletado foi repetidamente lavado com dgua deionizada para reduzir a
contaminacdo e depois seco em uma estufa a 80 ° C por 48h. O p¢ resultante foi macerado em
um almofariz 4gata até homogeneizacao.

O método de co-precipitagdo utilizado ¢ baseado na precipitagdo simultdnea dos
hidroxidos e oxalatos dos cations (Co*" e Fe*') pelo NH4sOH. O processo resulta da
policondensacdo inorganica envolvendo os ions metalicos em solugdo, levando a nucleagdo de

oxidos metalicos, na forma

COC]Z " 6H20 + 2FeC13 - 6H20 + 8NH4OH - COFeO4 + 8NH4C1 + 16H20.

Examinamos também o efeito do tratamento térmico nas propriedades das nanoparticulas
de ferrita de cobalto preparadas. Para isso, parte da amostra de p6 de CoFeNPs (chamada
posteriormente de a-CoFeNPs) foi aquecida a alta temperatura em uma atmosfera de ar, usando
um forno elétrico, e outra parte (CoFeNPs) foi separada na forma como preparada. A
temperatura de 600 °C foi escolhida com o objetivo de melhorar as propriedades magnéticas e
cristalinas das particulas sem aumentar sua agregacdo e distribuicdo de tamanho (Purnama et
al., 2015). Nesse processo, as amostras foram aquecidas primeiro a uma taxa de 10 °© C/min até
atingir 600 °C, uma temperatura que foi mantida por 1 h. E em seguida, a amostra foi resfriada
a temperatura ambiente (RT) a uma taxa de 10 ° C/min. Esse procedimento de recozimento foi
essencial para modificar o ordenamento quimico e alterar a cristalinidade e as propriedades
magnéticas das particulas CoFeNPs. Realizamos entdo o estudo para estabelecer as diferengas
entre nanoparticulas de ferrita de cobalto que ndo foram submetidas ao tratamento térmico

(CoFeNPs) e aquelas termicamente tratadas (a-CoFeNPs).
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2.2.2 Meétodos de caracteriza¢ao
2.2.2.1 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

Na microscopia eletronica de transmissao (TEM), elétrons sdao gerados por um filamento
incandescente e acelerados através de uma coluna sob vacuo, por meio de uma diferenca de
potencial elétrico. O feixe de elétrons passa por varias lentes eletromagnéticas para fins de
focalizacdo e correcdo de aberragdes. ApoOs passar pelas lentes, o feixe atinge
perpendicularmente a amostra, tendo uma area de secdo transversal tipica de alguns
micrémetros. Ainda neste trecho das lentes, existe uma abertura (diafragma) que controla a
coeréncia, intensidade e paralelismo do feixe. Depois de atravessar a amostra, um conjunto de
lentes magnéticas focaliza o feixe transmitido sobre uma tela fosforescente (ou entdo sobre um
CCD), para a formagao de uma imagem nitida e ampliada. H4 basicamente trés tipos de feixes
que irdo emergir da amostra: (i) o feixe diretamente transmitido sem mudancas relevantes em
relacdo ao feixe incidente; (ii) o feixe devido ao espalhamento eldstico, ou seja, o feixe difratado
que obedece a lei de Bragg; e (iii) o feixe espalhado inelasticamente devido a interacdo com os
elétrons dos dtomos da amostra (Tang e Yang, 2017).

O microscopio utilizado foi um JEOL JEM 1200EX-II (Jeol, Japao) do Centro de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parand (CME-UFPR). O microscépio opera
com um filamento de tungsténio e com potencial de operagdo de até¢ 120 kV. O microscopio
tem uma resolu¢do maxima de 0,2 nm e estd equipado com uma camera CCD. Para a
preparacdo da amostra, Img do material foi diluido em 5 mL de 4gua deionizada e disperso na
ponteira ultrassdnica por 5 min; posteriormente, um volume de 10 pL dessa solugao de CoFe2O4
NPs, previamente preparada, foi depositado com o auxilio de uma micropipeta em uma grade
de Cu (mesh 400) da Ted Pella (EUA), recoberta com um filme ultrafino (~2 nm) de carbono.
Apos a deposicao, as grades foram colocadas em um dessecador por 24 h para a total evaporacao

do solvente.

2.2.2.2 Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia por infravermelho ¢ muito utilizada para a obtencdo de
informagdes estruturais sobre uma amostra. Quando um material ¢ exposto a radiagdo
infravermelha, transi¢des vibracionais/rotacionais podem acontecer se a frequéncia da radia¢ao
coincidir com os modos de vibragdo das moléculas que constituem o material. Esses modos de
vibracdo podem ser de dois tipos: as vibragdes de deformagdes axiais (ou de estiramento) e as
vibragdes de deformagdes angulares. As deformacgdes de estiramento envolvem a alteragdao do
comprimento da ligacdo através do aumento/diminuicdo da distdncia entre dois atomos da

molécula, e podem ser simétricas ou antissimétricas. Ja as vibragdes de deformacgdes angulares,
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envolvem a alteracdo do dngulo da ligag¢ao pelas mudangas das posi¢des dos d&tomos em relagao
ao eixo de ligacdo inicial, por sua vez estas deformagdes podem ser simétrica, no plano
(chamada de tor¢do) e fora do plano (tesoura), ou antissimétrica, no plano (balango) e fora do
plano (rotacdo) (Pavia et al., 2010).

Um espectro de infravermelho reflete a energia absorvida nas transi¢des vibracionais de
uma molécula, que aparecem como bandas ou picos com diferentes valores do nimero de onda
(cm™). A intensidade, que corresponde a quantidade de energia absorvida pela amostra, é
proporcional ao nimero de moléculas interagentes com a radiacdo e pode ser estimada em
termos da transmitancia através da razdo da poténcia radiante transmitida pela poténcia
incidente.

O diferencial da espectroscopia por transformada de Fourier ¢ o uso de um
interferdmetro, que permite a medida simultanea de diferentes frequéncias no infravermelho,
tornando a técnica mais rapida e de maior sensibilidade quando comparada com o uso de
espectrometros dispersivos. O interferdmetro mais comumente usado em espectroscopia de
infravermelho ¢ o interferdmetro de Michelson, que consiste em dois espelhos (um fixo € um
moével) e um divisor de feixes localizado a 45°dos espelhos.

No processo da medida de absor¢do no infravermelho, a luz de uma fonte de
infravermelho ¢ colimada por um espelho e introduzida no interferdmetro. A radiagdo incidente
atinge o divisor de feixes e separada em dois feixes, sendo uma parte a luz transmitida e a outra
refletida pelos espelhos. Dessa forma, quando essas duas partes sdo entdo refletidas de volta e
recombinadas no separador de feixes ocorre um processo de interferéncia que pode ser
construtiva ou destrutiva, a depender da diferenca entre os caminhos Opticos percorridos por
cada feixe. Esse feixe gerado passa entdo para a regido da amostra, que por sua vez absorve os
comprimentos de onda (frequéncias) correspondentes a seu espectro infravermelho (Pavia et
al., 2010). Quando o sinal do interferograma modificado chega ao detector, o mesmo ¢ entdo
comparado pelo computador com o interferograma produzido por um feixe de laser de
referéncia que serve como padrdo de comparacdo. No entanto, apenas apos a realizagcdo da
transformada de Fourier pelo computador, ¢ possivel extrair as frequéncias individuais que
foram absorvidas pela amostra do interferograma final, para entdo se obter o grafico tipico do
espectro infravermelho (Pavia et al., 2010).

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no intervalo de
4000 — 400 cm™! (regido do chamado infravermelho médio) foram obtidos usando um
espectrometro IR Tracer-100 (Shimadzu, Japdo) com resolugdo de 4 cm™!, com uma média de

64 varreduras. As amostras foram preparadas utilizando pastilhas de KBr, obtidas pela
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maceragdo de 0,1 mg do material e 50 mg de KBr em um almofariz de dgata, com a mistura

sendo levada por 10 min a um pastilhador sob 2 toneladas.

2.2.2.3 Difracdo de Raios X

Desde sua descoberta, a técnica de difragdo de Raios X (XRD) tem sido muito utilizada
para a caracterizagdo estrutural de diversos tipos de materiais, tanto em forma de p6 (material
massivo) como em forma de filme fino. A geometria mais comum de uma medida de XRD ¢ a
chamada Bragg-Brentano ou 6 - 20 (CULLITY, 1978), utilizada na caracterizagdo estrutural
das nanoparticulas neste trabalho. Nesta configuragdo, um feixe monocromatico de raios X
atinge a amostra a diferentes angulos de incidéncia 6. Enquanto isso, um detector mede a
intensidade do feixe refletido segundo o mesmo angulo 8 com a superficie da amostra, de modo
que ha um angulo 26 em relagdo com a dire¢ao de propagacao do feixe incidente.

Os fotons de raios X incidentes na amostra serdo difratados pelos diversos planos
atdmicos presentes no material, representados pelos indices de Miller (hkl). Estes raios
refletidos sofrerdo interferéncia construtiva/destrutiva devido a diferenca de comprimento de
caminho 6ptico. Ocorrerd interferéncia construtiva somente se a diferenca entre os caminhos
Opticos for um numero inteiro de comprimentos de onda. Quando isso ocorrer, observaremos
um pico de difracdo. A lei de Bragg (2dp,,;senf = nA) nos mostra que a partir dos angulos 0
de difragdo podemos encontrar a distancia interplanar correspondente, a qual, por sua vez, esta
relacionada com o pardmetro de rede da estrutura cristalina e com os indices de Miller, de modo
que com o conhecimento do dyy; podemos determinar a estrutura cristalina do material
(CULLITY, 1978).

As medidas de difragdo de raios X deste trabalho foram realizadas utilizando um
difratdbmetro SamarLab (Rigaku, Japdo), equipado com uma fonte de raios X de Cu, de
comprimento de onda A igual 1,5406 A, um equipamento multiusuario do Departamento de
Fisica da UFPE.

2.2.2.4 Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) ¢ uma técnica termoanalitica que permite o
acompanhamento da variagdo de massa de uma amostra em func¢io do incremento controlado
da temperatura. Através dessa técnica, ¢ possivel conhecer detalhadamente alteracdes que o
aquecimento pode provocar em um material, permitindo, por exemplo, estabelecer a faixa de
temperatura em que sua composi¢do quimica permanece inalterada, a temperatura em que ela
se decompde, e o acompanhamento do andamento de reacdes de desidratagdo, oxidagdo, e

decomposicao, entre outras (MACHADO, L. D. B.; MATOS, 2004).
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A TGA pode ser classificada como uma técnica: i) isotérmica, em que a massa ¢
registrada em funcdo do tempo a temperatura constante, ii) quase-isotérmica, quando a amostra
¢ aquecida a uma taxa linear enquanto ndo ha variagdo de massa, e iii) dinamica, em que as
variagdes de massa sdo registradas em funcao da temperatura, quando a mesma estd submetida
a uma variacao linear da temperatura. O equipamento usado na analise ¢ composto basicamente
por uma termobalanga (associagcdo forno-balanga), que permite a pesagem continua de uma
amostra enquanto a mesma ¢ aquecida ou resfriada. Além da balanga e do forno com controle
de atmosfera, o instrumento deve ainda possuir um suporte para a amostra, um sensor de
temperatura, e ser capaz de registrar todas as informacdes coletadas. Com isso, ¢ possivel
trabalhar sob as mais variadas condi¢cdes experimentais, sob diferentes atmosferas, massas,
razdes de aquecimento, entre outras (MACKENZIE, 1985).

De modo geral, nas analises de TGA sdo registradas curvas da variacdo da massa da
amostra em funcdo da temperatura ou do tempo. Por exemplo, nessas curvas podem ser
observados degraus em relagdo ao eixo que corresponde as variagdes de massa, que indicam
serem as espécies observadas termicamente estaveis naquela faixa de temperatura. Na analise
termogravimétrica diferencial (DTG), as curvas registradas a partir das curvas de TGA
correspondem a primeira derivada da variagdo de massa em relagdo a temperatura. E importante
ressaltar que uma curva de DTG ndo contém mais informagdes do que a curva TGA original,
mas simplesmente apresenta os dados de uma maneira distinta, mais facilmente visualizavel
(Mackenzie, 1985; Wendlandt, 1986).

Em nosso trabalho, as curvas de TGA das amostras, colocadas na forma de p6 em
cadinho de platina, foram obtidas no equipamento TGA-50H (Shimadzu, Japdo), do
Departamento de Quimica Fundamental, sob uma atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) em uma
faixa de temperatura de 25 °C até 900 °C, utilizando uma rampa de aquecimento a uma taxa de

10 °C/min.

2.2.2.5 Magnetizacdo

As propriedades magnéticas das amostras obtidas foram determinadas a partir das
curvas de magnetizacdo, a qual se mede a magnetizagdo da amostra como fun¢do do campo
magnético externo aplicado. A técnica utilizada foi a magnetometria de amostra vibrante, que
se baseia na variagdo de fluxo magnético em uma bobina quando uma amostra magnetizada
vibra em suas proximidades. Nessa técnica, uma amostra de massa conhecida ¢ fixada em uma
das extremidades de uma haste rigida, enquanto que a outra extremidade ¢ fixada a membrana
de um alto-falante, que faz a amostra vibrar a uma frequéncia f conhecida em um campo

magnético uniforme, induzindo uma corrente alternada nas bobinas coletoras. Esse conjunto,
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quando exposto a um campo magnético gerado por um eletroima, induz uma voltagem alternada

nas bobinas de detecc¢ao, de acordo com a lei de Faraday, dada por

E = 0GA(2nf)cos (2rft), (1.1)

onde o ¢ o momento magnético da amostra, G ¢ uma fun¢do geométrica das bobinas de
detecgdo, e A ¢ a amplitude de vibragdo (Foner, 1996; Sampaio et al., 2000).

O equipamento utilizado nas medidas magnéticas foi um magnetometro EV7
(Microsense, EUA), localizado no Departamento de Fisica da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE), sob a responsabilidade do Professor Alexandre Ricalde.

2.2.2.6 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS) ¢ utilizada para obter informacao da
distribui¢do de tamanhos de nanoparticulas suspensas em meio liquido, permitindo detectar
particulas em uma larga faixa de tamanhos. De modo simples, a técnica consiste na incidéncia
de um feixe de luz monocromatico, usualmente luz laser, sobre uma amostra em forma de
suspensao coloidal, com a detec¢@o ocorrendo nos feixes espalhados. Em uma medida de DLS,
a luz de um laser ¢ levada até a amostra através de uma fibra Optica. Na interface da amostra e
da fibra ha uma janela de safira que tem a fungdo dupla de refletir de volta parte da luz do laser,
a qual ¢ direcionada para um fotodetector, e transmitir parte da luz incidente para dentro da
solucdo, onde ela ¢ espalhada em todas as dire¢des pelas particulas em suspensdo (BERNE e
PECORA, 2000).

As particulas em suspensdo estdo sujeitas a colisdes randdmicas com as moléculas do
fluido, resultando no chamado movimento Browniano. Apesar de o movimento das particulas
ser aleatdrio, a distribui¢do de velocidades integrada em um longo intervalo de tempo tem uma
forma funcional bem conhecida, a distribuigdo de Maxwell-Boltzmann. A luz do laser que entra
na solugdo sofre um deslocamento (shift) de frequéncia devido ao efeito Doppler por causa do
movimento das particulas. O deslocamento de frequéncia sera tanto maior quanto maior for a
velocidade da particula. Esta luz espalhada, de frequéncia diferente, ¢ detectada e comparada
com o sinal de referéncia original. O sinal de saida do detector contém, portanto, uma
distribuicdo de frequéncias relacionadas com os tamanhos das particulas suspensas (HUANG,
1987).

O equipamento utilizado nas medidas de DLS foi o NanoBrook (Brookhaven Instruments,
EUA), localizado no Laboratério CHICO do Departamento de Quimica Fundamental da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob a responsabilidade do Professor André
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Galembeck. Em nosso trabalho, adotamos como padrdo fazer a média de 03 medidas, com o

software do equipamento fornecendo um histograma de distribuicdo de tamanhos.

2.2.3 Experimentos de sensoriamento por fluorescéncia
2.2.3.1 Imobilizagdo das sondas de DNA marcadas (ssDNA*) nas CoFeNPs

Para os estudos da adsor¢ao das sondas de DNA marcadas por fluorescéncia nas particulas
de CoFe;0q4, foi preparado 1 L de uma solugao tampao contendo 50 mM (6 g) de Tris, 100 mM
(420 mL) de HCl e 10 mM (2 g) de MgCI2 (tampao Tris-HCI/MgCl, pH 7,4). As sondas de
DNA de fita simples marcadas com fluoréforos (denominado de ssDNA*) foram inicialmente
preparadas em uma concentragdo de 2000 ng/pL, através da dilui¢do em agua free nuclease, e
em seguida diluidas novamente para solugdes estoque de 50 ng/uL. A partir dessas diluigoes,
foram preparadas solugdes 1 mL de ssDNA* (com concentragdo de 30 nM) no tampao Tris-
HCI/MgCls (pH 7.4). E importante ressaltar que a adi¢io do sal MgCls na solugdo tampdo tem
por objetivo a redu¢do das interagdes eletrostaticas (Liu, Biwu;Liu, 2015).

Devido a modificagdo das sondas de DNA com o fluordéforo, as amostras preparadas
apresentam uma elevada fluorescéncia quando excitadas em A = 480 nm. Entdo, a medida que
o ssDNA* ¢ adsorvido pelas CoFeNPs, a emissdo de fluorescéncia da sonda ¢ extinta e,
consequentemente, a intensidade de fluorescéncia do meio liquido deve ser reduzida; portanto,
medindo a supressao progressiva da fluorescéncia, ¢ possivel quantificar de maneira simples e
direta o processo de adsor¢do (Fig. 3). Para isso, foi adicionado 60 puL. de uma solu¢do aquosa
inicial de 4 g L' de CoFeNPs a 1 mL da solugdo ssDNA*/Tris-HCI/MgCI2 (pH 7,4), sob
agitacdo constante (300 rpm) por 60 min. Depois disso, com ajuda de um ima, as particulas com
ssDNA* imobilizado (ssDNA*/CoFeNPs) foram confinadas, sendo entdo o sobrenadante

coletado para a analise fluorimétrica.

Figura 3 — Representacdo esquematica do processo de imobilizagdo do ssDNA*.

CoFeNPs SSDNA* Imobiliza¢do via Supressao da
fosfato Fluorescéncia

Fonte: Autoria prépria (2020).
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Ap0s isso, foi implementada uma etapa de lavagem, com a amostra sendo submetida a
duas lavagens sucessivas utilizando 1 mL do tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) sob agita¢ao
constante em vortex por 30 s, para minimizar a presenga de sondas pouco imobilizadas e
garantir que apenas as sondas de fato imobilizadas permane¢am no substrato. Finalmente, mais
uma vez confinamos magneticamente as NPs e removemos o sobrenadante. Na Fig. 4, esta

representado o método utilizado nos ensaios de imobilizagao da ssSDNA*.

Figura 4 — Representacdo esquematica do processo de imobilizagdo do ssDNA* e o método utilizado para realizar

os ensaios de detecgdo de fluorescéncia.

1 /’ (.
=) \\§_’ ’ : g
A \# g Analise da
1‘ — 3 Fluorescéncia
(9 - -
°°°° N — “» 6" — \‘»
60 mi
o 0 ; min »
CoFeNPS / ] 0
ssDNA* Imobilizagdo — =y oy v
da sonda ¢
<
e/

Processo
de Lavagem
(2x)

Fonte: Autoria prépria (2020).

2.2.3.2 Mecanismo de detecgao dos ions de fosfato

Para os ensaios de detec¢ao dos ions fosfato, o sistema ssDNA*/CoFeNPs, preparado
conforme descrito na se¢do anterior, foi colocado em contato com solu¢des aquosas com
diferentes concentragdes do ion fosfato durante 120 min em temperatura ambiente (~ 23 °C),
sob agitacdo constante (300 rpm). Apos isso, as CoFeNPs foram confinadas magneticamente,
com o sobrenadante sendo coletado para determinar a intensidade de fluorescéncia
correspondente, conforme esquematizado na Fig. 5.

Durante o processo da interagdo com a solu¢do, a troca das sondas marcadas (ssDNA*)
pelos ions de fosfato presentes na solugao do sistema ssDNA*/CoFeNPs ¢ favorecida, e como

resultado dessa troca tem-se a recuperacao da fluorescéncia.
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Figura 5 — Representagdo esquematica do mecanismo de detecgdo de fluorescéncia de ions fosfato usando as

CoFe204 NPs e do método adotado para realizar os ensaios de detecgdo de fluorescéncia.

-
!
7
4

g
€
g
g
3
&

oAl . —
e e
g })' 3“ ® !J’.fn
. S
Y N
Processo de Interacao Recuperacao da A“é“SCAda,
com Fosfato Fluorescéncia Fluorescéncia
3 ~
\ ~
~
\ A =480 nm

\\ \\{
éﬁu“‘x

3

Fonte: Autoria prépria (2020).

2.2.3.3 Preparagao das amostras de soro de sangue humano

Para verificar a sensibilidade da plataforma sugerida (ssDNA*/CoFeNPs) para a anélise
de amostras reais, avaliamos seu comportamento quando interagindo com amostras de soro de
sangue humano (HBS). Nestes ensaios, as amostras de HBS originais foram inicialmente pré-
tratadas para a eliminagdo de proteinas. Para isso, 20 pL de Proteinase K (26 mg/mL) foram
adicionados em 1 mL de HBS e a mistura obtida foi aquecida a 65 °C durante 10 min e depois
centrifugada a 14.000 xg durante 1 min. O sobrenadante obtido foi utilizado para os
experimentos de detec¢do dos ions fosfato, onde os ensaios de detec¢do por fluorescéncia foram

realizados conforme a metodologia descrita na Secdo 1.2.3.2.
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizacdo da Nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFeNPs)
2.3.1.1 Difracdo de Raios X

Na Fig. 6 s@o mostrados os difratogramas das nanoparticulas de ferrita de cobalto
sintetizadas, tanto daquelas na forma inicialmente sintetizadas (CoFeNPs) quanto as submetidas

ao tratamento térmico (a-CoFeNPs). Ap6s uma analise estrutural baseada no método de
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Rietveld, e usando o software Maud, foi confirmada a formagao da ferrita de cobalto, quando
verificou-se que a estrutura cristalina das amostras era do tipo espinélio ctibico inverso com o
grupo espacial Fd3m (naimero COD-1533163), de acordo com o que anteriormente relatado na
literatura (Ferreira et al., 2003; Hosni et al., 2017).

A técnica de refinamento de Rietveld, utilizando o software Maud, ¢ usada para o
refinamento de estruturas e para a determinagcdo dos pardmetros de rede através do
difratogramas de raios X (Lutterotti et al., 2007; Rietveld, 2002). Através dessa anélise, foi
possivel identificar a fase espinélio (CoozssFeo,745)(Coo,745F€1,255)O4 € a fase a-Fe2O3, com o
oxido de ferro sendo uma impureza residual da preparacdo da amostras estimada em 36,5 % e
13,2% para as amostras CoFeNPs e a-CoFeNPs, respectivamente. Foram determinados os
parametros de rede a como sendo iguais a 8,368 € 8,389 A, volumes V da célula unitaria de
585,956 ¢ 590,487 A3 e densidades no valor de 5,219 ¢ 5,179 g/cm?, para as amostras CoFeNPs

e a-CoFeNPs, respectivamente.

Figura 6 — Difratogramas de raios X das amostras CoFeNPs (a) e a-CoFeNPs (b).
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Como pode ser observado na Fig. 6, apenas trés picos de difracdo sdo identificados na
amostra CoFeNPs, situados em 26 = 30,2°, 35,5° e 62,7°, e com os respectivos planos de
difragdo indexados através dos indices de Miller (Fig. 6 a). No entanto, para a amostra a-
CoFeNPs foi possivel observar o aumento significativo na intensidade dos picos de difragdo e
uma reducdo na largura total dos mesmos, com os picos situados em 260 = 18,2°, 30,2°, 35,5°,
37,1°,43,1°, 53,5°, 56,9°, 62,6°, 71,1°,73,9°, 75,1°,79,2°, 86,8° ¢ 89,7° (com 0s respectivos

indices de Miller identificados na Fig. 6 b). Isso indica um aumento na cristalinidade da
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amostra, que deve ter origem no incremento da razdo do volume do cristalito por conta do

tamanho da particula (Goodarz Naseri et al., 2010; Gyergek et al., 2010).

2.3.1.2 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A composi¢do quimica das nanoparticulas de CoFe>O4 foi examinada através da técnica
de espectroscopia de infravermelho (FTIR). Na Fig. 7 sdo mostrados os espectros de FTIR para
as amostras CoFeNPs (curva a) e a-CoFeNPs (curva b). Como pode ser observado, ambos o0s
espectros apresentam as bandas associadas as vibragdes de estiramento das moléculas de agua
O — H presentes na superficie das nanoparticulas, em 3400 ¢ 3178 cm™! para a amostra CoFeNPs
e, em menor intensidade, em 3400 e 3178 cm™! para a amostra a-CoFeNPs. As bandas em 1629
cm! [1632 cm™!] no espectro CoFeNPs [a-CoFeNPs] podem também ser atribuidas a vibragdo

no plano e fora do plano da dgua absorvida O — H (Feng et al., 2017).

Figura 7 — Espectros infravermelho das amostras CoFeNPs (a), e a-CoFeNPs (b).
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Presente em ambas as amostras, a banda em 1400 cm™ corresponde as fortes vibragdes
das moléculas de NH*" associadas ao agente de co-precipitagio usado na sintese das
nanoparticulas (Sethna et al., 2008). Vale ressaltar que, ao realizarmos o tratamento térmico
das particulas, houve uma redu¢@o no pico correspondente & amonia, sendo notavel a menor
relagdo entre as intensidades das bandas caracteristicos de NH*" ¢ M — O para a amostra a-
CoFeNPs. Os picos discretos observados nos dois espectros em 1167, 1116 ¢ 1090 cm™! sdo
associados a liga Fe — Co (Masrour, Hamedoun e Benyoussef, 2012; Rana, Philip e Raj, 2010;

Verwey e Heilmann, 1947). As bandas em 600 € 421 cm™!, observadas nas amostras CoFeNPs,
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estdo relacionadas as vibragdes de estiramento das ligagdes metal-oxigénio (M — O), atribuidas
aos sitios tetraédricos e octaédricos, respectivamente, que sdo caracteristicas da estrutura
cristalina das ferritas de espinélio inverso. Para as amostras tratadas, um conjunto semelhante
de bandas foi observado em 593, 470 e 417 cm™!. Essas diferengas de posi¢do entre as bandas
tetraédrica e octaédrica podem estar associadas aos comprimentos diferentes das ligagdes M —

O em cada sitio (Aliyan et al., 2017; Rana, Philip e Raj, 2010; Shahjuee et al., 2017).

2.3.1.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para avaliar a morfologia e a distribuicdo de tamanhos das particulas, foram obtidas
imagens de microscopia eletronica de transmissdo para as amostras com e sem tratamento
térmico. Nas imagens (a) e (b) da Fig. 8, € possivel observar que ambos tipos de amostras
(CoFeNPs e a-CoFeNPs) exibem uma forma hexagonal com tamanhos na escala nanométrica.
Também ¢ possivel identificar a presenga de grandes aglomerados de nanoparticulas, o que
pode estar associado as interagdes dipolares entre as nanoparticulas magnéticas ou entdo apos
terem sido depositadas na grade de cobre, o que pode ser atribuido a tensdo superficial da dgua
(devido a dilui¢do na amostra no preparo das analises).

No microscopio de transmissao também foram realizadas medidas de difragdo de elétrons
em area selecionada (SAED). Nas Figs. 1.8(c) e 1.8(d) ¢ possivel observar os padrdes de
difragdo, compostos por pontos (spots) que indicam a natureza policristalina das amostras. O
resultado dessa medida permite o célculo da estrutura cristalografica das nanoparticulas, sendo
a determinacdo dos planos cristalograficos realizada pela andlise da imagem obtida pelo
microscopio. As distancias interplanares das amostras, assim como os planos cristalograficos,
determinados através dos os padrdes de SAED, podem ser atribuidos as fases de CoFe;O4 € a-
Fe;03, o que corrobora com os resultados obtidos nas medidas de Raios-X. Também ¢
importante notar que houve o aumento no niimero de pontos de difragdo para as amostras
termicamente tratada, confirmando assim o aumento da cristalinidade na amostra.

Para fins de quantificagdo do tamanho da nanoparticulas observadas, utilizando o
software livre ImageJ (Schneider, Rasband e Kevin W Eliceiri, 2012) mediu-se o diametro das
nanoparticulas presentes na Fig. 8 (a) e (b). Ressaltamos que as medidas de diametro das
nanoparticulas foram feitas manualmente, uma-a-uma, utilizando uma ferramenta do software,
ou seja, ndo utilizamos nenhum algoritmo automatizado para a obtengdo dos tamanhos. Nas
Figs. 1.8 (e) e (f) sdo mostrados os histogramas da distribui¢ao de tamanhos assim obtidos para
as amostras CoFeNPs e a-CoFeNPs, respectivamente, tendo sido medidas um total de 120
nanoparticulas. Esses histogramas revelam que a amostra de CoFeNPs [a-CoFeNPs] apresenta

uma distribui¢do de tamanho na faixa de 7 a 28 nm [7,5 a 38 nm], com um didmetro médio de
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(16 =£4) nm [(18 = 5) nm]. Embora o tamanho médio das particulas seja semelhante para ambas
as amostras, nas amostras a-CoFeNPs, pode-se identificar uma melhor homogeneidade, com a

maioria das particulas com tamanhos em torno de 15 nm.

Figura 8 — Micrografias TEM das amostras CoFeNPs (a) ¢ a-CoFeNPs (b), os padrdes de SAED sdo mostrados
em (c) e (d) para CoFeNPs e a-CoFeNPs, respectivamente. O histograma do tamanho de particula das amostras
foi obtido apos a estimativa do didmetro de 130 [110] particulas, conforme representado em micrografias TEM,
para CoFeNPs (e) e a-CoFeNPs (f), respectivamente.
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2.3.1.4 Medidas de Magnetizacao (Histereses)

As caracteristicas magnéticas das amostras CoFeNPs e a-CoFeNPs foram analisadas
através de curvas de magnetizagdo pela técnica de magnetometria de amostra vibrante a
temperatura ambiente. Como pode ser visto na Fig. 9, ambas as amostras apresentam ciclos de
histerese que correspondem a um comportamento ferrimagnético, um resultado consistente com

aqueles reportados literatura para CoFe.O4NPs preparadas pela sintese de co-precipitagao
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(Gyergek et al., 2010; Hosni et al., 2017). Através dessas curvas também foram obtidos os
valores de magnetizacdo a campo magnético maximo Hmax = 18 kOe como sendo iguais a 42,5
e 53,6 emu/g, para as amostras CoFeNPs e a-CoFeNPs, respectivamente.

As particulas que sofreram um tratamento térmico apresentaram um campo de
coercividade menor (Hc = 12,57 Oe) quando comparado com aquelas sem tratamento térmico
(conforme observado no detalhe da Fig. 9). Essa reducdo na coercividade pode ser explicada
pela diminui¢do do tamanho dos graos e uma maior homogeneizag¢ao na amostra, uma vez que
o tamanho do grdo da amostra varia de maneira inversa com o valor de Hc. Esse valor de Hc
observado na curva a-CoFeNPs ¢ consistente com aquele encontrado na literatura para
nanoparticulas de ferrita de cobalto com granulometria superior a 10,7 nm (Hosni et al., 2017;
Masrour, Hamedoun e Benyoussef, 2012). Para particulas desse tamanho, as temperaturas de
bloqueio (ou seja, a temperatura na qual a energia térmica diminui e os momentos magnéticos
presentes nos materiais superparamagnéticos ficam bloqueados) devem estar acima da
temperatura ambiente (Liu C. et al., 2000; Vazquez-Vazquez et al., 2011).

Através das curvas de histerese foi também possivel identificar a presenga de duas fases
magnéticas, devida a presen¢a de um alargamento nas curvas entre os campos 50 Oe a 3 kOe,
como facilmente observado na medida para a amostra a-CoFeNPs, o que corrobora o observado

nas analises de Raios-X.

Figura 9 — Curvas de magnetizacdo de amostras de CoFeNPs (a) e a-CoFeNPs (b).
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2.3.2 Uso das CoFe2O4NPs como plataformas para sensoriamento de ions fosfato
2.3.2.1 Imobilizacao da sonda (ssDNA*) em CoFeNPs e a-CoFeNPs

Como ilustrado na Fig. 3, o uso de particulas de ferrita de cobalto como uma plataforma
para a deteccdo de ions fosfato envolve a imobilizacdo de um DNA de fita simples marcado
com um fluordforo (ssDNA*) na superficie das nanoparticulas.

E bem sabido que cadeias de DNA de fita simples podem interagir com outras moléculas
por meio de varios mecanismos, como ligacdes de hidrogénio, forgas hidrofobicas, forcas
eletrostaticas, empilhamento aromatico (t — m) ou coordena¢do com metais (Pautler et al.,
2013). Sabe-se também que as moléculas de DNA podem ser adsorvidas fortemente em 6xidos
metalicos devido aos grupos fosfato presentes em sua estrutura (Fujiwara et al., 1982; Li et al.,
2010). De fato, ions metalicos (como Fe*" e Co**) podem ser considerados como acidos duros
de Lewis, com alta afinidade por ligantes (bases) duros como o fosfato, por meio de uma ligagao
especifica (Liu e Liu, 2014; Pautler et al., 2013).

Conforme o ssDNA* ¢ adsorvido na superficie das NPs de ferrita de cobalto, sua emissdo
de fluorescéncia passa a ser gradualmente extinta e, consequentemente, a intensidade de
fluorescéncia do meio liquido deve ser reduzida. De fato, pode-se observar (Fig. 10) que,
enquanto a solu¢do inicial da sonda exibe uma forte resposta Ip (curva I), a intensidade I da
fluorescéncia da solug¢do sobrenadante diminui significativamente, por um fator de 90% [80%]
apos a interacdo do ssDNA* com a amostra a-CoFeNPs [CoFeNPs] (curva II [III]). Isso indica
que as nanoparticulas de ferrita de cobalto podem imobilizar uma grande quantidade das cadeias
de DNA dissolvida e atuam como um forte inibidor de fluorescéncia. Também ¢é possivel
observar que a amostra CoFeNPs causa uma maior supressdo de fluorescéncia, um fato que
pode estar associado a amdnia ainda remanescente nessas nanoparticulas ndo tratadas, uma vez
que os grupos NH podem formar ligagdes de hidrogénio com as cadeias de DNA.

A supressao da fluorescéncia requer uma maior proximidade entre o fluor6foro (acoplado
na estrutura do ssDNA) e as nanoparticulas, apos o processo de adsor¢do. Assim, o doador e o
absorvedor devem estar muito préoximos, o que favorece a transferéncia de elétrons e,
consequentemente, a extingdo da fluorescéncia (Song, Wang e Kong, 2015; Zhang et al., 2012).

Com o objetivo de entender o mecanismo predominante no processo de supressdao de
fluorescéncia da ssDNA* pelas amostras, realizamos entdo medidas de tempo de vida. Nesses
ensaios, determinamos inicialmente o tempo de vida de uma solucdo de 30 nM (1 mL) de
ssDNA*, diluida no tampao Tris-HCl/MgClz, chamado de 0. Logo entdo, uma concentragao
de 0,24 g L' de CoFeNPs e a-CoFeNPs (60 pL de uma solugdo aquosa inicial de 4 g L' de

ambas as amostras) foi adicionada a 1 mL da solu¢do de 30 nM de ssDNA*, e determinados os
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novos valores de tempo de vida t correspondentes. Os valores encontrados estdo sumarizados

na Tabela 1.

Figura 10 — Espectros de emissdao de fluorescéncia normalizados da solugdo de ssDNA* (30nM) (I) e apds
interagdo com CoFeNPs (II) e a-CoFeNPs (I1I).
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Tabela 1 — Valores estimados do tempo de vida da sonda de DNA
(ssDNA¥*), ssDNA*/CoFeNPs e ssDNA*/a-CoFeNPs.

Tempo de Vida To (ns) T (ns)
ssDNA* 4,26 -

ssDNA*/CoFeNPs 4,25 445

ssDNA*/a-CoFeNPs 425 4,39

Através dessas medidas, ¢ possivel determinar se o mecanismo de supressdo de
fluorescéncia ¢ do tipo estdtico ou dinamico. A supressdo dindmica de fluorescéncia consiste
na desativagao da fluorescéncia devido a colisdo do fluor6foro com o agente supressor no estado
excitado, com o fluoréforo retornando ao estado fundamental sem a emissdo de um foton. Ja na
supressao estatica ocorre a formagdo de um complexo ndo fluorescente entre o fluordéforo e o
supressor no estado fundamental. Assim, quando a supressdo ¢ estatica, o tempo de vida da
fluorescéncia ndo se altera, ou seja, 10/t = 1 (onde 1o e Tsdo os tempos de vida da ssDNA* antes
e depois da interacdo com as amostras, respectivamente). Por outro lado, quando a supressao ¢

dindmica, tem-se que Fo/F = to/1, onde Fo e F representam a intensidade de fluorescéncia na
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auséncia e na presenca do agente supressor, respectivamente (Anand e Sujatha, 2012). Como ¢
possivel observar a partir dos valores de tempo de vida obtidos, o fato de que 1o/t = 1 em ambos
0s casos sugere que o mecanismo de supressdo de fluorescéncia deve ser predominantemente
estatico.

As cargas superficiais das CoFe2O4 NPs também foram avaliadas através de medidas de
potencial zeta. Na Tabela 2 estdo sumarizados os valores estimados do potencial zeta das
amostras CoFeNPs e a-CoFeNPs na forma original e apos terem interagido com as sondas de
DNA (ssDNA*). As particulas puras sem tratamento, CoFeNPs, apresentaram uma carga
superficial positiva (10,44 + 0,73 mV), enquanto as particulas tratadas sdo carregadas
negativamente (-4,89 = 0,51 mV). Essa diferenga de carga pode estar associada & maior
quantidade de espécies NH4" presentes na superficie da amostra CoFeNPs, conforme ja
identificado nos espectros de FTIR. Como a superficie do DNA tem um carater negativo, a
imobilizacio do DNA na superficie dos CoFeNPs deve alterar a carga superficial das
nanoparticulas, por conta de uma combinagdo de interagdes eletrostaticas e/ou ligacdes
especificas entre a ssDNA* e as particulas. Para examinar qual interagdo poderia estar
ocorrendo, medimos o potencial zeta das NPs apos a imobilizacdo com sondas ssDNA*,
obtendo os valores de (8,14 £ 0,35) mV e (-10,19 + 0,63) mV para as amostras CoFeNPs e a-
CoFeNPs, respectivamente. Juntamente com as medidas de supressdo de fluorescéncia, esses
valores sugerem a adsor¢ao das cadeias de 4cidos nucleicos na superficie das nanoparticulas.

Para dar suporte essa informac¢ao, medidas de DLS e TGA foram também realizadas.

Tabela 2 — Valores estimados do potencial zeta (mV) das amostras CoFeNPs

¢ a-CoFeNPs com e sem a imobilizagdo da ssDNA*.

Potencial Zeta CoFeNPs a-CoFeNPs
NPs 10,44 £ 0,73 -4,89+0,51
ssDNA*/NPs 8,14 +£ 0,35 -10,19+0,63

As andlises de DLS mostradas na Fig. 11 revelam que hd um aumento no tamanho médio
das nanoparticulas ap6s o processo de imobilizacdo da sonda de DNA. Tanto para a amostra
CoFeNPs (Fig. 11 a) quanto para a-CoFeNPs (Fig. 11 b), pode-se observar que a distribui¢ao
de tamanhos ¢ bimodal, com didmetros médios centrados em 250 nm ¢ 1600 nm. Esse resultado
estd de acordo com o que fora observado nas imagens de TEM, ou seja, a ocorréncia de
aglomeracdo das nanoparticulas, resultando em agregados de grandes dimensdes. Essas
amostras analisadas ap6s terem sido submetidas a interacdo com o DNA, nas mesmas condigdes

que as descritas na Secdo 1.2.3.1. Novamente, para ambos 0s casos, ¢ possivel observar um
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crescimento proporcional nos diametros médios das amostras, agora chamadas de
ssDNA*/CoFeNPs e ssDNA*/a-CoFeNPs, para as duas distribui¢cdes, que agora possuem

didmetros médios centrados em 1600 nm e 6000 nm.

Figura 11 — Medidas de DLS para as amostras CoFeNPs (a) e a-CoFeNPs (b) antes e a imobilizagdo das sondas
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Realizamos ainda andlises termogravimétricas para as amostras de CoFeNPs e
a-CoFeNPs, tanto em sua forma original quanto apos serem usadas para a imobiliza¢do de
sondas ssDNA*. Na Fig. 12 a), ¢ possivel observar a ocorréncia de um evento térmico para a

amostra CoFeNPs (curva pontilhada), que corresponde a 10% de perda de massa e esta
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possivelmente associado a presenca de 4dgua e da amodnia remanescente da sintese de
preparacdo. Apos a imobilizagdo, a amostra ssDNA*/CoFeNPs exibe dois eventos térmicos
(curva continua): um primeiro observado na faixa de 200 °C a 450 °C, e que corresponde a 12%
da perda de massa, associado a degradacdo das espécies organicas das sondas de DNA
(Nithiyanantham et al., 2014), e um segundo, na faixa de 600 °C a 750 °C, correspondente a
3% de perda de massa e que pode estar associado a uma transi¢do de fase das particulas de
ferrita de cobalto (Ajroudi et al., 2014).

Nenhuma perda de massa foi observada para as amostras a-CoFeNPs (curva pontilhada
na Fig. 12 b), pelo fato de as espécies organicas originalmente presentes na superficie terem
sido degradadas durante a etapa de tratamento térmico, em concordancia com o que foi
observado nas medidas de FTIR. No entanto, para as particulas apos a imobilizagdo (ssDNA*/a-
CoFeNPs) ha uma primeira perda de 2% de massa associada as moléculas de éagua
remanescentes do processo de imobilizagdo (na faixa entre 50 °C e 200 °C ), e um segundo
evento térmico (na faixa de 200 °C a 450 °C), correspondente a perda de 9% da massa devida
a degradacao das sondas de DNA (Nithiyanantham et al., 2014).

E importante ressaltar que as amostras CoFeNPs e a-CoFeNPs interagem de maneira
diferente com as sondas de DNA, como foi mostrado na Fig. 10, resultando na incorporagdo de
diferentes quantidades de acidos nucleicos, uma situagdo que se reflete na variagcdo da perda de

massa observada nos experimentos termogravimétricos.

Figura 12 — Curvas de TGA para as amostras de CoFeNPs e ssDNA*/CoFeNPs (a) e a-CoFeNPs e ssDNA*/a-
CoFeNPs (b).
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Assim, através das andlises de TGA, DLS, potencial zeta e medidas de supressdo de
fluorescéncia, pudemos comprovar a efetiva imobilizagdo dos acidos nucleicos nas superficies
das nanoparticulas, em uma indicacdo de que este material pode apresentar resultados

promissores na detecc¢do de fosfato.

2.3.2.2 Eficiéncia na deteccdo de ions fosfato das amostras ssDNA*/CoFeNPs e ssDNA*/a-
CoFeNPs

O procedimento por nés adotado para a deteccdo de ions fosfato se baseia na troca das
sondas de DNA imobilizadas em sua superficie pelos ions fosfatos presentes em uma
determinada amostra. Apds a exposicao das nanoparticulas de ferrita de cobalto a uma amostra
liquida contendo ions fosfato, o ssDNA* seria delas desligado e entraria novamente na solugao,
causando a restauracdo do sinal de fluorescéncia, como mostrado esquematicamente na Fig. 5.
Observe que, nesse processo, ndo ¢ relevante a sequéncia nucleotidica especifica do ssDNA*
usado, pois apenas os grupos fosfato das cadeias de acidos nucleicos estdo envolvidos no
processo de ligacao e reconhecimento.

Em contraste com o que foi observado nos experimentos de adsor¢do e supressdo da
fluorescéncia, quando os sistemas ssSDNA*/CoFeNPs e ssDNA*/a-CoFeNPs eram colocados
em | mL uma solugdo de ions fosfato (500 uM), diluida em tampao Tris-HCI, uma recuperagao
significativa na fluorescéncia foi obtida somente para a amostra a-CoFeNPs, conforme pode ser
observado na Fig. 13. Essa alta concentragdo de ions foi escolhida para garantir uma maior

liberacdo das cadeias ssDNA*.

Figura 13 — Porcentagem da recuperagdo da fluorescéncia apos a interagdo do complexo ssDNA*/CoFeNPs e
ssDNA*/a-CoFeNPs com uma solugdo de fosfato de 500 uM.
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Embora a recuperacgao do sinal de fluorescéncia tenha sido da ordem de 11% para o caso
dos CoFeNPs, um maior valor de restauracao (~ 49%) foi obtido no caso dos a-CoFeNPs.
Sugerimos que esse nivel mais alto de recuperacdo do sinal de fluorescéncia se deva a
ocorréncia de uma troca mais favoravel entre as cadeias sSDNA* conectadas as a-CoFeNPs,
comparativamente ao caso dos CoFeNPs que ndo sofreram tratamento térmico, nos quais
grupos NH estdo presentes em um nimero maior.

Com base nesses resultados, e por conta de sua melhor cristalinidade e de suas
propriedades magnéticas, adotamos a amostra a-CoFeNPs como modelo de ferrita a ser usado

nas etapas subsequentes de otimizagdo da detec¢do de fosfato em solugdes.

2.3.2.3 Otimizagao para deteccdo dos ions fosfato em solugdo

A fim de encontrar as melhores condi¢des para o uso das particulas a-CoFeNPs como
uma plataforma sensorial de ions fosfato, passamos a investigar diferentes parametros de
preparacao, como a concentragdo das particulas e o tempo necessario para adsor¢ao/supressao
e interacao/recuperacao da fluorescéncia.

Como primeira analise, investigamos a influéncia de varias concentragdes de a-CoFeNPs
na supressao de fluorescéncia da sonda (ssDNA*). Para isso, foram adicionados diferentes
volumes (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60 ¢ 80 uL) de uma solugdo aquosa inicial de 4 g L'! de a-CoFeNPs
em 1 mL de uma solugdo previamente preparada de ssDNA* (30 nM), diluida em Tris-
HC1/MgCly, resultando em solugdes de NP com concentragdes variadas (0, 0,02, 0,04, 0,08,
0,12, 0,16, 0,24 ¢ 0,32 g L', respectivamente). Nestes ensaios, um periodo de 120 min foi
utilizado para a adsor¢do da sonda de DNA sobre a superficie das particulas.

Posteriormente, usamos um ima para confinar as ssDNA*/a-CoFeNPs, e entdo medir a
fluorescéncia da solu¢do sobrenadante, conforme esquematizado na Fig. 5. Como se pode
observar na Fig. 14, a intensidade do sinal de fluorescéncia diminui a medida que a
concentracdo de a-CoFeNPs ¢ aumentada, ocorrendo a saturacdo para concentragdes maiores
que 0,16 g L', como facilmente observado no detalhe dessa figura. Esse resultado pode ser
associado & presenca de um maior numero de sitios disponiveis para adsor¢cdo quando

concentragdes mais elevadas de a-CoFeNPs sdo empregadas.
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Figura 14 — Espectros de emissao de fluorescéncia da solug@o sobrenadante sSDNA* e intensidade da emissdo da
fluorescéncia em 520 nm (detalhe) apds 120 min de interagdo, para diferentes concentragdes iniciais dos a-

CoFeNPs. Observe que ha a superposic¢do das curvas 0,16 € 0,24 g L.
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A influéncia da varia¢do das concentragdes de a-CoFeNPs também foram avaliadas em
relacdo a extingdo e recuperagdo da fluorescéncia da ssDNA* e ao branco. Na Fig. 15 ¢
mostrada a intensidade da fluorescéncia correspondente a trés tipos diferentes de experimentos:
(1) imobilizacdo da sonda, (ii) recuperacdo de fluorescéncia através da interacdo com uma
solugdo de ions fosfato e (iii) recuperacao da fluorescéncia usando uma amostra em branco, ou
seja, um experimento no qual o complexo ssDNA*/a-CoFeNPs foi exposto a uma solugdo pura
de Tris-HCI. Em cada caso, permitimos que a interagdo correspondente ocorresse por 3 h, para
garantir que o processo atingisse o equilibrio. A baixa intensidade do sinal de fluorescéncia nos
testes em branco confirma que as sondas ssDNA* foram firmemente adsorvidas nas
nanoparticulas. Considerando os resultados mostrados nas Figs. 1.14 e 1.15, adotamos a
concentra¢do de 0,24 g L*! para as solugdes de a-CoFeNPs como a concentragdo otima, por ter
sido para essa concentra¢ao que o melhor sinal de recuperacao de fluorescéncia foi observado,
com uma boa taxa de adsor¢do das sondas e um menor sinal de branco (sendo esse sinal um

parametro importante para a avaliagdo do limite de detec¢ao do sensor proposto).
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Figura 15 — Resposta da fluorescéncia das a-CoFeNPs sob diferentes tipos de experimentos.
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Analisamos também a cinética do processo de imobilizacdo da ssDNA* na superficie das
nanoparticulas de ferrita e a cinética da recuperagao da intensidade de fluorescéncia, a medida
que a dessorcdo induzida por fosfato prossegue. Esse monitoramento ocorreu pelo
acompanhamento da intensidade de fluorescéncia da sonda ssDNA* sobrenadante em func¢ao
do tempo e, posteriormente, com a solucao de ions de fosfato. Como pode ser observado a partir
dos dados mostrados na Fig. 16 a), o processo de adsorcao da sonda ssDNA* na a-CoFeNPs
atinge o equilibrio apds 60 min. No entanto, quando o complexo ssDNA*/a-CoFeNPs ¢ exposto
a 1 mL de uma solucdo de ions fosfato 500 uM, diluida em um tampao Tris-HCI (pH 7,4), o
sinal de fluorescéncia ¢ gradualmente restaurado, com a saturacdo sendo alcangada apos 120
minutos (Fig. 16 b). Dessa maneira, foi possivel a determinagdo dos tempos ideais para a

imobilizacdo da sonda (60 min) e dessor¢ao de ssDNA * (120 min).
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Figura 16 — Estudo cinético da diminuigdo da fluorescéncia da solugdo durante a imobiliza¢cdo do ssSDNA* na

superficie das a-CoFeNPs (a) e do aumento da fluorescéncia apds a exposicdo do ssDNA*/a-CoFeNPs a uma

solugdo de fosfato (b).
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2.3.2.4 Sensibilidade para a detec¢do dos ions fosfato em solugdo

Para avaliar o limite de detecgdo da plataforma proposta, bem como definir o intervalo
em que o sensoriamento por fluorescéncia possibilita sua quantificagdo, as amostras ssDNA*/a-
CoFeNPs (preparadas sob condi¢des otimizadas) foram expostas a diferentes solugdes aquosas
de ions fosfato, na faixa de concentragdo de 150 a 5000 nM, com a recuperacdo da intensidade
de fluorescéncia sendo avaliada.

Na Fig. 17 a) ¢ mostrado como a intensidade da fluorescéncia do sobrenadante (apds as
a-CoFeNPs serem magneticamente confinadas) varia em funcdo das diferentes concentragdes
das solugdes de fosfato usadas. Como pode ser observado, a intensidade da fluorescéncia ¢
proporcional a concentracdo da solugdo de fosfato. Isso permitiu a constru¢do de uma curva de
calibragdo (Fig. 17 b), que, na escala log-log, revela ser linear a relacdo entre a intensidade da
fluorescéncia e a concentragdo de fosfato. Por meio dessa curva foi possivel estabelecer que o
sensor ssDNA*/a-CoFeNP exibe uma resposta confiavel na faixa de concentragao de fosfato de
150 a 3000 nM, expressa na forma log I = 0,445 log C + 4,62 (onde I ¢ a intensidade de
recuperagdo de fluorescéncia e C a concentracdo de fosfato), com um coeficiente de
determinagdo (R?) igual a 0,9997. Todos os desvios padrio relativos correspondentes (RSD, n
= 5) sdo menores que 6%.

Para a obten¢ao do limite de detecc¢ao (Lq) da amostra a-CoFeNPs foi adotado o método
30, o qual analisa a sensibilidade do sistema utilizando a relagdo Lq= 30/S, onde ¢ ¢ o desvio
padrdo da amostra em branco e S ¢ o coeficiente angular obtido no ajuste linear entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentracao de fosfato (Jia et al., 2016; Nic et al., 2005). Com
isso o limite de deteccdo obtido para a amostra analisada como sensor de fosfato foi de 1,75
nM.
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Figura 17 — Intensidade da resposta de fluorescéncia dos a-CoFeNPs apo6s a adi¢do de ions fosfato na faixa de 150

a 5000 nM (a) e a faixa de resposta linear do sensor a-CoFeNP (b).
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Comparando o resultado obtido neste trabalho com aqueles relatados na literatura para o
desempenho de diferentes sensores na quantificagdo de fosfato (Tabela 3), pode-se observar
que tanto o intervalo de quantificacdo quanto o limiar de detec¢do Lq desta nova plataforma de
detecgiio se comparam favoravelmente com os dos demais materiais usados anteriormente. E
importante ressaltar que o complexo ssDNA*/a-CoFeNPs exibe um bom limite de deteccdo e
pode ser usado em um amplo intervalo de quantificagdo dos ions fosfato. Outra vantagem dessa
plataforma ¢ sua simplicidade de preparacdo, uma vez que os procedimentos de sintese
requeridos ndo sdo complicados, demorados ou trabalhosos. Além disso, a caracteristica
magnética da a-CoFeNP permite que apds a imobilizacdo do ssDNA*, o material seja
facilmente confinado com um ima permanente, e entdo separado do sobrenadante, o que leva a
uma redugdo consideravel do sinal do background da amostra a ser analisada.
Segundo o Conselho Brasileiro do Meio Ambiente, CONAMA, o limite aceitavel de
concentracdo de ions fosfato nas 4guas subterrdneas ¢ de 263 nM. Portanto, devido a sua
sensibilidade, o ssDNA*/a-CoFeNPs pode ser usado para avaliar a concentracdo de ions fosfato

dissolvidos em meios aquosos.
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Tabela 3 — Desempenho do ssDNA */a-CoFeNPs para detec¢do de fosfato em comparagdo com os de

diferentes sensores relatados na literatura.

Intervalo Intervalo Limite de
Plataforma analisado linear Deteccao Refs.
(nM) (nM) (nM)
MONPs 1,0.10>-1,0.10* - 1,0.103 (Liu, Biwu;Liu, 2015)
(Lopez, Zhang e Liu,
NPs inorginicas 5,0.102-5,0.10° 5,0.102-2,0.10° 29
2017)
Analise de injecio de
fluxo (FIA) — - - 20 (Johnson e Petty, 1982)
molibdato
Polimero Molecular ]
- 7,0.102-8,4.10° 1,6.10° (Warwick et al., 2014)
Impresso (MIP)
Polieletrdlito
conjugado 3,0.106—1,0.107 - 3,0.10° (Yang et al., 2016)
fluorescente (CPE)
Polieletrolitos
- 2,0.103-1,0.104  3,4.10? (Zhao e Schanze, 2010)
conjugados (CPEs)
(Dwivedi, Saikia e Iyer,
Polimero (P1) - - 2,9.10%
2011)
Ciprofloxacina — Eu** - 20-1,5.10? 43 (Wu e Tong, 2018)
Transistor de .
2,0.102-2,0.10° 2,0.10>-2,0.10* 20 (Jiaetal.,2016)
AIGAN/GaN
CoFe204NPs 1,5.10-5,0.10° 1,5.10>-3.10° 1,7 Este Trabalho

MONPs: Nanoparticulas de 6xido de metal; P1: poli[2,7-(9,9-diexilfluoreno)-co-alt-5,5’-(4,4’-didecil-2,2’-

bitiofeno)]

2.3.2.5 Seletividade para a detec¢do dos ions fosfato em solucao

Além da sensibilidade, outro parametro importante a se levar em conta na avalia¢do do

desempenho de um novo sistema de sensoriamento ¢ sua seletividade para a deteccdo da

molécula alvo em relagdo a outras espécies potencialmente competidoras.

Para testar a seletividade da plataforma ssDNA*/a-CoFeNPs em relagao aos ions fosfato,

o sensor preparado sob condi¢des otimizadas foi exposto a solucdes de 10 uM de diferentes

anions (citrato, acetato, carbonato, iodeto, nitrito, sulfato, cloreto, bicarbonato, hidroxido,

nitrato e brometo), permitindo que a dessor¢ao de ssDNA* prossiga por ~ 120 min, sendo entdo
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analisada a intensidade de recuperagdo da fluorescéncia. Para efeito de comparagdo, também

testamos a resposta do ssDNA*/a-CoFeNPs a uma amostra em branco.

Figura 18 — Resposta do complexo ssDNA*/a-CoFeNPs a diferentes anions (10 pM) dissolvidos em uma solugdo
tampao Tris-HCI, pH 7,4.
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Ao analisar as respostas correspondentes (Fig. 18), ¢ possivel observar que o sensor
proposto exibe uma resposta consideravel para os ions fosfato, mostrando também um sinal
diferenciado, embora substancialmente menor, para o caso do citrato. Nossa sugestdo ¢ de que
a resposta do citrato pode estar associada ao efeito de quelacdo entre o grupo COO" e o ion
metalico das nanoparticulas, pois os ions citratos sdo considerados agentes quelantes que atuam
como ligantes tridentados em rela¢dao ao d&tomo de metal, como jé discutido na literatura (Azelee
et al., 2014; Sanpo et al., 2013; Wyrzykowski e Chmurzynski, 2010). A maior resposta para
ions fosfato pode ser associada a sua estrutura quimica, em uma interagdo acido-base de Lewis
com as particulas de ferrita de cobalto. De fato, para todos os outros anions examinados, a
resposta da fluorescéncia foi equivalente a da amostra em branco. Estes resultados indicam que

o sensor ssDNA*/a-CoFeNPs ¢ de fato seletivo para a deteccdo de ions fosfato dissolvidos.

2.3.2.6 Analises em amostras mais complexas

Com o objetivo de avaliar o potencial de aplicagdo da plataforma proposta de
sensoriamento de ions fosfato, e diante do potencial observado nos estudos de sensibilidade e
seletividade, implementamos seu uso em testes com amostras biologicas. Para isso, foi

examinado o desempenho do complexo ssDNA*/a-CoFeNPs usando dois tipos diferentes de
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amostras mais complexas: o soro de sangue simulado (SBF — Serum Blood Fluid) e o soro de
sangue humano (HBS — Human Blood Serum).

O SBF ¢ uma solugdo com uma concentragio de ions variados (Na*, K*, Mg?*, Ca®*, CI,
SO42", CO3> e PO4*") semelhante a do plasma sanguineo humano, que deve ser usada sob as
mesmas condi¢des fisiologicas de pH e temperatura. O uso do SBF ¢ conveniente para permitir
a constru¢do de uma curva de calibragdo semelhante a mostrada na Fig. 17, uma vez que seriam
necessarias muitas amostras clinicas para uma analise HBS equivalente. J4 o HBS ¢ um meio
complexo que contém proteinas, globulinas, ions carboxilatos e diferentes eletrélitos. Dentre
os eletrolitos presentes no soro encontra-se o fosfato, cujo nivel normal estd na faixa de
concentragdo de 25 a 45 mg L', a depender do paciente.

As amostras de SBF foram preparadas seguindo a literatura (Gydri, Fabian e Lazar, 2017).
Nesse método, os autores preparam duas solugdes, denominadas como solugdo A e solucio B,
que apresentam a composicdo descrita na Tabela 4. No entanto, como o objetivo deste
experimento ¢ quantificar os niveis de fosfato de uma amostra complexa, foram produzidos seis
solucoes B com diferentes concentracdes do ions fosfato, sendo essas seis solucdes B
misturadas na mesma propor¢ao (v/v) com as solugdes A. Com isso, foram preparadas seis
amostras diferentes de SBF, com concentragdes de fosfato variando na faixa de 0 a 57 mg L.

Para examinar a eficacia das nanoparticulas de ferrita modificadas na deteccdo de ions
fosfato em amostras bioldgicas, foi adicionado 1 mL dos diferentes SBF preparados, em
eppendorfs contendo as amostras de ssDNA*/a-CoFeNPs previamente preparadas, conforme
descrito na Sec¢do 1.2.3.1. Depois de permitir a interacdo por 120 min, o ssDNA*/a-CoFeNPs
foi confinado usando um ima, sendo entdo medida a resposta de fluorescéncia do liquido
sobrenadante. Os resultados correspondentes, que sdo mostrados na Fig. 19, sugerem que o
sensor proposto possui a sensibilidade adequada para ser usado no diagndstico de pacientes
com hiperfosfatemia ou hipofosfatemia, uma vez que € possivel diferenciar amostras abaixo de
25 mg L' e acima de 45 mg L', respectivamente (Tonelli et al., 2005).

Para as amostras de HBS, foi primeiramente extraido o sangue de um doador adulto
anonimo e saudavel, que foi depois coletado em um tubo do tipo “vacutainer” sem
anticoagulantes. Apds o sangue coagular, o tubo foi colocado para centrifugar a 3000 rpm por

15 min e entdo o soro obtido foi coletado e separado em aliquotas de 1 mL.
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Tabela 4 — Compostos quimicos do soro de sangue simulado

preparado (SBF).

Solucio A Solucdo B

(100 mL) ® (100 mL) ®
HCl 0,036 NaSOs 0,014
NaCl 1,598 NaHCOs3 0,071
KCl 0,044 Na;HPO4 0,001 — 0,008

MgClL: = 6H20 0,061 Tris 0,060

CaCl 0,055
Tris 0,060

Figura 19 — Resposta de recuperagdo de fluorescéncia da plataforma ssDNA */a-CoFeNPs para diferentes

concentragoes de fosfato em amostras de SBF.
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Testamos o ssDNA*/a-CoFeNPs usando amostras de HBS puras (ou seja, sem um
tratamento prévio do soro sanguineo, ou seja, usado como coletado) e outras nas quais
removemos proteinas (spHBS), nas quais foram preparadas conforme descrito na Se¢do 1.2.3.3.
Em seguida, foi adicionado 1 mL das amostras de pHBS e spHBS em eppendorfs contendo as
amostras de ssDNA*/a-CoFeNPs (previamente preparada — ver Secdo 1.2.3.1) e, apds 120 min,
foi analisada a fluorescéncia correspondente.

Como os resultados mostrados na Fig. 20 revelam, para ambos os tipos de amostras ha
uma diferenca notavel na intensidade da fluorescéncia da solucdo apods a interacdo com o
ssDNA*/a-CoFeNPs. Mesmo para essas amostras biologicas complexas, para as quais existe
um grande sinal de fluorescéncia basal devido a presenca de proteinas (Day e Schaufele, 2008),

h4 uma resposta perceptivel associada a liberagdo do ssDNA* anteriormente imobilizado. Esse
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efeito ¢ evidente no caso das amostras de spHBS, nas quais as proteinas estdo ausentes. Os
resultados obtidos representam uma confirmagdo importante de que a plataforma de detec¢ao
baseada no uso de ssDNA*/a-CoFeNPs ¢ realmente eficaz para a avaliagdo do ion fosfato
presentes em meios bioldgicos complexos, através de um procedimento simples e que pode ser
implementado em um tempo relativamente curto, levando a resultados precisos e altamente

sensivelis.

Figura 20 — Resposta da fluorescéncia da plataforma ssDNA*/a-CoFeNPs apos exposi¢ao a HBS puro e HBS sem
proteinas (spHBS).
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2.4 CONCLUSOES

Neste capitulo, discutimos uma nova plataforma de detec¢do baseada no uso de
ssDNA*/a-CoFeNPs, que se mostrou eficaz para a detec¢ao de ions fosfato presentes tanto em
solugdes aquosas quanto em amostras bioldgicas. Quando expostos a diferentes concentragdes
de ions fosfato, o sistema apresentou uma excelente sensibilidade, com uma ampla faixa de
deteccdo e alta seletividade. Esse sistema pode ser também usado para avaliar o nivel de fosfato
em meios mais complexos, como o HBS. Os resultados indicam que a plataforma proposta
possui um limite de deteccdo estimado em 1,75 nM, com uma boa relagdo linear sendo
encontrada entre a intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de fosfato.

Podendo ser obtida de maneira simples e com baixo custo, a plataforma preparada pela
imobilizagdo de cadeias de ssDNA ativadas por fluoréforo em nanoparticulas de ferrita de
cobalto ¢ bastante versatil por conta de suas propriedades magnéticas, o que permite a facil

separacdo da amostra a ser analisada. Na comparagdo com outras plataformas de sensoriamento
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de ions fosfato previamente reportadas na literatura, o complexo ssDNA*/a-CoFeNPs se
apresentou como um material promissor devido a seu excelente limite de detec¢ao, ampla faixa
de deteccdo e que, mesmo em condi¢gdes nao ideais, exibe uma resposta perceptivel a presenga
de ions fosfato em cerca de 10 minutos.

A partir destes resultados, acreditamos que o presente trabalho poderia melhorar a
compreensdo do comportamento de supressao de fluorescéncia de outros materiais encontrados
na literatura e servir como uma base para futuras aplicagdes praticas de biossensores simples,

rapidos e econdomicos para diagnosticos.
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3 USO DO COMPOSITO MAGNETICO HIBRIDO DE
(POLIPIRROL/QUITOSANA/ALGINATO/FERRITA DE COBALTO) PARA A
REMOCAO DO CORANTE AZUL DE METILENO DE MEIOS AQUOSOS

3.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

A contaminacdo dos recursos hidricos ¢ um problema ambiental importante, por seus
impactos socioecondmicos e sobre a saude humana. Com crescimento rapido da humanidade,
h4 o aumento na demanda por suprimento de dgua de qualidade tanto para a populacdo quanto
pelos setores agricola, industrial e doméstico (Gupta e Suhas, 2009). Cerca de 90% dos recursos
de agua doce vém sendo utilizados por esses setores, do que resulta a geracdo de grandes
quantidades de 4guas residuais e uma desordem ambiental associada ao problema da polui¢ao
(Helmer, R., Hespanhol, 1997).

Em especial, o descarte inadequado de aguas industriais contendo residuos de corantes
em efluentes se torna preocupante, por ocasionar a diminuicdo do oxigénio, por conta do
bloqueio da penetracdo da luz, que impede a fotossintese e. assim, o correto desenvolvimento
da vida aquatica (VAZOLLER, 1996). Além disso, quando expostos & pele ou ao sistema
respiratdrio os corantes podem ocasionar um risco toxico na satide humana, através de irritagdes
na pele (dermatites), alergias e crises de asma e rinite (Clarke e Steinle, 1995). Entretanto, o
maior risco se d4 quando da ingestdo oral desses compostos, pois uma vez catalisados por
enzimas especificas dos organismos os corantes podem levar a formacao de substiancias com
propriedades carcinogénicas e mutagénicas (Guaratini e Zanoni, 2000).

Atualmente, mais 100.000 tipos de corantes comerciais sdo produzidos pela induastria. A
producdo anual global de corantes ¢ superior a 100.000 toneladas, com cerca de 10% desse total
termina por entrar no meio ambiente sob a forma de residuos, com os maiores consumidores de
corantes sendo as industrias téxtil, papeleira, tinturaria e de curtumes. Em Pernambuco, ocorre
um elevado langamento de efluentes das industrias téxteis, principalmente aquelas localizadas
nos polos de confecgdes localizados nas regides de Toritama, Santa Cruz do Capibaribe e
Caruaru, o que causa grande polui¢do hidrica, um dos grandes problemas enfrentados pela
Agéncia Estadual do Meio Ambiente — CPRH. Dados de fevereiro/2012, levantados pela
CPRH, revelaram que na cidade de Toritama-PE existiam 53 empresas do setor téxtil, apenas
uma das quais realizava o tratamento de efluente, o que motivou o aumento do grau de
fiscalizagdo, monitoramento e controle ambiental por 6rgdos ambientais, como o IBAMA
(Instituto Brasileiro do Meio Ambiente) (Rodrigues Filho, 2012).

Em sua resolucdo N.° 430, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)

regulamenta o descarte de efluentes em cursos hidricos, obrigando as empresas a fazer o
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tratamento dos poluentes e estipulando os pardmetros com que cada material pode ser
descartado. Esses parametros se referem a condi¢des como, por exemplo, pH, temperatura,
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), auséncia de material flutuantes e sedimentaveis, entre
outras.

Assim, a preocupacdo com o tratamento de efluentes téxteis tem se tornado crescente
entre as empresas. Os processos de tratamento mais utilizados pelas industrias do setor se
baseiam em processos de coagulacdo, flotacdo ou sedimentagdo. Tais técnicas, porém, embora
eficientes para a remog¢ao do material particulado, sdo ineficientes para a remog¢ao de corantes
e compostos organicos dissolvidos na 4gua. Muitos adsorventes tém sido estudados e aplicados
para a remogdo de corantes presentes em aguas residuais, sendo o carvao ativado uns dos
materiais adsorventes mais comumente utilizados.

Por isso, se tornou cada vez mais importante a busca de novos materiais de adsor¢do, que
sejam baratos e eficientes e possam ser incorporados em métodos de remediacdo rapidos e
ecologicamente corretos.

No presente trabalho, descrevemos inicialmente a preparacdo e caracterizacdo de um
nanocompdsito hibrido em que uma fase de nanoparticulas de ferrita de cobalto ¢ introduzida
em uma matriz polimérica de alginato e quitosana, cuja superficie ¢ modificada pela
incorporacdo de cadeias de polipirrol. Por fim, avaliamos a capacidade desses nanocompdsitos
magnéticos hibridos de Polipirrol/Quitosana/Alginato/Ferrita de Cobalto
(PPy@Alg/Qui/CoFeNPs), que apresentam propriedades magnéticas, em remover o corante

azul de metileno de meios aquosos.

3.1.1 Corantes

Embora o primeiro uso de corantes tenha sido por homens neandertais, o primeiro relato
do uso de um corante foi hé cerca de 4000 anos atras, como atestado pela presenca do corante
indigo (de coloragdo azul) nos envoltos das mumias em tumulos egipcios (Gupta e Suhas,
2009). Os corantes s3o compostos quimicos, até o século XIX obtidos apenas do processamento
de produtos naturais, como plantas, insetos e moluscos. A partir de 1856, com a sintese da
mauveina, o primeiro corante sintético, por William Perkin, os corantes passaram a ser
produzidos de maneira industrial (Gupta e Suhas, 2009).

Por definicdo, corantes sdo todas substancias ou misturas de substincias que possuam a
propriedade de que, quando aplicadas a um material, lhe conferir cor. De uma maneira geral,
eles apresentam estruturas moleculares complexas, compostas por dois componentes principais,

os grupos cromoforos, do tipo azo, antraquinona, nitro, entre outros, e grupos auxiliares, que
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ndo s6 podem complementar o croméforo como também tornar a molécula solivel em agua,

fornecendo a ela maior afinidade para sua fixacdo em materiais (Hunger, 2003).

Os corantes podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica ou de acordo
com o método pelo qual ele ¢ fixado a fibra téxtil, como, por exemplo:

e Corantes dcidos: apresentam grupos sulfonicos, com carater anionico, solubilidade em agua,
se aderindo a fibra através de troca i6nica, possuindo estrutura quimica envolvendo
compostos azo, antraquinona, triarilmetano, azina, ketonimina, nitro e nitroso, o que fornece
uma ampla faixa de coloragdo e grau de fixagao (Christie, 2007).

e Corantes basicos: também soluveis em dgua, em solugdo liberam cations, sendo por isso
sd0 chamados de corantes catidnicos, muito utilizados para colorir celulose e
poliacrilonitrila. Suas principais classes quimicas sdo triarilmetano, cianina, hemicianina,
tiazina, oxazina e acridina (Christie, 2007; Hunger, 2003).

e Corantes reativos: apresentam grupos eletrofilico (reativo) capaz de formar uma ligagdo
covalente com grupos quimicos presentes na fibra, como amino e hidroxila. Apresentam
como grupos reativos, cromoforos do tipo azo, antraquinona, triarilmetano, formazan,
oxazina, clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila. Este grupo de corantes apresenta alta
solubilidade em agua, com a liga¢do covalente lhes conferindo maior estabilidade quando
comparados a outros tipos de corantes (Christie, 2007).

e Corantes diretos: apresentando carater anionico, sdo soluveis em agua e capazes de tingir
fibras de celulose através da interagdo tipo van der Waals, com a afinidade do corante
podendo ser incrementada pelo uso de eletrdlitos, que aumenta a adsor¢ao do corante pela
fibra. Sdo geralmente constituidos de mais de um grupo azo (diazo, triazo). (Hunger, 2003).

Além dessas, existem outras classes de corantes que sdo insoluveis em dgua, como 0s
corantes azoicos, dispersivos, de enxofre e de cuba. Para que esses corantes sejam fixados nas

fibras € necessario um tratamento prévio do corante (geralmente a redu¢do do corante) ou o

auxilio de outros compostos para a fixacao (Christie, 2007; Hunger, 2003), como por exemplo,

para a aplicacdo dos corantes de enxofre, € necessario que esses corantes sejam reduzidos (por
um banho de ditionito de sddio), tornando-os soluveis, em seguida, sdo reoxidados sobre a fibra

pelo contato com o ar, o que proporciona uma boa fixagao.

3.1.1.1 Azul de Metileno

O corante azul de metileno (AM) é um corante do tipo basico (cationico) (Zollinger, 1991)
muito usado em laboratérios como indicador redox (solugdes dessa substancia t€ém coloragao
azul quando em um ambiente oxidante, mas se tornam transparentes quando expostas a um

agente redutor), na detec¢do de detergentes anidnicos em aguas, e na andlise quantitativa de
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sulfetos (ISENMANN, 2014) e ¢ frequentemente utilizado para tingir algodao, madeira e papel
(Zhang et al., 2011). E também aplicado na 4rea médica para o reconhecimento de tecidos
anormais ou modificados por um cancer, no tratamento de doencas, e ¢ até mesmo utilizado
como medicamento (devido a suas propriedades redutoras) (WAINWRIGHT, 2011).
Pesquisadores como (Ding et al., 2015) obtiveram resultados satisfatorios ao incorporarem o
corante na superficie de nanoparticulas de silica para o combate de células cancerigenas.

O AM possui estrutura molecular aromatica heterociclica, sendo classificado como uma
fenotiazina, no que se refere a seu grupo cromoéforo, devido a presenga de um anel contendo
um atomo de nitrogénio e um de enxofre, além de dois anéis aromaticos, cada um ligado a um
atomo de nitrogénio, o qual interage com dois grupos metila (Fig. 21). Quando armazenado e
utilizado de forma correta, ele ¢ um corante estavel. No entanto, quando aquecido ele pode gerar
oxido de enxofre e 6xido nitrico, que possuem efeitos toxicos sobre organismos aquaticos e
podem interferir na qualidade da agua. A ingestdo desse corante, pode, por exemplo, produzir
sensacdo de queimacao na boca, e causar nausea, vomito e gastrite (POGGERE, P.A.; DAVIS,
R.; MONTANHER, S.F.; LOBO, 2011).

Figura 21 — Representagdo da estrutura quimica do corante azul de metileno.
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Fonte: Autoria propria (2020).

3.1.2 Meétodos de remocao de corantes

Normalmente, os processos de tratamento de dguas residuais industriais consistem em
diferentes etapas como: i) pré-tratamento, onde as aguas passam por um tratamento de
neutralizacdo e equalizagdo; ii) tratamento primario, no qual os so6lidos sdo removidos por
técnicas de separagdo fisica ou quimica; iii) tratamento secundario, envolvendo um tratamento
biologico através de microrganismos, principalmente bactérias, que estabilizam os
componentes residuais; iv) tratamento tercidrio (fisico-quimico), que incluem os processos de
adsorcdo, troca ionica, oxidacdo quimica e separacdo por membranas; e por fim, v) o passo

final, que ¢ o processamento e descarte do lodo formado durante esse processo. E interessante
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ressaltar que os tratamentos terciarios acrescentam um alto custo ao tratamento, mesmo quando
comparados ao tratamento bioldgico, pois sdo destinados a remog¢do de poluentes nao
facilmente removiveis pelos processos anteriores (Gupta e Suhas, 2009; Rodrigues Filho,
2012).

Dentre as metodologias citadas acima, vale aqui ressaltar os tratamentos de troca idnica
e adsor¢do, que tém sido amplamente utilizados para remogao de corantes. O processo de troca
i0nica envolve a remog¢ao de ions de efluentes através de forcas eletrostaticas sob uma matriz
solida. Basicamente, esse € um processo quimico reversivel, em que um ion da solugdo ¢
trocado por um fon carregado de maneira semelhante, originalmente ligado a matriz sélida, e
geralmente ¢ muito aplicado para tratamento de efluentes contendo corantes i0nicos. Muitos
pesquisadores vém estudando o uso desse processo para a remog¢ao de corantes. Por exemplo,
KARCHER e colab., 2001 testaram diferentes adsorventes comerciais (como zeodlitas, resinas
de poliestireno e hidréxido de ferro) para a remocao de corantes reativos, € encontraram que as
resinas foram o adsorvente mais efetivo. LIU e colab., 2007 por sua vez estudaram o uso de
membranas comerciais de troca idnica, para a remog¢ao de corantes reativos anidonicos, como
Cibacron Blue e Cibacron Red, e demostraram uma rapida absor¢do, com uma excelente
capacidade absortiva.

O processo de adsor¢do se refere ao processo pelo qual um material é concentrado
(aderido) sobre uma superficie solida a partir do seu ambiente, sendo ele liquido ou gasoso.
Esse processo, por sua vez, cria uma pelicula de adsorvato (material a ser adsorvido) na
superficie do adsorvente. Embora esse fendmeno seja observado desde o século XVIII, quando
da adsorcdo de gases através dos poros do carvao (Mantell, 1951), foi apenas em 1881 que o
fisico alemdo Heinrich Kayser introduziu o termo adsor¢do para diferenciar a adesdo de
material (&tomos, ions ou moléculas) por uma superficie, da penetragao intermolecular (Kayser,
1881). Adsorcdo pode ser diferenciada entre dois tipos: se a atracdo entre a superficie sélida e
o adsorvato for de natureza fisica, como, por exemplo, for¢as de van der Waals, a adsor¢do ¢
chamada de fisissor¢ao (ou adsor¢do fisica); por outro lado, se as for¢as de atrag¢do resultarem
de uma ligagdo quimica, o processo ¢ chamado de quimisor¢ao. Tendo em vista a maior forca
de ligagdo caracteristica da quimisor¢do, se faz mais dificil retirar as espécies adsorvidas que
aquelas ligadas via fisissor¢ao (Vidal et al., 2014).

Como a adsorcdo esta associada a tensdo superficial, esse fendmeno depende
essencialmente da temperatura, da natureza e das concentragdes do adsorvato e do adsorvente.
Para que um adsorvente tenha uma capacidade de adsor¢do consideravel, deve apresentar uma

grande area superficial, o que, em muitos casos, implica na existéncia de uma estrutura porosa.
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Assim, podemos ressaltar que as propriedades adsortivas de um material dependem do tamanho
de seus poros, de sua distribui¢cdo, e da natureza das superficies.

Atualmente, os adsorventes mais utilizados em escala industrial s3o o carvao ativado, a
silica gel, a alumina e zedlitas (como as peneiras moleculares), sendo o carvao ativado o
adsorvente mais empregado para a remog¢ao de corantes de solugdes aquosas. Entretanto, um
fator limitante para ¢ que, em sua maioria, os adsorventes comerciais sdo dispendiosos, o que
dificulta sua larga aplicacdo para o tratamento de efluentes industriais ou aqueles de dificil
regeneragdo. Tendo isso em vista, muitos pesquisadores t€ém destinado aten¢do e recursos para
o desenvolvimento de novos absorventes, capazes de promover a remog¢ao de efluentes e que
possam ser aplicados em larga escala, com baixo custo de implementagdo e manutencdo, em
tratamentos terciarios (Gupta e Suhas, 2009).

Na busca por novos materiais adsorventes, prioridade tem sido dada a aqueles que
apresentem elevada éarea superficial e afinidade por alguns dos mais comuns poluentes. Em
especial, aten¢do tem sido dada a incorporag@o de polimeros condutores, face a sua capacidade
de exibir cargas em sua estrutura, o que pode contribuir para uma mais efetiva remocao de

poluentes por meio de interacdes eletrostaticas.

3.1.3 Polimeros

De origem grega, a nome polimero significa muitas partes (“poli” — muitas, “mero” —
parte). Os polimeros sdo moléculas formadas pela unido de unidades estruturais menores,
denominados de mondmeros. Essas unidades menores se repetem ao longo da cadeia polimérica
(estrutura) e sdo essencialmente conectados entre si através de ligagdes covalentes. O processo
de formagdo de um polimero a partir da unido de diversos monomeros ¢ chamado de
polimerizacdo (MANO e MENDES, 2004).

Os polimeros de origem natural, ou seja, encontrados na natureza, como a madeira, o
couro, a 13, as proteinas, as enzimas e os acidos nucleicos sdo chamados de biopolimeros.
Aqueles de origem sintética, como o politereftalato de etileno (PET), o poliestireno (PS) e o
polimetracrilato de metila (acrilico), sdo obtidos a partir de rea¢des de polimerizagao.

Os polimeros podem ser ainda classificados quanto a sua estrutura, composi¢ao quimica
e por seu comportamento mecanico a diferentes temperaturas. Em termos de sua estrutura
molecular, os polimeros podem ser classificados como lineares, ramificados ou reticulados
(Fig. 22 a). Quando formados por apenas um tipo de unidade de repeti¢do (i.e., um mesmo
mondmero), sdo conhecidos como homopolimeros, e sdo chamados de copolimeros (Fig. 22 b)
quando formados por dois ou mais tipos de unidade (i.e. diferentes mondmeros), de uma

maneira que pode ser alternada, aleatdria, em blocos ou ramificada (Fig. 22 ¢). Quanto ao seu
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comportamento face um aumento de temperatura, os polimeros podem ser classificados como
termoplasticos, quando se fundem e se ressolidificam de maneira reversivel, ou termofixos,

quando se decompdem irreversivelmente com o aumento da temperatura (Callister, 2008).

Figura 22 — Representagdo da classificagdo dos polimeros quanto (a) a estrutura molecular (linear, ramificado e

reticulado), e & composic¢ao quimica (homopolimeros ou copolimeros) (b).
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Fonte: Autoria prépria (2020).

O grande desenvolvimento de materiais poliméricos aconteceu por conta da Segunda
Guerra Mundial, uma vez que se via a grande necessidade de novos materiais em virtude da
escassez de diferentes tipos de matéria prima. Desde entdo, cada vez mais novos tipos de
materiais poliméricos passaram a ser desenvolvidos como alternativa a materiais
convencionais, explorando vantagens competitivas, como facilidade de sintese, baixo custo de
processamento, e propriedades mecanicas (baixa densidade, plasticidade, etc.) e de isolamento

elétrico.

3.1.3.1 Quitosana

A quitosana ¢ um biopolimero catidénico, composto por duas unidades (o 2-amino-2-
desoxi-D-glicopiranose e o 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose) (Fig. 23) que pode ser
obtido através de um processo de desacetilacao da quitina. Encontrada nos exoesqueletos de
crustaceos e insetos, a quitina se encontra largamente distribuida na natureza, sendo considerada
o segundo biopolimero mais abundante, atrds apenas da celulose. A quitosana, porém, ¢
raramente encontrada na natureza, sendo o processo de desacetilacdo que ocorre a partir da
hidrélise quimica da quitina, em meio alcalino, a melhor forma de se obter esse polimero

industrialmente (Klug et al., 1998; Tonhi, E., Plepis, 2002).
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Nesse processo, a quitina pode sofrer varios graus de desacetilagdo, resultando em
derivados diversos da quitosana, com diferentes distribui¢des de peso molecular. Por sua vez,
essas mudangas proporcionam alteragdes nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas. Por
exemplo, embora a quitina seja insoluvel em agua e solventes organicos, devido a presenca da
ligacdo de hidrogénio formada com o grupo acetamida, quando se remove os grupos acetil da
quitina e se obtém a quitosana com maior grau de desacetilagdo a mesma passa a apresentar

uma melhor solubilidade devido a possibilidade de protonaciao dos grupos aminos presentes.

Figura 23 — Estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Dentre as propriedade da quitosana, cita-se aqui a bioatividade e biocompatibilidade, a
permeabilidade seletiva (dependendo do meio em que ela se encontra, sendo solivel em pH <
6,5 e insoluvel em pH > 6,5), a reatividade do grupo amino desacetilado, e habilidade de
quelacdo e capacidade adsortiva (devido a presenga dos grupos aminos livres, o que confere
cargas positivas a quitosana, tornando-a passivel de reagir com moléculas carregadas
negativamente e a quelacdo com varios ions) (Synowiecki e Al-Khateeb, 1997; Tharanathan e
Kittur, 2003). Além disso, a quitosana tem sido também muito estudada devido ao fato de
poder ser preparada sob diferentes formas, tais como solugdes de viscosidade controlada, géis,
filmes e membranas, microesferas e nanoparticulas, o que conferindo ao polimero uma a vasta
possibilidade de aplicagdes. (Campana-Filho et al, 2007; Dutta, 2016; Jayakumar, Reis e
Mano, 2007)

3.1.3.2 Alginato

Dentre os polimeros naturais, o alginato ¢ um polimero polianidnico constituido por duas
espécies de residuos uronatos, o f-D-manuronato (M) e o a-L-guluronato (G) (Fig. 24) que se
encontram unidos por ligagdes glicosidicas em proporgdes e arranjos variaveis. Esses

monodmeros estdo dispostos na forma de blocos alternados e, de acordo de como esses arranjos
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sdo ordenados, a composi¢ao e o peso molecular do alginato variam, determinando assim as

propriedades do polimero (Mackie et al., 2016).

Figura 24 — Representago da estrutura quimica do alginato de sodio.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Tipicamente, o alginato ¢ extraido de algas marrons e bactérias, sendo disponivel
comercialmente sob a forma de sal de sddio do 4cido alginico (alginato de sodio). Ele ¢
comumente utilizado nas industrias farmacéuticas, devido a sua biocompatibilidade, baixa
toxicidade, baixo custo e pelas suas propriedades de formagao de gel na presenca de cétions
bivalentes ou polivalentes. Isso ocorre quando o alginato interage com cations bivalentes, como
ions de célcio, o que leva a formacdo de estruturas ordenadas e tridimensionais através do
processo de gelificagdo ionotropica. Dissolvido em agua, o sal de cation polivalente inicia a
formagdo de pontes em determinados sitios especificos da cadeia do alginato (através de
interagdes eletrostaticas entre o cation e os grupos idnicos e polares), e a formacao dessa ligacao
¢ favorecida pela estrutura em “zigue-zague de suas cadeias, gerando estruturas com ligagdes
cruzadas semelhantes a uma caixa de ovos, conforme observado na Fig. 25. Essas ligagcdes
ocorrem preferencialmente nos grupos de mondmeros a-L-guluronato (G), devido a presenca
de angulos mais favoraveis para a formagao das ligagdes com cétions (Paredes Juarez et al.,

2014; Song et al., 2013).
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Figura 25 — Representagdo esquematica da ligagdo cruzada dos blocos de homopolimero com os ions de célcio,

formando uma estrutura semelhante a uma “caixa de ovos”.
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3.1.3.3 Polipirrol

O polipirrol (PPy) ¢ um polimero sintético, obtido pela polimerizagio do monomero
pirrol, que pertence a classe dos polimeros intrinsicamente condutores (PCs). Diferentemente
dos polimeros convencionais (isolantes), os PCs apresentam propriedades elétricas, magnéticas
e Oticas semelhantes as de metais e semicondutores e exibem propriedades como boa
condutividade, flexibilidade mecanica, e facilidade no processamento, entre outras (Heeger,
2001). A descoberta do primeiro PCs ocorreu em 1977, quando ao tentar sintetizar poliacetileno
pelo uso de uma quantidade elevada de catalisador, H. Shirakawa obteve um filme de aspecto
brilhante, cuja condutividade poderia ser extremamente aumentada pela exposi¢do a agentes
oxidantes ou redutores.

Desde entdo, os PCs tém sido cada vez mais sintetizados e estudados. De maneira geral,
os PCs sdo formados por longos sistemas m-conjugados, que se caracterizam por uma
alternancia de ligacdes simples e duplas ao longo da cadeia, o que permite uma maior
deslocalizagdo dos elétrons. Para que ocorra a condutividade nesses polimeros, ¢ preciso que
haja defeitos estruturais (solitons, polarons e bipolarons) ao longo da cadeia, associados a
presenca de estados eletronicos localizados na banda de condugdo, o que proporciona o

transporte de carga. De um modo geral, esses defeitos podem ser introduzidos ao longo da
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cadeia através da exposicao a agentes oxidantes e redutores, que removem ou adicionam
elétrons na cadeia. Dentre as vantagens dos PCs frente aos materiais convencionais, temos o
fato de que eles podem ser convenientemente processados para fabricar diferentes dispositivos
elétricos, eletronicos e optoeletronicos de forma mais pratica e econdmica, que exibam leveza,
flexibilidade, facilidade no processamento, boa condutividade, entre outras propriedades
interessantes (Seymour, 1981).

Devido a caracteristicas como alta condutividade, estabilidade quimica e ambiental e
simplicidade de sintese, o PPy tem sido amplamente estudado na comunidade cientifica,
oferecendo um grande potencial para aplicagdes como baterias, sensores, e capacitores, entre
outras (Medeiros ef al., 2012). A polimerizacdo do PPy ¢ frequentemente realizada através de
uma sintese quimica ou eletroquimica; enquanto o processo de oxidagdo do mondmero ocorre
na primeira através do uso de um agente oxidante forte, na sintese eletroquimica ¢ aplicado um
potencial adequado para produzir a oxidagdo do mondmero. Durante o processo de
polimerizacao, a incorporagdo de cargas leva a formacao de defeitos conformacionais ao longo
das cadeias: a remoc¢ao (ou adi¢do) de um elétron leva ao aparecimento de um estado eletronico
denominado pdlaron, associado com uma distor¢do da cadeia que pode se deslocalizar
espacialmente. Essa distor¢ao tipicamente compreende um nuimero limitado de anéis que se
ajustam em uma estrutura tipo quinoidal, de menor energia que a aromética regular. A medida
mais elétrons sdo retirados da (ou adicionados a) cadeia do PPy, esses defeitos podem se tornar
duplamente carregados (bipolaron). Assim, quando se aplica uma diferenca de potencial
elétrico, temos como resposta uma corrente gerada pelo movimento de pélarons e/ou bipolarons
ao longo das cadeias de PPy, com o rearranjo sucessivo das ligagcdes duplas e simples (Nalwa,
2001; Seymour, 1981).

Na Fig. 26 sdo mostrados os trés estados no qual o PPy pode ser encontrado, a forma
desprotonada (ndo-condutora), e as formas dopadas (condutoras), onde parte da estrutura

aromatica esta oxidada.
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Figura 26 — Estados de carga nas quais as estruturas do PPy podem ser encontradas.

Estado polaronico

Estado desprotonado

Estado bipolarénico

Fonte: Autoria propria (2020).

3.1.4 Compositos

Dentro os diferentes tipos de adsorventes utilizados para a remocao de corantes em meios
aquosos, muito interesse académico e industrial tem sido dirigido a aqueles de composi¢ao
hibrida (compdsitos), pela ampla gama de distintas propriedades que podem ser obtidas quando
da combinagdo de dois ou mais compostos de natureza diversa.

Um material composito € definido como aquele constituido por dois ou mais componentes
(ou fases), que tém propriedades fisicas e quimicas distintas. Um desses constituintes ¢
chamado fase-reforco (geralmente, na forma de fibras ou particulas), e o outro de matriz
(geralmente polimérica ou cerdmica). Se ao menos uma das fases que compdem o material
possui alguma dimensdo em escala nanométrica, temos entdo um nanocompoésito (Pereira,
2016). Os materiais compositos devem ser preparados/projetados com um objetivo que visa
(através da combinagdo de seus constituintes), maximizar a combinacdo das propriedades das
duas fases distintas. Combinando a matriz e refor¢o, pode-se chegar a caracteristicas desejadas
atendendo as necessidades do projeto (Franzoni, 2017; Jones, 1999).

Nao existindo uma classificagdo universal dos compositos, alguns pesquisadores os
denominam de acordo com sua forma, matriz, refor¢o, e outras caracteristicas. Segundo Jones
(Jones, 1999), os materiais compositos podem ser classificados em quatro tipos:

1) Compdsitos fibrosos — constituidos por fibras em sua matriz;

2) Compodsitos laminados — formados por varias camadas de materiais;

3) Compdsitos particulados — constituidos por particulas em sua matriz;
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4) Compdsitos hibridos — formados pela combinacdo de dois ou mais tipos de reforgo.

Na literatura, ¢ possivel notar nas ultimas décadas o crescimento no nimero de estudos
sobre compositos e suas aplicagdes, com destaque especial para aqueles de natureza hibrida em
que uma matriz polimérica ¢ refor¢ada com fibras e/ou nanoparticulas (ou microparticulas), o
que leva a uma melhoria das propriedades elétricas, térmicas, Oticas, quimicas, magnéticas,

fisicas e mecanicas (Manjunatha et al., 2009).

3.2 MATERIAIS E METODOS
3.2.1 Materiais

Para a sintese das particulas de ferrita de cobalto foram usados o cloreto de cobalto (II)
hexahidratado (CoCl2.6H20, Sigma Aldrich, EUA), o cloreto de ferro (III) hexahidratado
(FeCl3.6H20, Dinamica, Brasil) e o hidroxido de s6dio (NaOH, Dindmica, Brasil). Para o
compdsito magnético hibrido usamos o pirrol (CsHsN), o dodecilsulfato de so6dio (NaC-
12H25S04, Sigma Aldrich, EUA), o cloreto de ferro (IIT) hexahidratado (FeCl3.6H20, Dinamica,
Brasil), o alginato de sddio (NaCsH70Os, Sigma Aldrich, EUA), a quitosana (CsHi1104N, Sigma
Aldrich, EUA) e o cloreto de célcio (CaCl,, Sigma Aldrich, EUA). Todos os reagentes foram
usados sem purificacdo prévia, com exce¢do do pirrol, que foi purificado por destilacdo sob
vacuo antes do uso. Todos os experimentos foram realizados com 4agua deionizada obtida apos

passar por um sistema Synergy 185 (Millipore, EUA).

3.2.1.1 Sintese das particulas de ferrita de cobalto (CoFe>O4 NPs)

As particulas de ferrita de cobalto (CoFe>O4 NPs) foram produzidas pelo método de co-
precipitagdo quimica seguindo uma adaptacao da técnica adotada por (Medina-Llamas ef al.,
2014), que envolve um processo de varias etapas onde ocorre a troca de um precursor de ferro
por um precursor de cobalto. Primeiramente, em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram
misturados 25 mL de uma solugdo de CoClz2 (0,5 M) e 25 mL de uma solucao de FeCls (1 M).
Apo6s 5 min, foi adicionado 125 mL de uma solugdo aquosa de NH4OH (50% v/v), sob vigorosa
agitacdo. A solucao final foi mantida a 100°C por lh, apés o que o precipitado foi decantado
com a ajuda de um ima. O material coletado foi repetidamente lavado com agua deionizada
para reduzir a contaminagdo e depois seco em um forno a 80 ° C por 48 h. O po6 resultante foi
macerado em um almofariz dgata até homogeneidade. Depois disso, as particulas foram tratadas
termicamente usando um forno a arco, com o objetivo de melhora das propriedades cristalinas
e magnéticas. Nesse processo, as amostras foram aquecidas a uma taxa de 10 © C/min até atingir
600 °C, temperatura que foi mantida por 1 h. Em seguida, a amostra foi resfriada até a

temperatura ambiente (RT) a uma taxa de 10 ° C/min.
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3.2.1.2 Preparagdo do nanocompdsito magnético hibrido PPy@Alg/Qui/CoFeNPs

Para preparar o composito, inicialmente adicionamos 40 mg de particulas magnéticas
previamente sintetizadas e 30 mg de alginato em um frasco de vidro contendo 1 mL de uma
solucdo de quitosana, anteriormente preparada pela adi¢do de 200 mg de quitosana a 100 mL
em acido acético (1% v/v). O frasco foi colocado em banho ultrassénico e agitado manualmente,
até a completa solubilizagdo da solugdo. Posteriormente, a mistura de alginato/quitosana/CoFe-
204 foi colocada em uma seringa e gotejada por meio de uma bomba de seringa NE-4000 (New
Era, EUA) em uma solu¢do aquosa de CaCl, (2% v/v) para que ocorresse a formagdo das
pérolas. Deixamos a reacdo ocorrer por lh, sendo depois as pérolas lavadas 3 vezes com dgua
deionizada e, subsequentemente, colocadas em um baldo de fundo redondo de 250 mL contendo
80 mL de agua, 1,4 g de SDS, e 70 pL de pirrol. Apds 15 min, foram adicionados 800 puL de
FeCl3 (I M) para que a polimerizagdo tivesse inicio. A reagdo foi realizada sob agitacdo
constante a temperatura ambiente por 6 h. No final, as pérolas foram lavadas varias vezes com
metanol e dgua deionizada e, por fim, colocadas para secar em uma estufa a 60 "C por
aproximadamente 24 h. Como resultado, as pérolas de nanocomposito magnético (NCM)
PPy@Alg/Qui/CoFeNPs foram obtidas. Na Fig. 27 ¢ representado de forma esquematica as
principais etapas seguidas para a obten¢do do PPy@Alg/Qui/CoFeNPs.

Figura 27 — Representagdo esquemadtica das ctapas presentes no processo de preparagdo do composito
PPy@Alg/Qui/CoFeNPs.
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Fonte: Autoria prépria (2020).
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3.2.2 Meétodos de caracteriza¢ao
3.2.2.1 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura ¢ uma técnica muito utilizada para investigar as
caracteristicas morfoldgicas e estruturais e a composi¢do quimica de materiais em escala
nanométrica. Nessa técnica, a amostra a ser analisada ¢ irradiada com um feixe de elétrons,
chamados de elétrons primdrios. A formag¢do da imagem depende da aquisi¢do dos sinais
produzidos através da interagdo desse feixe com a amostra. Essas interagcdes podem ser tanto
elasticas, resultantes do desvio do elétron incidente pela interagdo com o nucleo atomico ou
pela colisdo com elétrons de camadas externas, quanto ineldsticas, que ocorrem devido as
interagdes entre os elétrons de feixe incidente como elétrons dos dtomos da amostra. Essas
interagdes com a amostra, dao origem a elétrons secundarios e retroespalhados, e raios-X
caracteristicos, com essas emissdes sendo responsaveis pelas informagdes que podem ser
coletadas sobre a amostra (Maliska, 2003).

Neste trabalho, essas andlises foram feitas pela utilizagdo do microscopio eletronico de
varredura FEG-SEM MIRA3 LM (TESCAN, Republica Checa) do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Pernambuco. Para o preparo das amostras, uma pérola de compdsito
foi colocada sobre uma fita de carbono fixada em stubs (suporte de aluminio). As amostras
foram entdo metalizadas pela deposi¢do de uma camada de ouro para torna-las mais condutoras.
3.2.2.2 Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia por infravermelho ¢ muito utilizada com o intuito de obter
informagdes sobre a composicao quimica tanto das nanoparticulas quanto dos nanocompo6sitos
preparados. Conforme descrito no Capitulo 1, os espectros de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) no intervalo de 4000 — 400 cm™ (compreendido no infravermelho médio)
foram obtidos usando um espectrémetro IRTracer-100 (Shimadzu, Japao) com resolugdo de 4
cm! e uma média de 64 varreduras. As amostras foram preparadas utilizando pastilhas de KBr,
obtidas pela maceragdo de 0,1 mg do material e 50 mg de KBr em um almofariz de agata e

entdo levadas a um pastilhador por 10 min sob 2 toneladas.

3.2.2.3 Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

A técnica de espectroscopia de absorcdo UV-Vis ¢ corriqueiramente utilizada para a
obtencdo de uma série de informagdes importantes a respeito de uma amostra, por exemplo,
revelar a posi¢do espectral da ressonancia de pldsmons de particulas metalicas e o gap de
energia de particulas semicondutoras. O procedimento de medida se inicia com uma medida do

espectro da luz transmitida através do solvente no qual as amostras foram produzidas, que
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servird de sinal de fundo (background). Em seguida, mede-se a absor¢do da amostra
propriamente dita.

A intensidade da luz transmitida através da solucdo segue a lei de Beer-Lambert (F.
Rouessac, 2007), a qual diz que a intensidade cai exponencialmente com a espessura da amostra
conforme a equagao

I = Ioe_ax.

Na equagdo acima, a ¢ o coeficiente de absor¢ao, x o comprimento do caminho 6ptico,
Io a intensidade da luz antes de atravessar a amostra e I a intensidade depois de atravessa-la.
Em uma medida de UV-Vis, mede-se a absorbancia da amostra, que ¢ definida por (F.
Rouessac, 2007)

] 1(A)
— t0g10 Io(—/l).

AQ) =
O equipamento utilizado nas medidas de UV-Vis foi o espectrometro UV-2600
(Shimadzu, Japao), composto de uma fonte de luz (lampada de Halogénio e Deutério) e um
espectrometro acoplado. Esse sistema permite a obtencdo do espectro de absor¢do de luz desde
185 nm (UV) até 1400 nm (infravermelho préximo) com uma resolu¢do maxima de 0,1 nm.
3.2.2.4 Analise Termogravimétrica
A técnica termoanalitica de andlise termogravimétrica (TGA) foi utilizada com o
objetivo de acompanhar da variagdo de massa de uma amostra em funcdo do incremento
controlado da temperatura. Conforme descrito no Capitulo 1, em nosso trabalho, as curvas de
TGA das amostras, colocadas na forma de p6 em caldinho de platina, foram obtidas no
equipamento TGA-50H (Shimadzu, Japao), do Departamento de Quimica Fundamental, sob
uma atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) em uma faixa de temperatura de 25 °C até 900 °C,

utilizando uma rampa de aquecimento a uma taxa de 10 °C/min..

3.2.2.5 Determinagdo do ponto de carga zero

O ponto de carga zero (pHpc,) dos compdsitos foi determinado usando o método de
adi¢do de sal (Haddad, El et al., 2012). Para isso, foi colocado 5 mL de uma solu¢ao de KCI
0,1M em cada tubo falcon, cujo pH inicial foi ajustado em valores diferentes no intervalo de 2
a 9, pela adi¢do apropriada de HCI ou NaOH. Depois disso, duas pérolas do compdsito foram
colocadas em cada tubo e deixadas em interagao por 24 h, para que o equilibrio seja atingido.

Apos esse tempo, o pH final de cada solugdo foi medido, e o valor do pH,., determinado como
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aquele para o qual a variagdo do pH das solugdes interagentes foi nulo, ApH = (pHfina — pHinicial)
=0 (Ahmad e Kumar, 2010).

3.2.2.6 Experimentos de adsor¢do

Para determinar as melhores condi¢des para as analises de adsor¢do do corante azul de
metileno (AM), foram realizados diversos estudos em que parametros como pH, tempo de
interagdo e concentracdo inicial do corante foram variados. Esses experimentos foram
realizados em modo batelada, em que 1 pérola (de aproximadamente 0,8 mg) era colocada em
diversos frascos de vidro de borossilicato contendo 20 mL de uma concentragdo pré-
estabelecida de corante, que foram mantidos sob agita¢dao continua de 300 rpm. Para intuito de
comparagdo, as pérolas foram maceradas em um almofariz de 4gata, até a formacao de um pé
homogéneo. Os mesmos experimentos foram realizados para o composito hibrido na sua forma
em po, quando uma quantidade de cerca de 0,36 mg foi colocada em 5 mL de uma concentragao
inicial de azul de metileno, e deixada sob interagdo a uma agitacdo continua de 160 rpm.
Utilizando um ima, compdsito foi entdo separado da solu¢do do contaminante, para permitir a
medida da concentragdo correspondente.

Usando um espectrometro UV-Vis, foi medida a absorbancia da solu¢do antes e depois
da interacdo com o composito. Como controle, foi medido a absorbancia em 664 nm (Amax, Ou
seja, o comprimento de onda que corresponde a absor¢cao maxima) das solugdes antes e apds 0s
experimentos de remocdo para determinar as concentragdes do AM correspondentes. A
configuracdo experimental adotada para os estudos de adsor¢do ¢ mostrada de forma
esquematica na Fig. 28.

A estimativa de adsor¢dao do corante pelas duas formas do composito (pérola e p6) foi

feita através do calculo de porcentagem de adsor¢ao, na forma

< Co - Cr
% Adsorgdao = X 100, (2.1
0
onde Co e Cr s@o a os valores de concentracdo inicial e final da solu¢do do corante (mg/L),
respectivamente. Foi também estimada a capacidade de adsorc¢do (gq.), conhecida na literatura
como a quantidade de massa do contaminante em questao (mg) adsorvido por unidade de massa

do adsorvente, no caso o composito hibrido, através da equagao

_ V(Co — Cf)
m )

(2.2)

de
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onde V ¢ o volume da solugdo (L), e m ¢ a massa (g) do adsorvente utilizadas nos ensaios

(Gorza et al., 2018).

Figura 28 — Representacdo esquematica da montagem experimental para os estudos de adsor¢do do corante AM
pelo NCM PPy@Alg/Qui/CoFeNPs em modo batelada.
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Fonte: Figura adaptada de (Silva, 2019).

3.2.2.7 Modelos de Isotermas de Adsor¢ao

Por defini¢do, uma isoterma de adsorc¢do ¢ a relagdo de equilibrio entre as concentragdes do
adsorvato (na fase fluida) e do adsorvente, a uma dada temperatura (Vidal et al., 2014). Através
da analise de uma isoterma ¢ possivel ndo apenas determinar a quantidade méaxima de adsorvato
que um adsorvente pode adsorver, mas também entender a natureza da interacdo entre eles e o
mecanismo envolvido nesse processo de adsor¢do. Essas relacdes de equilibrio sdo
apresentadas através de modelos que correlacionam matematicamente as quantidades
adsorvidas em equilibrio com o meio circundante. Para gases, a concentra¢do do adsorvente
sempre ¢ dada em porcentagem molar, enquanto que para liquidos expressada através de
unidades de massa (quantidade (mg) de adsorvato removido da fase liquida por unidade de
massa de massa de adsorvente (g)).

Na literatura (Vidal et al., 2014), sdo encontrados diferentes modelos tedricos de isotermas
de adsorcdo, tais como os modelos de Langmuir, Freundlich, Dubinin-Radushkevich, Sips,
Redlich-Peterson, entre outros, cada um deles mais adequado a um tipo distinto de interagao
adsorvente-adsorbato. No contexto de adsor¢do de corantes, os modelos mais comuns sdo os

modelos de Langmuir e Freundlich (Yagub et al., 2014), os quais serdo por nos utilizados para
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analisar a adsor¢do de corante em fun¢do da concentragdo inicial presente na solu¢do no
equilibrio nesse trabalho.

O modelo de isoterma de Langmuir estd baseado na hipotese simples de que os
adsorvatos interagem apenas com um sitio (que existem em um numero fixo e sdo
energeticamente equivalentes), e ndo entre si, € que a adsor¢do ¢ limitada a uma camada
(Langmuir, 1918; Vidal et al., 2014).

O modelo estabelece a relacao

— qméxKLCe
e AT K.CY

(2.3)
onde Ce ¢ a concentragio do adsorbato na solugdo (mg g™!) apds o sistema atingir o equilibrio,
Ky ¢ a constante de equilibrio de adsor¢do de Langmuir (L mg™'), qmax € a capacidade méaxima
de adsor¢do do material (mg g') e e € a quantidade de soluto absorvida por unidade de massa
do adsorvente (mg g!).

Para facilitar o ajuste do modelo aos dados experimentais, a Eq. (2.3) pode ser escrita
em forma linear como

C, 1 C,

£ = + ! 2.4
qe qméxKL Qmax ( )

Essas equacdes nos mostram que para baixos valores de Ce o valor de q. pode ser
aproximado na forma ge = qmaxbCe (uma vez que o denominador bCe se torna pequeno quando
comparado com a unidade). Entretanto, para altas concentracdes temos que no equilibrio o valor
de qe se aproxima do valor de gmix, uma vez que o valor de bC. no denominador sera
relativamente grande quando comparado a unidade. Para um adsorvente ser classificado como
bom, ¢ necessario que seu valor de qmax seja alto e com b sendo de baixo valor; com isso, ele
teria uma boa performance frente a baixas concentracdes das espécies em solucdo (Metcalf,
Eddy e Tchobanoglous, 2004; Reynolds e Richards, 1996).

J& o0 modelo de isoterma de Freundlich pode ser aplicado a sistemas ndo ideais, pois
assume a presenca de sitios ndo-uniformes, uma caracteristica de sistemas heterogéneos onde
ocorre a adsor¢do em multicamadas, com a interagdao entre as moléculas do adsorvato. Esse
modelo aplica uma distribuicdo exponencial para caracterizar os varios tipos de sitios de
adsor¢do, que por sua vez possuem diferentes energias adsortivas) (Febrianto et al., 2009;
Freundlich, 1907; Vidal et al., 2014) na forma
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1
qe = Kr C7', 2.5)

onde Kr e n sdo conhecidas como constantes de Freundlich, que indicam respectivamente a
capacidade de adsor¢do (mg!-("m g-! L") ¢ o fator de heterogeneidade (adimensional).
Para facilitar o ajuste do modelo aos dados experimentais, a Eq. (2.5) pode ser expressa

em uma forma linearizada como
1
logq. = log Kr + Elog Ce. (2.6)

E interessante ressaltar que é possivel obter informagdes sobre a absorgao através do valor
de n. Quanto maior o valor de n, mais forte sera a interacdo do adsorvato e adsorvente. Se o
valor de 1/n foi igual a 1, a adsor¢do ¢ linear e as energias sdo iguais para todos os sitios de
adsorcdo. J& quando o valor de 1/n for superior a 1, o adsorvente tem maior afinidade pelo
solvente, o que sugere uma forte atracdo intermolecular entre eles. Também ¢ importante
chamar a atencdo para o fato que a equacao de Freundlich ndo ¢ capaz de prever os dados de

equilibrio de adsor¢do para altas faixas de concentragdo (Vidal et al., 2014).

3.2.2.8 Modelos Cinéticos de Adsor¢ao

A adsor¢@o ¢ um processo que envolve a transferéncia de massa do fluido para o interior
do adsorvente os quais os adsorvatos devem migrar através dos poros presentes até as regioes
mais internas. Esse processo de transferéncia pode acontecer de diferentes formas, como, por
exemplo, através de transferéncia externa, ou por difusdo no poro ou difusdo de superficie
(Azizian, 2004). O estudo de cinética de adsor¢do de efluentes tem grande importancia no
estudo para tratamento de efluentes aquosos, pois nos fornece informagdes sobre 0 mecanismo
de adsor¢@o. A cinética, que expressa a taxa de remocao do adsorvato em funcdo do tempo,
pode ser afetada pela temperatura, pH, agitacdo, for¢a idnica, concentragao inicial, tamanho das
particulas e distribui¢do dos tamanhos dos poros.

Diversos modelos cinéticos podem ser utilizados para fornecer informagdes sobre o
mecanismo dominante no processo de adsor¢dao, bem como pardmetros relevantes como a taxa
de adsorcdo, o coeficiente de difusdo, a capacidade maxima, entre outros. Os modelos cinéticos
lineares mais utilizados sdo os de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem (Rocha et
al., 2012) e os modelos de difusdo intraparticula de Morris-Weber (Weber e Morris, 1963).

Tradicionalmente descrito pelas expressdes desenvolvidas por Lagergren em 1898

(Lagergren, 1898), o modelo de pseudo-primeira ordem ¢é expresso por
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d
s k1(qe — q0), (2.7)

dt
onde g é a quantidade de adsorvato adsorvida no instante de tempo t (mg g'!), t é o tempo de
interagcdo do adsorvato e o adsorvente (min), . ¢ a quantidade absorvida no equilibrio (mg g
1, e ki € a constante da taxa de adsorgdo de pseudo-primeira ordem (min!). A integragdo da
Eq. (2.7), sob as condi¢des de contorno em que emt=0, ¢t =0 e em t=t, q; = qi, d4 origem a

relacdo

kot
2,303

log(qe — q¢) =logqe — (2.8)
Enquanto que, a equagdo do modelo de pseudo-segunda ordem, proposta por Ho e
McKay em 1999 (Ho e McKay, 1999), ¢ dado por
% = ky(qe — 90)% (2.9)
onde k» é a chamada constante da taxa de adsor¢io de pseudo-segunda (g mg'min!). A partir

da integracao da Eq. (2.9), podemos escrever a relagao

t_ 1 + t
g k9.2 q.

Os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e de pseudo-segunda ordem admitem

(2.10)

que forca motriz de adsorcao resulta da diferenga entre as concentragdes da fase solida (Ct), e
da fase solida em equilibrio (em que o sistema atinge sua saturagdo maxima) (Ce) ao longo do
tempo.

J&4 um terceiro modelo cinético, o de Morris-Weber, assume que a difusdo intraparticula
¢ a for¢a motriz que comanda os processos de adsor¢do, com a remog¢ao do adsorvato variando
com a raiz quadrada do tempo (Weber e Morris, 1963). Em sua forma linear, a equacdo que

descreve esse modelo ¢ expressa como
qe = kigt™ + C, (2.11)

onde kia € C sdo a taxa de adsor¢io (min') e a constante de difusdo intraparticula,
respectivamente.
Pelo ajuste de cada um desses modelos (em sua forma linear) aos dados experimentais,

foi possivel obter os pardmetros correspondentes para a cinética de adsor¢do. A andlise dos
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respectivos coeficiente de correlagdo (R?) serviu como indicativo para a escolha do modelo que

melhor se ajusta aos dados experimentais (Vidal et al., 2014).

3.2.2.9 Estudos termodinamicos de adsor¢ao

Estudos termodinamicos foram também realizados, com o objetivo de obten¢do de mais
informagdes sobre o processo de adsor¢do do corante pelos compdsitos testados (como, por
exemplo, determinar se o processo ¢ ou ndo espontaneo). Na adsor¢do, forgas atrativas
possibilitam o recobrimento de uma dada superficie (adsorvente) por espécies afins (adsorvato),
de modo a haver sempre liberacdo de energia (Vidal et al., 2014). Assim, quando a variagdo da
energia livre de Gibbs (relativa ao processo de adsor¢do) a uma determinada temperatura for
negativa (AGags < 0), 0 processo de adsor¢ao ocorrerd espontaneamente, enquanto ele serd nao

espontaneo se essa variagao for positiva (AGags > 0). Para uma dada temperatura, tem-se que
AG,qs = AHags — TAS,4s, (2.12)

onde AHags € ASags sdo as variagdes da entalpia e da entropia do processo de adsor¢do. Se as
forgas presentes no processo forem de natureza fisica, por exemplo, tipo van der Waals, a
energia liberada pelo sistema ¢ pequena, ao contrario do que ocorre quando o processo envolve
a quebra e formacao de ligagcdes quimicas (quimissorc¢ao).

Os parametros termodindmicos relevantes, a constante de equilibrio (Ke), a variagdo da
energia livre de Gibs (AGags), variacao da entalpia (AHags) € a variagdo da entropia (ASags), se

relacionam na forma

AGads = _RTanadsa (213)

ASads AHads

- _ 2.14
anads R RT ) ( )
AH,4 /1 1
InK; — InK; = — Rads <ﬁ_ 7), (2.15)
L

onde R ¢ a constante universal dos gases (J K''mol!), e T a temperatura em Kelvin. Esses
pardmetros podem ser estimados a partir dos dados das isotermas realizadas a temperaturas
distintas (Vidal ef al., 2014).

Através dos valores de entalpia, ¢ possivel identificar os processos de adsor¢do: se
|AHags| < 25 kJ.mol!, a adsor¢do pode ser classificada como fisiossor¢do, enquanto que para

valores de |[AHags| > 40 kJ.mol™! pode ocorrer o rompimento de ligagdes quimicas, e a adsor¢do



92

pode ser classificada como quimissor¢cdo (Vidal et al., 2014). No entanto, na pratica, esse
critério ndo ¢ absoluto, devendo ser apenas notado que quanto maior a energia liberada, maior
a propensdo para a formagao de ligacdes quimicas entre o adsorvente e o adsorvato (Vidal et
al., 2014).

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a capacidade de captura de AM pelo
compdsito PPy@Alg/Qui/CoFeNPs, foram realizados estudos de adsor¢do para as temperaturas
de 10, 20, 30, 40 e 50 °C. Esses experimentos foram realizados em modo batelada, onde uma
unica pérola (sendo aproximadamente 0,82 mg) era colocada em um frasco de vidro de
borossilicato contendo 20 mL de uma concentragdo pré-estabelecida de corante. Esses frascos
foram mantidos sob agitagdo continua de 300 rpm por 72 h. Os mesmos experimentos foram
realizados para o compdsito hibrido na sua forma em pd, quando uma quantidade igual a 0,36
mg da amostra foi colocada em 5 mL de uma determinada concentragdo inicial de azul de
metileno. Esses frascos foram deixados por 60 min sob agitacdo continua de 160 rpm. Apos
isso, com o recurso de um ima separamos o compdsito da solu¢do de contaminante, quando

foram entdo medidas as respectivas concentragoes.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracteriza¢do dos compdsitos
3.3.1.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A composi¢do quimica dos compositos preparados foi analisada pela espectroscopia de
FTIR. Na Fig. 29, sdo mostrados os espectros de absor¢do das nanoparticulas magnéticas de
ferrita de cobalto (curva a), dos compositos PPy@Alg/Qui/CoFeNPs (curva b) e Alg/Qui/CoFe-
NPs (curva c¢). No caso das particulas magnéticas, € possivel observar a banda carateristica da
vibragio metal-oxigénio (M — O), presente em 584 cm™! para a curva (a), e em 597 cm™! para as
curvas (b) e (c) (Aliyan et al., 2017; Rana, Philip e Raj, 2010; Shahjuee et al., 2017). No que
diz respeito a composi¢do quimica dos polimeros alginato e quitosana, vale ressaltar que muitas
bandas de absorcdo no IV serdo simultdneas, ocasionando a sobreposi¢do das mesmas e
dificultando a diferenciagdo entre o0s polimeros. No espectro do composito
PPy@Alg/Qui/CoFeNPs foram identificadas as seguintes bandas: 3414 c¢cm!, atribuida ao
estiramento vibracional do grupo (— OH); 2922 cm! € 2848 cm!, que podem ser atribuidas aos
estiramentos simétrico e antissimétrico dos grupos (— CHz —) presentes na estrutura do alginato,
polipirrol e quitosana; 1624 cm!, que pertence a vibragdo do grupo C = O presentes no alginato
e na quitosana; 1554 cm’!, atribuida as estiramentos C = C nos anéis do pirrol; 1415 cm’!,

correspondente a vibragdo de estiramento simétrico C — OH; enquanto que as bandas em 1097
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cm! e 1029 cm! sdo caracteristicas do modo vibracional OC — OH (Chavez-Guajardo et al.,
2015; Guo et al., 2010, 2009). Ainda no espectro b, € possivel encontrar as bandas em 1213 cm”
! relacionadas ao estiramento vibracional C — N, 1170 cm!, atribuida a0 modo vibracional C —
H no plano, enquanto que as bandas 881 cm! € 810 cm™! correspondem ao modo vibracional C
—H fora do plano, e abanda em 921 cm’!, a deformagdo no plano C —H (Li et al., 2008; Medina-
Llamas et al., 2014; Song et al., 2013). No caso do Alg/Qui/CoFeNPs, as principais bandas sao
encontradas em: 3437 cm’!, referente ao estiramento vibracional do grupo (— OH); 1606 cm’!,
que pertence a vibra¢do do grupo C = O; 1415 cm!, correspondente a vibragdo de estiramento
simétrico C — OH; 1097 e 1029 cm™!, caracteristicas do modo vibracional OC — OH; 941 cm™!,
associada a deformagdo C — H no plano e em 881 e 821 cm’!, que correspondem ao modo
vibracional C — H fora do plano. O deslocamento de algumas bandas pode ser associado as

interagdes entre as particulas e o PPy na matriz polimérica de alginato e quitosana.

Figura 29 - Espectros de FTIR das CoFe:O4 NPs (a), NCM Alg/Qui/CoFeNPs (b) ¢ NCM
PPy@Alg/Qui/CoFeNPs (c).
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3.3.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A técnica de MEV foi utilizada para a investigagao das caracteristicas morfoldgicas dos
compositos Alg/Qui/CoFeNPs e PPy@Alg/Chi/CoFeNPs, assim como das mudancas
superficiais associadas a incorporagdo do PPy. Na micrografia da Fig. 30 a), pode ser observada
uma morfologia quase esférica para o NCM Alg/Qui/CoFeNPs, com um didmetro médio de
(0,9 £ 0,1) cm, aproximadamente, € uma superficie rugosa e ndo-uniforme. Com o aumento da

magnificacdo (Figs. 30 b e 30 ¢), é possivel observar que o composito apresenta uma estrutura
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octaédrica, com uma porosidade que pode estar associada a interacdo entre a matriz de alginato
€ quitosana com os ions de calcio, que levam a formacao de ligagdes cruzados por um processo
chamado de gelificacdo ionotrdpica (Finotelli ez al., 2010; Guo et al., 2010). Nas micrografias
do compdsito PPy@Alg/Chi/CoFeNPs (Fig. 30 d), pode ser observada a mesma morfologia
quase esférica, com um didmetro médio de (1,2 + 0,1) cm. No entanto, € possivel observar que
ha uma modificagdo na superficie do compodsito apds a incorporagdao do PPy. Nas Figs. 30 e) e
30 f), pelo aumento da magnificacdo podem ser novamente observadas as estruturas
octaédricas, mas agora revestidas com nanoestruturas de aspecto granular, que se assemelham
a morfologia do PPy (Chougule ef al., 2011); isso demonstra que o método de polimerizagao

empregado foi de fato eficaz para a modificagdo da superficie.

Figura 30 — Micrografias dos compdsitos Alg/Qui/CoFeNPs (a, b, ¢) e PPy@Alg/Chi/CoFeNPs (d, e, f).
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3.3.1.3 Analises Termogravimétricas

Na Fig. 31, apresentamos os resultados da analise TGA para as nanoparticulas
magnéticas (curva a) e 0o NCM PPy@Alg/Chi/CoFeNPs (curva b). Na curva a, observamos que
ndo hé perda de massa, um comportamento que se deve a eliminag¢do da presenca de agua e
outros componentes da superficie e estrutura das particulas magnéticas pelo tratamento térmico

a 700 °C, previamente realizado (Bricefo et al., 2012). J4 na curva b, pode-se observar a
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presenca de dois estagios de perda de massa: um primeiro, na faixa entre 25 e 130 °C, que pode
ser atribuido a evaporagdo das moléculas de dgua, e outro, na faixa de 150 a 500 °C, devido a
perda da fase organica presente no composito.

Para uma melhor andlise dos dados, realizamos analises termogravimétricas diferenciais
para o composito (curva c). Nessa curva, podem ser observados dois picos correspondentes a
dois eventos distintos de degradacdo, em 232 °C e 394 °C. Esses picos podem ser atribuidos a
inser¢do dos ions de calcio (Ca*), que levaria a formagdo de diferentes estruturas (Hecht e
Srebnik, 2016). Parte da matriz de alginato e quitosana pode interagir com os ions Ca'?,
formando ligagdes cruzadas, enquanto outra parte ndo, ocasionando assim a ocorréncia de
estruturas com estabilidade térmica distintas, essa hipdtese € reforgada uma vez que na literatura
apenas um pico em torno de 250 °C ¢ associado a degradagdo do polimero alginato. Deve ser
observado que, além de parte da matriz polimérica de alginato e quitosana ndo ter interagido
fortemente com os ions, temos a presenga das cadeias de polipirrol aderidas ao NCM, que
apresenta uma degradacgdo da cadeia do polipirrol que inicia em 200 °C (Omastova et al., 2004;

Yussuf et al., 2018).

Figura 31 — Curvas de TGA para as NPs CoFe204 (a) e o compdsito PPY @Alg/Qui/CoFeNPs (b) e sua derivada
primeira - DTG (c).
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3.3.2 Experimentos de adsorcao
Com o intuito de melhor analisar a capacidade dos compositos Alg/Chi/CoFeNPs e

PPY@AIlg/Qui/CoFeNPs de absorverem o corante AM, uma primeira prova de conceito foi
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realizada. Para isso, uma pérola de cada composito foi inserida em um recipiente com tampa,
que continha 20 mL de uma solugio aquosa de AM, com concentragdo inicial de 20 mg L', e
a interacao foi deixada ocorrer por 24h, sob agitacdo orbital de 300 rpm. Apos esse intervalo de
tempo, as solugdes iniciais e finais foram analisadas por espectroscopia UV-Vis (Fig. 32).
Nesses espectros, € possivel observar a ocorréncia de uma diminui¢do de 54 % nas bandas de
adsorcdo do AM ap6s a interagdo com o NCM Alg/Chi/CoFeNPs, e de 62 % apds interagao
com NCM PPY@Alg/Qui/CoFeNPs (com base na absorbancia do azul de metileno em 664 nm,
que ¢ o comprimento de onda da maxima absor¢do do corante, Amix). Desse modo, podemos
concluir que, muito embora ocorra a adsor¢cdo para ambos os compositos, ela ¢ mais
significativa para aquele contendo o PPy em sua composi¢do. Diante disso, neste trabalho o
NCM PPY@AIlg/Qui/CoFeNPs foi usado para o estudo de remocao do corante AM em meios

aquosos.

Figura 32 — Espectros de UV-Vis da solugdo de AM (curva a) apés 24 h de interagdo com os NCM
Alg/Qui/CoFeNPs (b) e PPy@Alg/Chi/CoFeNPs (c).
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3.3.2.1 Efeito do pH e mecanismo de adsor¢ao

O pH de um meio pode afetar a carga superficial tanto do adsorvente quanto do adsorvato.
Na busca de melhor entender o mecanismo de adsor¢ao do AM pelo composito, realizamos
analises da eficiéncia de adsorcao em fun¢do do pH do meio de modo a encontrar o valor de

pH mais favoravel.
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O efeito do pH sobre a adsor¢ao do corante AM pelo composito PPy@Alg/Qui/FeCoNPs
¢ mostrado na Fig. 33 a). Enquanto uma baixa eficiéncia de (16,5 %) de remogao ¢ observada
para o pH 2,0, um aumento substancial da adsor¢ao passa a ocorrer com a diminui¢ao da acidez,
atingindo um patamar relativamente constante de aproximadamente 80% para a faixa de pH
entre 4 e 7. Para valores de pH mais alcalinos, ocorre uma diminui¢do na eficiéncia de adsor¢ao
do corante, juntamente com a perda da estabilidade estrutural das amostras (que se degradam
para pHs acima de 9.0). Isso pode estar associado a quebra das liga¢des cruzadas entre a matriz
de alginato e quitosana e os ions de célcio, uma vez que a adi¢do de grupos OH™ ao meio causa
ocorre a degradacao das cadeias do alginato (King, 1983).

Realizamos também estudos sobre a carga superficial do NCM PPy@Alg/Qui/FeCoNPs,
para estimar seu ponto de carga zero (pHpcz, 0 valor do pH em que a superficie do material se
torna neutra). Na Fig. 33 b), € possivel observar que o pHpc, do composito € 3,2. Assim, para os
valores de pH acima [abaixo] desse valor, a carga superficial do NCM deve ser de carater
negativo [positivo] (Haddad, El et al., 2013). Esse comportamento se deve ao fato de que em
pH acidos ocorre a protonacdo dos dois polimeros (quitosana e polipirrol), que passam a
apresentar uma carga positiva. No entanto, como visto no Capitulo 1, as nanoparticulas de
ferrita de cobalto tratadas possuem carga superficial negativa, o que pode compensar a carga
positiva dos polimeros, de modo a que, na combinac¢do dos dois fatores, resultar na neutralidade

quando da formagdo do NCM (como observado no grafico de pHpcz).

Figura 33 — Efeito da variacdo do pH sobre a eficiéncia de adsor¢do de AM (a) e determinagdo do ponto zero de
carga (b) do composito PPy@Alg/Qui/FeCoNPs.
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Com base nesses resultados, o comportamento da adsor¢do do corante pelo composito
testado pode ser mais bem compreendido. O AM apresenta um pKa igual a 3,8 (He et al., 2013),

ou seja, para valores de pH maiores que esse as espécies catidnicas sdo predominantes na
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estrutura do AM, tornando-o carregado positivamente. Como ja mencionado, a adsor¢do ¢
menor para pHs acidos (1,0 — 3,0), o que pode ser atribuido a neutralidade de ambas as espécies
(isto €, o adsorbato e o adsorvente); isso sugere que a adsorcdo ¢ limitada, por ocorrer via
interagdes hidrofobica, empilhamento n—n e a formacao de ligagdes de hidrogénio. No entanto,
a medida que o pH ¢ aumentado, a superficie do compdsito passa a exibir uma carga negativa;
como o corante apresenta uma carga positiva, o0 mecanismo de ligagdo entre as moléculas de
AM e o NCM deveri se dar preferencialmente por interacdes eletrostaticas. Na Tabela 5 estdao
apresentados os valores estimados da superficie de carga, tanto do AM quanto do compdsito,
bem como as possiveis interacdes existentes entre eles. Assim, podemos concluir que a
adsorcdo do AM pelo NCM ocorre por varios mecanismos, como interacdes eletrostaticas,

interagdes hidrofobicas, e a formacao de ligagcdes de hidrogénio.

Tabela 5 — Valores estimados da superficie de carga do AM pelo
NCM PPy@Alg/Qui/FeCoNPs sob variagdo do pH.

PPy@Alg/Qui/
pH AM Y@Alg Interacoes
FeCoNPs
<38 Neutro Neutro Hidrofobicas
Carregado Carregado ]
>3,8 Eletrostaticas

positivamente  negativamente

Uma vez que o pH 6timo para a adsorcdo de moléculas de AM pelo NCM
PPy@Alg/Qui/FeCoNPs foi determinado como sendo igual a 6,0, esse foi o valor de pH
adotado para todos os estudos subsequentes. O fato da eficiéncia de remocdo se manter
constante dentro da faixa de pH (4 — 7) merece ser destacado, uma vez que isso possibilita o

tratamento de efluentes sem a necessidade na modifica¢do do pH do meio.

3.3.2.2 Efeito do tempo de interag@o e da concentracdo inicial de AM

O estudo dos efeitos do tempo de interagdo sobre a capacidade de adsor¢do da pérola do
NCM PPy@Alg/Qui/FeCoNPs, a ser denominada a partir de agora de PNCM-PPy, foi
conduzido a temperatura ambiente, para um volume de 20 mL e com o pH natural da solugao,
na concentra¢do inicial de 25 mg L!. Na Fig. 34 a) é mostrada a porcentagem de remogao (%)
em funcdo do tempo. Como pode ser observado, a remogao € um processo lento, que ocorre de
maneira gradual até aproximadamente 2500 min. A partir de entdo, a mudanca na eficiéncia de
remog¢ao de AM por unidade de tempo se torna menor, com o sistema alcangando o equilibrio

em 4000 min (aproximadamente 3 dias), o tempo de saturacdo que foi adotado para os
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experimentos posteriores. Tal comportamento pode ser racionalizado ao se supor que ao longo
do tempo os sitios de absor¢ao disponiveis no compodsito vao sendo gradualmente ocupados
como resultado da interagdo com as moléculas de AM dispersas na solucao.

Em virtude do elevado tempo necessario para que ocorresse a saturagdo da amostra
PNCM-PPy, recorremos entdo a pulverizagdo da pérola, para reduzir a p6 a amostra original,
obtendo assim um novo tipo de amostra, denominada de PONCM — PPy. Com isso, hd um
aumento a area superficial, facilitando assim uma maior intera¢do entre o compdsito e as
moléculas de AM. Na Fig. 34 b) ¢ mostrado como a remocgao do corante se d4 como funcao do
tempo de interagdo com o PONCM — PPy, para um processo em que foram adotados os mesmos
parametros que os descritos na Sec¢do 2.2.3.6. Como pode ser observado, e diferentemente do
mostrado na Fig. 34 a), o processo de remocao agora foi rapido. Ele ocorre principalmente nos
primeiros 80 min do experimento, apresentando uma taxa de remog¢do mais lenta apds isso

(como revelado pela inclinagdo da curva), com o equilibrio sendo atingido a partir de 120 min.

Figura 34 — Efeito do tempo de interacao na eficiéncia de remogdo de AM pelo compdsito PNCM-PPy (a) e
PONCM-PPy.
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Uma vez determinado o tempo de saturagdo, realizamos experimentos em que eram
variadas as concentragdes iniciais do corante. Na Fig. 35 sdo mostradas a eficiéncia (%) e a
capacidade de adsor¢do ge (mg g'!) em fungdo de diferentes concentragdes iniciais do corante,
para os compoésitos PNCM-PPy e PONCM-PPy. Como pode ser visto, conforme a concentracao
inicial aumenta, embora ocorra um decréscimo na eficiéncia da remogao, se torna maior a
capacidade de adsor¢do das amostras PNCM-PPy e PONCM-PPy. Esse aumento da capacidade
de adsor¢do pode ser atribuido ao fato de que a for¢ca motriz de transferéncia de massa entre a
fase aquosa e a fase solida ¢ maior quando maiores concentragdes do corante sdo usadas (Ansari

etal.,2015).
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Figura 35 — Efeito da concentragdo inicial de AM sobre (m) a quantidade percentual de remocgao e (#) na ge do

nanocompdsito magnético.
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3.3.2.3 Cinética de adsor¢ao

Com o intuito de compreender o mecanismo dominante na adsor¢do do AM pelos
compositos utilizados, realizamos analises da cinética pelo ajuste dos dados experimentais a
diferentes modelos tedricos (pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Morris-Weber),
conforme descrito previamente na Se¢ao 1.4. Nas Figs. 36 — 39 sdo mostrados os ajustes dos
modelos citados acima aos dados obtidos para os compositos PNCM-PPy e PONCM-PPY.
Pode-se observar que o modelo de Morris-Weber ndo se ajusta a nenhum dos dados
experimentais, o que nos levou a descartar a hipotese de que o mecanismo de adsor¢ao ocorresse
por difusdo intraparticula em qualquer um dos dois sistemas. Para a amostra PNCM-PPy, o
modelo que melhor se ajustou aos dados experimentais foi o de pseudo-primeira ordem, com
uma capacidade maxima de adsor¢do g. estimada como 640,3 mg g!, valor que deve ser
comparado ao resultado experimental de 616,0 mg g*!. Com isso, é possivel concluir que para
esse sistema a fisissor¢ao ¢ o mecanismo dominante do processo de adsor¢do, uma vez que esse
modelo considera que a adsor¢do ocorre através de forgas eletrostaticas entre adsorvente e o
adsorvato, com sua velocidade sendo proporcional ao nimero de sitios livres (Mimura et al.,

2010).
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Figura 36 — Ajuste dos modelos cinéticos de adsor¢@o de pseudo-primeira ordem (linha continua), pseudo-segunda

ordem (linda tracejada) e Morris-Weber (linha pontilhada) junto aos dados experimentais de remog¢ao de AM pelo

composito PNCM-PPy.
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Figura 37 — Ajustes lineares dos dados experimentais de remogdo de AM pela amostra PNCM-PPy com os

modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (a), pseudo-segunda ordem (b) ¢ Morris-Weber (c).
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J& para a amostra PONCM-PPy, o modelo que melhor descreveu a adsor¢do do corante
foi o de pseudo-segunda ordem (com um coeficiente de correlacao igual a 0,9999), para o qual
a capacidade maxima de adsor¢do g foi calculada como 463,1 mg g, para um valor
experimental igual a 435,0 mg g!. Assim, pudemos concluir que o mecanismo de adsor¢do
dominante deve ser o de quimisor¢do. Na Tabela 6 estdo sumarizados os pardmetros cinéticos
de adsorcdo calculados de acordo com os trés modelos, bem como os respectivos valores do

coeficiente de correlagdo (R?).

Tabela 6 — Parametros cinéticos para adsor¢cdo de AM pelas amostras PNCM-PPy e PONCM-PPy.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem Morris-Weber
l{2 R2 Rz
k1 qe, calc k2 qe, calc kid
qE, exp (minil) (mg/g) (g/mg-min) (mg/g) (min’f)
(mg/g)

PNCM-PPy 616,0 38x10* 640,3 0,994  9,4x107 839,5 0,979 11,47 0,960

PONCM-PPy 4350 2,8x 107 414,3 0,991 1,8x 104  463,1 0,999 20,81 0,811

Figura 38 — Ajuste dos modelos cinéticos de adsor¢@o de pseudo-primeira ordem (linha continua), pseudo-segunda
ordem (linha tracejada) e Morris-Weber (linha pontilhada) junto aos dados experimentais de remogao de AM pelo

composito PONCM-PPy.

500

450 |

400

350

Qt(mgg”)

250 f ' °  Dados Experimentais PONCM-PPy

Pseudo - Primeira Ordem

— — Pseudo - Segunda Ordem
""" Morris - Weber

200

l 50 ! i 1 n 1 " ! " 1 A 1 A 1 L 1 i 1 1 "
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (min)



103

Figura 39 — Ajustes lineares dos dados experimentais de remoc¢do de AM pela amostra PONCM-PPy com os

modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (a), pseudo-segunda ordem (b) ¢ Morris-Weber (c).
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3.3.2.4 Isotermas de Adsorcao

Os modelos de isotermas de adsor¢do ndo apenas descrevem a natureza das interacdes
que ocorrem entre as moléculas de AM e os compdsitos testados, mas também permitem uma
estimativa da capacidade méaxima da capacidade do adsorvente. Neste trabalho, sera utilizado
os modelos de Langmuir e Freundlich para ajustar os dados experimentais obtidos no equilibrio.

Nas Figs. 40 e 42 sdo apresentados os ajustes desses modelos aos dados experimentais
obtidos a temperatura ambiente e no equilibrio da adsor¢do de AM pelos compositos PNCM-
PPy e PONCM-PPy, respectivamente. Para a amostra PNCM-PPy, ¢ possivel observar pelos
ajustes lineares (apresentados na Fig. 41) que o modelo de Langmuir descreve melhor o sistema,
com um coeficiente de correlagdo de 0,999 e uma capacidade maxima de adsor¢ao g. calculada
de 900,9 mg g*!, um valor proximo daquele obtido experimentalmente 818,5 mg g'!. O mesmo
comportamento ¢ observado para a amostra PONCM-PPy, com o modelo de Langmuir
apresentando um coeficiente de correlagdo de 0,989 e uma capacidade maxima de adsor¢ao qe

calculada como 1280 mg g!, um valor acima daquele obtido experimentalmente (835 mg g!).
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Esses resultados indicam que o processo de adsor¢do do AM pelos compositos testados ocorre
através da formacdo de monocamadas, compostas por um numero finito de sitios

energeticamente idénticos.

Figura 40 — Ajuste das isotermas de adsor¢do de Langmuir (linha tracejada), e Freundlich (linha continua) junto

aos dados experimentais para a remog¢ao de AM pelo compdsito PNCM-PPy.
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Nas Figs. 41 e 43 sdo apresentados os graficos dos ajustes lineares dos dados
experimentais aos modelos de isotermas estudados, para as amostras para os compositos

PNCM-PPy e PONCM-PPy, respectivamente.

Figura 41 — Ajustes lineares dos modelos de isotermas de Langmuir a) e Freundlich b) para os dados

experimentais de adsor¢do de AM pela amostra PONCM-PPy.
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Os parametros de isotermas calculado usando os modelos propostos, juntamente com os

coeficientes de correlacdo correspondentes estdo apresentados de forma resumida na Tabela 7.

Tabela 7: Parametros de isoterma de Langmuir e Freundlich para adsor¢do de AM pelas amostras

PNCM-PPy e PONCM-PPy.

Langmuir Freundlich
q Ko qe, calc R? n Kr R?
& exr  (Limg) (mg/e) (mg/g)
(mg/g)
PNCM-PPy 818,5 0,069 900,3 0,999 3,974 2434 0,847
P6NCM-PPy 835,0 0,020 1280,0 0,989 0,519 42,307 0,977

Figura 42 — Ajuste das isotermas de adsor¢do de Langmuir (linha tracejada), e Freundlich (linha continua) junto

aos dados experimentais para a remog¢ao de AM pelo compdsito PONCM-PPy.
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Figura 43 — Ajustes lineares dos modelos de isotermas de Langmuir a) e Freundlich b) para os dados experimentais

de adsor¢do de AM pela amostra PONCM-PPy.
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Ao compararmos o valor de ge calculado com os reportados na literatura para outros
adsorventes de AM (Tabela 8), pode-se verificar que tanto o compdsito PNCM-PPY quanto o
POPNCM-PPY se apresentam como materiais promissores para uso em protocolos de
remediagdo de dgua. E interessante ressaltar que a remogio do corante por esses compositos
magnéticos ocorre em um pH natural (neutro), o que simplifica a remog¢do de contaminantes.
Além disso, a presenga de do nicleo magnético nesses compositos facilidade a captura e
manuseio do contaminante. Quanto a capacidade de remocgdo, os compositos apresentam um
valor competitivo face os resultados disponiveis na literatura, como, por exemplo, os reportados
por (Hassan, Abdel-Mohsen e Fouda, 2014) e (Zhao et al., 2015). A amostra PONCM-PPy tem

a vantagem adicional de apresentar um tempo de equilibro inferior.
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Tabela 8 — Capacidade de adsor¢do de AM em temperatura ambiente pelos compodsitos PONCM-

PPY e PNCM-PPY em comparagao com diferentes adsorventes reportados na literatura.

Capacidade Tempo de
Adsorvente pH de adsorcio equilibrio Refs.
(mg/g) (min)
Compositos de alginato/dxido .
5.4 181,8 150 (Lietal, 2013)
de grafeno
Compoésitos de alginato/carvao (Hassan, Abdel-Mohsen
7,5 800,0 360
ativado e Fouda, 2014)
Compobsitos de
] - 1189 1440 (Wang et al., 2018)
alginato/nanotubos de carbono
Compoésitos hibridos de .
) i - 222 120 (Liu, L. et al., 2012)
alginato/nanotubos de halloysita
Fe304@PPy/RGO 6,0 270,3 20 (Bai et al., 2015)
Nanomateriais magnéticos de
- 175,2 40 (Gong et al., 2013)
Niquel/Carbono
Carvio ativado a base de (Hameed, Din e Ahmad,
7,0 4542 300
bamboo 2007)
Fibras a base de pB-ciclodextrina 9,0 826,4 250 (Zhao et al., 2015)
Composito de PPy/TiO2 - 273,2 30 (Li, Feng e Yan, 2013)
Oxido de grafeno modificado
) - 82,1 300 (Huang et al., 2019)
com Zeolito
PNCM-PPy 6,0 818,5 2500 Este trabalho
PONCM-PPy 6,0 835,0 80 Este trabalho

RGO: 6xido de grafeno reduzido; 7TiO:2: didxido de titanio;

3.3.2.5 Estudos termodinamicos

Para avaliar o efeito da temperatura na capacidade de adsor¢ao do AM pelos compositos
PNCM-PPy e PONCM-PPy, foram obtidas isotermas de adsor¢do para diferentes temperaturas.
Nas Figuras 44 e 45 ¢ possivel observar as curvas de adsor¢do para as temperaturas 50, 40, 30,
20 e 10 °C, para as amostras PNCM-PPy e PONCM-PPy, respectivamente. Com
comportamento semelhante, ambas as amostras aumentam sua capacidade de adsorcao (qc) ao
diminuir a temperatura do sistema; assim, por exemplo, para a concentragdo de 200 mg L., a
capacidade maxima passa de 1044 mg g!, a temperatura de 50 °C, para 1088 mg g, a
temperatura de 10 °C, para a amostra PNCM-PPy. Para a mesma concentracdo da amostra
PONCM-PPy, o aumento se torna mais significativo, pois a capacidade maxima passa de 810

mg g'!, a temperatura de 50 °C, para 927 mg g’!, a temperatura de 10 °C. Esse comportamento
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indica que o processo de adsor¢do do corante pelos compdsitos testados ¢ de natureza

exotérmica, ou seja, ocorre com liberagao de calor.

Figura 44 — Efeito da temperatura sobre a capacidade de remogao do composito PNCM-PPy para diferentes

concentragdes iniciais de AM.
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Para entender melhor esse processo, parametros termodinamicos, como energia livre de
Gibbs (AGads), entropia (ASags) e entalpia (AHags), foram obtidos a partir das isotermas de
adsor¢dao ao correlacionar com a constante de adsor¢ao K. Conforme estudado na Secdo
anterior, o modelo de isoterma de Langmuir foi o que melhor se ajustou aos dados
experimentais obtidos. Assim, nesta Secdo serdo estudados os parametros termodindmicos
determinados a partir das isotermas de Langmuir.

Utilizando a Eq. (2.3), definida na Se¢do 2.2.2.7, ¢ possivel obter a constante de
Langmuir (K1), e a partir dela determinar os parametros através das Egs. (2.13), (2.14) e (2.15),
definidas na Seg¢do 2.2.2.9.
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Figura 45 — Efeito da temperatura sobre a capacidade de remoc¢do do compdsito PONCM-PPy para diferentes

concentragdes iniciais de AM.
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Um método simples de se obter a constante de Langmuir ¢ através da analise do grafico
de Ce/qe em funcdo de Ce, que fornecerd os parametros gmax € Kads, a partir dos coeficientes
angular e linear, respectivamente. Por métodos graficos, a partir do valor estimado para Kads €
possivel determinar os parametros termodindmicos (AGads, AHads € ASads), através da equacao
de Van’t Hoff (Eq. 2.14). Isso permite a estimativa direta dos pardmetros termodindmicos ASads
e AHaqs a partir dos coeficientes linear e angular do grafico de In(Kads) versus T-!. Na Fig. 46 ¢
mostrado esse ajuste linear para as amostras avaliadas.

Na Tabela 9 sdo apresentados de forma resumida os valores dos parametros
termodinamicos, obtidos a partir das isotermas de adsor¢cdo do corante. Como pode ser visto,
os valores negativos da variagcdo da energia livre de Gibbs (AGags) e da variagdo da entalpia
(AHags) para as diferentes amostras estudadas indicam a natureza espontanea e exotérmica do
processo. Além disso, os valores de -15,419 e -13,251kJ/mol para os compositos PNCM-PPy e
PONCM-PPy, respectivamente, indicam que a natureza da adsor¢do de AM pelos compodsitos
testados ¢ uma fisissorcao (Vidal ef al., 2014). Por sua vez, os valores positivos da variacao da
entropia (ASads) mostram um aumento da aleatoriedade na superficie do solido/solucdo e a

afinidade dos compositos com o corante AM (Hassan, Abdel-Mohsen e Fouda, 2014).
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Figura 46 — Ajuste linear da constante de adsor¢do de Langmuir em fun¢@o da temperatura de adsor¢do para as
amostras PNCM-PPy (a) e PONCM-PPy (b).

10.8

Dados Experimentais - PNCM-PPy | *  Dados Experimentais - PONCM-PPY

i Ajuste Linear ) 102 - Ajuste Linear

10.4 -

InK,

10 / 9.7

y = 1.866,34 x +4.0591
R*=0991

y = 1.565,07 x +4.7023
R?=0,998

98 ~°
[ 9.5 L
x

L 1

. ) | s N J . L L
0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035
1T (K™Y UT (K1)

Tabela 9 — Parametros termodindmicos para adsor¢cdo de AM pelas amostras

a)PNCM—PPy ¢ POPNCM-PPy. b)
T AGads AHaas ASaas
(°C) (kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol.K)
10 -24,997
20 -25,444
PNCM-PPy 30 -25,818 -15,419 129,195
40 -26,078
50 -26,328
10 -24,074
20 -24,204
P6NCM-PPy -13,251 120,278
40 -25,274
50 -25,604

3.4 CONCLUSOES

No presente capitulo, apresentamos a metodologia para a obtengcdo do compdsito
magnético hibrido PPY@AIg/Qui/CoFeNPs através da utilizagdo da técnica de gelificagao
ionotropica. Em todos os testes realizados, o composito exibiu uma excelente performance para
remog¢dao de moléculas de AM dissolvidas em meio aquoso. As caracterizagdes utilizadas
mostraram que, através da modificacdo da superficie do compoésito com a adicdo do PPy, ¢
possivel melhorar sua capacidade de adsor¢ao do corante.

Os resultados de adsor¢do mostraram que a eficiéncia do composito para a remogao de

AM ocorre de forma mais satisfatoria quando o valor do pH do meio esta na faixa entre 4,5 e
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7,0; esse fato contribui, por exemplo, para uma maior aplicabilidade do composito para a
remog¢ao de contaminantes téxtil em efluentes, uma vez que ndo se faz necessaria a acidificagao
ou alcalinizagdo do meio; além disso, a presenga do nticleo magnético nas amostras possibilita
uma maior facilidade no manuseio das mesmas. Nossos dados experimentais de cinética
revelaram a adsorc¢do lenta para o compdsito na sua forma pérola (PNCM-PPy); no entanto,
aumentando a darea superficial do compdsito através da pulverizagdo do mesmo, foi possivel
observar uma mudanga no comportamento, com a reducdo do tempo de equilibrio de 4000 min
para 80 min, para as amostras PNCM-PPy e PONCM-PPy, respectivamente. Essa tltima
caracteristica se destaca como singular, uma vez que os adsorventes semelhantes a base de
alginato encontrados na literatura apresentaram um maior tempo de equilibrio.

Os modelos que melhor se adaptaram aos dados experimentais de cinética de adsorcao
foram os de pseudo-primeira ordem para a amostra PNCM-PPy, e de pseudo-segunda ordem
para PONCM-PPy. No entanto, para os dados de isotermas, ambas as amostras seguiram o
modelo de Langmuir, indicando assim que o processo de adsor¢do ocorre através da formagao
de uma monocamada em um numero finito de sitios. Além disso, os dados dos estudos
termodinamicos revelam que o processo de adsor¢do ocorre de forma espontinea e exotérmica,
e ¢ de natureza fisica (fisissor¢do), com a capacidade no equilibrio aumentando com o
decréscimo da temperatura de adsor¢ao do sistema.

Na comparagdo com outros adsorventes de corantes previamente reportados na
literatura, os compdsitos PNCM-PPy e PONCM-PPy se apresentam como materiais promissores
devido a sua alta capacidade de adsorg¢do, e baixo tempo de interagdo para o compdsito na sua
forma p6. Assim, através desses resultados, € razoavel esperar que os compositos possam vir a
ser utilizados em sistemas para a remog¢do de corantes. Temos ainda como principais
perspectivas a aplica¢do dos mesmos para a remocao de outros contaminantes e ions de metais

pesados.
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4 USO DO NANOCOMPOSITO MAGNETICO (FERRITA DE
COBALTO)/POLIPIRROL PARA A EXTRACAO E PURIFICACAO DE
ACIDOS NUCLEICOS

4.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Os acidos nucleicos sdo moléculas fundamentais para todos os organismos, por
desempenharem papeis importantes na manuten¢ao de processos vitais, como, por exemplo, a
sintese das proteinas (pelo RNA) e a transmissdo das informagdes genéticas (pelo DNA) (Hall,
2011). Na area da biologia molecular, ¢ de grande importancia a extragdo com bom rendimento
de amostras de 4cidos nucleicos de grande pureza, uma vez que a qualidade e a quantidade de
DNA e/ou RNA obtidos sdo determinantes para a eficacia de diversos procedimentos, em areas
tdo variadas quanto criminologia forense, industria farmacéutica, sequenciamento genético, o
diagnodstico molecular de doengas, epidemiologia, entre outras (KONNICK, YEUNG e WU,
2006; Manna, Dello et al., 2016; Priifer et al., 2014; Rittich e gpanové, 2013; Wink, 2011). No
cenario atual (2020), em que o mundo enfrenta a pandemia COVID-19, ¢ possivel observar a
continua dificuldade dos paises para a testagem em massa da populacdo. Isso se deve a que,
usualmente, as técnicas/protocolos utilizados nas vdrias etapas da producdo dos testes de
diagndsticos sdo custosos, laboriosos e demorados, além de exigirem pessoal qualificado e
equipamentos especializados para sua implementacdo. Segundo documento disponibilizado
pelo Ministério da Saude (“Diretrizes Para Diagnéstico e Tratamento da COVID — 197, o
diagndstico molecular para a doenga da COVID-19 se baseia na coleta por swab de material da
nasofaringe ou orofaringe do paciente, que ¢ entdo submetido a protocolos de extragdo e
purificacdo da fracdo de RNA; em seguida, caso presentes, as sequéncias de RNA do virus sdo
amplificadas pela técnica PCR (Polymerase Chain Reaction), o que permite sua identificagao.

Inimeros protocolos de extragdo e purificagdo de d4cidos nucleicos foram
desenvolvidos/usados ao longo dos anos, com o objetivo de reduzir etapas e custos do processo.
Aqueles mais tradicionais sdo baseados em extracdo liquido-liquido e extragdo em fase sélida
(Tan e Yiap, 2009). A extracdo em fase liquida, desenvolvida para o isolamento do acido
nucleico de interesse, geralmente envolve a realizagdo de um grande nimero de etapas (como
centrifugacao, filtracdo e precipitagdo), além do uso de solventes organicos toxicos. Os métodos
de extracdo em fase solida foram desenvolvidos como alternativa que permitisse contornar essas
dificuldades e melhorar a qualidade do 4cido nucleico extraido.

Na busca de metodologias mais eficientes, os protocolos em fase solida vém ganhando
inimeras variantes nos ultimos anos, como o uso de técnicas de microfluidica, ¢ de materiais

como polimeros anionicos, nanoestruturas, e particulas magnéticas, entre outras. Em especial,



113

o uso de nanoparticulas magnéticas tem mostrado muitas vantagens, como a simplicidade na
separagdo do complexo particula/molécula, através do uso de um ima, um baixo custo, e rapidez
(Hou et al., 2013). Essas vantagens fizeram com que diversos kits comerciais tenham sido
introduzidos por varias empresas para a purificagdo de acidos nucleicos, com base em
protocolos de purificacdo magnética.

Nos ultimos anos, o grupo de Polimeros ndo Convencionais (PNC) desenvolveu
diferentes materiais, baseados em nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro e polimeros
condutores, para a extracdo e purificacio de DNA. Dentre eles, destaca-se os nanocompositos
magnéticos de y-NPs/PEDOT, y-NPs/PANI e y-Fe>O3/Quitosana/PANI, que foram aplicados a
sistema modelo (DNA de esperma de salmio) e amostras reais (sangue humano) (Maciel et al.,
2018; Medina-Llamas et al., 2014; Silva, 2019). Além disso, vale ressaltar, o desenvolvimento
dos protocolos de extracdo e purificagdo de DNA desenvolvido pelo grupo, os quais
apresentaram competitividade com os métodos de extragdo convencionais e at¢ mesmo com 0s
kits comerciais disponiveis no mercado.

Nessa perspectiva, a nossa proposta aqui foi a de realizar a sintese e caracterizagdo de um
novo nanocompdsito magnético composto por nanoparticulas de ferrita de cobalto, recobertas
com o polimero condutor polipirrol, e seu uso como um adsorvente de fase solida para a
purificacdo de DNA extraido de amostras reais. A modificacdo de superficie das particulas tem
por objetivo o aumento da afinidade com a biomolécula-alvo, no caso, os acidos nucleicos. A
expectativa seria de que esse nanocomposito viesse a ser usado ndo apenas na simples
manipulagdo e separacdo de 4cidos nucleicos, mas também possibilitasse o desenvolvimento de

protocolos mais simples e eficientes para a purificacdo de DNA.

4.1.1 Acidos Nucléicos

Os 4acidos nucleicos sdo uma classe de biopolimeros, formados por nucleotideos
(mondmeros) que se repetem ao longo da molécula. Eles sdo responsdveis por fungdes
importantes nos seres vivos, devido a sua capacidade de armazenar e transmitir informagdes
genéticas e de controlar as atividades celulares pela regulagdo da sintese de proteinas (Alberts,
2019).

O nome 4cido nucleico se origina das substancias acidas encontradas no nucleo celular,
sendo o 4cido desoxirribonucleico (DNA — Deoxyribonucleic Acid) e o acido ribonucleico
(RNA — Ribonucleic Acid), os grandes representantes desse grupo (Nelson e Cox, 2013). O
DNA, que ¢ responsavel por carregar e transmitir informagdes genéticas nele codificadas, pode
ser encontrado no nucleo das células, para o caso das células eucariontes (em animais, plantas,

fungos e protozodario), ou no citoplasma, para o caso das células de procariontes (bactérias)
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(Calladine, 2004; Fitzgerald, 2003). Ja 0 RNA, que € responsavel por transportar as informagdes
contidas no DNA para o citoplasma, onde os ribossomos se ligam ao RNA e codificam as
proteinas, ¢ geralmente encontrado no citoplasma (Brown, LeMay e Bursten, 2014).

Os nucleotideos, as unidades basicas dos acidos nucleicos, sdo moléculas compostas pela
unido de trés componentes, um grupo fosfato, um agucar e uma base nitrogenada (Fig. 47). Os
acucares encontrados nos acidos nucleicos podem ser de dois tipos, a ribose, para o RNA, e a
desoxirribose, para o0 DNA, que se diferenciam pela presenga/auséncia do grupo hidroxila,
conforme também mostrado na Fig. 47.

As bases nitrogenadas sdo moléculas aromaticas e heterociclicas, que podem ser
classificadas de acordo com o niimero de anéis aromaticos; aquelas que possuem dois anéis,
denominadas de purinas (como as bases adenina e guanina), e aquelas que apresentam um unico
anel, chamadas de pirimidinas (as bases citosina, timina e uracila) (Alberts, 2019; Sinden,
1994). As bases nitrogenadas que compdem a estrutura do DNA [RNA] sdo a adenina (A),

guanina (G), citosina (C) e timina (T) [adenina, citosina, guanina e a uracila (U)].

Figura 47 — Composic¢do dos nucleotideos.
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Fonte: Autoria propria (2020).

A juncdo dos nucleotideos para a formacao da estrutura DNA e RNA ¢ feita pela ligacao
covalente fosfodiéster, que ocorre entre os aglicares e os grupos fosfatos, conectados entre o
carbono 5’ e 3’ dos agucares adjacentes (Watson, 2014); os grupos fosfatos ficam posicionados
na extremidade da cadeia, e sdo seguidos dos acucares e das bases nitrogenadas localizadas no
interior, conforme pode ser observado na Fig. 48. Essas ligacdes fosfodiéster possuem a mesma
orientacdo ao longo da cadeia, um fator que confere a molécula uma polaridade especifica e
propicia a cadeia duas terminacgdes diferentes, denominadas de 5’¢ 3°. A terminagdo 5’ ¢é

marcada pela presenca do grupo fosfato, enquanto que a 3’ por uma hidroxila, o que origina
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polaridades opostas nas extremidades, as quais, por sua vez, sdo fundamentais, por exemplo,
para a replicagdo, transcri¢do e recombinacdo do DNA (Alberts, 2019; Sinden, 1994).

Além da composi¢cdo quimica, 0o DNA e o RNA também se diferenciam quanto a sua
estrutura, com o DNA sendo composto pela unido de duas cadeias polinucleotidicas de sentido
opostos (uma direcionada de 5’ para 3’, a outra orientada de 3’ para 5’) que se conformam em
uma hélice dupla, enquanto que o RNA se encontra na forma de uma unica cadeia (Alberts,
2019; Watson, 2014). As duas cadeias do DNA se acoplam através de ligagdes de hidrogénio
estabelecidas entre as bases nitrogenadas de cadeias opostas (Fig. 48). Essas ligagdes entre as
bases nitrogenadas sdo especificas, de modo que a adenina s6 se liga a timina e a guanina a
citosina, e vice-versa. Como resultado dessa especificidade, tem-se que para uma dada
sequéncia de uma fita simples de DNA ha sempre uma unica sequéncia complementar,
permitindo assim a duplica¢do e a transmissdo das informagdes genéticas para novas cadeias

de nucleotideos (Alberts, 2019; Nelson ¢ Cox, 2013).

Figura 48 — Estrutura dos acidos nucleicos (RNA e DNA) e estrutura quimica das bases nitrogenadas que compde

os nucleotideos.

<€—— Nucleotideos

Citosina Citosina

5 Pares de

Base

Esquelefo de
Agucar + Fosfato

- o
__ Timina
r 4

RNA DNA

Fonte: Autoria prépria (2020).

4.1.2 Métodos de purificacio de acidos nucléicos

A extragdo de biomoléculas a partir de tecidos, fluidos, células ou virus ¢ muito
importante para a biologia molecular, uma vez que a obten¢do de amostras com qualidade ¢
essencial para as mais variadas aplicagdes, como, por exemplo, a extracdo e purificacdo de

acidos nucleicos para estabelecer diagnosticos, testes de paternidade, clonagem,
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sequenciamento, estudos fenotipos e mutagénicos, e terapias genéticas, entre outras
(Berensmeier, 2006).

De uma forma geral, os métodos para a extragdo de &acidos nucleicos usados em
laboratoérios clinicos e de pesquisa incluem basicamente quatro etapas: i) a lise, caracterizada
pelo rompimento da parede celular ou de tecidos para exposi¢ao dos 4cidos nucleicos a partir
do uso de solucdes surfactantes (detergentes), como o SDS, Triton X-100, sais de guanidina,
ureia e sais de isotiocianato; ii) a desnaturagdo de complexo proteicos e nucleaeses, através do
uso de enzimas digestoras, como a proteinase K, a RNase ou DNAse; iii) a separag@o do acido
nucleico de interesse, que pode ser realizada por meio de adsorcdo, separacdo de fase,
precipitagdo, entre outras técnicas; e iv) a ressuspensdao do acido nucléico em uma solugdo
tampao adequada (estabilizante).

A extragdo em fase liquida e em fase solida sdo os métodos mais comumente utilizados
para a extracdo (Berensmeier, 2006; Tan e Yiap, 2009). Os protocolos de extragdo em fase
liquida, também denominados métodos convencionais, sdo baseados no uso de solventes
organicos (como fenol e cloroférmio) ao longo das varias etapas do processo, além do uso de
grandes concentragdes de sais como agentes desnaturantes das proteinas. Para a separagdo dos
acidos nucleicos dos demais componentes presentes no sistema biologico, o método se utiliza
da separacdo de fases entre o meio organico e aquoso, ¢ das diferentes propriedades de
desnatura¢do das moléculas envolvidas. A principal desvantagem desses métodos € o grande
tempo envolvido (Berensmeier, 2006; Shan et al., 2010), pois varias etapas (como
centrifugacao, filtracdo ou analise cromatogréafica) devem ser executadas com o uso de uma
variedade de equipamentos (Berensmeier, 2006; Shan et al., 2010). Além disso, esses
protocolos requerem grandes quantidades da amostra e de reagentes, que em muitos casos sao
toxicos tanto para quem os manipula, quanto para o meio ambiente.

Ja os métodos de fase solida envolvem a utilizagdo de um suporte solido (como silica,
particulas de vidro, matriz trocadora de ions, nanoparticulas magnéticas e entre outras), com a
adsor¢do dos acidos nucleicos dependendo de parametros fisico-quimicos, como o pH ¢ a
concentracdo de sal, do meio a que as amostras sdo submetidas (Tan e Yiap, 2009).
Normalmente, esses protocolos sdo realizados em colunas de centrifuga¢do, para que a ligagdo
entre o acido nucleico e o substrato seja favorecida. Na sequéncia, a fase sélida ¢ lavada com
um solvente normalmente um alcool (ou mistura de solventes), e o 4cido nucleico ¢ dessorvido
e eluido com um tampao de baixa forca idnica (ou dgua). A vantagem desse método ¢ a redugao
significativa das etapas, fazendo com que os &cidos nucleicos sejam purificados mais

rapidamente e com um bom grau de pureza, além de geralmente necessitar de quantidades
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menores de amostras e reagentes. Assim, ele ¢ muito utilizado para a confec¢do de kits

comerciais para a purificacdo de 4cidos nucleicos (Gimenez, 2016; Tan e Yiap, 2009).

4.2  MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Materiais

Na Tabela 10 estao listados os reagentes utilizados tanto na sintese e caracteriza¢do do
nanocompdsito de Ferrita de cobalto/Polipirrol, bem como em cada experimento realizado para
avaliar a capacidade do compdsito para a adsor¢do de acidos nucleicos. Todos os reagentes
usados eram de grau analitico ou molecular e foram utilizados como adquiridos. Em todos os
experimentos foi usada dgua ultrapura obtida apos tratamento em um sistema Synergy 185

(Millipore, EUA).

Tabela 10 — Lista de reagentes utilizados.

Reagente Fabricante/Fornecedor
Tris Base Promega, EUA
EDTA Dinamica, Brasil

Acido Cloridrico Quimica Moderna, Brasil
RNase A Promega, EUA

DNA de esperma de salmédo
Hidréxido de Sodio
Acetato de Potéssio

Acido Acético
Glicina
Fosfato monossodico
Fosfato dissodico
Dodecil sulfato de sodio
Metanol
Etanol
TAE 40X
Agarose
Diamond
Syber green
Blue/Orange Loading
Cloreto de Sodio
Pirrol
Cloreto de Ferro (I1I)
Cloreto de Cobalto (II)

Sigma-Aldrich, EUA
Quimica Moderna, Brasil
AppliChem, Alemanha
Dinamica, Brasil
Promega, EUA
Nuclear, Brasil
Nuclear, Brasil
Sigma-Aldrich, EUA
Quimica Moderna, Brasil
Quimica Nova, Brasil
Promega, EUA
Promega, EUA
Promega, EUA
Invitrogen, EUA
Promega, EUA
Quimica Nova, Brasil
Sigma-Aldrich, EUA
Dinamica, Brasil

Sigma-Aldrich, EUA
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4.2.1.1 Sintese das nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe;O4 NPs)

As particulas de ferrita de cobalto (CoFe2O4 NPs) foram produzidas pelo método de co-
precipitagdo quimica, seguindo uma adaptacdo da técnica adotada por (Medina-Llamas et al.,
2014) que envolve um processo de varias etapas para a troca de um precursor de ferro por um
precursor de cobalto. Primeiramente, em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram
misturados 25 mL de uma solu¢do de CoCl (0,5 M) e 25 mL de uma solugao de FeCl; (1 M).
Apo6s 5 min, foi adicionado 125 mL de uma solugdo aquosa de NH4OH (50% v/v), sob vigorosa
agitacdo. A solu¢do final foi mantida a 100°C por 2h (ou seja, uma duragdo diferente daquela
adotada para a sintese das ferritas descrita no Capitulo 1). O precipitado obtido foi entdo
decantado com a ajuda de um ima, repetidamente lavado com agua deionizada para reduzir a
contaminacdo, e depois seco em um forno a 80 °© C por 48 h. O po6 resultante foi macerado em

um almofariz de 4gata até homogeneidade.

4.2.1.2 Sintese do nanocompdsito magnético de ferrita de cobalto e polipirrol (CoFe/PPy)
Para a obten¢do do nanocompdsito magnético (NCM) formado pelo recobrimento das
nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe2O4 NPs) por uma camada de Polipirrol (PPy),
denominadas CoFe/PPy, foi adotada a rota de polimerizagdo em fase vapor do mondmero de
pirrol. Assim, 60 mg de CoFe;O4 NPs foram dispersados em 3 mL de uma solugao 0,4 M de
FeCl; em metanol. Em seguida, essa dispersdo foi colocada em uma placa petri de vidro (60
mm de didmetro) e deixadas secar por 180 min em temperatura ambiente (~ 23 °C). Apds a
completa evaporagdo do solvente, a placa foi transferida para um dessecador, e um volume de
300 pL do mondmero de Pirrol foi colocado na parte inferior do dessecador. O sistema foi
entdo fechado, e a reagdo de polimerizagdo deixada ocorrer por um periodo de 24 h. Apos esse
tempo, a placa ¢ retirada do dessecador e deixada secar por 24 h na capela, para que o polimero
se fixe melhor na superficie das nanoparticulas. Depois, o nanocompoésito (CoFe/PPy) foi
lavado uma vez com metanol (150 mL), e trés vezes com agua deionizada, sendo a cada
lavagem o nanocomposito confinado magneticamente, com o descarte do sobrenadante obtido.
Por fim, o nanocompdsito obtido foi deixado secar por 12 h na estufa a 60 °C, para entdo ser
pulverizado com ajuda de um almofariz. Na Fig. 49 sdo representadas de forma esquematica as

principais etapas seguidas para a obten¢do do CoFe/PPy.
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Figura 49 — Representacdo esquematica das principais etapas da sintese por fase-vapor do nanocomposito
CoFe/PPy.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

4.2.2 Meétodos de caracteriza¢ao
4.2.2.1 Difracdo de Raios X

A técnica de difragdo de Raios X (XRD) foi utilizada com o intuito de obter informagdes
sobre a estrutura cristalina, o pardmetro de rede, ¢ o tamanho médio do cristalito das
nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe>O4 NPs). Conforme descrito anteriormente (Capitulo
1), as medidas de difracdo de raios X deste trabalho foram realizadas utilizando o difratdmetro
SamarLab (Rigaku, Japdo), equipado com uma fonte de raios X de Cu (de comprimento de
onda A igual 1,5406 A), um equipamento multiusudrio localizado no Departamento de Fisica
da UFPE.

4.2.2.2 Espectroscopia por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia por infravermelho ¢ muito utilizada para a obtengdo de
informagdes sobre a composicao quimica tanto das nanoparticulas quanto dos nanocompo6sitos
preparados. Conforme descrito no Capitulo 1, os espectros de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) no intervalo de 4000 — 400 ¢cm™ (na regido do infravermelho médio) foram
obtidos usando um espectrometro IR Tracer-100 (Shimadzu, Japdo), com resolugdo de 4 cm™' e
uma média de 64 varreduras. As amostras foram preparadas utilizando pastilhas de KBr obtidas
pela maceragdo de 0,1 mg do material e 50 mg de KBr em um almofariz de 4gata e o uso de um

pastilhador por 10 min sob 2 toneladas.
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4.2.2.3 Magnetizacdo

As propriedades magnéticas das amostras obtidas foram determinadas a partir de curvas
de magnetiza¢do em fun¢do do campo remanente, conforme descrito no capitulo anterior. O
equipamento utilizado nas medidas magnéticas foi um magnetdometro EV7 (Microsense, EUA),
localizado no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob

responsabilidade do Professor Alexandre Ricalde, do Departamento de Fisica da UFPE.

4.2.2.4 Experimento de adsor¢cdo de DNA

A capacidade do nanocompdsito magnético CoFe/PPy para adsorver DNA a partir de
solugdes aquosas foi examinada usando como sistema modelo uma solu¢do de DNA de esperma
de salmado. Para isso, foi utilizado um DNA de salmdo de cadeia dupla de aproximadamente
2000 pares de base, com massa molar de 1,3.10% g mol!, adquiridos comercialmente (Sigma-
Aldrich, EUA).

Realizamos uma série de experimentos com o intuito de otimizar a adsor¢ao de DNA pelos
nanocompdsitos magnéticos pela determinacdo dos valores mais adequados de parametros
fisico-quimicos relevantes, como o pH do meio, o tempo de interagdo, e a concentracao inicial
de DNA, para e entre outros. Para esses experimentos, preparamos solugdes aquosas com
diferentes concentracdes de DNA de salmdo. Em seguida, em diferentes frascos de vidro
contendo 4 mg do NCM CoFe/PPy adicionamos 3 mL da solucdo de ligacao (Tris — HC/MgClo,
pH 2,5) e 3 mL de uma das solugdes de DNA. Em seguida, os frascos foram colocados sob
agitacdo a 300 rpm (em modo batelada), com a eficiéncia de adsor¢do sendo monitorada ao
longo do tempo pela retirada de pequenas aliquotas (2uL) para a obtengdo de espectros de
absorcao (260 nm) UV-Vis.

A estimativa de adsor¢do de DNA pelo NCM CoFe/PPy foi feita por meio do calculo
de porcentagem de adsorcdo, na forma
Co- Cf

% Adsorgao = o X 100,
0

onde Co e Cr sdo os valores de concentragdo inicial e final da solu¢do de DNA (mg/L),
respectivamente. Foi também estimada a capacidade de adsor¢do (g.) de DNA do
nanocompdsito, ou seja, a quantidade de DNA (mg) adsorvido por unidade de massa do material

adsorvente (0 NCM), através da equacao

€ m
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onde V ¢ o volume da solugdo (L), e m ¢ a massa (g) do adsorvente utilizadas nos ensaios

(Gorza et al., 2018).

¢ Quantificacio de acidos nucléicos por espectrofotometria

A técnica de espectroscopia UV-Vis ¢ muito utilizada para a identificagdo e a analise
quantitativa e qualitativa de espécies organicas e inorganicas. Em especial, vale a pena destacar
a utiliza¢do dessa técnica em biologia molecular, por conta de sua praticidade e baixo custo,
para a determinagdo da concentracdo e pureza de solugdes de acidos nucléicos.

Tanto o DNA como o RNA apresentam um pico de absor¢do méximo no comprimento
de onda de 260 nm, que ¢ atribuido as transi¢des m — n* dos anéis aromaticos das bases
nitrogenadas pirimidina e purina, sendo essa absor¢do maxima em 260 nm igual ao somatdrio
da adsor¢do de cada base nitrogenada (Schmid e Beer, 2001). No entanto, essa absor¢ao
maxima depende da forma estrutural em que os 4cidos nucléicos sao encontrados; por exemplo,
os nucleotideos isolados apresentam maior absorbancia do que quando presentes no RNA ou
em DNA de cadeia Unica (fita simples), os quais, por sua vez, apresentam absorbancia maior
que uma dupla cadeia de DNA. Essa diminuicdo nas intensidades de absor¢do conforme o
aumento do grau de interacdo entre as bases dos acidos nucléicos ¢ atribuida as interagdes entre
elas, pelas ligagdes de hidrogénio, intera¢des hidrofobicas e interagdes de dipolo-dipolo, que
limitam a ressonancia dos anéis aromaticos (Medina-Llamas, 2015; Schmid ¢ Beer, 2001)

Outro fator importante na medi¢@o dos acidos nucléicos por UV-Vis ¢ a determinacio da
pureza das amostras, uma vez que ¢ muito comum a contaminac¢do dessas amostras com outras
moléculas, tais como proteinas e compostos organicos (Desjardins e Conklin, 2010). Essas
impurezas podem ndo s6 apenas levar a um resultado impreciso, como também prejudicar a
utilizacdo de amostras de acidos nucleicos em diversas aplicacdes em biologia molecular
(Kieleczawa, 2006). Por essa razdo, para avaliar a pureza dos acidos nucleicos sao utilizadas as
razdes entre as absorbancias em 260 e 280 nm (#260/280), onde € geralmente aceito um valor de
~ 1,8 para amostras de DNA puro e ~ 2 para o caso de RNA puro. Valores substancialmente
menores que esses podem indicar a presenga de proteinas, fenol e outros compostos na solugao
(Thermo Scientific, 2010). Além da razdo A60/280, @ razdo entre as absorbancias de 230 e 260
nm (A230260) € também utilizada como uma medida secundaria para a estimativa da pureza dos
acidos nucleicos, com valores de #A230260 esperados na faixa entre 2,0 e 2,2 para 0 DNA e o
RNA. Um valor consideravelmente menor dessa razao pode ser um indicativo de contaminagao
de compostos como EDTA, carboidratos e fenol (Thermo Scientific, 2010). Essa contaminagao

pode ocorrer por conta dos métodos de extragdo do DNA/RNA utilizado, por exemplo, devido
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ao meio bioldgico no qual o &cido nucléico foi extraido, ou pela contaminacdo residual dos

compostos utilizados no processo.

4.2.2.5 Experimentos de dessor¢ao de DNA

Apo6s definidos os pardmetros importantes para o processo de adsor¢do, realizamos
experimentos de dessor¢ao do DNA da superficie do CoFe/PPy, uma vez que a eficiéncia dessa
etapa ¢ fundamental para possibilitar o uso posterior das cadeias de DNA assim eluidas em
protocolos de purificagdo. Dessa forma, em um eppendorf de 2 mL contendo 4 mg do
CoFe/PPy, adicionamos 500 pL da solugdo de ligagdo (Tris — HCl/MgCl,, pH 2,5) e 500 pL.
de uma solu¢do de DNA de esperma de salmdo com concentragdo de 200ng/uL, de modo a
obter no final uma solugdo com volume de 1 mL, com uma concentracio de DNA de
aproximadamente 100 ng/uL. O NCM CoFe/PPy foi entdo deixado interagir por 10 min com a
solucdo, sendo que nos primeiros 15 s de cada minuto o eppendorf foi colocado em agitacao
em vortex, e depois submetido a inversdes manuais sucessivas nos 45 s restante, até o proximo
minuto, em um processo repetido por 10 vezes. Em seguida, o nanocompdsito foi confinado
magneticamente, com o sobrenadante sendo transferido para um outro eppendorf limpo. Em
seguida, 1 mL das solugdes de eluicdao avaliadas foi adicionado ao eppendorf contendo o
compdsito CoFe/PPy, e entdo agitado no vortex por 30 s e deixado para interagir em repouso
por 10 min. Apds isso, o composito foi separado novamente com a ajuda de um ima e o
sobrenadante novamente transferido para um novo eppendorf, sendo entdo realizadas as
analises dos espectros de UV-Vis das solugdes (tanto aquela separada previamente na etapa de

adsorcdo, quanto a obtida na etapa de dessor¢do).

4.2.2.6 Purificagdo de DNA de amostra de sangue real
Ap0s a realizagdo dos experimentos de adsor¢ao/dessor¢do do nanocomposito usando o
sistema modelo, desenvolvemos um protocolo para que o CoFe/PPy pudesse ser utilizado na
purificacdo de DNA extraido de amostras de sangue humano, tomando por base procedimentos
ja bem estabelecidos em trabalhos anteriores do Grupo PNC. O processo consiste em 4 etapas
principais, envolvendo a lise celular das amostras obtidas, a captura do DNA, a lavagem do
composito e, por fim, a elui¢do do DNA extraido. O protocolo, com suas determinadas etapas,
¢ mostrado a seguir:
e [’ Etapa: Lise celular — Em um eppendorf de 2 mL, foram adicionadas as seguintes
solucgoes:
1) 5 uL de Proteinase K (26 mg/mL) — no fundo do tubo,
2) 50 pL do sangue coletado,
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3) 500 puL da solucdo de lise (Triton 1%).
Essas solugdes foram misturadas e homogeneizadas no vortex por 30 s, e entdo
colocadas em banho-maria a 65 °C por 10 min, para que a lise celular pudesse ocorrer.
A cada 5 min, a amostra era retirada, colocada para agitar no vortex por 30 s, e
recolocada no banho-maria.

e 2° Etapa: Captura do DNA — Ap6s a lise, 4 mg do NCM CoFe/PPy foram adicionados
juntamente com 1,2 mL de uma solu¢do tampao de ligagao (glicina/HC1/NaCl, pH 3,2)
em um eppendorf de 2 mL, e entdo colocados para agitar no vortex por 30 s. Apos isso,
o material lisado obtido na etapa anterior foi adicionado nessa solu¢do de ligacdo/NCM.
A interacdo foi deixada ocorrer por 10 min a temperatura ambiente sob agitacao, sendo
que, em cada minuto, o eppendorf era submetido ao vortex por 15 s e a inversoes
manuais sucessivas por 45 s, até uma nova repeti¢ao do processo.

e 3’ Etapa: Lavagem do nanocompoésito — Em seguida, com o auxilio de um ima, os NCM
foram confinados, com o descarte da solu¢dao sobrenadante. Apos isso, 0s compdsitos
foram submetidos a 3 etapas de lavagens, onde em lavagem foram adicionados 900 pL
de uma solugdo composta pela mistura de 1,7 mL de etanol e 1 mL de tampao acetato
de potassio-Tris/HCI/EDTA (pH 8,5). Em cada etapa de lavagem, ap6és o NCM
CoFe/PPy ser submetido a agitagdo por 30 s no vortex, o compdsito era novamente
confinado e as solugdes de lavagem descartadas. Ao final das lavagens, o eppendorf foi
deixado aberto por 5 min para permitir a evaporagdo do etanol. Note que agora o
composito contém o DNA imobilizado em sua superficie, sendo entdo chamado de
CoFe/PPy/DNA.

e 4° Etapa: Elui¢do do DNA — Para a elui¢do do DNA, 100 pL da solugdo de elui¢do
(tampao fosfato/fosfato, pH 7,8) foi adicionado no eppendorf contendo o complexo
CoFe/PPy/DNA. Em seguida, o eppendorf foi agitado no vértex por 15 s, confinado
com a ajuda de um ima na parte inferior do tudo, e deixado em incubagdo por 10 min.
Apoés esse tempo, foi realizada uma outra agitacdo por 15 s. Por fim, o NCM foi
novamente confinado magneticamente e o sobrenadante transferido para um novo
eppendorf esterilizado.

Na Fig. 50 ¢ possivel observar, de forma esquematica, as etapas descritas anteriormente
do protocolo de purificagio magnética desenvolvido pelo Grupo com base no uso dos
nanocompdsitos. As amostras obtidas foram entdo utilizadas para os estudos de biologia
molecular descritos a seguir, com o objetivo de aferir a quantidade e a qualidade das amostras

de DNA obtidas através desse protocolo de purificagdo.
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Figura 50 — Representagdo esquematica das principais etapas do protocolo de purificagdo de DNA a partir de

amostras de sangue total humano.
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Fonte: Figura adaptada de (Silva, 2019).

4.2.2.7 Reagdo em Cadeia de Polimerase

Dentre as técnicas de diagnoéstico molecular baseadas na deteccdo, identificacdo e
quantificagdo de acidos nucleicos (DNA/RNA), destaca-se a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), por conta de suas altas sensibilidade, confiabilidade e reprodutibilidade
(Pelt-Verkuil, Belkum e Hays, 2017). Por permitir cerca de 1 bilhdo de copias de uma regiao
da cadeia delimitada pelos primers a partir de uma unica molécula do DNA alvo, a técnica de
PCR se tornou o padrdo ouro no diagndstico laboratorial, na genotipagem, e em analises
forenses e de identificagdo de paternidade, entre outros procedimentos (Erlich, Gelfand e
Sninsky, 1985).

A técnica consiste na amplificacdo exponencial do DNA alvo através de diversos ciclos
de desnaturacdo (sendo o processo no qual o DNA de dupla cadeia se desenrola e se separa em
duas cadeias simples), hibridizagdo (no qual sequéncias de DNA de cadeia Ttnica,
complementares, se associam e formam cadeias duplas), e amplificacdo do DNA por meio do
uso da enzima Taq DNA polimerase (uma enzima estavel ao calor capaz de catalisar a reacdo)
(Erlich, Gelfand e Sninsky, 1985).

Para esses ciclos ocorrerem, a amostra ¢ inicialmente aquecida a 95 °C, para que se inicie
a etapa de desnaturacdo do DNA alvo; em seguida, para a etapa de hibridizagdo (na temperatura
de 60 °C), sdo utilizados pares de oligonucleotideos iniciadores sintéticos, denominados de

“primers”, que apresentam uma sequéncia de 20 a 40 bases nitrogenadas que sdo especificas
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para o DNA do organismo que se pretende identificar. S3o os primers que desempenham o
papel fundamental para o processo da PCR, pois eles se hibridizam (exatamente na regido que
contém os pares de bases que se deseja amplificar) com a cadeia do DNA alvo, ja desnaturado,
e atuam como indicador para que a Taq DNA polimerase crie uma cadeia de DNA
complementar. Nesse passo, em uma temperatura de 72 °C, a DNA polimerase sintetiza uma
nova cadeia complementar a cadeia de matriz de DNA por adi¢do pela adi¢do sequencial de
desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs). (Erlich, Gelfand e Sninsky, 1985; Pelt-Verkuil,
Belkum e Hays, 2017). Na Fig. 51 ¢ possivel observar uma representagdo esquematica do
processo da PCR convencional e da PCR em tempo real.

Na PCR convencional, um nimero fixo de ciclos de amplificacdo ¢ inicialmente
determinado e, apos terem sido completados, sdo realizadas as analises do produto da reagao
que fornecem uma informagdo qualitativa a respeito da presenca ou auséncia de um
determinado gene na amostra de DNA alvo. J4 na PCR em tempo real, também denominada de
qPCR, a amplificagdo e a deteccdo do produto da PCR ocorrem simultaneamente, a partir do
uso de sondas ou corantes intercalantes para DNA e RNA; como consequéncia, o resultado ¢
visualizado em tempo real através da fluorescéncia emitida pelos produtos da reagdo (Kubista
et al., 2006; Mackay, 2007).

E importante ressaltar que a PCR em tempo real é uma das técnicas de diagnésticos mais
sensiveis e rapidas dentre aquelas que tém por base a rea¢do em cadeia da polimerase, pois nela
a detec¢ao dos produtos da PCR ndo precisa ser realizada a partir de outros procedimentos para
a marcac¢ao do DNA amplificado. Dentre os métodos de marcagdo, o mais conhecido e utilizado
¢ a eletroforese em gel de agarose, com o uso de marcadores fluorescentes, tais como o brometo
de etidio ou SYBR Green, SYBR Safe, Diamond, entre outros (Kubista et al., 2006). Na Tabela
11 s3o apresentados, de forma resumida, uma comparacdo entre as técnicas de PCR
convencional e em tempo real.

A técnica de PCR também ¢ bastante sensivel as condi¢des das amostras, ou seja, €
susceptivel a inimeros interferentes que podem impedir que a reacdo ocorra. Dessa forma, ela
serve também como uma analise importante para a validacdo da qualidade das amostras de

DNA purificado a partir do uso do nanocomposito proposto nesse trabalho.
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Figura 51 — Representag@o esquematica das principais etapas da PCR.
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Tabela 11 — Comparagdo entre a técnica de PCR convencional e a PCR em tempo real.

PCR Convencional PCR em tempo real

Analises de dados na fase final da reacao Analises de dados durante a reagdo

Manipulacao dos resultados pds-PCR ) )
Sem manipulag@o dos resultados pos-PCR
(Preparagao de gel em agarose)

Resultados qualitativos Resultados quantitativos

Requer maior concentragdo de amostras Requer menor concentragdo de amostras

Melhor reprodutibilidade, sensibilidade e

precisao.

e Estudo de inibicdo da reacio de PCR

Para validar a da qualidade do DNA purificado, as amostras coletadas utilizando o NCM
CoFe/PPy foram submetidas a ensaios de amplificagdo de PCR. Além disso, com o objetivo de
verificar se o composito utilizado como material adsorvente iria de algum modo impedir a
reacdo em cadeia da polimerase, realizamos experimentos nos quais, ap6s a etapa de adsor¢ao
do DNA, submetemos uma pequena quantidade de CoFe/PPy com o DNA capturado
(CoFe/PPy/DNA) diretamente ao procedimento de amplificagdo por PCR. Desse modo, ¢
possivel examinar se a etapa de elui¢do do DNA poderia ser eliminada.

A técnica PCR usada nesses experimentos foi a da reacdo em tempo real (QPCR), uma
vez que com ela ¢ possivel o monitoramento durante todo o processo da reagdo através da
fluorescéncia. A amplificacdo foi realizada em um termociclador StepOnePlus (Applied
Biosystems, EUA). O conjunto de primers utilizado foi um padrdo do gene da [B-actina,
adquiridos comercialmente (Invitrogen, EUA). O protocolo a seguir descreve o procedimento
de preparagdo da solu¢do da mastermix (solucdo de reacdo qPCR).

Em um eppendorf de 500 pL, foi adicionado:
1. 100 pL de fast SYBR Green (AppliedBiosystems, EUA),
2. 50 pL de dgua livre de RNase (Promega, EUA),
3. 15 pL do primer sentido (Forward) — com concentracdo de 10 pmol e sua
sequéncia sendo 5° — CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC -3,
4. 15 pL do primer anti-sentido (Reverse) — com concentragdo de 10 pmol e sua
sequéncia sendo 5° — CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT -3".

Apos as solugdes terem sido adicionadas, o eppendorf foi submetido ao vortex por 10 s,
para a homogeneizagdo, e entdo uma quantidade igual a 23,5 pL foi transferida para cada um
dos pocos da placa otica de reagdo PCR. Em seguida, foi adicionado em quatro pogos 1,5 pL

de DNA purificado e eluido com o nanocompdsito CoFe/PPy; com o auxilio da ponteira da
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micropipeta, adicionou-se uma pequena quantidade de CoFe/PPy/DNA nos quatro pogos
restantes, e 1,5 pL de agua livre de RNase nos dois tltimos pocos, a serem utilizados como
controle negativo.

As condi¢des de ciclagem empregadas para a realizagdo da amplifica¢do sdo detalhadas

a seguir:
1. Aquecimento para 50 °C por 2 min,
2. Aquecimento para 95 °C por 3 min,
3. 40 ciclos sequenciais de 95 °C por 3 s, 60 °C por 30 s,
4. Arrefecimento a 4 °C.

4.2.2.8 Eletroforese

A técnica de eletroforese ¢ muito utilizada para a separagdo, purificagdo e identificacdo
de macromoléculas, principalmente acidos nucleicos e proteinas (Makovets, 2013; Wilson e
Walker, 2000). Nesse método, ao serem submetidas a um campo elétrico as macromoléculas
migram para um polo (positivo ou negativo, de acordo com a sua carga), através de um meio
poroso (gel) selecionado para oferecer resisténcia a migragdo. Assim, uma macromolécula com
carga positiva seguira para o polo negativo, enquanto, se sua carga for negativa, ela ird na
dire¢do do polo positivo.

O fluxo migratorio depende essencialmente do peso molecular das macromoléculas, e
assim, a medida que uma amostra percorre o gel em direcdo ao polo, as moléculas menores
migram mais rapido do que aquelas com maior peso (conforme ilustrado na Fig. 52 a). Desse
modo, moléculas com tamanhos semelhantes se agrupam e formam bandas caracteristicas, que
serdo visualizadas posteriormente (Fig. 52 b). O gel pelo qual a amostra percorre ¢ constituido
de agarose (um polissacarideo) ou de poliacrilamida (um polimero) e apresenta caracteristica
porosa, com o tamanho dos poros podendo ser ajustado por meio da concentracdo do gel.
Normalmente, os géis de agarose sdo utilizados para separar fragmentos de DNA (200 a 5000
pares de base), enquanto os géis de poliacrilamida sdo utilizados para as proteinas (5 a 2000
kDa) (Makovets, 2013; Wilson e Walker, 2000).
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Figura 52 — Esquema da técnica de eletroforese em gel de agarose para a identificagdo da integridade e tamanho
de fragmentos de DNA.
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Fonte: Figura adaptada de (Silva, 2019).

Para a visualizacdo das moléculas através das bandas formadas, € necessario a coloracao
das mesmas através de um corante marcador (normalmente fluorescente), com a escolha do
marcador dependendo da natureza da molécula. No caso especifico da visualizagdo de
moléculas de DNA em um gel de agarose, usa-se um marcador fluorescente, que ¢ adicionado
quando o gel ¢ preparado. Entre os marcadores encontrados comercialmente para essa
finalidade, pode-se citar o brometo de etidio, GelRed, Diamond, Sybr Green, Sybr Safe, entre
outros (Sheehan, 2009). Esses marcadores também sdo chamados de intercalantes, pois se ligam
entre as bases nitrogenadas das cadeias de DNA e, quando isso ocorre, causam um aumento na
intensidade de fluorescéncia (Makovets, 2013; Sheehan, 2009). Desse modo, ap6s algum tempo
de aplicacdo de uma diferenga de potencial, ocorre a migracdo das amostras pelo gel e a
formag¢do de bandas dos fragmentos de DNA, que podem ser observadas ao se fazer incidir
radiagdo ultravioleta no comprimento de excitacdo do corante utilizado. Também € possivel
determinar de forma comparativa o tamanho dos fragmentos de DNA da amostra em analise,

sendo que para isso se faz necessario adicionar amostras padrdes (com tamanhos de fragmentos
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conhecidos — geralmente obtidas comercialmente) em pocos adjacentes a aqueles utilizados

para as amostras.

e Preparacio da eletroforese em gel de agarose
A técnica de eletroforese foi utilizada para monitorar o grau de pureza do DNA obtido

através do composito CoFe/PPy e para identificar o tamanho dos fragmentos obtidos apos as
amplificagdes por PCR. Para a realizacdo dos experimentos de eletroforese, foi usado um
aparato experimental que consiste em uma cuba (recipiente de suporte que acomoda o gel), um
eletrolito (solucdo tampdo de Tris-Acetato-EDTA ou Tris-Borato-EDTA), que permite a
passagem de corrente, suportes para a preparagdo do gel (pentes, barreiras), uma fonte de tensao
e, por fim, um transiluminador, utilizado para revelar as bandas caracteristicas. Os experimentos
foram realizados em uma cuba de eletroforese horizontal K33-15H (Kasvi, Brasil), através da
seguinte metodologia:

1. Montar separadamente todos os acessorios (barreiras e pente) no suporte (15x15 cm)
para a formagao do gel de agarose, conforme ilustrado na Fig. 53.

2. Preparar 1 L de uma solugdo de TAE de 0,5 X, a partir de uma solugdo estoque de TAE
40 X (Promega, EUA).

3. Pesar 1 g de agarose e transferir para um frasco erlenmeyer de 250 mL.

4. No erlenmeyer contendo a agarose, adicionar 100 mL da solugdo de TAE 0,5 X
preparada no Passo 2.

5. Levar o erlenmeyer ao forno de micro-ondas por 1 min, para ocorrer a completa
dissolu¢do da agarose.

6. Agitar o erlenmeyer em movimentos circulares suaves, para homogeneizar a solugao.

7. Esperar a solugdo atingir uma temperatura por volta de 37 — 40 °C.

8. Adicionar 10 pL do corante de acidos nucléicos Diamond (Promega, EUA) e
homogeneizar a solugdo, conforme descrito no Passo 6.

9. Colocar a solucdo de agarose, cuidadosamente para ndo formar bolhas, dentro do
suporte (15 x 15 cm) contendo o pente.

10. Esperar 30 min para a formacao do gel de agarose (pela polimerizacdo da agarose).

11. Retirar as barreiras do suporte.

12. Colocar o suporte dentro da cuba de eletroforese.

13. Encher a cuba com a solugdo de TAE 0,5 X preparada no Passo 2, até completo
recobrimento do gel de agarose.

14. Retirar com muito cuidado o pente do suporte que contém o gel de agarose. Note:

neste passo sdo formados os pogos em que serdo colocadas as amostras a serem analisadas.
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15. Preparagdo das amostras:
1. Depositar em um parafilm 2 pL do carregador Blue/Orange 6X (Promega, EUA) e,
em seguida, adicionar 8 pL da amostra de DNA.
ii. Com o auxilio de uma micropipeta, misturar as amostras com o carregador.
16. Colocar as amostras nos pogos formados no gel de agarose.
17. Tampar a cuba, conectar os cabos a fonte de tensdo, e aplicar uma diferenca de
potencial de 60 Volts por 10 min.
18. Apos este periodo, aumentar a diferenga de potencial para 100 Volts, por um periodo
de tempo entre 1 — 2 h, até que a parte amarela (visivel) do carreador esteja no fim do gel.
19. Cuidadosamente, transferir o gel para um transiluminador ultravioleta (302 nm)
(Maestrogen, EUA).

20. Por fim, capturar as imagens com o uso de uma camera digital.

Figura 53 — Esquema ilustrativo das principais etapas em um protocolo de eletroforese em gel de agarose.
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Fonte: Figura adaptada de (Silva, 2019).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacio das Nanoparticulas
4.3.1.1 Difracdo de Raios X

Na Fig. 54 ¢ mostrado o difratograma das nanoparticulas de ferrita de cobalto sintetizadas,
conforme descrito na Secdo 3.2.1.2. Apds uma andlise estrutural baseada no método de Rietveld

(usando o software Maud), foi confirmada a formagao da ferrita de cobalto, e verificou-se que
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a formagdo da estrutura cristalina das amostras era do tipo espinélio ctbico inverso, com o
grupo espacial Fd3m (nimero COD-1533163), de acordo com o relatado no capitulo anterior.
Através do refinamento, foi possivel identificar a fase espinélio da ferrita de cobalto como
(Coo,255Fe0,745)(Coo,745Fe1,255)04. No entanto, ndo foi observada a fase a-Fe»Os encontrada
anteriormente nas nanoparticulas preparadas conforme a sintese descrita no Capitulo 1, o que
indica a formagdo de nanoparticulas com maior grau de pureza. Determinamos assim o
parametro de rede a, igual a 8,2771 A, o volume V da célula unitaria, 567,067 A3, e a densidade,

no valor de 5,6065 g/cm?, para a amostra CoFe>O4 NPs (Lutterotti ef al., 2007; Rietveld, 2002).

Figura 54 — Difratogramas de raios X das amostras e CoFe204 NPs (a) e CoFeNPs (b).
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Para a CoFe2O4 NPs, os picos de difracdo foram identificados em 26 = 18,48°, 30,51°,
35,88, 43,73°, 54,31°, 57,98 °, 63,69° e 75,61°, com os respectivos planos de difracao
indexados pelos indices de Miller, como mostrado na Fig. 54 a). Isso indica que houve um
aumento na cristalinidade da amostra preparada, relativamente a aquelas obtidas anteriormente,

mostrando que o tempo de preparacdo das nanoparticulas ¢ um parametro importante, conforme
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j& observado na literatura (Amirabadizadeh et al., 2017). A titulo de comparacdo, e para um
melhor fluxo de leitura, o difratograma das amostras preparadas no Capitulo 1 (chamadas

CoFeNPs) ¢ reapresentado na Fig. 54 b).

4.3.1.2 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Para analisar a composi¢do quimica das amostras preparadas e verificar se de fato foi
realizado o recobrimento das nanoparticulas magnéticas pela deposi¢ao do polimero polipirrol,
implementamos andlises de espectroscopia de FTIR. Na Fig. 55 sdo mostrados os espectros de
absor¢ao das CoFe;Os NPs (linha tracejada) e do nanocomposito CoFe/PPy (linha continua).
Como discutido no Capitulo 1, para a amostra CoFe2O4 NPs, ou seja, as nanoparticulas
magnéticas de ferrita de cobalto, pode-se verificar a presenga de duas bandas, observadas em
426 cm e 607 cm’!, caracteristicas das vibragdes de estiramento das ligagdes metal-oxigénio
(M - 0O) (Aliyan et al., 2017; Rana, Philip e Raj, 2010; Shahjuee et al., 2017) e de uma banda
em 1631 cm™" que pode ser atribuida a vibragdo no plano e fora do plano da dgua absorvida O
—H (Feng et al., 2017).

No espectro do nanocompdsito CoFe/PPy, foram identificados tanto a presenga dos
picos referentes as CoFe;Os NPs, observadas em 426 cm! e 621 ¢cm™!, quanto as bandas de
vibragdes referentes ao polipirrol, observadas em: 1564 cm'! e 1213 cm! , as quais
correspondem as vibragdes de estiramento C = C e C — N dos anéis do pirrol, respectivamente
(Guo et al., 2009); 1168 cm™ € 933 cm’!, devidas as vibragdes C — H no plano de flexdo e a
deformagdo dos anéis do pirrol, respectivamente; 1043 cm! e 966 cm’!, atribuidas as vibragdes
= C — H dentro e fora do plano, respectivamente (Alves et al., 2013; Zhao e Nan, 2012).

Dessa maneira, fica evidente a presenca dos dois constituintes, de modo que podemos
confirmar que através da sintese em fase vapor houve de fato o revestimento das CoFe>O4 NPs

com polipirrol.
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Figura 55 — Espectros infravermelho das CoFe2Os NPs (linha tracejada), e do nanocomposito CoFe/PPy (linha

continua).
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4.3.1.3 Medidas de Magnetizacdo em fun¢do do campo remanente (Histereses)

As caracteristicas magnéticas das amostras CoFe2O4NPs e CoFe/PPy foram analisadas
através de curvas de magnetizagdo, obtidas pela técnica de magnetometria de amostra vibrante
a temperatura ambiente. Como pode ser visto na Fig. 56, ambas as amostras apresentam ciclos
de histerese que correspondem a um comportamento ferrimagnético, um resultado consistente
com os reportados literatura para as nanoparticulas de CoFe>O4 preparadas por uma sintese de
co-precipitacdo (Gyergek et al., 2010; Hosni et al., 2017). Ambas as particulas apresentaram
um campo de coercitividade de (Hc = 50 Oe). Como ja mencionado no Capitulo 1, o valor de
Hc encontrado € consistente com aquele relatado na literatura para nanoparticulas de ferrita de
cobalto com granulometria superior a 10,7 nm (Hosni et al., 2017; Masrour, Hamedoun e
Benyoussef, 2012).

Através dessas curvas, foram também obtidos os valores de magnetizacdo a campo
magnético maximo de 36,6 emu/g e 23,6 emu/g para um Hmax = 50 kOe, para as amostras
CoFeNPs e CoFe/PPy, respectivamente. Uma diferenca dessa ordem ja era esperada, uma vez
que essa medida leva em consideragdo a massa total da amostra; como o polimero ndo apresenta
resposta magnética, o valor de Hmax € reduzido, o que comprova o revestimento das CoFe;O4
NPs com polipirrol. Apesar dessa reducdo na magnetizacao, o nanocomposito CoFe/PPy exibe

ainda uma resposta magnética elevada, o que torna viavel seu como um material adsorvente.
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Figura 56 — Curvas de magnetizagdo a temperatura ambiente (293 K) para as CoFe:O4 NPs (A), € o
nanocomposito CoFe/PPY (@).
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4.3.2 Uso do nanocompdsito CoFe/PPy como material adsorvente de acidos nucléicos.
4.3.2.1 Estudos de adsor¢ao em sistema modelo

Uma vez estabelecido o procedimento de sintese do nanocomposito CoFe/PPy e realizada
sua caracterizagdo, passamos a investigar a viabilidade de sua utilizagdo para a adsor¢do de
DNA de salmao dissolvido em uma solu¢do aquosa. Para isso, realizamos uma primeira prova
de conceito em que 3 mL da solucdo de ligagdo (Tris-HCI/MgClz) com pH 5,0 € 3 mL de uma
solu¢do aquosa de DNA (200 ng/uL) foram adicionados em frascos que continham 4 mg do
composito CoFe/PPy. Esse sistema foi mantido sob agita¢do constante por 2 h a 300 rpm, a fim
de que ocorresse a interagdo. Apos esse tempo, com o auxilio de um ima, o compdsito foi
separado e uma pequena aliquota (~ 4 uL) foi retirada para a caracterizagdo por UV-Vis. Na
Fig. 57, sdo apresentados os espectros obtidos da solugdo, antes e depois da interagdo com o
CoFe/PPy. Como pode ser observado, a banda caracteristica do DNA localizada 260 nm
apresentou uma significativa redug@o, com o valor de concentracdo inicial passando de um valor
inicial de 90,5 ng/uL para 50 ng/uL ap6s a interagdo com o composito (ou seja, caracterizando
uma adsorcao de 44,1 %). Com isso, foi possivel demonstrar que, mesmo sob condi¢cdes nao
otimizadas, o nanocomposito ¢ capaz de adsorver DNA. Tendo em vista esse resultado,
passamos a implementar um estudo mais detalhado do processo de adsor¢cdo do DNA pelo

nanocompdsito, cujos resultados sdo apresentados a seguir.



136

Figura 57 — Espectros UV-Vis para a solu¢cdo de DNA de esperma de salmao antes (linha continua), e depois de

interagir por 10 min com o nanocompdsito CoFe/PPy (linha tracejada).
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i) Influéncia do pH e mecanismo de adsorcio

E bem estabelecida na literatura a influéncia do pH no processo de adsor¢do, uma vez que
o pH de um meio pode afetar a carga superficial do adsorvente e do adsorvato (Tewari, 1981).
Por essa razdo, realizamos experimentos para avaliar a eficiéncia do NCM estudado nesse
trabalho para a adsor¢do de DNA. Para isso, preparamos soluc¢des de ligacao (Tris-HCI/MgCly)
com diferentes valores de pH (2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0;7,4). Em seguida, em um frasco de
vidro contendo 4 mg do nanocomposito, adicionamos 3 mL da solu¢do de ligacdo e 3 mL de
uma solugdo aquosa de DNA (200 ng/uL). Esse sistema foi deixado para interagir, sob agitacao
constante a 300 rpm, por 2 h, sendo depois o CoFe/PPy confinado e uma aliquota retirada para
determinar a concentracdo de DNA apds a interagdo.

Os resultados da influéncia do pH do meio na adsor¢do do DNA pelo CoFe/PPy sdo
apresentados na Fig. 58. Como se pode observar, a adsor¢cdo do DNA ocorre para todos os
valores de pH examinados. Enquanto uma baixa eficiéncia (22,6 %) de adsorcao ¢ observada
para o pH 7,4, um aumento substancial da adsor¢do passa a ocorrer com o aumento da acidez
do meio em um patamar relativamente constante de aproximadamente 42 % para a faixa de pH
entre 6,0 e 3,0, e uma méaxima adsor¢do ocorrendo para a faixa de pH entre 3,0 e 2,0, com um

pico de 98% para o pH 2,0.
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Figura 58 — Porcentagem de adsor¢do de DNA de esperma de salmao pelo CoFe/PPy em fungdo do pH da solugdo

tampao de ligacdo.
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Em pH 4cidos, as moléculas de polipirrol sofrem protonagdo, adquirindo cargas positivas
e passando a atuar como polications (Pei e Qian, 1991). Por sua vez, a molécula de DNA pode
ser considerada como um polidnion (Medina-Llamas et al., 2014), uma vez que grupos fosfatos,
carregados negativamente, se encontram em sua borda mais externa. Desse modo, a adsor¢ao
do DNA sobre a superficie do nanocompdsito CoFe/PPy deve ocorrer principalmente por troca
ionica; ou seja, em pHs &cidos, as cadeias de PPy sdo protonadas, enquanto contraions se
posicionam entre as cadeias para estabilizar a carga (Pei e Qian, 1991; Saoudi et al., 2000;
Zhang e Bai, 2003). Na solu¢do tampao empregada neste trabalho, o anion cloreto atua como
contraion. Assim, durante a interacio DNA-NCM, os anions cloreto sdo substituidos pelos
grupos fosfato, que passam a atuar como contraions (Pei e Qian, 1991). Em menor intensidade,
as cargas positivas das nanoparticulas de ferrita de cobalto podem também contribuir para a
adsorcao do DNA, por meio de interagdes eletrostaticas e ligagdes especificas, como visto no
Capitulo 1. O fato de que uma maior quantidade de DNA ¢ adsorvida em pHs mais baixos
(como pH 2,5) se deve a que, nesses valores de pH, o compdsito apresenta mais grupos aminos
protonados (NH3") capazes para interagir (Pei ¢ Qian, 1991; Saoudi et al., 2000).

Face esses resultados, passamos a usar solugdes de ligacdo com pH igual 2,5 para a
realizacdo do demais experimentos de adsor¢ao de DNA em meio aquoso. Esse valor adotado,
levemente superior a aquele em que a maior eficiéncia de adsor¢@o ¢ observada, foi escolhido

para que fosse minimizada a interagdo do DNA com ions de cloro e H*. Isso ocorre porque
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durante a preparagdo da solucdo, a quantidade de HCI (1M) utilizada para reduzir o valor do
pH de 2,5 para 2,0 era consideravel. Com isso, também minimizamos uma possivel degradacao

das moléculas de DNA ao longo do nosso protocolo.

ii) Influéncia do tempo de interagio

Apos estabelecermos o valor de pH mais adequado para o meio, conduzimos o estudo da
influéncia do tempo de interacdo sobre a capacidade de adsorcio de DNA pelo composito
estudado. Esses estudados foram realizados a temperatura ambiente, em modo batelada e sob
agitacao constante a 300 rpm. Para esses experimentos, adicionamos 3 mL da solug¢ao de ligagao
(Tris-HC1/MgClz) e 3 mL da solucdo aquosa de DNA de salmdo (500 ng/puL) em pequenos
frascos de vidro (com capacidade méaxima de ~ 12 mL) contendo 4 mg do composito CoFe/PPy.
Em seguida, os frascos foram colocados sob agitacdo, sendo a eficiéncia de adsorgao
monitorada ao longo do tempo através da retirada de pequenas aliquotas (2uL) para a obtengao
dos espectros de absor¢ao.

Como se pode observar na Fig. 59, a adsor¢do de DNA ocorre mais de modo mais rapido
nos primeiros 60 min, com uma eficiéncia de remocao de 23%. A partir desse ponto, a taxa de
adsorcao de DNA pelo composito se torna mais lenta (como revelado pela inclinagio da curva),
com o equilibrio sendo atingido a partir de 120 min. Tal comportamento pode ser atribuido a
disposicao da grande maioria dos sitios ativos, localizados na superficie e, por isso, rapidamente
ocupados nos primeiros minutos de experimento. Apds essa etapa, a eficiéncia de adsor¢do se
torna mais lenta, uma vez que passa a diminuir o nimero de sitios ativos, ao que se acresce o
fato de que impedimentos estéricos e de repulsdo devem tornar mais dificil o acesso das

moléculas de DNA aos sitios ainda remanescentes.
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Figura 59 — Cinética do processo de adsor¢cdo do DNA de esperma de salmio pelos nanocompoésitos CoFe/PPy.
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iii) Influéncia da concentracao inicial de DNA

Uma vez conhecida a influéncia do tempo na saturacdo da adsor¢do de DNA pelo
CoFe/PPy, realizamos experimentos para identificar a influéncia da concentragdo inicial de
DNA sobre a capacidade de adsor¢do do nanocompdsito. Para isso, preparamos solugdes
aquosas com diferentes concentragdes de DNA de salmao (160, 200, 300, 360, 400, e 500
ng/uL). Em seguida, adicionamos 3 mL da solu¢do de ligagdo (Tris-HCI/MgCl,) e 3 mL de uma
das solu¢des de DNA em diferentes frascos de vidro contendo 4 mg do compdsito estudado,
que foram entdo submetidos a agitacdo orbital por 180 min a 300 rpm, para que ocorresse a
interacdo. Apoés esse tempo, o nanocomposito foi separado magneticamente da solugdo com o
auxilio de um ima, com a solugdo sobrenadante sendo retirada para analise.

Na Fig. 60 sao mostradas a eficiéncia (%) e a capacidade de adsor¢do g. (mg/g) em
funcdo de diferentes concentracdes iniciais de DNA. Como pode ser visto, conforme a
concentragdo inicial aumenta, ocorre um decréscimo na eficiéncia da remog¢ao, mas se torna
maior a capacidade de adsor¢do do compdsito CoFe/PPy, que passa de 126,5 mg/g, para uma
concentragdo inicial de 86,3 mg/L, para 201 mg/g, para uma concentracdo de 269,2 mg/L. Esse
aumento da capacidade de adsor¢do pode ser atribuido ao fato de que a for¢a motriz de

transferéncia de massa entre a fase aquosa e a fase solida ¢ maior quando maiores concentragdes

de DNA sao usadas (Ansari et al., 2015).
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Figura 60 — Efeito da concentragdo inicial de DNA sobre a quantidade percentual de adsorc¢do (---) e capacidade

de adsor¢ao qe (—) do CoFe/PPy.
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iv)  Estudos para a dessorcio de DNA

Experimentos de dessor¢do, que podem contribuir para uma melhor compreensdo dos
mecanismos de adsor¢do, foram realizados com o objetivo de examinar a eficiéncia da
recuperagdo do DNA adsorvido pelo compodsito. Para esses estudos, realizamos os
experimentos de dessor¢do usando trés solucdes-tampdo  diferentes:  Fosfato
monobasico/Fosfato bibasico (pH 7,6), Tris-SDS (pH 8,0) e Glicina/NaOH (pH 9,0). A escolha
dessas solucdes foi baseada no método de dessorgado através da alteragdo do pH do meio, uma
vez que o uso de solugdes basicas leva a desprotonacdo das cadeias do PPy, responsavel pela
interagdo com os grupos fosfatos do DNA (Pei e Qian, 1991; Saoudi et al., 2000). Por sua vez,
a perda das cargas positivas do PPy pode resultar no desprendimento do acido nucleico para o
interior da solugao.

Na Fig. 61 sdo mostrados os resultados obtidos para os experimentos de dessor¢do de
DNA discutidos na Secdo 3.2.2.7. Como se pode observar, para todas as solucdes testadas ha a
liberagdo de DNA apds 10 min de interagdo, com valores de dessor¢do de 29 % quando ¢
utilizada a solucdo de fosfato/fosfato, 48 % para a solucdo de Glicina/NaOH, e de 38 % para a
solug¢do de Tris/SDS. Dessa maneira, ¢ possivel afirmar que o processo de dessor¢do ocorre

com uma eficiéncia consideravel, e de maneira simples e rapida.
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Figura 61 — Dessor¢do do DNA adsorvido pelo NCM CoFe/PPy para as solugdes-tampao: Fosfato/Fosfato (pH
7,8), Glicina/NaOH (pH 9,0) e Tris/SDS (pH 8,0).
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4.3.2.2 Isotermas de Adsor¢ao

O ajuste de nossos dados a modelos de adsor¢ao tedricos pode ndo apenas fornecer
informagdes para a compreensdo da natureza dos processos que regem a interacdo entre o
adsorvente e o adsorvato a uma dada temperatura, mas também permite uma estimativa da
capacidade maxima da capacidade do adsorvente. Por essa razdo, neste trabalho usamos os
modelos de Langmuir e Freundlich para ajustar os dados experimentais do equilibrio da
adsor¢ao de DNA pelo compdsito CoFe/PPy.

Conforme previamente discutido, o modelo de Langmuir descreve fendmenos de
adsor¢do que ocorrem em monocamada por um numero finito de sitios (energeticamente
homogéneos) em uma superficie homogénea, enquanto o modelo de Freundlich descreve
fendmenos de adsor¢ao que ocorrem em multicamadas (energeticamente heterogéneas) em uma
superficie heterogénea. As equagdes linearizadas, varidveis para cada modelo, e a descri¢ao
fenomenologica de adsor¢do, foram previamente descritas na Se¢do 2.2.2.7. do Capitulo 2.

Na Fig. 62 sdo apresentados os ajustes dos dados experimentais obtidos a temperatura
ambiente e no equilibrio da adsor¢do do DNA pelo compésito estudado a cada um dos dois
modelos. Como se pode observar pelos ajustes lineares (apresentados na Fig. 63), o modelo de
Langmuir ¢ o que melhor descreve o sistema (com um coeficiente de correlagao de 0,991), com
uma capacidade maxima de adsor¢do q. estimada em 270,2 mg g, um valor acima daquele
obtidos experimentalmente (205,0 mg g!). O fato de que esse valor estd um pouco acima
daquele obtido experimentalmente pode ser um indicativo de que os dados experimentais nao

teriam atingindo o equilibrio da adsor¢ao. Esses resultados sugerem que o processo de adsor¢ao
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do DNA pelo compdsito ocorre através da formag¢do de monocamadas compostas por um

numero finito de sitios energeticamente idénticos.

Figura 62 — Ajuste dos dados experimentais para a adsor¢do de DNA pelo compdsito CoFe/PPy as isotermas de

adsor¢do dos modelos de Langmuir (linha tracejada) e Freundlich (linha continua).
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Na Fig. 63 sdo apresentados os graficos dos ajustes lineares dos dados experimentais

aos modelos de isotermas estudados. Os valores dos pardmetros de isotermas obtidos para os

modelos correspondentes sdo apresentados de forma resumida na Tabela 12.

Figura 63 — Ajustes lineares dos modelos de isotermas de Langmuir a) e Freundlich b) para os dados experimentais

de adsor¢do de DNA pelo CoFe/PPy.
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Tabela 12 — Parametros de isoterma de Langmuir e Freundlich para adsor¢do de DNA de

salmdo pelo CoFe/PPy.
Langmuir Freundlich
K K
qe, exp L qe, calc Rz n F Rz
(L/mg) (mg/e) (mg/g)
(mg/g)
205,3 0,011 270,2 0,991 2,652 25,526 0,921

4.3.2.3 Cinéticas de Adsorcao

Os ajustes dos dados experimentais obtidos aos modelos tedricos tém por objetivo auxiliar
na compreensao dos mecanismos dominantes (sejam eles fisicos, quimicos ou de difusdo) para
a adsor¢do do DNA na supertficie do composito estudado. Para isso, foi utilizado os modelos de
pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Morris-Weber, conforme descrito
previamente no Capitulo 2 (Se¢do 2.2.2.8.)

Nas Figs. 64 e 65 sdo mostrados os ajustes dos modelos citados acima aos dados obtidos
para o composito CoFe/PPy. Como pode ser visto, o modelo que melhor se ajustou aos dados
experimentais foi o de pseudo-segunda ordem, com uma capacidade maxima de adsor¢do qe
estimada como 106,5 mg g'!, que é um valor muito proximo do resultado experimental (112,3
mg g!). Com isso, é possivel concluir que é a quimissor¢do o mecanismo dominante do
processo de adsor¢do (Kim et al., 2018), uma vez que ocorre a troca de elétrons entre o
compdsito e as moléculas de DNA (Ahmad e Kumar, 2010; Wang et al., 2017).

Na Tabela 13 estdo sumarizados os parametros cinéticos de adsor¢do calculados de

acordo com os trés modelos, bem como os respectivos valores do coeficiente de correlagio (R?).

Tabela 13 — Parametros cinéticos para a adsor¢do de DNA pelo NCM CoFe/PPy.

Pseudo-primeira ordem Pseudo-segunda ordem Morris-Weber
9e, exp k, e, caic R k, 9e, caic ) kiq )
(mg/g (min!) (mg/g) (g/mg.min)  (mg/g) (min’')

)
106,5 32x102  100,7 0,941 9,7x10° 1123 0,998 7,51 0,798
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Figura 64 — Ajuste dos dados experimentais de adsor¢do de DNA pelo NCM CoFe/PPy aos modelos cinéticos de
adsor¢do de pseudo-primeira ordem (linha continua), pseudo-segunda ordem (linha tracejada) e Morris-Weber
(linha pontilhada).
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Figura 65 — Ajustes lineares dos dados experimentais de adsor¢do de DNA pelo NCM CoFe/PPt aos modelos

cinéticos de pseudo-primeira ordem (a), pseudo-segunda ordem (b) e Morris-Weber (c).
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4.3.2.4 Comparagdo do uso das CoFe/PPy com outros adsorventes de DNA

Na Tabela 14, ¢ mostrada de forma resumida uma comparagao da capacidade de adsor¢ao
do composito estudado, CoFe/PPy com a de diferentes adsorventes baseados em nanoparticulas
magnéticas ja reportados na literatura. Outros fatores, como o pH do meio em que o processo
de adsorcdo ocorre e o tempo de adsorcdo, sdo também listados nessa tabela. Como pode ser
observado, o uso do compdsito CoFe/PPy em protocolos de extragdo e purificagdio de DNA
(sistema modelo) se mostra promissor. Mais ainda, o compdsito apresentou um valor da
capacidade de remogao bastante competitivo face os resultados disponiveis na literatura, como,
por exemplo, os reportados por (Sahoo e Liu, 2015; Silva, 2019). No que diz respeito ao tempo
de equilibrio de adsor¢do e dessor¢do, podemos observar que, muito embora o composito nao
tenha apresentado os melhores resultados, mesmo assim se mostrou vantajoso, com resultados
semelhantes ao dos trabalhos reportados por (Maciel et al., 2018; Silva, 2019) e superior ao de
(Hu et al., 2015), com tempos de equilibrio de adsor¢ao de 1200 min. No que diz respeito ao
valor de pH da solugdo de ligacdo utilizada, deve ser notado ainda que alguns dos outros
adsorventes também requerem o uso de pHs mais acidos (Cai et al., 2006; Saraji, Yousefi e
Talebi, 2017; Silva, 2019)

Tabela 14 — Capacidade de adsor¢cdo de AM em temperatura ambiente pelo compdsito PONCM-PPY em comparagao

com diferentes adsorventes reportados na literatura.

Capacidade de Tempo de
Adsorvente pH adsorc¢do adsorc¢ao/dessorcao Refs.
(mg/g) (min)
Au/Fe;04/PEI 5,0 90 1/20 (Sun et al., 2010)
MNPs (Acido )
bromoacético/acridina) 6,2 181,1 30/ - (Sahoo e Liu, 2015)
Montmorilonita 2,0 54,3 140/140 (Cai et al., 2006)
Silica mesoporosa/Fe;O4 7,6 121,6 1200/60 (Li, Zhang e Gu, 2011)
o (Saraji, Yousefi e Talebi,
NCM de Zirconia 2,0 53,5 5/5
2017)

Polietilenimina/FePO4 4,0 61,8 0,5/5 (Hu et al., 2015)
NCM PEDOT/y-Fe203 2,5 248 360/5 (Silva, 2019)
NCM Quitosana/PANI/y-Fe:Os 3,6 45 60/10 (Maciel et al., 2018)
NCM PANI/y-Fe20s 3,8 75,2 10/2 (Medina-Llamas et al., 2014)
CoFe/PPy 2,5 205,3 60/10 Este trabalho

MNPs: nanoparticulas com superficie modificas; PEI: Polietilenimina.
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4.3.2.5 Estudos da adsor¢do de DNA a partir de amostras bioldgicas complexas

Diante dos resultados de adsor¢do de DNA pelo NCM CoFe/PPy obtidos para o sistema
modelo de uma solucdo aquosa de esperma de salmao, consideramos entdo sua utilizagdo como
material adsorvente de fase solida para protocolos de purificacdo de DNA extraido de amostras
reais de natureza mais complexas, como o sangue total humano. O sangue ¢ um fluido biologico
composto por plasma e soro, com componentes solidos que consistem em células vermelhas,
globulos brancos e plaquetas (Butler, 2009). Sao amostras complexas, que possuem
componentes como a hemoglobina, imunoglobulina e a lactoferrina, que sdao chamados de
inibidores por impedirem a acdo da enzima DNA polimerase, o que inviabiliza a utilizagao
direta do sangue total na técnica de PCR (Kermekchiev et al., 2009; Mercier et al., 1990).

Com o intuito de definir um protocolo viavel para a purificagdo de DNA com amostras
de sangue, realizamos incialmente uma busca na literatura associada ao conhecimento anterior
do grupo PNC, de modo a desenvolver o protocolo a ser descrito na Sec¢ao 3.2.2.8. Com isso,
uma primeira prova do conceito foi realizada para verificar a viabilidade da utilizagdo do
nanocompdsito CoFe/PPy estudado para a purificacdo de DNA a partir de sangue total.

Na Fig. 66 sao apresentados os espectros obtidos apds a purificacdo do DNA com o NCM
CoFe/PPy. Pela presenca da banda caracteristica do DNA em 260 nm, € possivel observar que
de fato conseguimos extrais amostras de DNA a partir do sangue humano. Além disso, através
dos experimentos de eletroforese (ver detalhe da Fig. 66) pode-se concluir que o DNA
purificado se encontra em bom estado, uma vez que uma tnica banda bem definida ¢ observada.
Caso o DNA estivesse degradado ou contaminado, ndo teriamos a presenca de uma banda
estreita e bem definida, mas sim uma banda muito larga, ou seja, um rastro, devido a grande
distribuicdo de tamanhos de cadeias de DNA e também a presenga de proteinas (Makovets,
2013).
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Figura 66 — Espectros UV-Vis para amostras de DNA purificado a partir de sangue total humano utilizando o

nanocomposito CoFe/PPy como adsorvente de fase sélida. No detalhe, experimento de eletroforese em gel de

agarose (1%) para as mesmas amostras.
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Uma vez verificado que o protocolo proposto permite a purificagdo de DNA, realizamos
a seguir um estudo mais detalhado para sua otimizacdo, cujos resultados sdo apresentados a

seguir.

i) Efeito do volume inicial da amostra

Na Fig. 67 sdo mostrados os resultados obtidos para o rendimento de DNA purificado e
arazdo 260/280 em func¢do da quantidade inicial de amostra (volume de sangue). Como se pode
observar, conforme o volume de amostra usado aumenta, se torna maior o rendimento de DNA
(curva continua). No entanto, com relagdo a razdo 260/280 (curva pontilhada), vemos que
apenas volumes na faixa entre 20 e 40 pL apresentam valores de razdo ente 1,8 e 2,0. Como
visto anteriormente, essa relagdo ¢ um indicativo da pureza do DNA, sendo uma amostra de
DNA considerada pura quando essa razao se encontra na faixa de 1,8 — 2,0 (Scientific, 2008).
Com isso, para volumes de sangue superiores a 40 puL, pode-se comegar a observar indicios de
contaminac¢do, com a razao 260/280 alcancando valores acima da faixa aceitavel de pureza (no
caso 2,2 para 50 pL de amostra de sangue). Esse fato pode estar associado a adsor¢do simultanea
de outras moléculas, como RNA, proteinas, carboidratos e entre outros (que absorvem na
mesma regido), uma vez que, conforme se aumenta a concentragdo da amostra, aumenta

também a concentragdo de moléculas contaminantes.
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Figura 67 — Variag@o do rendimento (®) e da razdo 260/280 (W) da amostra de DNA em fun¢do do volume

inicial de sangue humano.
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ii) Ciclos de Eluicao

Realizamos ainda um estudo complementar correspondente a analise do efeito de
multiplas eluigdes consecutivas do NCM CoFe/PPy, anteriormente usado no processo de
adsor¢do. Para isso, seguimos o protocolo de purificacdo de DNA anteriormente descrito, sendo
que, trés eluicdes sucessivas da mesma amostra foram realizadas na etapa de dessorcao,
utilizando um volume de 100 pL de solugdo tampdo a cada vez. Na Fig. 68, ¢ apresentado o
rendimento obtido em cada uma das elui¢cdes. Como pode ser observado, os rendimentos totais
de DNA sao de 10,1 pL, 2,6 uL e 0,9 pL, para o primeiro, segundo e terceiro ciclo de eluicao,
respectivamente. Muito embora o segundo e terceiro ciclo apresentem um rendimento
individual muito menor que o primeiro, ainda levam a coleta de quantidades de DNA que sdo
significativas e podem ser utilizados de forma satisfatoria em andlises moleculares. Note que
nesse experimento o rendimento total passou de 10,1 para 13,6 puL. Esses resultados nos
permitem concluir que quando uma tnica etapa de elui¢do ¢ adotada ndo ocorre a liberagdo de
todas as cadeias de DNA adsorvidas na superficie do NCM CoFe/PPy, e que, pela realizagao
de multiplas elui¢des o rendimento final de um tnico experimento de purificagdo de DNA pode

ser expressivamente aumentado.
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Figura 68 — Evolugdo do rendimento de DNA purificado ap6s multiplas eluigdes para uma mesma adsorgao.
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iii) Ensaios de biologia molecular (PCR)

Como mencionado anteriormente, a purificagdo de moléculas de DNA a partir de
amostras bioldgicas pode encontrar diversas aplicagdes, como o uso dessas amostras em ensaios
e técnicas de biologia molecular para diagnosticos, identificagdo, sequenciamento, clonagem e
pesquisa, para os quais a técnica de PCR ¢ considerada como padrao ouro, devido a sua alta
sensibilidade e especificidade. No entanto, essa técnica necessita partir de amostras de boa
qualidade, uma vez que existem diversos interferentes que podem impedir o desenvolvimento
da reagdo de amplificagao.

Para verificar a eficdcia do protocolo de purificagdo de DNA proposto neste trabalho,
utilizamos a técnica de PCR para a comprovacdo da qualidade do DNA extraido. Para esses
experimentos, optou-se pela utilizagdo da técnica de PCR em tempo real para a amplificagao
de dois tipos de amostras: a primeira, a partir do DNA purificado de acordo com o protocolo
da Se¢do 3.2.2.9 (chamado de CoFe/PPy — eluido), e outra, em que foi adicionada uma pequena
quantidade de CoFe/PPy (com o DNA adsorvido), sem que se tenha realizado a etapa prévia de
eluicdo (chamado de CoFe/PPy — sem eluir). Essa técnica de PCR permite acompanhar, em
tempo real, a quantidade dos amplicons (produtos da amplificagdo) na solugdo de reagdo por
meio do aumento da fluorescéncia.

Na Fig. 69, apresentamos a curva de amplificacdo para as amostras citadas (com e sem a
etapa da eluicdo). Como pode ser observado, a amplificagdo ocorreu com sucesso para ambas
as amostras, com um aumento exponencial da intensidade de fluorescéncia caracteristico ao
longo da reagdo, a partir do ciclo 25 (CoFe/PPy — eluido) para a amostra eluida, e do ciclo 30,

para a amostra sem a etapa de eluicdo (CoFe/PPy — sem eluir). Essa diferenga, tanto no inicio
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da amplificagdo quanto a intensidade de fluorescéncia entre as amostras, esta associada com a
quantidade de DNA adicionada na reag¢do, uma vez que, para o caso da reagdo da amostra sem

elui¢do ndo se teve o controle da concentracao inicial.

Figura 69 — Curva de amplificagdo PCR em tempo real para amostras de DNA purificadas a partir de sangue total

humano com o NCM CoFe/PPy para as amostras CoFe/PPy — eluido (e) e CoFe/PPy — sem eluir (A).
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Ap6s o término da reagdo de PCR, as amostras foram purificadas (pelo uso de um kit
comercial) e entdo quantificadas por espectroscopia UV-Vis. Como pode ser observado na Fig.
70, ambas as amostras apresentaram o espectro caracteristico para a adsor¢do de moléculas de
DNA, com uma banda bem definida na regido de 260 nm. Além disso, também se observa uma
maior concentracdo de DNA para a amostra que foi submetida a etapa de elui¢do (CoFe/PPy —

eluido), o que corrobora o resultado observado nos experimentos de PCR.
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Figura 70 — Espectros UV-Vis para as amostras de CoFe/PPy — eluido (curva continua) ¢ CoFe/PPy — sem eluir

(curva pontilhada) ap6s a amplificagdo PCR.
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Diante dos resultados obtidos, € possivel confirmar a boa qualidade e integridade do DNA
extraido usando o composito CoFe/PPy, o que assegura a viabilidade de seu uso em
procedimentos de biologia molecular. Outro ponto importante a ressaltar ¢ que o material
proposto como adsorvente (CoFe/PPy) ndo atuou como inibidor da reagdo de PCR. Dessa
forma, a etapa de elui¢do do protocolo de extracdo de DNA poderia ser eliminada e, com isso,

do ponto de vista operacional, poder-se-ia ter um ganho consideravel de tempo.

iv) Estudo comparativo com Kkits comerciais

Resolvemos implementar um comparativo do rendimento e da qualidade do DNA
purificado a partir de amostras de sangue com o compoésito CoFe/PPy com o de kits comerciais.
Para isso, adquirimos cinco kits comerciais para a purificagdo de DNA a partir de amostra de
sangue total. Os kits utilizados foram o Maxwell (Promega, EUA), MagaZorb (Promega, EUA),
MagAttract (Qiagen, Alemanha), Dynabeads (Thermo Fisher, EUA) e o Reliaprep (Promega,
EUA). Para uma melhor comparagao, todos os experimentos foram realizados com o mesmo
volume da amostra de sangue (100 pL), sendo os protocolos utilizados de acordo com as
instrugdes de cada fabricante.

Na Fig. 71, s@o mostrados os rendimentos obtidos para a extracdo de DNA a partir de
amostras de sangue humano pelo uso dos kits comerciais e do composito estudado. Como ¢

possivel observar, o melhor rendimento foi obtido usando o kit Maxwell, seguido do kit
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MagaZorb e do composito estudado (CoFe/PPy). Os kits MagAttact, Dyaabeads e Realiapreb
apresentaram rendimentos os menores, que ficou abaixo de 3 pg. Com isso, pode-se concluir

que o composito CoFe/PPy se mostrou um material competitivo, estando entre os trés melhores

adsorventes testados.

Figura 71 — Comparagao do rendimento do DNA obtido pelo uso do nanocompdsito CoFe/PPy com os kits

comerciais de purificacdo de DNA.
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4.4 CONCLUSOES

Pelos resultados apresentados, podemos concluir que foi de fato possivel obter uma
metodologia eficaz ndo s6 para a preparacdo do nanocompdsito magnético hibrido (CoFe/PPy),
mas também para sua utilizacdo na extracdo e purificacdo de moléculas de DNA, tanto para as
moléculas dissolvidas em meio aquoso quanto para amostras bioldgicas complexas, como o
sangue humano. Mostramos que o protocolo proposto ¢ eficiente e que o DNA alvo ndo se
degrada durante os procedimentos adotados.

Neste capitulo, mostramos que o composito adsorve moléculas de DNA dissolvidas em
meio aquoso através de interagdes dos grupos fosfatos e as cargas positivas presentes nas
cadeias do PPy. Através dos estudos de adsor¢do, nos quais foi variada uma série de parametros
(como o tempo de interagdo, o pH do meio, e a concentragdo inicial de DNA na solugdo),
encontramos que a adsor¢ao ocorre preferencialmente em valores de pH mais baixos, devido a
protonagdo das cadeias poliméricas, onde obtemos uma capacidade de adsor¢ao de 205 mg/g
para um periodo de tempo de 60 min. Além disso, a0 compararmos nossos resultados com o de

outros adsorventes similares reportados na literatura, verificamos que por sua alta capacidade
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de adsorcdo o compdsito estudado se mostrou um material promissor para a extragdo e
purificacdo de acidos nucleicos. Os dados experimentais de adsor¢ao foram mais bem descritos
pelos modelos de cinética de pseudo-segunda ordem e da isoterma de Langmuir. Pela mudanga
do pH do meio, verificamos ainda que ¢ possivel a dessor¢do do DNA da superficie do
compdsito, em um processo simples que leva apenas 10 min.

Por fim, quando se utilizou o compdsito CoFe/PPy para a purificagdo de DNA a partir de
amostras de sangue total humano, foi possivel comprovar a eficiéncia do protocolo proposto,
em que ndo se faz necessaria a utilizagao de reagentes toxicos ou de equipamentos sofisticados.
Através das técnicas de PCR e eletroforese, comprovamos que o DNA purificado tem boa
qualidade e pureza, o que nos sugere que as amostras purificadas podem ser utilizadas com
sucesso em protocolos de biologia molecular, como aqueles baseados no uso de PCR, em
procedimentos voltados para diagndsticos moleculares, ou para o desenvolvimento de kits
comerciais de purificacdo de acidos nucleicos.

Considerando esses resultados, dentre as principais perspectivas em relagdo a aplicagao
do compdsito de CoFe/PPy, temos:

i. A implementacdo de protocolos para outros tipos de amostras biologicas, como saliva,
urina, bactérias, virus e tecido vegetal.

ii. A implementacdo protocolos para a extragdo e purificacdo de RNA.
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5 SINTESE E CARACTERIZACAO DE UM COMPOSITO FLUORESCENTE DE
PRATA/POLIANILINA

5.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nos ultimos anos, uma atenc¢do consideravel tem sido dedicada pelos pesquisadores aos
polimeros condutores (PCs), devido a suas propriedades tnicas, como, por exemplo, combinar
as propriedades mecanicas de polimeros com a capacidade de conduzir eletricidade ou exibir
fluorescéncia (Margolis, 1989; Seymour, 1981). Por conta da facilidade de sua sintese e a
flexibilidade em seu processamento, os PCs tém sido utilizados para a criagdo de novos
materiais com grande potencial para aplicagdes variadas. Exemplos importantes sdo o uso
desses polimeros para o desenvolvimento de sensores, capacitores, revestimentos
anticorrosivos, eletrodos analiticos, baterias, diodos organicos emissores de luz (OLEDS), e até
mesmo como agentes terapéuticos (Ates, 2013; Bagotsky, Skundin e Voltkovich, 2015; Janata
e Josowicz, 2003; Kim et al., 2013; Medeiros et al., 2012; Medina-Llamas et al., 2014; Nezakati
etal.,2018; Sun et al., 2015).

Nessa perspectiva, muitos pesquisadores tém avaliado ndo apenas as propriedades dos
PCs como também seu uso em conjunto com outros tipos de materiais, de modo a otimizar as
propriedades resultantes e levar a uma ampliagdo de sua aplicabilidade. Dentre os materiais
utilizados, destaca-se a combinac¢do dos PCs (tal como, a polianilina e o polipirrol) com
nanoparticulas metalicas, para a formagdo de materiais compdsitos hibridos (metal/PCs) cujas
propriedades térmicas, oOticas, e elétricas podem vir a ser substancialmente alteradas em virtude
da sinergia resultante da interagdo entre as cadeias poliméricas e as nanoparticulas metalicas
(Liu et al., 2013; Stejskal, 2013). De fato, essas mudangas nas propriedades, relativamente a
aquelas dos componentes quando em separado, possibilitam a utilizagdo dos compodsitos
metal/PC em sensores e biossensores, com atividade catalitica ou eletrocatalitica, no
diagnostico molecular, e em imageamento bioldgico, marcadores biologicos e eletronica em
nanoescala (Baker et al., 2011; Gorza et al., 2018; Huang et al., 2014; Liu, A. et al., 2012;
O’mullane et al., 2004; Santos et al., 2013; Uyguna e Aslan, 2010).

A polianilina (PANI) tem sido frequentemente escolhida para a preparacao de compositos
hibridos devido a seu baixo custo, facilidade de sintese, boa estabilidade quimica e ambiental,
e possibilidade de alterar suas propriedades de transporte de carga por meio de um processo de
protonacdo. Na literatura, ¢ possivel encontrar estudos que investigam a interagdo da PANI com
diferentes nanoparticulas metalicas, como cobre, prata, ouro, niquel e litio, entre outros. Como
exemplo, podemos citar os trabalhos desenvolvidos por (Hassan, Ajeel e Mohammed, 2019; M.

Reda e M. Al-Ghannam, 2012), que avaliaram mudancas resultantes da incorporacdo de



155

diferentes nanoparticulas de prata em uma matriz de polianilina, e que dependem do tamanho
e da forma da nanoestrutura obtida. Um estudo semelhante, realizado por (Uyguna e Aslan,
2010), avaliou a condutividade dos compositos de Cobre/Polianilina e Niquel/Polianilina,
preparados por diferentes métodos de sintese.

De modo geral, a preparacdo desses compositos se faz pela incorporacdo de
nanoparticulas metélicas (previamente sintetizadas) em uma matriz polimérica (Hung, Wen e
Wei, 2010). No entanto, alguns estudos revelavam que ¢ possivel obter compdsitos de
metal/PCs através da sintese em uma unica etapa, na qual a formag¢do das nanoparticulas
metalicas e a polimerizagdo do mondmero ocorrem de forma simultdnea (Lorestani et al., 2015;
Santos et al., 2013; Stejskal, 2013). Na metodologia descrita por (Santos et al., 2013), por
exemplo, a reducdo do acido tetraclorodurico (HAuCly") ocorre ao mesmo tempo que a anilina
¢ oxidada, o que resulta na formacdo simultinea das nanoparticulas de ouro e a matriz
polimérica. Por sua vez, no trabalho de (Bober et al., 2014) a oxidag@o da anilina ocorre pela
redu¢do de sais de prata, de modo que a formacao do compdsito de Ag/Polipirrol se origina da
oxidac¢ao bem-sucedida da anilina com os ions de prata.

Neste capitulo, mostraremos em detalhes os procedimentos para a preparacao e
caracterizagdo de compositos Ag/Polianilina que exibem propriedades fluorescentes
significativas na regido do visivel, com um rendimento quantico na ordem de 10%. Além disso,
com base nos estudos anteriores do grupo, nos propusemos a verificar alguns aspectos de
biocompatibilidade do composito estudado, para que assim fosse possivel direcionar uma

aplicagdo bioldgica segura.

5.1.1 Polimeros Condutores — Polianilina

Como mencionando anteriormente no Capitulo 2, os polimeros condutores tém sido
amplamente estudados devido as suas propriedades elétricas, magnéticas e Oticas, que se
assemelham as dos metais e semicondutoras, o que permite sua aplicagdo nas mais variadas
areas. Nos capitulos anteriores, estudamos as propriedades dos polimeros Polipirrol, Quitosana
e Alginato, bem como o comportamento dos mesmos na produgdo e aplicacdo de compositos
hibridos. Neste capitulo, serdo estudadas as propriedades da polianilina, com o intuito de melhor
compreender e aperfeicoar a producdo, caracterizacdo e a aplicagdo do composito

(Ag/Polianilina).

5.1.1.1 Polianilina
A polianilina (PANI) ¢ um polimero condutor obtido através da polimerizacdo do

mondmero de anilina. Nos ultimos anos, tem-se destacado entre os polimeros condutores
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devido a sua facilidade de sintese, baixo custo de seu monomero, boa estabilidade quimica e
ambiental, elevada condutividade e facilidade de dopagem (Mattoso, 1996). Estas propriedades
fazem da polianilina um polimero promissor para inimeras aplicagdes tecnoldgicas, sendo
inclusive, ja empregado hd muito tempo na industria, como em transistores de efeito de campo,
separagdo de biomoléculas, sensores, supercapacitores, e células solares, entre outros exemplos
(Bhadra et al., 2009; Franga e Dall’Antonia, 2007; Mendes et al, 2017; Mostafaei ¢
Zolriasatein, 2012).

Como o polipirrol, a PANI pode ser sintetizada através da oxidagdo quimica ou
eletroquimica, com a escolha do método a ser utilizado a depender da aplicagdo pretendida. Na
sintese quimica, a polimerizacdo da anilina se da pelo uso de agentes oxidantes, como o
(NH4)28205), MnQO,, Cr:04, H202, K:Cr207, KCIO3), e meios 4acidos. Ja4 na sintese
eletroquimica, um potencial ¢ aplicado na solucdo, através de um eletrodo de metal, para
produzir a oxidagdo dos monomeros de anilina (Boeva e Sergeyev, 2014).

A polianilina ¢ formada por unidades repetidas das espécies reduzidas e oxidadas, sendo
essas unidades compostas por anéis aromaticos e/ou quinonas, ligados entre si por atomos de
nitrogénio. Diferentemente dos demais polimeros condutores, a PANI pode apresentar
diferentes estados de oxidacdo em sua cadeia (Fig. 72), sendo eles o: 1) totalmente reduzido
(leucoesmeraldina), em que os anéis benzénicos estdo ligados entre si pelos nitrogénios amina
em sua composi¢do; ii) totalmente oxidado (pernigranilina), formado por anéis benzénicos e
quinoides ligados por meio de iminas; e iii) parcialmente oxidado (sal e base esmeraldina), em
que coexistem o mesmo numero de grupos reduzidos e oxidados (Chiang e MacDiarmid, 1986;
Epstein et al., 1987).

E interessante ressaltar que, em sua forma base esmeraldina, a polianilina pode ser dopada
sem que ocorra alteragdo no nimero de elétrons associados a cadeia polimérica pelo processo
de protonacgao, através do uso de acidos protonicos (como o HCI), onde os contraions (X°) se
posicionam entre as cadeias poliméricas, de modo a estabilizar a carga. Esse processo altera o
estado de oxidagdo da polianilina, transformando-a de base esmeraldina (isolante) em sal
esmeraldina (condutora). Como pode ser observado na Fig. 72, essa rea¢do de protonagdo
ocorre nos grupos iminas (— N =) ao longo da cadeia e ¢ responsavel pela formagdo dos
portadores de carga (p6larons e bipolarons) (Boeva e Sergeyev, 2014; Medeiros et al., 2012).
Isso ocorre porque a protonacdo provoca uma despopulagdo parcial do sistema de elétrons m, o
que, por sua vez, cria estados eletronicos localizados no meio do “band gap” devido a distor¢des
na cadeia polimérica em torno das cargas geradas (Huang e MacDiarmid, 1993). Desse modo,
quando um campo elétrico ¢ aplicado, o transporte de carga pode ocorrer através do

deslocamento dos pdlarons e bipolarons ao longo da cadeia, o que se faz possivel pela facil
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reorganizacdo das ligacdes alternadas (Margolis, 1989). Em seu estado ndo dopado, a
polianilina ¢ considerada um isolante, com um gap da ordem de 3,8 eV; no entanto, apos o
processo de protonagdo (dopagem), sua condutividade pode ter um aumento de 10 a 12 ordens

de magnitude (Epstein et al., 1987; Sariciftci ef al., 1989).

Figura 72 — Estrutura quimica da polianilina em seus estados de oxidagao.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Outra caracteristica interessante da PANI ¢ que ndo apenas suas propriedades elétricas,
mas também suas propriedades 6ticas, mudam de acordo com os estados de oxidacdo. Assim,
as formas leucoesmeraldina, pernigranilina, base esmeraldina e sal esmeraldina apresentam
cores especificas, sendo elas amarelo, violeta, azul e verde, respectivamente (Watanabe et al.,
1987). Devido a essas propriedades e, principalmente, pelo simples processo de dopagem e
desdopagem (protonacao/desprotonacdo), a polianilina vem sendo objeto de diversos estudos e
pesquisas, possibilitando ndo s6 o completo entendimento de suas propriedades, mas também

a sua aplica¢do nas mais variadas areas.
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5.1.2 Fenomeno da Fotoluminescéncia

Luminescéncia ¢ o fendmeno no qual um material (ou substancia), sob condigdes
especificas, emite luz quando submetido a algum estimulo de excitagcdo, como luz, reagao
quimica, radiagdo ionizante. Em condi¢des normais, a maior parte das moléculas se encontra
no nivel energético vibracional mais baixo, seu estado fundamental. No entanto, ao ocorrer a
excitacdo por um dado estimulo, a energia absorvida promove elétrons de um nivel de menor
energia para um outro nivel de mais alta energia. Como a molécula excitada ¢ energeticamente
instavel e o sistema tende a permanecer em seu estado de menor energia, os elétrons que foram
excitados buscam retornar ao seu estado fundamental de menor energia. Durante o retorno,
parte da energia absorvida pode ser reemitida através da liberagao de um foton de luz (Valeur,
2001). Por sua vez, os fotons emitidos possuem energia menor ou igual a aquela do foton
recebido, devido a processos de dissipag@o de energia.

A luminescéncia pode ser classificada de acordo com o estimulo envolvido. Sdo exemplos
dessa classificacdo, a quimioluminescéncia (estimulo quimico), a bioluminescéncia (estimulo
bioquimico), a termoluminescéncia (estimulo térmico), a sonoluminescéncia (estimulo sonoro),
a eletroluminescéncia (estimulo elétrico) e a fotoluminescéncia (estimulo luminoso)
(Lakowicz, 2006; Valeur, 2001; Valeur e Berberan-Santos, 2011).

A fotoluminescéncia ¢ o fendmeno no qual os elétrons sdo excitados por fotons,
usualmente fontes de luz monocromaticas (como lasers e lampadas seguidas de
monocromadores). De maneira geral, a fotoluminescéncia pode ser classificada de acordo a

duracdo do fendmeno, sendo chamada de fosforescéncia quando a emissao de luz se da por um
3 0 A
tempo prolongado, de uma ordem entre 10 a 10"s, e de fluorescéncia, quando o tempo de

decaimento da intensidade de emissao € pequeno, da ordem de 10”7 a 107s (Lakowicz, 2006).
Essa diferenga pode ser atribuida aos diferentes processos que ocorrem entre a absor¢do e
emissdo de luz, dependendo da natureza do estado excitado envolvido no processo (Mondal e
Diaspro, 2014; Murthy e Virk, 2014).

Para melhor entendimento deste fendmeno, geralmente se utiliza o Diagrama de
Jablonski, descrito pela primeira vez no ano de 1935 por Alexandre Jablonski, que mostra de
forma conveniente os varios processos quanticos que ocorrem em estados excitados, tais como
a conversdo interna, o cruzamento intersistema, a fosforescéncia, as transigdes tripleto-tripleto
e a fluorescéncia (Murthy e Virk, 2014; Valeur, 2001). Por sua vez, esses processos podem ser

divididos em radioativos e ndo radioativos.
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Figura 73 — Diagrama simplificado de Jablonski.
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Fonte: Adaptado de (Lakowicz, 2006).

Como pode ser observado na Fig. 73, o diagrama ¢ composto pelos estados eletronicos
singletos, representados por So (estado eletronico fundamental), S; (primeiro estado eletronico
singleto excitado), e Sz (segundo estado eletronico singleto excitado), os estados eletronicos
tripletos (T1, T2) e os niveis vibracionais associados a cada estado (também chamados de
subniveis). Os estados singleto e tripleto sdo definidos de acordo com sua multiplicidade, a qual
pode ser representada pela equacdo m = 2S + 1, onde S ¢ definido como o momento angular
total de spin (S = ZS;, com S; = + %2 ou — '5). Se a orientacdo do spin do elétron excitado
permanece inalterada (ou seja, ele continua emparelhado com o elétron que permaneceu no
estado fundamental), o momento de spin resultante ¢ igual a zero e a multiplicidade nesse estado
igual a 1, o que caracteriza o chamado estado excitado singleto. No entanto, se ao ser promovido
para um orbital de maior energia o elétron excitado tem sua orienta¢do do spin alterada (por
exemplo, um elétron com orientagdo “down” (— 2 ) ao ser excitado passa para a orientagdo “up”
(+ '2)), o momento de spin resultante ¢ igual a 1 e multiplicidade igual a 3, constituindo o
chamado estado excitado tripleto. Na Fig. 74 ¢ possivel observar a representagdo dos estados

singletos e tripletos (Lakowicz, 2006; Valeur, 2001).
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Figura 74 — Representagdo dos estados fundamental, excitado singleto e excitado tripleto.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Quando ha absorc¢ao de fotons, o que ¢ representado no diagrama por setas verticais, 0s
elétrons localizados no nivel de mais baixa energia (So) da molécula ganham energia e passam
a ocupar um estado excitado singleto Sy, onde, a depender da intensidade de energia absorvida,
n pode assumir valores iguais a 1, 2, 3, etc. Esse excesso de energia pode ser dissipado por
diferentes processos de desexcitagdo (Lakowicz, 2006; Turro, 1991; Valeur, 2001):

e Relaxamento Vibracional: Apds a molécula ser excitada para niveis mais elevados (Sy), a
energia excedente ¢ dissipada de maneira ndo radiativa. A molécula se desativa, por
relaxamento, de modo que os elétrons excitados decaem através dos niveis vibracionais do
estado eletronico de mesma multiplicidade até atingir o primeiro nivel vibracional do estado
excitado de mais baixa energia. Esse processo tem a dura¢ao tipica de aproximadamente 10
12§ e independe do comprimento de onda de excitagdo. Em solugdo, o excesso de energia
vibracional se dissipa através das colisdes entre as moléculas excitadas e as do solvente.

e Conversdo Interna (CI): E uma transi¢do ndo radiativa entre dois estados de mesma
multiplicidade de spin. Como os elétrons excitados se encontram agora no menor nivel
vibracional do estado S, a molécula pode passar para o estado Si.1 de menor energia. Por
exemplo, se a diferenca de energia entre o primeiro estado excitado singleto (S1) e o estado
singleto fundamental (So) ndo for muito grande, de modo que seus niveis vibracionais se
sobreponham, a molécula pode ser levada ao mais baixo nivel vibracional de S; por
relaxamento vibracional sem emissdo de radiacdo eletromagnética, ou seja, ocorre uma CI.
No entanto, se a diferencga energética entre S| e S, for relativamente grande, a desativacao
para o estado fundamental ocorre pela emissdo de radiacdo na forma de fluorescéncia.

e Fluorescéncia: E a emissdo de luz a partir da transi¢do de um estado excitado singleto (no
qual o elétron excitado ndo muda de orientacdo de spin) para um do estado singleto
fundamental. Essa transicdo respeita a regra de simetria de spin, sendo por isso permitida, e

ocorre rapidamente via emissdo de um foton, com uma taxa de emissdo de fluorescéncia
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tipicamente da ordem de 10 s. Geralmente, essa transi¢do ocorre a partir do primeiro estado
singleto excitado (S1) e suas caracteristicas independem da temperatura e do comprimento
de onda de excitacdo. Como pode ser observado na Fig. 73, a energia de absor¢do ¢ maior
que a energia de emissdo, o que ocorre por causa da perda de energia no estado excitado
devido a relaxagdo vibracional. Esse comportamento, observado de maneira universal para
todas as moléculas fluorescentes em solucdo, foi relatado primeiramente por George Stokes,
nos anos 1880, e ¢ chamado de deslocamento Stokes (Murthy e Virk, 2014).

¢ Cruzamento Intersistema (CIS): Uma transi¢do nao radiativa entre dois niveis vibracionais
isoenergéticos pertencentes a estados eletronicos de multiplicidades diferentes. Nesse
processo, uma molécula excitada no nivel vibracional mais baixo de S| pode se rearranjar
em um nivel vibracional de mesma energia, mas correspondente a um estado tripleto Tn. Por
sua vez, estando no estado vibracional mais energético Tn, a molécula pode passar para o
nivel vibracional mais baixo (Ti) através de processos de conversdo interna e relaxagao
vibracional. Os processos de CIS podem ser rapidos o suficiente (107 — 10~ s) para competir
com os outros caminhos de desexcitacdo a partir de S; (como a fluorescéncia e a CI). Muito
embora o cruzamento entre estados de multiplicidade diferentes seja em principio proibido,
quando o acoplamento spin-orbita entre o momento magnético orbital ¢ o momento
magnético do spin ¢ grande, esse processo pode vir a acontecer.

e Fosforescéncia: E a emissio de luz a partir de um estado excitado tripleto (no qual o elétron
excitado muda a orientagdo de spin). Deste modo, as transi¢des do estado excitado para o
estado fundamental sdo proibidas pela regra de multiplicidade de spin, e s6 sdo observadas
devido ao acoplamento spin-Orbita. Por isso, as taxas de emissao de fosforescéncia sao mais
lentas, estando compreendidas na faixa entre 10° ¢ 10° s. Em temperatura ambiente, a
emissdo de fluorescéncia ndo ¢ comumente observada em solucio, quando os processos de
desexcita¢do nao radioativos sdo favorecidos. No entanto, em temperaturas baixas ou em
meios rigidos, a fosforescéncia pode ser observada, uma vez que o tempo de vida do estado
tripleto pode ser longo o suficiente para que a emissdo ocorra.

Como podemos observar na Fig. 74, quando comparado com o espectro de fluorescéncia,

o espectro de fosforescéncia ¢ localizado em comprimentos de onda maiores. Isso ocorre porque

a energia do nivel vibracional mais baixo do estado tripleto (Ti) ¢ menor que a do estado

singleto S; (Turro, 1991; Valeur, 2001). Além disso, também ¢ possivel concluir que a

fluorescéncia ¢ um fendmeno luminescente mais comum do que a fosforescéncia, uma vez que

os processos de desativa¢do nao radiativos do estado excitado competem com a emissdo da
fosforescéncia. Como consequéncia, € possivel observar mais facilmente a aplica¢do da técnica

de fluorescéncia em areas como a biotecnologia, citometria de fluxo, diagnosticos médicos,
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sequenciamento de DNA, forense, imagem celular, andlise genética e entre outras (Lakowicz,

2006; Mondal e Diaspro, 2014).

5.2  MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Materiais

Os reagentes utilizados para a sintese e a caracterizagdo do compdsito de Ag/Polianilina
estdo listados na Tabela 15. Todos os reagentes, de grau analitico ou molecular, foram utilizados
como adquiridos, com exce¢do da anilina que foi destilada sob pressao reduzida antes do uso.
Em todos os experimentos foi usada 4dgua ultrapura obtida apds tratamento em um sistema
Synergy 185 (Millipore, EUA). Quando necessério, o pH das solu¢des do compdsito foi

ajustado pela adi¢cdo de quantidades apropriadas de hidroxido de sodio e acido cloridrico.

Tabela 15 — Lista de reagentes utilizados.

Reagente Fabricante/Fornecedor
Anilina Nuclear, Brasil
MPTS Sigma-Aldrich, EUA

Nitrato de Prata Sigma-Aldrich, EUA
Etanol Quimica Moderna, Brasil
HCI Quimica Moderna, Brasil
NaOH Quimica Moderna, Brasil
Sulfato de Quinina Sigma-Aldrich, EUA
Ludox Sigma-Aldrich, EUA

5.2.1.1 Sintese do compdsito Ag/Polianilina

O composito de Ag/Polianilina foi produzido pelo método de oxidagdo quimica in situ da
anilina, segundo o processo estabelecido por (Santos et al., 2013), com modifica¢cdes no que
concerne ao tipo de agente metalico utilizado. Com o objetivo de estudar e otimizar as
propriedade fisico-quimicas do composito, foi implementando um planejamento fatorial (2°) no
qual as concentragdes dos trés reagentes, nitrato de prata (AgNOs), anilina, e 3-
mercaptoproptiltrimetoxisilano (MPTS), foram variadas de maneira controlada. Para cada
reagente utilizado, foram atribuidos dois niveis, relativos a menor (-) € & maior (+) concentragao
escolhida, como disposto na Tabela 16. No planejamento fatorial de 2°, sdo testadas as
combinagdes de dois niveis com os trés fatores escolhidos (neste caso, a Prata, a Anilina ¢ o
MPTS), resultando em 8 possiveis experimentos, conforme listado na Tabela 17, sendo entdo

avaliadas as respostas correspondentes ao produto da reacdo. A escolha do planejamento
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fatorial se deveu a possibilidade que essa técnica oferece de permitir a avaliagao das influéncias
das varidveis experimentais escolhidas, e dos efeitos de suas interagdes, sobre as respostas de

interesse.

Tabela 16 — Fatores ¢ niveis adotados no planejamento para a sintese do composito

de Ag/Polianilina.
Nivel de volume adicionado Nivel de concentracio
Fatores (uL) (mol/L)
- + - +
Prata 18 36 0,00027 0,00055
Anilina 14 28 0,015 0,031
MPTS 50 100 0,027 0,054

Tabela 17 — Matriz de coeficiente de contraste do planejamento fatorial 23

para a sintese do compésito de Ag/Polianilina.

Experimento Prata Ani MPTS
Amostra 01 - - -
Amostra 02 + - -
Amostra 03 - + -
Amostra 04 + + -
Amostra 05 - - +
Amostra 06 + - +
Amostra 07 - + +
Amostra 08 + + +

Para a sintese, 10 mL de etanol P.A. foram colocados em um baldo de fundo redondo de
25 mL, ao qual foram adicionados o nitrato de prata (AgNO3), a anilina (ANI), e o MPTS, nessa
ordem e nas quantidades listadas na Tabela 17. Essa mistura foi mantida sob agitacdo magnética
a temperatura ambiente durante 72h. Na Fig. 75 sdo mostradas as etapas de preparacdo do

composito Ag/Polianilina.
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Figura 75 — Representagdo esquematica da preparagdo do composito Ag/Polianilina.

e i S A e

Anilina MPTS
( g (
2
\

= S

Y

\?/

S

Fonte: Autoria propria.

Nessa sintese, a formacdo do compdsito de Ag/Polianilina ocorre através da oxidagdo dos
monomeros da anilina pelo nitrato de prata, como mostrado na Fig. 76 (Stejskal, 2013).
Inicialmente, a oxidagdo da anilina origina oligdmeros de anilina, como dimeros e tetrdmeros,
0s quais, por sua vez, atuam como centros de iniciagdo para o crescimento das cadeias da PANI.
Desse modo, o nitrato de prata atua como agente oxidante da anilina (com potencial de oxidag¢ao
de + 0,8 V) e como precursor metélico, conduzindo a formagdo das nanoparticulas de prata
(através da reducdo do ion Ag*?> — Ag°) e da PANI simultaneamente (Bober et al., 2014;
Stejskal, 2013; Stejskal e Trchova, 2012). Devido ao baixo potencial oxidativo, a formag¢ao dos
compdsitos de Ag/Polianilina ¢ lenta, de modo que o periodo de inducdo pode variar de dias a
semanas (Blinova et al., 2009; M. Reda ¢ M. Al-Ghannam, 2012); no entanto, muitos autores
sugerem a utilizacdo da irradiagdo da luz UV para acelerar o processo (M. Reda e M. Al-
Ghannam, 2012).

Figura 76 — Mecanismo de sintese do compdsito Ag/Polianilina.
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Ao serem formadas, as nanoparticulas de prata tendem a se agregar devido as interagdes
eletroestaticas. Por essa razdo, se faz necessario um agente estabilizador para separa-las, de
modo que as nanoparticulas metélicas fiquem dispersas dentro da matriz polimérica. Na sintese
adotada neste trabalho, o 3-mercaptopropiltrimetoxisilane (MPTS) foi utilizado como agente
estabilizador das NPs, devido a alta afinidade entre os grupos tiol (— SH), presentes na

composi¢ao do composto, e 0s metais (como o ouro, a prata, e o cobre) (Hatton et al., 2003).

5.2.2 Meétodos de Caracteriza¢ao
5.2.2.1 Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Apds as amostras do compodsito de Ag/Polianilina terem sido obtidas através do
planejamento fatorial, seus espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel foram
coletados em um espectrofotometro UV-2600 (Shimadzu, Japao), na faixa de 200 — 1200 nm e
com resolu¢do de 2 nm. Para as analises, uma aliquota de 30 pL de amostra foi diluida em 3
mL de etanol P.A. Todas as medidas foram realizadas em uma cubeta de quartzo com caminho

otico de 1 cm.

5.2.2.2 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

O equipamento NanoBrook (Brookhaven Instruments, EUA), sob a responsabilidade do
Professor André Galembeck (DQF-UFPE) foi usado para a determinacdo do tamanho médio do
composito Ag/Polianilina sintetizados, através da técnica de espalhamento dindmico de luz
(DLS). Para as analises, as amostras foram diluidas em etanol P.A., onde uma aliquota de 10
pL de amostra foi adicionada em 3 mL de etanol P.A. e homogeneizada com o auxilio de uma
micropipeta. Todas as medidas foram realizadas em uma cubeta de poliestireno com caminho

otico de 1 cm.

5.2.2.3 Potencial Zeta ({)

Ao entrar em contato com um liquido, os materiais macroscopicos ou particulados
adquirem carga elétrica em sua superficie, devido a adsor¢do e dessor¢do de ions. A presenga
destas cargas da origem a uma dupla camada elétrica, que consiste numa regido de contra-ions
adsorvidos e uma regido denominada difusa, com a distribuicdo dos ions sendo determinada
pelo equilibrio entre forcas eletrostaticas e movimento térmico (Vasconcelos, Pereira e
Fonseca, 2005).

Devido a essas cargas, quando um campo elétrico (E) € aplicado, as particulas se movem
em dire¢cdo ao eletrodo de carga oposta, com velocidade (V) proporcional ao campo elétrico

aplicado e a mobilidade eletroforética (i), conforme a equagdo
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V. = uE. (4.16)

Com isso, ao se aplicar o campo elétrico obtém-se uma medida de velocidade e, a partir
desta, a mobilidade. Por sua vez, de posse dos valores da mobilidade das particulas, ¢ possivel
obter uma relagdo com seu potencial zeta, através do uso de modelos como o de Huckel e o de
Smoluchowski (Vasconcelos, Pereira e Fonseca, 2005). Estes modelos (que resultam de dois
limites classicos) dependem do produto kR entre o parametro de Debye (k, a espessura da dupla
camada elétrica) e o raio da particula (R) (Cerrutti, 2005; Vasconcelos, Pereira e Fonseca,
2005). O modelo de Huckel ¢ utilizado para particulas esféricas, quando kR < 0, ou seja, ¢
pequena a espessura da camada elétrica, hd baixa concentracdo de eletrdlitos, e as particulas
s30 pequenas; para esse caso, o potencial de uma superficie carregada decresce gradualmente
com a distancia. J& o modelo de Smoluchowski ¢ utilizado para particulas coloidais, dispersas
em agua ou em liquidos polares, quando kR > 0, e as particulas s3o maiores, de formas variadas
e para altas concentracdes de eletrolitos. Portanto, existem duas expressdes para descrever a

relacdo entre a mobilidade da particula (i) e o potencial zeta ({), que podem ser escritas como

eC
%:C? (4.17)

onde 7 ¢ a viscosidade do fluido, € ¢ a permissividade do meio e C ¢ uma constante cujo valor
numeérico depende da magnitude de kR.

A determinagdo da carga superficial do compdsito estudado foi realizada através de
medidas de potencial zeta (). As andlises foram realizadas a partir das solugdes de
Ag/Polianilina, pelo uso do equipamento NanoBrook (Brookhaven Instruments, EUA), do
Professor André Galembeck. Todas as medidas foram realizadas em uma cubeta de poliestireno

com caminho 6tico de 1 cm e usando um eletrodo para sistemas aquosos.

5.2.2.4 Espectroscopia de transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia por infravermelho pode ser utilizada para obter informagdes
sobre a composi¢do quimica tanto das nanoparticulas quanto dos nanocompositos preparados.
Conforme descrito no Capitulo 1, os espectros de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) no intervalo de 4000 — 400 cm™! (compreendida no infravermelho médio) foram obtidos
usando um espectrometro IRTracer-100 (Shimadzu, Japdo) com resolugdo de 4 cm’! e uma
média de 64 varreduras. As amostras foram preparadas utilizando pastilhas de KBr; para isso,

foi depositado um volume 10uL de amostra em 50 mg de KBr e, ap6s a completa evaporagao
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do solvente, a amostra foi homogeneizada e macerada com o auxilio de um almofariz de 4gata.

Por fim, a amostra misturada com o KBr foi levada a um pastilhador por 10 min sob 2 toneladas.

5.2.2.5 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia do composito estudado (Ag/Polianilina) foram
obtidos usando um espectrofotometro de fluorescéncia FluoroLog-3 (Horiba, EUA) com fonte
de excita¢do de lampada continua de xendnio (450 W). Para as analises, o comprimento de onda
de excitacdo foi variado no intervalo de 200 — 400 nm, com o com o espectro de emissao sendo
coletado no intervalo de 200 — 800 nm. As fendas de excita¢ao e emissao tiveram abertura de 2
mm, e as varreduras foram efetuadas com passo de 1 nm. Todas as medidas foram realizadas
em uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 cm, sendo as medidas coletadas a

temperatura ambiente (T = 23°C).

5.2.2.6 Rendimento Quantico

O rendimento quantico de um material ¢ definido como a razdo entre o nimero de fotons
emitidos (nem) € 0 niimero total de fotons absorvidos (naps). Dentre as técnicas descritas na
literatura para a determinag¢do do rendimento quantico, o método dptico relativo (Crosby e
Demas, 1971; Grabolle et al., 2009; Williams, Winfield e Miller, 1983) ¢ o mais utilizado, por
conta de sua simplicidade. Proposto por (Williams, Winfield e Miller, 1983), esse método
consiste na determina¢do do rendimento quantico de um material através da comparagdo com
um composto especifico cujo rendimento quantico seja precisamente conhecido e que atenda
alguns critérios como estabilidade, amplos espectros de absor¢do e emissdo, emissdo nao
polarizada, entre outras caracteristicas (Grabolle et al., 2009).

Neste método, os valores do rendimento quantico sdo calculados através de uma relagao
matematica que permite relacionar as propriedades espectroscopicas do material desconhecido

com o material conhecido (padrdo), de acordo com a equacao

ba =

n AverMoxe)F\ 12
em _ ref< ref \“texc > (4.18)

Naps A(Aexc)Fref Ufef'

onde ¢r.f € 0 rendimento quantico conhecido do material padrio, s [n] € o indice de refragdo
do material padrao [amostra], Frr [F] € a area integrada da fluorescéncia do material padrao
[amostra] e Arer [A] € o valor de absorbancia do material padrdo [amostra] (Crosby e Demas,
1971).
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Para as analises de rendimento quantico do composito Ag/Polianilina, utilizamos o sulfato
de quinina, diluido em uma solugdo de 4cido sulftrico a 0,1 M, como material padrdo, cujo
valor do rendimento quantico ¢ ¢ = 0,54 (Crosby e Demas, 1971). O protocolo utilizado, com
suas determinadas etapas, ¢ mostrado a seguir:

1) Inicialmente, para o compdsito Ag/Polianilina, encontrou-se o comprimento de onda de
excitacdo de 4 = 300 nm, para o qual se obteve a melhor resposta da emissdo de
fluorescéncia. Para isso, variou-se o comprimento de onda de excitag¢do na faixa de 290 -
420 nm, com os espectros de emissao sendo coletados de 300 a 800 nm.

2)  Comisso, realizou-se dilui¢des fracionadas do compdsito, em etanol P.A., com o objetivo
de se obter amostras cujo valor da absorbancia no comprimento de onda excitagdo fosse
menor que 0,1. Ao todo, foram realizadas 5 dilui¢des, obtendo-se assim 5 novas amostras.

3) As amostras diluidas foram levadas ao fluorimetro para a obtengdo dos respectivos
espectros de emissao de fluorescéncia.

4)  Com o auxilio de um software, foram obtidos os valores da integral de 4rea da intensidade
da fluorescéncia para cada espectro de emissao coletado no item 3.

5)  Foi construido um grafico da area integrada da fluorescéncia em fun¢do da absorbancia.

6) Uma vez completadas essas etapas para o compdsito Ag/Polipirrol, os procedimentos do
item 2 a 5 foram repetidos usando o material padrao; em nosso caso, o sulfato de quinina.

7)  Por fim, realizou-se os ajustes lineares com os dados obtidos.

Na Fig. 77 estdo ilustrados os dados utilizando os procedimentos descritos até a etapa 6.

Figura 77 — Gréaficos lineares para o composto padrdo e amostra a ser analisada. O gradiente para cada amostra é

proporcional ao campo quantico de fluorescéncia da amostra.
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Através de um ajuste linear, o coeficiente angular pode ser obtido por a; = F;/A; , com
o coeficiente linear sendo igual a zero. Desse modo, o coeficiente angular pode ser substituido

na Eq. (4.3), que se torna

a \ n?

ba = res | =— | 5 (4.19)
Aref ) Nref

onde arf e a sdo, respectivamente, os coeficientes angulares do composto padrao e da amostra.

Como as solugdes utilizadas sdo muito diluidas, pode-se afirmar que o indice de refragdo da

mesma ¢ praticamente igual ao do solvente puro.

5.2.2.7 Espectroscopia Eletroquimica de Impedéancia

Medidas de espectroscopia eletroquimica de impedancia elétrica (Z) foram realizadas
com o intuito de se obter informagdes acerca da condutividade elétrica do composito
Ag/Polianilina. Para isso, 1 mL de uma solu¢dao do compdsito (onde uma aliquota de 10 uL de
amostra foi adicionada em 1 mL de etanol P.A.), sob diferentes pHs, foram colocados no porta
amostra, cuja disposi¢do consiste em eletrodos na forma de placas paralelas (Lima, Oliveira e
Melo, 2016). As medidas foram realizadas sob uma tensdo de 100 mV e varrendo a frequéncia
de 10° até 0,1 Hz.

A impedancia elétrica de um material, definida como a oposicao que ele oferece ao fluxo
de uma corrente alternada a uma dada frequéncia, ¢ uma medida inversamente proporcional a
condutancia (Barsoukov e Macdonald, 2005). De maneira geral, a técnica de medida consiste
em colocar a amostra estudada entre dois eletrodos e, em seguida, aplicar um estimulo elétrico,
no caso uma tensao alternada senoidal. Apds o estimulo, é possivel medir as partes reais e
imagindrias da resposta complexa da impedancia em funcdo da frequéncia. A partir desse
espectro, s2o modelados circuitos ou equacdes matematicas, de modo a ter uma estimativa de
propriedades do material como sua condutividade, a mobilidade das cargas e a constante
dielétrica, ou propriedades relacionadas a interface eletrodo-material, como a capacitancia
dessa regido, e o coeficiente de difusdo (Barsoukov e Macdonald, 2005).

Para o nosso sistema, inicialmente foram plotados graficos de Nyquist (Impedancia Real
x Impedancia Imaginaria) e, utilizando o software ZView?2, foi realizado o melhor ajuste de
cada curva (Barsoukov e Macdonald, 2005; Lvovich, 2012). O circuito de Randles foi o modelo
que melhor se ajustou aos dados experimentais. A partir dessas analises, obteve-se informagdes

sobre a resisténcia de transporte de carga (R¢) do material, que estd relacionada com a
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mobilidade de elétrons entre o eletrodo e o liquido. Dessa forma, a partir dos valores obtidos da

resisténcia € possivel calcular a condutividade do material (Barsoukov e Macdonald, 2005).

5.2.2.8 Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com o objetivo de analisar a
biocompatibilidade do composito Ag/Polianilina frente a células mamarias. Essas analises
foram feitas através de uma colaboragdo com o Laboratoério de Biologia Celular de Patdogenos
(Instituto Aggeu Magalhaes — FIOCRUZ/PE), sob a responsabilidade da Professora Regina
Célia Bressan Queiroz de Figueiredo, pelo aluno de doutorado do Programa de Pos-Graduagao
de Ciéncias de Materiais, Elton Marlon de Aragjo Lima.

Para a realizagdo dos ensaios foram utilizados dois modelos celulares, o macroéfago J774
(ATCC® TIB-67™) ¢ as células Vero (ATCC® CCL-81™), conforme descrito na literatura
(Aranda-Souza et al., 2018). Para isso, os modelos foram colocados em uma placa de 96 pogos,
com uma concentra¢do de 5.10° células por pogo. Além das células, cada pogo contém 100 pL
do meio de cultura necessario, sendo utilizado para essas células o meio RPMI (solugdo tampao
contendo aminoécidos e vitaminas que nutrem as células), suplementando com 10 % de soro
fetal bovina (SBF) (Moore e Woods, 1977). As placas foram incubadas por 3 horas, a
temperatura de 37° C e em atmosfera de 5 % de CO», para o ocorresse a adesao das células nos
pocos. Ap0s esse periodo, as células foram submetidas a um processo de lavagem, usando o
meio de cultura. Em seguida, diferentes concentragdes do composito Ag/Polianilina (31,2 — 500
pg/mL) foram colocadas para interagir com as células plaqueadas por 24 h. Ap6s o periodo de
incubag¢do, em cada pogco o meio de cultura foi substituido por 100 pL de uma solugdo de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) com concentragdo de 0,5 mg/mL.

O MTT ¢ um teste colorimétrico desenvolvido para ensaios de viabilidade celular em
testes conduzidos em placas de 96 pocos. Basicamente, o teste consiste na conversdo do
reagente MTT em um produto de coloragdo roxa, pelo contato do mesmo com as enzimas
desidrogenases (presentes na mitocondria celular), onde se formam cristais purpuras de
Formazan. Apenas células vidveis, com metabolismo ativo, conseguem converter o reagente e,
dessa forma, a partir da solubiliza¢do desses cristais, a colora¢do roxa obtida sera utilizada como
um quantificador de viabilidade celular (Prébst et al., 2017; Riss et al., 2013).

Para a formagdo dos cristais de Formazan, a placa foi incubada a temperatura de 37° C e
em atmosfera de 5 % de CO, por um periodo de 3 horas. Apos esse periodo, uma vez verificada
a ocorréncia da reacdo, os cristais foram solubilizados pelo uso de uma solucao de isopropanol
com 1 % de HCI. Para a analise do produto colorimétrico, a placa foi submetida a uma analise

espectrofotométrica no comprimento de onda de 570 nm (Bio-Rad®, Califérnia, EUA). Ao
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todo, foram realizados dois experimentos independentes de citotoxicidade, e cada concentragao

utilizada foi avaliada em quadruplicata.

5.2.2.9 Ensaio de Atividade Antitumoral in vitro

Os ensaios de atividade antitumoral do composito estudado foram realizados in vitro.
Nesse estudo, foi analisada a viabilidade de células de cancer cervical humano (HeLa) diante
de diferentes concentra¢des do composito Ag/Polianilina (31,2 — 500 pg/mL). Para as anélises,
o protocolo utilizado foi adaptado de (Han ez al., 2017), com algumas modificagdes nos quesitos
concentracdo de células por pocos e a solucdo de solubilizacdo dos cristais de Formazan
utilizados.

Para o cultivo das células HeLa, utilizou-se DMEM (um sistema composto de
aminodcidos, vitaminas e glicose) com 10 % de SBF como meio de cultura. Para isso, utilizou-
se uma placa de 96 pogos, com 100 uL do meio de cultura e uma concentragdo de 5.10° células
em cada poco. Apoés o cultivo, as placas foram incubadas por 24 h, a temperatura de 37° C e em
atmosfera de 5 % de CO», para que ocorresse a adesdo das células no fundo dos pogos. Passado
o periodo de adesdo, as células foram lavadas com o meio de cultura, e em seguida realizamos
o tratamento com as diferentes concentracdes do composito por 24 h. Células que nado
receberam tratamento foram consideradas como grupo controle. Apos o periodo de incubagao,
em cada poco, o meio de cultura foi substituido por 100 uL de uma solucdo de MTT a 0,5
mg/mL.

Para verificar a viabilidade celular, através da formacao dos cristais de Formazan, a placa
foi novamente incubada a temperatura de 37° C e em atmosfera de 5 % de CO., por um periodo
de 3 horas. Uma vez verificada a formacao dos cristais, os mesmos foram solubilizados através
de uma solugdo de isopropanol com 1% de HCI. Conforme descrito anteriormente (Sec¢ao
4.2.2.10), o produto colorimétrico foi submetido a uma anélise espectrofotométrica para fins de
quantifica¢do. Ao todo, foram realizados dois experimentos independentes de citotoxicidade, e

cada concentracao utilizada foi avaliada em quadruplicata.

5.2.2.10 Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas dos dados obtidos nas medidas de cada experimento, e suas
respectivas replicatas, foi utilizado o software Statistica 10 (Stasoft, EUA). A partir desse
software, foi possivel obter a matriz de coeficiente de contrastes (Tabela 17), a estimativa dos
efeitos, a estimativa do erro, os graficos de Pareto e sua interpretagdo geométrica. Com isso, foi
possivel identificar quais varidveis apresentavam influéncia estatistica significativa nos

respectivos experimentos analisados, dentro de um intervalo de confianga de 95 %. Para tal
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identificagdo, foi utilizado o grafico de Pareto, o qual mostra através de uma linha vertical
vermelha o valor minimo dos efeitos estatisticamente significativos (isto €, apenas aqueles
efeitos cujos valores estdo a direita da linha vermelha sdo de fato significativos). Os valores dos
efeitos de cada variavel estdo apresentados a direita de cada barra. Um efeito que apresenta
valor positivo mostra que o uso da varidvel no nivel superior (+) resulta em um ganho positivo
para a variavel resposta, enquanto que um efeito negativo mostra que a variavel utilizada em
um nivel inferior (-) devera apresentar uma melhor resposta (Lima, 2019). Para este trabalho,
foram calculados os efeitos estatisticamente significativos para a intensidade de fluorescéncia,

o tamanho e potencial zeta do compdsito Ag/Polianilina.

53 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Caracterizacio do composito Ag/Polianilina

As amostras foram sintetizadas de acordo com a metodologia descrita na Se¢do 4.2.1.1,
baseando-se nas composi¢des estabelecidas no planejamento fatorial mostrado na Tabela 17.
Assim, oito sistemas diferentes foram obtidos pela variagdo controlada das concentragdes dos
reagentes AgNQO;, Anilina e MPTS. As técnicas de espectroscopia no Ultravioleta e Visivel
(UV-Vis), espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
espectroscopia de fluorescéncia, determina¢do do tamanho da particula por espalhamento
dindmico de luz (DLS), Potencial Zeta e Espectroscopia Eletroquimica de Impedancia foram

usadas para investigar as propriedades do composito estudado.

5.3.1.1 Espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Medidas de espectroscopia de absor¢do no UV-Vis foram realizadas para identificar a
formagdo do composito de Ag/Polianilina, avaliando se de fato teria ocorrido a formagdo da
polianilina de acordo com o mecanismo de sintese proposto, no qual a redu¢ao do metal e a
oxida¢do da anilina ocorrem de maneira simultdnea, levando a formacdo das nanoparticulas
metalicas e da PANI.

Na Fig. 78 sdo mostrados os espectros de absor¢do para as amostras com as menores (---
) e as maiores (+++) concentracdes dos fatores, denominadas de A01 e A0S, respectivamente.
Como se pode observar, ambos os espectros apresentam as mesmas bandas de absor¢ao,
localizadas em 234, 284 e 656 nm. A banda localizada em 284 nm, pode ser atribuida a transi¢ao
do elétron entre o orbital molecular mais alto ocupado (HOMO) e o orbital molecular mais
baixo ocupado (LUMO), ou seja, transi¢do eletronica m — n*, dos anéis benzendides presentes

na polianilina (Khan, Akhtar e Nabi, 2015). J4 a banda em 656 nm, de pouca intensidade, pode
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ser atribuida a transi¢do do éxciton do anel benzeno para o anel quinoide ao longo da cadeia
PANI (Khan et al., 2010; Stejskal, 2013). No entanto, na literatura a banda em 234 nm ¢
associada a absor¢ao dos mondmeros de anilina (Thompson et al., 2015; Wu et al., 2013). Com
isso, pode-se concluir que mesmo havendo indicios da formacdo da PANI, ndo houve a
completa oxidagdo da anilina pela redu¢do dos ions de prata durante o processo da sintese.

Por sua vez, o pico caracteristico das nanoparticulas de prata, causado pela ressonincia
plasmonica superficial, aparece geralmente entre 410 — 440 nm (E. Silva-De Hoyos et al., 2017,
Sun et al., 2018). No entanto, nos espectros obtidos ndo foi possivel observar essa banda
caracteristica, o que pode estar associado tanto com a redugdo da intensidade de adsor¢ao das
Ag NPs pela PANI circundante quanto com a baixa concentragdo do metal no meio. Esse
resultado entdo sugere que as Ag NPs foram de fato adsorvidas de forma eficiente na estrutura

da PANI (Abdulla et al., 2015).

Figura 78 — Espectro de UV-Vis do compdsito de Ag/Polipirrol das amostras A01 (linha continua) e A0S (linha

tracejada).
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5.3.1.2 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A composicao quimica do composito de Ag/Polianilina foi examinada através da técnica
de espectroscopia de infravermelho (FTIR). Na Fig. 79 sdo mostrados os espectros de FTIR
para as amostras com as menores (---) € as maiores (+++) concentracdes dos fatores,
denominadas de A01 (curva continua) e AO8 (curva tracejada), respectivamente.

Como pode ser observado, ambos os espectros apresentam bandas localizadas em 3371

cm’!, que podem ser associadas as vibragdes de estiramento da ligagdo N — H presentes nas
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aminas secundarias (Stejskal e Trchova, 2012). Os picos que aparecem em 2974 cm! e 2887
cm’! sdo atribuidos, respectivamente, aos estiramentos simétrico e assimétrico da ligagdo — CH»
— (Alves et al., 2012), o pico em 1651 cm! € correspondente as vibragdes angulares simétricas
ao plano (tesoura) da ligagdo N — H presentes nas aminas aromaticas (Stejskal e Trchova, 2012),
o de 1546 cm™! é referente ao estiramento dos anéis quinoides e o pico em 1450 cm™! se deve
ao estiramento dos anéis benzenoides (Khan et al., 2010). A banda localizada em 1388 cm™! ¢é
atribuida as vibragdes de estiramento da ligagdo C — N presentes na vizinhanca de um anel
quinoide, aquela em 1303 ¢cm™! as vibragdes de estiramento C — N de uma amina aromatica
secundaria e, a centrada em 1255 cm™! as vibragdes de estiramento C — N em um agrupamento
B — NH — B — NH — B (onde B ¢ o anel benzénico) (Stejskal e Trchova, 2012). E importante
ressaltar que a presenga das bandas localizadas em 1303 e 1255 cm™! caracteriza a formagio da
polianilina em seu estado condutor (Kuczynska et al., 2010). Ja a banda em 1168 cm™ pode
estar associada tanto ao modo N = Q = N (onde Q ¢ o anel quinoide) quanto a deformacgao
aromatica C — H no plano (Stejskal e Trchova, 2012).

Por sua vez, a banda localizada em 1085 cm! pode ser associada a deformagédo no plano
da ligagdo C — H dos anéis aromaticos (Santos et al., 2013), a centrada em 887 cm™! as vibragdes
de flexao fora do plano C — H dos dtomos de hidrogénio adjacentes a um anel benzeno e, por
ultimo, os picos em 790 ¢ 690 cm™! sdo associados a deformagdo da ligagdo C — H do anel fora
do plano e a vibracdo dos anéis de benzeno monosubstituido, respectivamente (Stejskal e

Trchova, 2012).

Figura 79 — Espectro do FTIR do composito Ag/Polianilina das amostras A0l (linha continua) e A08 (linha

tracejada).
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Desse modo, ap0s realizar as analises de FTIR das amostras pode-se concluir que de fato
ocorreu a formagdo da polianilina em sua forma condutora. Esses resultados, juntamente com
as analises de UV-Vis, corroboram o mecanismo de sintese proposto anteriormente, indicando

assim a formacao do compdsito de Ag/Polianilina.

5.3.1.3 Espectroscopia de Fluorescéncia

Resultados anteriores do grupo, nos quais compositos de Ag/Polipirrol, Cu/Polianilina e
Au/Polianilina indicaram uma sinergia da interagdo entre as cadeias de polimeros condutores e
nanoparticulas metalicas, da qual resultava uma intensificacdo da emissao de fluorescéncia do
compdsito (Almeida, 2019; Lima, 2019; Santos et al., 2013). Por essa razao, a fluorescéncia do
composito Ag/Polianilina foi investigada.

Para isso, medidas de fluorescéncia foram realizadas para todas as amostras do compdsito
obtidas através do planejamento fatorial especificado na Se¢do 4.2.1.1. Em cada medida, foi
realizado um mapeamento 3D, no qual foram variados diferentes comprimentos de onda de
excitagdo (290 — 400 nm, com incremento de 10 nm) com as intensidades de emissdo sendo
registrados na faixa de 300 — 800 nm. A partir desses dados, foi possivel construir para cada
amostra um grafico da intensidade méxima de fluorescéncia em fun¢do do comprimento de
onda de excitagdo (Aexc).

Na Fig. 80 ¢ possivel observar que a maior intensidade de fluorescéncia da amostra A0S
¢ obtida para o espectro de emissdo resultante da excitacdo em 300 nm. Dessa maneira, como
todas as amostras analisadas apresentaram o mesmo comportamento de emissdo quando
variados 0s Aexc (com algumas variagdes no que concerne ao valor da intensidade de
fluorescéncia) foi possivel determinar o comprimento de onda de excitagdo 6timo como sendo
igual a 300 nm para todas as amostras. Por essa razdo, no presente trabalho passamos a adotar
Aexe = 300 nm para a avaliacdo da fluorescéncia do material em diferentes experimentos, como
a avaliacdo da intensidade de fluorescéncia em func¢do do pH, o célculo de rendimento quantico

e as medidas do tempo de vida.
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Figura 80 — Intensidade maxima de fluorescéncia do composito Ag/Polianilina para diferentes comprimentos de

onda de excitagao.
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Uma vez determinado o comprimento de onda de excitacdo, foram coletados os espectros
de emissdo dos compositos correspondentes aos 8 experimentos do planejamento. Como pode
ser observado na Fig. 81, todas as amostras apresentaram dois picos maximos de emissao de
fluorescéncia em 342 e 667 nm, que correspondem a duas bandas distintas de emissdao
compreendidas na regido do ultravioleta (342 nm) e na regido do vermelho (667 nm). E
importante ressaltar que a relacdo entre os dois picos de emissdo do composito descarta a
existéncia de artefatos experimentais (como efeito Raman, espalhamento Rayleigh e progressao
vibracional), uma vez que ao variar o Adexc Ocorre uma mudanga na energia e na intensidade dos
picos (Andrews, 1999).

Na Tabela 18 estdo dispostas as intensidades maximas de fluorescéncia para as amostras
do compdsito Ag/Polianilina obtidas através do planejamento fatorial e suas respectivas
replicatas. Dentre as amostras analisadas, ¢ possivel perceber que o nanocompdsito obtido pelo
experimento A0S foi aquele que apresentou maior intensidade de fluorescéncia. A partir desses
resultados, utilizou-se o programa Statistica 10 para se obter os efeitos de cada varidvel
(concentracdes de MPTS, Anilina e AgNO3) e suas interagdes sobre a intensidade de

fluorescéncia.
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Figura 81 — Espectro de emissdo do compdsito Ag/Polianilina para todos os experimentos analisados (A0l a A08)

com Aexc = 300 nm.
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A partir da construgdo do grafico de Pareto, ¢ possivel observar quais efeitos sdo
estatisticamente significativos nas respostas de intensidade de fluorescéncia do composito de
Ag/Polianilina. Como podemos observar na Fig. 82 a), todos os componentes (Ag, Anilina e
MPTS) utilizados na sintese, bem como as interacdes entre eles sdo estatisticamente
significativos para a intensidade de fluorescéncia (com 95% de confianca). Os valores dos
efeitos foram positivos para as variaveis de concentracio de anilina (mondmero), de prata e de
MPTS, e para a interagdo entre a prata e 0 MPTS, e negativos para as interacdes entre a anilina
e o MPTS, a anilina e a prata e a interagdo entre a anilina, a prata e o MPTS.

Para uma melhor intepretacao dos dados, uma representacdo geométrica foi usada, como
mostrado na Fig. 82 b). Nesse grafico, cada vértice do cubo representa a resposta da intensidade
de fluorescéncia para cada um dos oito ensaios realizados (A01 a A08). Desse modo, podemos
constatar visualmente que o maior valor de intensidade de fluorescéncia ¢ obtido quando as
concentragdes da anilina, da prata e do MPTS estdo no nivel superior (+ + +), ou seja, o
experimento A08. Note que esse ¢ o vértice do cubo a apresentar o maior valor de intensidade
de fluorescéncia (9558245 u.a.).
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Tabela 18 — Planejamento fatorial e intensidade de fluorescéncia (comprimento de onda de emissao de

342 nm) dos compdsitos Ag/Polianilina.

Experimento  Prata  Ani  MPTS Replicatas Média Erro
A0l - - - 6,75x 10 6,66 x 10° 6,70 x 108 6,36 x 10*
A02 + - - 6,92x10% 6,56 x 10° 6,74 x 106 2,54 x 103
A03 - + - 9,11x 10 8,90 x 10° 9,00 x 108 1,48 x 103
A04 + + - 9,12x 105 9,70 x 10° 9,41 x 108 4,10x 10°
A0S - - + 6,74x 105 6,40 x 10° 6,57 x 108 2,40 x 103
A06 + - + 9,57x 105 9,44 x 10° 9,50 x 106 9,19x 10*
A07 - + + 8,86 x 106 9,21 x 10° 9,03 x 108 2,47 x 103
A08 + + + 9,96 x 105 9,14 x 10° 9,55 x 108 5,79 x 10

Figura 82 — Representagdes graficas da andlise estatistica para a intensidade de fluorescéncia dos compositos de

Ag/Polianilina: (a) Grafico de Pareto e (b) grafico cubico.
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Além disso, no grafico de Pareto podemos também observar que a concentracao da anilina
foi a varidvel a apresentar o maior efeito sob os resultados. Isso pode ser atribuido ao fato de
que, quanto maior a concentragdo do mondmero, maiores deverdo ser os tamanhos das cadeias
poliméricas obtidas (Sannigrahi et al., 2009), o que pode levar a um aumento da conjugacao da
cadeia e ao favorecimento da observado do fendmeno da fluorescéncia. A importancia da
contribuicdo da anilina para a manifestacao da fluorescéncia ja fora relatada por (Santos et al.,
2013). Em suas andlises, esses autores observaram que a medida que a cadeia da PANI era

degradada (pela adicao de NaClO), a intensidade da fluorescéncia diminuia, até sua totalmente
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supressao, comprovando assim o papel da cadeia polimérica para a ocorréncia do fendmeno da

fluorescéncia.

i) Medidas de Fluorescéncia em fun¢ao do pH

Com o objetivo de verificar a importancia do polimero na luminescéncia do composito
de Ag/Polianilina, realizamos medidas de fluorescéncia em fun¢do do pH do meio. Para isso,
adicionamos quantidades apropriadas de hidroxido de sodio e acido cloridrico para ajustar o pH
das solugdes diluidas (3 mL de etanol para 30 pL de amostra) da amostra A0S, que resultara do
planejamento fatorial do composito de Ag/Polianilina. A amostra A0S foi a escolhida para essa
andlise por ter apresentado o melhor resultado de fluorescéncia (Tabela 18).

As intensidades medidas para os espectros de fluorescéncia do compdsito de
Ag/Polianilina para valores de pH variando entre 2,0 e 11,00 sdo apresentadas na Fig. 83. Como
pode ser observado, a medida que diminui o valor do pH do meio (ou seja, o meio se torna mais
acido) hé a diminui¢do da intensidade da emissdo de fluorescéncia do compdsito. Para valores
de pHs > 5,0, nota-se um ligeiro aumento na intensidade de fluorescéncia quando o meio se
torna mais alcalino. Esse comportamento pode ser atribuido ao fato de que a polianilina muda
seu estado oxidativo com a variagdo do pH do meio. A medida que ocorre a redugéo do pH do
meio, a cadeia vai se tornando mais protonada, o que, por sua vez, ocasiona o aumento da
condutividade do polimero.

Conforme discutido na Secao 4.1.2., a PANI na sua forma base (ndo dopada) consiste de
y unidades repetitivas reduzidas (benzenoides) para (y — 1) unidades oxidadas (quinoides)
(Huang, Humphrey e MacDiarmid, 1986). No entanto, ao ser oxidada (em um pH mais baixo),
a propor¢do de unidades benzenoicas diminui, levando a uma mudanca nas propriedades 6ticas
e elétricas da molécula. A protonagdo da base causa uma distor¢do na cadeia polimérica da
polianilina na vizinhanga das cargas introduzidas, o que ocasiona a criagdo de estados
eletronicos localizados no meio do “band gap”, com consequente alteragdo do perfil de absor¢ao
oOtica do material (Huang e MacDiarmid, 1993).

Na literatura (Antonel, Molina e Andrade, 2007; Chen et al., 1996), tem sido mostrado
que as unidades benzendides contribuem para o fendmeno da fluorescéncia, diferentemente do
observado para os grupos quinoides, que chegam até mesmo a agir como supressores da
fluorescéncia das unidades benzenoides adjacentes (Shimano e MacDiarmid, 2001). Com isso,
conforme ocorre a diminui¢do do numero de unidades benzenoicas (e a maior presenca de
unidades quinoides), por conta da protonacdo das cadeias poliméricas (tornando-as mais

condutoras), ha a redugdo da intensidade da fluorescéncia. Portanto, era esperado que a variacao
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no pH do meio resultasse em alteragdes nas propriedades Opticas e elétricas dos compdsitos

Ag/Polianilina.

Figura 83 — Variagao da intensidade de fluorescéncia da amostra A08 em fung¢do do pH do meio.
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ii) Medidas de Condutividade

Como mencionado anteriormente, ¢ fato bem conhecido que sistemas fluorescentes ndo
costumam exibir um alto grau de condutividade (Antonel, Molina e Andrade, 2007). Desse
modo, com o objetivo de determinar as mudancgas de condutividade do compdsito de
Ag/Polianilina associadas a variagdo da intensidade de fluorescéncia, realizamos medidas de
espectroscopia de impedancia elétrica.

A variagdo do valor da resisténcia de transporte de carga do composito estudado como
funcdo do pH do meio ¢ mostrada na Fig. 84. Como podemos observar, enquanto ¢ pequena a
resisténcia de transporte de carga para solugdes cujo pH se encontra entre 2,0 e 3,0 (meio acido),
seu valor sofre um aumento substancial com a diminuicdo da acidez, atingindo um patamar
relativamente constante para a faixa de pH entre 5,0 e 10,0. O comportamento na regido de pH
entre 4,0 a 2,0 pode ser atribuido a progressiva protonag¢ao dos grupos imina da PANI, do que
resulta o aumento da condutividade da PANI; j4 na regido de pH > 5,0 hd menor presenga de
cargas livres na cadeia polimérica, levando a uma redugdo da condutividade (Santos et al.,

2013).
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Figura 84 — Variagdo da resisténcia de transporte de carga da amostra A08 em fungdo do pH do meio.
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Em conjunto, os resultados apresentados nas Figs. 83 e 84 podem ser tomados como
uma evidéncia clara de que o polimero condutor desempenha um papel ativo na determinacao
da fluorescéncia do composito Ag/Polianilina, confirmando a relagdo inversa entre a

fluorescéncia e a condutividade na PANI.

5.3.1.4 Potencial Zeta (C)

Os experimentos obtidos através do planejamento fatorial foram caracterizados por meio
de medidas de potencial zeta () com o intuito de identificar as cargas superficiais do composito
de Ag/Polianilina. A partir da magnitude do potencial zeta também ¢ possivel avaliar a
estabilidade do compdsito, uma vez que quanto maior o valor absoluto de {, maior sera a
estabilidade eletrostatica da solu¢do. Isso ocorre porque, quanto mais carregadas, maior a
repuls@o entre as particulas, o que reduz sua agregagdo e, consequentemente, a separagdo de
fases.

Na Tabela 19 sdo mostradas as respostas das medidas de potencial zeta para as amostras
do planejamento fatorial, e suas replicatas. De acordo com esses resultados, verifica-se que
todas as amostras apresentaram valores de potencial zeta negativos. Além disso, pode-se
observar que as amostras que possuem quantidades de anilina e prata no nivel superior (+)
apresentaram maiores valores de potencial zeta, de modo que as condi¢des de sintese para as
amostras A04 e AO8 foram favoraveis para a obten¢do de solugcdes mais estdveis. Assim, €

possivel concluir que as nanoparticulas de prata inseridas devem manter uma forte interacao
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com as cadeias poliméricas da polianilina, uma vez que houve uma diminui¢do do potencial
zeta quando a quantidade anilina era mantida no nivel superior, mas a quantidade de prata
adicionada era diminuida. Esse comportamento fica mais evidentemente ao comparamos 0s
experimentos A04 com o A03, quando pode ser notado que a variagdo da concentragdo de Ag
do nivel superior para o inferior torna o potencial zeta se torna menos negativo, ao passar de -

17,26 para - 13,96 mV.

Tabela 19 — Planejamento fatorial e medidas de potencial zeta dos compdsitos

Ag/Polianilina.

Experimento  Prata Ani MPTS Replicatas (mV) Média (mV)

A01 - - - -11,66 - 11,56 -11,61
A02 + ; - -4,61 -5,96 -5.28
A03 - + ; S13,79  -14,13 - 13,96
A04 + + - -1677  -17,76 -17,26
A05 - - + 7,32 -7,48 - 7,41
A06 + ; + -6,42 - 6,03 - 6,25
A07 - + + S13,57 - 1287 -13,22
A08 + + + -15,02 20,59 - 17,80

Pela anélise do grafico cubico das respostas das medidas de potencial zeta (Fig. 85 b),
podemos verificar que o maior valor absoluto do potencial ¢ obtido para a amostra A08. Além
disso, pode ser notado que essa mesma amostra, para a qual as concentragdes de anilina, prata
e MPTS estdo em seus niveis superiores (+), exibe maior intensidade de fluorescéncia, o que
indica que essas sdo condi¢cdes de sintese que levam a solucdes mais fluorescentes e mais
estaveis.

No entanto, deve ser observado que, sem o conhecimento das condi¢des da solu¢do, o
valor absoluto do potencial zeta ¢ apenas um niimero, sem maior significado, uma vez que o
sinal e magnitude do potencial zeta dependem principalmente do pH da solu¢do. Em vista disso,
medidas de potencial zeta ({) em fun¢do do pH do meio foram realizadas com o objetivo de
identificar as possiveis modificagdes nas cargas superficiais do compdsito com a varagdo da
acidez do meio. Para isso, adicionamos quantidades apropriadas de hidréxido de sddio e acido
cloridrico para ajustar o pH das solugdes diluidas (3 mL de etanol para 30 uL de amostra) da

amostra A08. Os resultados desse ensaio serdo apresentados a seguir
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Figura 85 — Representagdes graficas da analise estatistica do potencial zeta dos compositos de Ag/Polianilina. (a)

Grafico de Pareto e (b) grafico cubico.
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i) Medidas de Potencial Zeta ({) em func¢io do pH

Na Fig. 86 s@o mostrados os valores de medida de potencial zeta para uma soluciao do
composito (experimento A08) em fun¢do da variagdo do pH do meio. Como pode ser
observado, em meios mais 4cidos (2,0 < pH < 4,0) o composito de Ag/Polianilina apresenta
carga positiva. No entanto, ocorre uma diminui¢ao nos valores de { 8 medida em que aumenta
o pH do meio, com a altera¢do nas cargas superficiais do composito, que passam a ser mais
negativas.

Como ja mencionado anteriormente, esse comportamento pode ser novamente atribuido
ao processo de protonagdo/desprotonacdo da Polianilina, cujas cadeias apresentam cargas
positivas [negativas] em meios acidos [basicos], resultando em valores positivos [negativos]
para o potencial zeta, tornando, com isso, o polimero mais [menos] condutor (Huang,
Humphrey e MacDiarmid, 1986). Autores como (Medeiros, De et al., 2003; Wang et al., 2013)
encontraram resultados semelhantes aos mostrados na Fig. 86, que foram por eles atribuidos ao
fato de que para menores valores de pH, mais ions H" estariam presentes na fase dispersa e,
com isso, mais cadeias de PANO estariam dopadas, o que implicaria em um aumento da carga
na superficie das particulas.

E interessante notar que, para o compésito estudado, o ponto isoelétrico (que corresponde
ao valor de pH no qual a carga elétrica da solugdo ¢ nula) ¢ observado para o pH igual a 4,0,
indicando que o compdsito de Ag/Polianilina apresenta carga nula nesse meio. Com isso as
repulsdes eletrostaticas entre as particulas passam a ser despreziveis, aumentando assim a

tendéncia a sua agregacgao.
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Figura 86 — Variag@o do potencial zeta da amostra AO8 em fung@o do pH do meio.
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5.3.1.5 Diametro médio das particulas

Para obter uma estimativa do tamanho médio do composito de Ag/Polianilina, nos
utilizamos da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS). Com isso, foi possivel
determinar o didmetro hidrodindmico da particula (que, nesse caso, corresponde ao conjunto
formado pelo estabilizante (MPTS), o polimero (ANI) e as nanoparticulas de Ag). Os resultados
correspondentes sdo apresentados na Tabela 20.

A partir da constru¢do do grafico de Pareto, foi possivel avaliar quais fatores eram os
estatisticamente mais significativos para a determinag¢do do diametro médio das particulas do
compdsito estudado. Como pode ser notado (Fig. 87 a), tanto as concentragdes de MPTS, Prata
¢ Anilina, como as intera¢des entre a Anilina e o MPTS, ¢ entre a Anilina, a Prata ¢ 0 MPTS,
apresentaram uma influéncia estatistica significativa, ao nivel de confianga de 95%. No entanto,
pode-se notar uma maior influéncia da concentragdo do MPTS, para a qual o efeito tem um
valor positivo. Dessa forma, quando esse reagente ¢ utilizado em seu nivel superior (+) teremos
a dispersdo de tamanho do composito favorecida, da mesma forma que sua utilizagdo em nivel
inferior favorece a diminui¢do do tamanho do compdsito. O MPTS ¢ um importante constituinte
da reacdo, pois atua como agente estabilizador do composito, uma vez que seus grupos tiol (—
SH) se ligam nas superficies de nanoparticulas metdlicas, contribuindo desse modo para

diminui¢do da aglomeragdo das mesmas (Bourgeat-Lami, 2002).



Tabela 20 — Planejamento fatorial e medidas de didmetro médio de particulas dos

compositos Ag/Polianilina.

Experimento Prata Ani MPTS Replicatas (nm) Média (nm)
A01 - - - 1129 1090 1109
A02 + - - 1289 1461 1375
A03 - + - 1221 1188 1204
A04 + + - 1374 1037 1205
A0S - - + 1928 1402 1665
A06 + - + 2057 1565 1811
A07 - + + 1684 1890 1787
A08 + + + 2834 2971 2902
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O gréafico cubico das respostas de didmetro médio, mostrado na Fig. 87 b), auxilia na

melhor visualizacdo dos resultados. Como € possivel observar, compdsitos de diametros

menores sdo obtidos quando o MPTS, a anilina e a prata estdo em seus niveis inferiores

(experimento AOl); no entanto, ao se utilizar as concentragdes dos reagentes nos niveis

superiores, 0 composito resultante apresentard o maior diametro médio (experimento A0S).

Vale lembrar que a intensidade de fluorescéncia e o potencial zeta sdo também favorecidos

quando utilizados as concentragdes em nivel superior (+) dos reagentes, como constatado nas

Segdes 4.3.1.3 e¢4.3.1.4.

Figura 87 — Representacdes graficas da andlise estatistica para o tamanho de particula dos compositos de

Ag/Polianilina. (a) Grafico de Pareto e (b) Grafico cubico.

a)
MPTS
Prata
Anilina*MPTS

Prata*Anilina*MPTS
Anilina
Prata*MPTS

Prata*Anilina

|
|
I
|
|

\
1,655153

TR 7679441

3587339
3,023882
2897105

287407

2335096

p=05

Efeito estimado (valor absoluto)




186

5.3.1.6 Rendimento Quantico Relativo de Fluorescéncia

O rendimento quantico (¢) relativo da amostra A08 do composito de Ag/Polianilina foi
determinado com base no método comparativo proposto por (Williams, Winfield e Miller,
1983). Conforme descrito na Secdo 4.2.2.6, os valores de ¢ foram obtidos pela comparagao
com a fluorescéncia do sulfato de quinina, um fluor6foro de intensidade padrdao conhecida (¢
= 0,54) (Crosby e Demas, 1971). Para isso, foi necessario obter os espectros de absor¢ao na
regido do UV-Vis, e calcular as 4reas integradas abaixo dos espectros de emissdo de
fluorescéncia do sulfato de quinina e das amostras de interesse.

A partir desses dados, foi possivel construir um grafico da area integrada da fluorescéncia
em funcao da absorbancia, conforme mostrado na Fig. 88. Note que foi preciso a constru¢ao de
dois graficos, um para o composto padrao (Fig. 88 a) e outro para a amostra analisada (Fig. 88
b). Assim, utilizando a Eq. (4.4) (Secdo 4.2.2.6), foi possivel calcular o rendimento quantico da
amostra AO8 como sendo ¢ = (10,05 + 0,49) %, para um comprimento de onda de excita¢ao de
300 nm. Esse rendimento quantico de fluorescéncia ¢ maior que os valores para outros
compdsitos de polimero condutor/NPs metélica, como Pani/NPs de Au (¢ = 7,81 %), Pani/NPs
de Cu (¢ = 8,8 %) e Pani/NPs de Ni (¢ = 7,72 %), observados por (Santos et al., 2013),
(Almeida, 2019) e (Rafiqi e Majid, 2016), respectivamente.

E importante ressaltar que os calculos de rendimento quantico foram realizados sem que
fosse feita a alteragdo do pH do meio. No entanto, os resultados observados anteriormente (Fig.
83) relevam que a intensidade de fluorescéncia do composito de Ag/Polianilina aumenta
ligeiramente a partir do pH 5,0 (essencialmente o pH natural do compdsito), um fato que

justifica o uso do composito no pH natural.

Figura 88 — Graficos lineares da area integrada de fluorescéncia em fun¢do do valor da absorbancia no
comprimento de onda de excitacdo (4 =300 nm) para a) o sulfato de quinina ¢ b) a amostra A0O8 do composito de

Ag/Polianilina.
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5.3.2 Uso do nanocompdsito CoFe/PPy para ensaios de citotoxicidade e atividade

antitumoral in vitro

Diante dos resultados obtidos na caracterizagcdo dos compositos de Ag/Polianilina obtidos
por meio do planejamento fatorial, consideramos a utilizagdo da amostra A0S, aquela que
apresentou melhores respostas para a intensidade de fluorescéncia, potencial zeta e maiores
didmetros médio de particulas, para analises de biocompatibilidade e atividade antitumoral do

material.

i) Ensaios de Citotoxicidade

O potencial citotdxico do composito foi investigado a partir em ensaios in vitro de células
Vero (oriundas do rim de macacos africanos), inicialmente cultivadas na auséncia (Controle) e
na presenca do composito, em diferentes concentragcdes. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a analises de viabilidade celular pelo método MTT. Os resultados obtidos foram
coletados e analisados pelo programa SPSS 18.0, a fim de avaliar a regressao linear e determinar
a concentragdo citotoxica de 50% (CCso) — aquela para a qual a viabilidade celular ¢ reduzida
em 50%.

Como podemos observar na Fig. 89, nas diferentes concentragdes testadas (31,2 a 500
pg/mL) o composito de Ag/Polianilina ndo demonstrou efeito téxico para as células
investigadas, uma vez que nao ter sido observada diminui¢ao significativa da absorbancia nas
concentragdes testadas durante as 24 horas de incubacdo. Além disso, no ensaio de
citotoxicidade utilizando as células Vero, observou-se que a CCso obtida foi maior que 500
pg/mL, e que ndo foram encontradas diferencas significativas entre o grupo tratado € o grupo
controle. Entretanto, para concentragdes a partir de 62,5 pg/mL houve um maior efeito na
reducdo da viabilidade das células.

Na literatura, autores como (Humpolicek et al, 2018) demonstraram que a
biocompatibilidade da PANI varia de acordo com seu estado de oxidacdo, sendo a forma de
base aquela que apresenta maior biocompatibilidade. No entanto, ¢ sabido que os precursores
utilizados nas sinteses dos polimeros, bem com os oligdmeros presentes, podem também
modificar a citotoxicidade do polimero (Humpolicek et al., 2012; Mardkova et al., 2017). (Yslas
et al., 2015) demonstraram que citotoxicidade de nanoparticulas de polianilina frente a
diferentes células mamarias variava com a dependéncia do tamanho e da forma da particula.
Outros estudos realizados por (Mardkova et al,, 2017) revelaram que a insercdo de
nanoparticulas de Ag em estruturas poliméricas, como o polipirrol e a polianilina, também

contribuiu para a modificagdo da citotoxicidade, com o aumento da biocompatibilidade.
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Figura 89 — Efeito do Ag/Polipirrol sobre células Vero de mamiferos.
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Os resultados obtidos sugerem que o compdsito de Ag/Polianilina apresenta um bom
potencial para uso em aplicagdes biomédicas (a nivel celular). No entanto, testes mais
completos precisam ser realizados para que o material seja de fato estabelecido como
biocompativel, como, por exemplo, analises em outros modelos celulares, como fibroblastos e
macrofagos. Isso ocorre porque o uso de diferentes linhagens de células na andlise de
citotoxicidade ajuda a estabelecer a resposta que o material pode a vir desempenhar frente aos
diferentes tipos de estruturas celulares, o que, por sua vez, poderia resultar em sua aplicagao
mais segura (Humpolicek et al., 2018; Lima, 2019).

ii) HeLa

Na busca por novos materiais que possam atuar como agente terapéuticos para a a¢ao
direcionado de contra células cancerigenas, os materiais compdsitos que combinam
nanoparticulas metélicas e polimeros condutores tém se mostrado bastante promissores, devido
a fotoabsorcao atenuada das nanoparticulas metalicas e sua biocompatibilidade (Stewart et al.,
2012; Vaitkuviene et al., 2013). Por sua vez, a capacidade de absorc¢ao de radiacdo no NIR de
alguns polimeros condutores favorece a aplicacdo desses compdsitos em um tratamento
fototérmico (Stewart et al., 2012).

Nesse contexto, investigou-se a atividade antitumoral do compdsito de Ag/Polianilina
através da analise do efeito de diferentes concentragdes (31,2 a 500 pg/mL) sobre células HeLa
—um tipo de célula imortal oriundas de uma linhagem de células de adenocarcinoma do colo
do ttero humano. Como pode ser visto na Fig. 90, apds 24 horas, as células HeLa que estavam

sob tratamento apresentaram uma redugdo nos valores de absorbancia para concentracdes de
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Ag/Polianilina a partir de 31,2 pg/mL. Essa redu¢do na absorbancia pode ser atribuida a
presenga de células danificadas e em estadgio de morte celular, indicando a diminui¢dao da
viabilidade celular das células HeLa. No entanto, nesse experimento nao foi possivel determinar
qual a concentragdo que levaria a uma reducao de 50% da viabilidade das células (CCso), o que

torna necessaria uma investigacdo mais detalhada com esse objetivo.

Figura 90 — Efeito do compdsito Ag/Polianilina sobre células de carcinoma cervical humano.
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Mesmo que preliminares, esses resultados indicam a possibilidade da utilizagdo do
compdsito de Ag/Polianilina como um agente terapéutico, o que € reforcado pelo fato de que o
efeito antitumoral do compdsito ocorreu sem a aplicagdo de uma fonte externa de energia (como
a incidéncia de radiacdo IR ou UV). No entanto, a otimiza¢ao do processo deve ainda ser feita
e, para isso, parametros importantes como a concentracdo do compoésito deverdo ser
investigados.

Na literatura, a diminui¢do da viabilidade celular de células cancerigenas apds o
tratamento com materiais a base de polianilina e compositos  hibridos
polianilina/(nanoparticulas metalicas) ja foi previamente reportada. Um estudo desenvolvido
por (Yslas et al., 2015) demonstrou o potencial do uso de nanoparticulas de polianilina (NPs
PANI) na terapia de células cancerigenas. Nesse estudo, os autores justificaram o potencial das
NPs PANI como agente terapéutico devido a sua alta absorbancia Otica na regido do
infravermelho proximo, o que possibilita a geragdo de calor e, com isso, a destrui¢do seletiva
das células cancerigenas. Além disso, também se observou ser necessaria uma maior

concentragdo de NPs de PANI para o tratamento de células cancerigenas, relativamente ao caso
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de células mamarias, devido a sua maior taxa metabolica ¢ atividade endolitica. Outro estudo,
reportado por (Boomi ef al., 2019), revelou o aumento no potencial antitumoral de compositos
de polianilina e NPs de ouro e platina (PANI/Au-Pt NPs), quando comparado com o composito
de polianilina e NPs de ouro (PANI/Au NPs) e a polianilina pura; para a mesma concentragao

de material, a reducdo da viabilidade celular foi de 85, 60 e 15 %, respectivamente.

5.3.3 Uso do nanocomposito CoFe/PPy como material antibacteriano

Tento em vista os resultados obtidos, e sabendo do potencial bactericida das
nanoparticulas de prata, decidimos investigar a possibilidade de se utilizar o compdsito de
Ag/Polianilina como um material antibacteriano. Para isso, realizou-se uma prova do conceito,
na qual uma quantidade definida (~ 500 pg/mL) do compoésito estudado foi colocada para
interagir com bactérias de Escherichia coli (E. coli) Gram negativas, da estirpe DH5a e vetor
plasmidial pUC19, adquirida do repositério Addgene (EUA). Como anteriormente
mencionado, optamos por utilizar a amostra A0O8 do compoésito de Ag/Polianilina para as
analises de atividade bactericida, por conta de suas propriedades otimizadas.

A viabilidade celular apds o tratamento com o compdsito foi avaliada usando o kit de
viabilidade bacteriana Live/Dead® BacLight™ (Invitrogen), com a visualizagdo sendo feita
utilizando o microscopio Axio ImagerA2 equipado com uma camera digital Axiocam 503 color
(Zeiss, Alemanha). O kit consiste em dois compostos fluorescentes, o Syto9 e o iodeto de
propidio (PI), que se ligam aos 4acidos nucleicos. Estes compostos variam entre si pela
capacidade de penetracdo nas membranas das células de bactérias e em suas caracteristicas de
emissdo de fluorescéncia no espectro. O Syto9 penetra nas bactérias independente da
integridade de sua membrana, gerando fluorescéncia de cor verde (com excitagdo em 483 nm e
emissdo em 503 nm), enquanto que o iodeto de propidio penetra apenas em células que
apresentam alteracdo na integridade de sua membrana, uma condi¢do que geralmente ¢
associada com a morte celular, gerando fluorescéncia de cor vermelha (com excitagdo em 535
nm e emissdo em 617 nm). Esse ¢ um método que permite uma visualizagdo rapida de células
de bactérias vidveis e ndo viaveis.

Para o cultivo celular das bactérias, o procedimento adotado foi o protocolo padrao
descrito na literatura (Addgene, 2012; Silva, 2019). Apds o periodo de incubagdo e crescimento,
foram realizados a quantificacdo e o ajuste da concentracao das células por meio da densidade
Otica no comprimento de onda de 600 nm (DO 600) com o0 uso de um espectrofotdmetro. Para
isso, um precipitado de bactérias (pellets), obtidos através da centrifuga¢dao dos tubos
cultivados, foi suspenso em solucdo fisioldgica com a concentragdo sendo ajustada até o valor

de 0,5 para a absorbancia no comprimento de onda de 600 nm. De acordo com a escala de
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turbidez de Macfarland (Balouiri, Sadiki e Ibnsouda, 2016), este ajuste corresponde a uma
concentragdo de 10® células por mililitro de solugdo de bactéria (Sutton, 2011).

Para o teste de atividade bactericida, inicialmente preparamos a amostra A08, a qual foi
submetida a um processo de secagem, uma vez que o meio no qual a amostra estava dispersa
(etanol) poderia vir a interferir no experimento proposto. Apds a completa evaporagdo do
solvente, 0,5 mg do po6 resultante foi resuspenso em ImL de dimetilsulfoxido (DMSO) (50%
v/v) — obtendo uma nova amostra, agora denominada de Ag/Pani/DMSO. Em dois tubos
eppendorfs de 1,5 mL, contendo 500 pL da suspensdo bacteriana, foram adicionados i) 50 pL.
de DMSO (50 % v/v) e ii) 50 uL. do compésito de Ag/Pani/DMSO. Células que ndo receberam
tratamento foram consideradas como grupo controle. Esses tubos foram mantidos sob agitacao
constante de 300 rpm por 60 min. Apds esse tempo, as células foram marcadas utilizando os

marcadores fluorescentes do kit Live/Dead® BacLight™

, para a analise da viabilidade celular.
Para isso, volumes iguais de Syto9 (3 uL) e de iodeto de propidio (3 pL) foram adicionados em
um tubo eppendorf. Apos isso, adicionamos 1,5 pL. da mistura de corantes para cada 500 pL de
suspensdao bacteriana. Essa suspensdo foi homogeneizada e mantida abrigada da luz, sob
temperatura ambiente, por 15 minutos. Para a avaliagdo microscopica, 10 pL da solug¢do foram
colocadas sobre uma lamina microscdpica e recobertos com uma laminula para visualizagdo da
fluorescéncia.

Os resultados da interagdo do composito de Ag/Polianilina com as bactérias de E. coli sdo
apresentados na Fig. 91. Como ¢ possivel observar visualmente na Fig. 91 a), as células que
ndo foram submetidas ao tratamento com o composito estudado, denominadas de grupo
controle, apresentaram a fluorescéncia apenas na regido do verde, indicando a presenca de
células vidveis, ou seja, vivas. Ja na Fig. 91 b), podemos observar que o tratamento das células
com o solvente (DMSO) utilizado na dilui¢do do composito estudado resultou em uma pequena
porcentagem na reducdo da viabilidade das células, o que ¢ indicado pela emissdo de
fluorescéncia na regido do vermelho. No entanto, ao analisarmos o efeito causado pelo
tratamento das células com o composito proposto, através da imagem da Fig. 91 c¢), podemos
ver uma redug¢do significativa do niimero de células vidveis, uma vez que a grande maioria das
células apresentou a coloragdo do iodeto de propidio, indicando perda de integridade da

membrana celular e consequente morte bacteriana.
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Figura 91 — Imagens do microscépio de fluorescéncia de células de E. coli. a) sem tratamento (controle) b) sob

acdo do solvente (DMSO) e ¢) sob agdo do composito Ag/Pani/DMSO.

)

Embora ainda preliminares, esses resultados indicam que o compdsito de Ag/Polianilina
se mostra eficiente e promissor para uso como material bactericida. No entanto, estudos mais
completos precisam ainda vir a ser realizados, a fim de determinar parametros relevantes (tais
como a concentragdo ideal do composito, o tempo de morte, a determinacdo da concentragao
bactericida minima e entre outros) € 0 mecanismo correspondente da acao.

O comportamento bactericida de compositos formados por polimero/metal ja foi
reportado previamente. Pesquisadores como (Boomi et al., 2019) mostraram que o efeito
antibactericida de compositos de PANI/NPs Au, PANI/NPs Au-Pt eram superiores ao da
propria Polianilina. Esse efeito foi atribuido a introdugdo de NPs metalicas na matriz PANI, o
que, por sua vez, aumentou a atividade antibacteriana devido ao efeito combinado de NPs
metalicos com a matriz PANI. Outro estudo, realizado por (Jia et al., 2012), demonstrou que o
composito de Ag NPs/PANI apresentava um maior potencial antibactericida (e antimicrobiano)
em comparacdo com as NPs de Ag e a PANI puro, nas mesmas condi¢des de teste. O mecanismo
atribuido a esse efeito antimicrobiano foi a sinergia estabelecida entre nanoparticulas e o

polimero durante a formagao do composito, a qual, por sua vez, leva a alteragdo da morfologia
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e estrutura da PANI e das NPs de Ag. Essa interacdo sinérgica foi também explorada por
(Kucekova et al., 2013) para a criacdo de filmes de Polianilina/Ag, que também apresentaram
excelentes propriedades antibacterianas. Além disso, estes filmes também demonstraram
potencial para aplicagdes biomédicas, uma vez que ao serem aplicados na superficie da pele

humana (na parte superior do brago), ndo causaram nenhuma irritacdo ou sensibilizacao.

5.4  CONCLUSOES

Os resultados apresentados ao longo deste capitulo comprovam ter sido possivel alcangar
os objetivos de sintetizar compositos de Ag/Polianilina com rendimento quantico de 10,05 %.
Através do planejamento fatorial foi possivel a otimizag¢do das condi¢des de sintese, de modo a
maximizar a intensidade de fluorescéncia dos compdsitos, e ajustar o valor do potencial zeta e
o tamanho do composito. Dentre as amostras analisadas, a A0S (+ + +) foi aquela para a qual
foram obtidos os melhores valores de intensidade de fluorescéncia, que alcangou a ordem de
107 (u.a.) na regido do visivel, apds a excitagdo em 300 nm.

A partir das técnicas de UV-Vis e FTIR a formagdo da polianilina foi confirmada e,
através das analises das medidas de fluorescéncia, impedancia, e potencial zeta, em fun¢do do
pH, foi possivel verificar a influéncia da polianilina sobre a condutividade e a fluorescéncia do
composito estudado. Desse modo, acreditamos que o fendmeno de fluorescéncia observado no
composito resulta de uma interagdo sinérgica entre as propriedades da superficie da particula
(NPs de Ag) e as cadeias poliméricas vizinhas que as envolvem por completo.

Analises in vitro da biocompatibilidade do composito de Ag/Polianilina foram realizadas
através da técnica de citotoxicidade em células de mamiferos (Vero). Nesses ensaios, foi
possivel concluir que a viabilidade das células testadas ndo foi afetada pela acdo do compdsito
estudado. Mesmo que ainda preliminares, esses resultados refor¢am a possibilidade de
aplicacdo do compdsito em sistemas biologicos. No entanto, andlises mais completas precisam
ser realizadas para possibilitar uma melhor definicdo da biocompatibilidade do compdsito de
Ag/Polianilina, como, por exemplo, o estudo em outros modelos celulares (como fibroblastos
e macr6fagos).

Além disso, estudos iniciais indicaram que o compdsito apresentou uma redu¢do na
viabilidade de células de carcinoma cervical humano (células HeLa) e de células de bactérias
de E. coli Gram negativas. Com base nesses resultados, mesmo que preliminares, podemos ver
que o compdsito apresenta bom potencial para uso como agente terapéutico e bactericida. No
entanto, estudos mais aprofundados se fazem ainda necessarios, a fim de determinar os

melhores parametros e 0 mecanismo correspondente da agao.
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Considerando esses resultados, dentre as principais perspectivas em relagdo a aplicagao
do compdsito de Ag/Polianilina, temos:

1. Investigar o efeito citotoxico do compdsito Ag/Polianilina frente a diferentes células
mamarias.

ii. Otimiza¢do das condi¢cdes de uso do composito Ag/Polianilina como um agente
terapéutico contra células cancerigenas e bacterianas.

iii. Determinar um possivel mecanismo de acdo do composito sobre as células de HeLa, o
que por sua vez podera permitir uma melhor compreensao sobre o tipo de morte celular

que estaria sendo induzido.
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6 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

No decorrer deste trabalho discutimos métodos de preparacdo e caracterizagdo de
materiais hibridos e nanoestruturados para aplicagdes em sensoriamento de ions fosfato,
remocdo de contaminantes em meios aquosos, purificacdo de biomoléculas, e como agentes
terapéuticos e antibacterianos. Os materiais aqui desenvolvidos foram CoFe;Os, NCM de
PPy@Alg/Qui/CoFeNPs, NCM de CoFe/PPy e o composito fluorescente de Ag/Polianilina.

1. Nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe;O4 NPs), preparadas pelo método de co-
precipitagdo, foram utilizadas com sucesso como uma nova plataforma sensorial para a
detecgdo sensivel e seletiva de ions fosfato. Nossos resultados de sensoriamento indicaram que
o sistema por CoFeNPs/ssDNA* apresentou um excelente limiar de sensibilidade, com limite
de deteccdo estimado de 1,75 nM. Também se verificou uma linearidade na intensidade de
resposta da fluorescéncia para concentragdes de ions de fosfato na faixa de (150 a 5000) nM.
Dessa forma, ¢ possivel usar a mesma plataforma em sistemas com variagdes extremas na
concentragcdo de fosfato. Por conta disso, utilizamos a plataforma para a deteccdo de ions
fosfatos em meios mais complexos, como o soro de sangue humano. Esse sensor apresentou
uma alta seletividade, sendo capaz de distinguir o ion fosfato dos demais eletrolitos presentes
no soro sanguineo, € dos demais ions presentes em um meio aquoso. Deste modo, sugerimos
que a plataforma CoFeNPs/ssDNA* pode encontrar aplicagdes praticas na deteccdo rapida e
sensivel de ions fosfato por fluorescéncia. Assim, dentre as principais perspectivas relacionadas

com a aplicacdo das nanoparticulas temos:

X Realizar experimentos a fim de explorar a estabilidade da plataforma CoFeNPs/ssDNA*,
verificando por quanto tempo o material pode ser estocado em temperatura ambiente e
em baixa temperatura (10° C);

X Verificar a resposta da plataforma CoFeNPs/ssDNA* frente a amostras reais de rios ¢

lagos, na quantificagdo da concentragdo dos ions de fosfato.

2. Os nanocompdsitos magnéticos hibridos (PPy@Alg/Qui/CoFeNPs) apresentaram
uma excelente performance para a remog¢ado do corante azul de metileno em meios aquosos,
exibindo uma capacidade maxima de 818,5 e 835,0 mg/g a temperatura ambiente, para o
composito na forma de pérola (PNCM-PPy) e p6 (PONCM-PPy), respectivamente. Esses
compositos também mostraram uma maior eficiéncia para a remoc¢ao de AM em meios em pHs
na faixa entre 4,5 ¢ 7,0, o que aumenta a possibilidade de utilizagdo do compdsito para a

remog¢ao de contaminantes téxtil em efluentes por exemplo, uma vez que ndo se faz necessaria
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a acidificag@o ou alcaliniza¢do do meio. Além disso, 0 uso do NCM ¢ simples devido a presenga
do nucleo magnético, o que confere uma maior facilidade no manuseio delas. Dessa forma,
acreditamos que as principais perspectivas em relagdo a aplicagdo do NCM de
PPy@Alg/Qui/CoFeNPs, seria:

> O uso do NCM como agente de remogao eficiente de outros contaminantes, tais como
ions de metais pesados (como o cobre, cromo, manganés, chumbo, mercurio), outros
corantes catidonicos (como o vermelho do congo e o indigo carmim), e biomoléculas
(como hormdnios e proteinas);

> O uso do NCM para a remogdo de contaminantes em amostras reais, provenientes de
industrias téxteis, para que possam vir a ser aplicados em tratamentos tercidrios em

sistemas de descontaminagao de efluentes.

3. Os nanocompésitos magnéticos (CoFe/PPy), obtidos através da rota de polimerizagdo
em fase-vapor, apresentaram excelentes resultados quando utilizados como adsorventes de fase
solida para a extra¢do e purificagdo de DNA a partir de amostras de sangue total. Nossos
resultados revelaram que o uso do NCM CoFe/PPy no protocolo de purificagdo desenvolvido
se mostrou eficaz, levando a obtencdo de rendimentos de DNA e pureza semelhantes aos de
kits comerciais de purificagdo magnética de DNA, a partir de amostras de sangue. Mostramos
ainda que esse nanocompdsito ndo inibiu a reacdo de PCR, o que possibilita a aplicagdo do
material diretamente na reacdo, tornando desnecessaria uma etapa prévia de eluicdo. Desse
modo, acreditamos que o NCM CoFe/PPy desenvolvido possa encontrar aplicagdes variadas na
area de biologia molecular. Dentre as principais perspectivas em relacdo a aplicacdo do
composito de CoFe/PPy, temos:

X Buscar o desenvolvimento e a implementacdo de protocolos para a purificagdo de DNA
a partir de outros tipos de amostras bioldgicas, como saliva, urina, bactérias, virus e tecido
vegetal.

X Realizar experimentos com intuito de explorar a aplicagdo desse material em protocolos

de purificacdo de outras biomoléculas como RNA e proteinas;

4. Por sua vez, os compositos fluorescentes de metal/PCs (Ag/Polianilina),
desenvolvidos a partir da sintese de uma reag¢do redox simultanea entre o metal e o polimero
condutor, mostraram boa biocompatibilidade, uma vez que a viabilidade das células testadas
ndo foi afetada pela agdo do compdsito. Ainda que preliminares, esses resultados reforcam a

possibilidade de uma aplicagdo mais ampla do compdsito Ag/Polianilina em sistemas
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bioldgicos. Nossos estudos também revelaram uma diminuigado significativa da viabilidade das
células de carcinoma cervical humano (HeLa) e das células de bactérias Gram-negativas (E.
coli), indicando um potencial terapéutico e antibacteriano para o compdsito estudado. Além
disso, analises realizadas por espectroscopia de fluorescéncia mostraram que a metodologia
empregada para a preparacao do composito ¢ efetiva para a formagdo de duas bandas distintas
de emissdo, compreendidas na regido do ultravioleta (342 nm) e na regido do vermelho (667
nm). Com isso, como principais perspectivas relacionadas com a aplicacdo dos compodsitos

Ag/Polianilina, temos:

X Avaliar o efeito citotoxico do composito Ag/Polianilina frente a diferentes células
mamarias, como as células de fibroblastos (células primarias da pele) e macrofagos
(células do sistema de defesa). Esses modelos celulares sdo amplamente utilizados para
avaliar a citotoxicidade de novos materiais devido a possibilidade da sua interacdo com
compostos candidatos ao uso na terapia de doencas.

> Otimizagdo das condigoes de uso do compodsito Ag/Polianilina como um agente
terapéutico contra células cancerigenas. Além disso, héd ainda a alternativa da utiliza¢ao
do compdsito em conjunto a incidéncia de radiagdo eletromagnética para possibilitar uma
maior potencializa¢do da sua a¢do antitumoral,

X Realizar experimentos com intuito de explorar e otimizar a atividade antibacteriana do

compodsito.

Finalmente, deve ser mencionado que alguns dos projetos relatados nesta tese levaram a
desdobramentos e resultados que ndo foram aqui discutidos. Este ¢ o caso, por exemplo, do
desenvolvimento de um sistema, baseado na imobilizagdo de sondas de DNA na superficie do
nanocomposito de CoFe/PPy, para a deteccdo sensivel e seletiva de sequéncias de DNA
associadas a bactéria de E.coli. Ainda que preliminares, nossos resultados indicaram o potencial
do compdsito para o desenvolvimento de uma plataforma de diagnostico molecular que poderia
vir a ser utilizada tanto para a detec¢do de E.coli, quanto de outros agentes infecciosos (como
Sars-Cov-2, Zika, HPV-18). Contudo, estudos devem ser ainda realizados para otimizar as
condi¢des da imobilizagdo do DNA sobre o compdsito, bem como a determinagdo de valores
de sensibilidade, limite de deteccdo, seletividade e estabilidade para este sistema de

sensoriamento.
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APENDICE A - PREPARACAO DAS SOLUCOES TAMPAO

Neste Apéndice serdo apresentadas a preparagdo das solugdes usadas nos protocolos de

sensoriamento de ions de fosfato, e de lise, extracdo e purificagdo de DNA, discutidos em

capitulos anteriores. Como os protocolos desenvolvidos compartilham do mesmo tipo de

solugdes, elas serdo apresentadas em ordem cronologica, sem repeti¢des das solugdes ao longo

do texto.

A.1. Solugdes utilizadas no Capitulo 1

b=

Solugao tampao (Tris — HCl/MgCl,)
Pesar 2,03 mg de cloreto de magnésio,
Adicionar em um baldo volumétrico de 100 mL e aferir com agua deionizada,
Pesar 3,028 g de Tris base,
Adicionar em um baldo de 500 mL o Tris, 210 mL de HCI1 (0,2M) ¢ 50 mL da solugao
de cloreto de magnésio (passo 2),

Aferir com dgua deionizada.

A.2. Solugdes utilizadas no Capitulo 3

1.
2.

el

el

Solug¢ao de lise (Triton 1%)
Adicionar 1 mL de Triton X — 100x em um baldo volumétrico de 100 mL,

Aferir com dgua deionizada.

Solugdo de ligagao (Glicina — HCI — NaCl, pH 3,2)
Pesar 375,3 mg de glicina,
Colocar em um baldo volumétrico de 25 mL e aferir
Pesar 17,5 g de NaCl,
Adicionar em um baldo volumétrico de 100 mL o NaCl, a solugdo de glicina (etapa 2)
e 2,5 mL de HCI (0,2M),

Aferir com dgua deionizada.

Solugdo de lavagem (CH3COOK — Tris — EDTA — Etanol, pH 8,5)
Pesar 798,7 mg de acetato de potassio,
Pesar 136,9 mg de Tris base,
Pesar 1,6 mg de EDTA,

Adicionar o EDTA, o Tris e acetato de potassio em um baldo volumétrico de 50 mL,
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Aferir com dgua deionizada.

Para os experimentos, adicionamos 1,7 mL de etanol para cada 1 mL da solucdo de

lavagem.

A o e

A o e

1.
2.

Solugdo de elui¢do fosfato/fosfato (NaH2PO»/Na,HPO4, pH 7,8)
Pesar 239,6 mg de fosfato monossédico,
Colocar em um baldo volumétrico de 10 mL e aferir com 4gua deionizada,
Pesar 1,4 g de fosfato disforico,
Colocar em um baldo volumétrico de 50 ml e aferir com dgua deionizada,
Adicionar 6,5 mL da soluc¢ao de fosfato monossodico ¢ 43,5 mL da solucao de fosfato
disso6dico em um baldo volumétrico de 100 mL

Aferir com dgua deionizada.

Solugdo de eluigdo Tris/SDS (pH 8,0)
Pesar 0,605 g de Tris,
Colocar em um baldo de 50 mL e aferir com dgua deionizada,
Pesar 272,3 mg de SDS
Adicionar a solu¢do de Tris (passo 2) e o SDS em um baldo volumétrico de 100 mL,

Aferir com dgua destilada

Solugdo de eluicdo Glicina/NaOH (pH 8,8)

. Pesar de 375,3 mg de glicina,

Colocar em um baldo de 25 mL e aferir com dgua deionizada,
Adicionar 25 mL da solucdo de glicina e 3 mL de NaOH em um baldo volumétrico de
100 mL,

Aferir com dgua deionizada.

Solugao de TAE 0,5 X (Eletroforese)
Adicionar 12,5 mL de TAE 40x em um baldao volumétrico de 1000 mL,

Aferir com dgua destilada.
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ABSTRACT: Phosphate ions perform a variety of functions in
metabolic processes and are essential for all living organisms. The
determination of the concentration of phosphate ions is useful in clinical
diagnosis of various diseases as an inadequate phosphate level could lead
to many health problems. In the search for a cost-effective method of
fast monitoring, we investigated the use of cobalt ferrite nanoparticles
(CoFeNPs) in the selective recognition of phosphate ions dissolved in
aqueous media and more complex samples, such as human blood serum.
We prepared these NPs by a chemical coprecipitation route and
subjected them to annealing at 600 °C for 1 h. The successful formation
of the NPs was confirmed by Fourier transform infrared spectroscopy,
X-ray diffraction, transmission electron microscopy, and hysteresis loop
measurements. The NPs exhibited a ferrimagnetic behavior, a spinel-
type crystalline structure, and hexagonal shape in the nanoscale range.
We demonstrated that CoFeNPs containing immobilized fluorescent-labeled single-chain DNA (ssDNA*) probes can be applied for
the fast selective detection of phosphate ions dissolved in a liquid medium. We have explored the fact that phosphate groups can
displace ssDNA* probes attached to the nanoparticles, therefore causing a perceptible change in the fluorescence signal of the
supernatant liquid. This detection method has been tested for the sensing of phosphate ions present both in aqueous solutions and
in biological samples, with excellent selectivity and a low limit of detection (~1.75 nM).
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H INTRODUCTION

Phosphate groups are an essential component of all living

softening, heart and respiratory failure, and even coma. This
syndrome, which has a positive diagnosis' when the phosphate

organisms, performing a variety of functions in metabolic
processes. As examples of their ubiquity, one can cite their
presence in phospholipids, molecules essential for the
formation of cell membranes, in adenosine triphosphate, the
power supply for all cellular processes, and in nucleic acids,™*
as well as the role played by calcic phosphate salts in structures
that confer mechanical rigidity to bones and teeth.”

It is important to develop methods for a practical assessment
of the phosphate level in biological samples. An inadequate
phosphate level in body fluids could lead to many health
problems, and therefore, determining the concentration of
phosphate ions is essential for the clinical diagnosis of various
diseases, such as kidney failure," hypertension, vitamin D
deficiency, bone disorders, and hyperparathyroidism.** Hyper-
phosphatemia, that is, an elevated level (>45 mg L™') of
phosphate in blood serum, could lead to the formation of
calcium deposits in soft tissues, hypoparathyroidism, diabetic
ketoacidosis, and tumor lysis syndrome.”*” On the other hand,
low levels of phosphate in the blood (hypophosphatemia)
correspond to an electrolyte disorder that can cause bone
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concentration in blood serum becomes lower than 25 mg ) P
is classified as severe™ when these levels are below 10 mg L™".

In addition, phosphate is commonly used in fertilizers as a
precursor of phosphorus, an essential plant nutrient. However,
their extensive use in agriculture makes phosphate ions an
important contaminant of both soil and water. The World
Health Organization recommends a maximum phosphate
concentration of 1 mg L™" in drinking water.” High phosphate
levels in lakes and coastal water can induce excessive growth of
plants and algae (eutrophication), disrupting aquatic life
cycles,'~'? in a process that is accelerated by intensive animal
husbandry and anthropogenic discharges into the environ-
ment.'> Hence, there is also a need for practical sensors that
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We describe the preparation of polymethylmethacrylate/(rice husk ash)/polypyrrole (PMMA/RHA/PPy) com-
posite membranes and their use as active agents for the removal of hexavalent chromium (Cr(V1)) and the
organic dyes tartrazine (E102) and indigo carmine (IC). We prepared the membranes following a two-step
process: initially, using the electrospinning technique, we obtained PMMA:RHA mats with various relative
concentrations, and afterward we used an in situ chemical polymerization to incorporate polypyrrole chains
onto the surface of the membrane fibers. We characterized the membranes by SEM, water contact angle and
fiber diameter measurements, tensile tests, UV—Vis and FTIR spectroscopy. We have found that the incorpo-
ration of RHA in the ratio 1:0.1 led to an enhanced mechanical strength of the polymeric fibers. At pH 2, the
PMMA/RHA/PPy membranes exhibited a good removal capacity for all three contaminants, estimated as
360.5mg/g (after 150 min), 165.7 mg(g (after 60 min) and 142.9 mg/g (after 70 min), for Cr(V1), E102 and IC,
respectively. We suggest that the PMMA/RHA /PPy membrane is a promising active material for application
in efficient water remediation protocols, for combining advantages as a simple preparation methodology and

a high adsorption capacity toward different types of contaminants.
© 2020 Taiwan Institute of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

After decades of accelerated industrial and agricultural progress
that have contributed to a significant increase in environmental dis-
order and pollution, contamination of water bodies has become one
of the most important problems of the 21st Century [1]. Industrial
processes usually generate a large amount of residual water, which
must be submitted to appropriate treatment before its disposal into
the environment [2,3]. The food, pharmaceutical, cosmetic, textile
dyeing, garment preparation, and leather tanning industries make
extensive use of heavy metal ions and organic dyes in their processes
[4,5]. These substances, which are toxic contaminants that can cause
liver damage, pulmonary congestion and allergic reactions [6,7], are
highly carcdnogenic when present in excess.

The search for new materials for wastewater treatment continues
to be of interest, in terms of making the corresponding processes
more economical and energy-efficient. Adsorptive substances have
been widely exploited for allowing easy removal of contaminants
[89], by mass transfer mechanisms in which the active agent (the

* Corresponding author at: P6s-Graduag3o em Géncia de Materiais, Universidade
Federal de Pernambuco, Redfe, Brazil.
E-mail address: celso@df ufpebr (CP. de Melo).
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adsorbent) is a solid material able to capture the interest targets (the
adsorbate) present in a fluid medium [10].

Among the adsorbent materials, the use of membranes capable of
an efficient adsorption/desorption of contaminants has deserved spe-
dal attention [11,12]. Highly porous adsorbent membranes may
allow for excellent adhesion of the target molecules, and so great
efforts have been made to investigate different compositions of these
materials aiming to optimize their use in the remediation of aqueous
media [13,14]. As a special interest exists for composite membranes
containing polymers, polymethylmethacrylate and polypyrrole
deserve attention for their simplicity of synthesis, good biocompati-
bility, and high environmental and thermal stability [15,16].

Agricultural waste is an abundant source of porous materials rich in
active functional groups. Hence, an interesting alternative would be the
use of this type of residue in low-cost and eco-friendly remediation pro-
cesses. Waste materials have been used either as natural adsorbents or
in composite agents for the capture of dissolved molecules and ions
[17,18). For instance, it is known that caldnation of rice husk produces a
silica partide network that, once incorporated in a polymeric matrix,
results in nanocomposites with enhanced mechanical properties [19,20].

We have previously examined the use of polystyrene/polyaniline
composite membranes for removal of dyes from aqueous media [21]
and the effidency of polypyrrole /maghemite and polyaniline/maghemite

1876-1070/© 2020 Taiwan Institute of Chemical Engineers. Published by Elsevier BV. All rights reserved.

222



Conents lints svadatde st Scieculiosct

Journal of Environmental Sciences
Oursal hamepege: www stssrver comSocsteles

Kinetics and thermodynamic studies of methyl orange removal by
polyvinylidene fluoride-PEDOT mats

Romdrio ). da Silva®, Lizeth Carolina Mojica-Sinchez®, Filipe D.S. Gorza’,
Graciels C. Pedro’, Bruna G, Maciel, Gabriela P, Ratkovsks®, Hérica D. da Rocha’,
Kamila T.O. do Nascimento®, Juan C. Medina-Llamas®, Jos€ . Alcaraz-Espinoza®,
Alicia E Chivez-Guajardo®, Celso P. de Melo™

TG G P08 L e e & T > WD MY el T e

" Degr > An Fedrd b P MO R 1T Bt

“ Comvs v Lo Chmons 3 To ot W b S5 P e—.

S At g Uenchas ie ln Serva Usever it e L] - e

* Do Py — ML M

ARTICLE INXFO ABSTRACT

e dadd We rrpont the peesaaton of poly(14-cohylene Sorythegtene) (PEDOT)-modified poyvinyldene fiuo-
Snaved () Owomben 2519 e eeutronpen T0ers and Dhir uee a1 & novel adwochent Mutrisd e T remonal of the anionc dyr
""'"’a'-':. Metiyt Oratge (MO] from sgurown medis, This novel adserbere matrrial <an be oied 0 selecovly e
2 e move N0 00 4 wete g0 ange (30- 1000 WeN & mEamuin Gpecky of IALEmEE & pi 1.0 Whes

e im 4 foom ulatng SRTatin Tysemn, D IMAKITIETS ALRarpriog Capecity wan mrachod i 2 1horsr tie

[ (0T} T (N SUMETYOO FOE TUATH TR EXPETITMTI { D00 menr ) IUsnd 00 The anaiyses of the ety
Temrmpvenng aad adwrption podherm data one Gn concitde that the perdonnant mechanam of interacton brtwees
Comgesier ooy T DA MG TTW GRUONSS Ty MMM 1 CHCTIONLING Revkaes, (O0NOTRg (W ExTNRNCD valiey
Peda for (1w Cittn enevpy. and entropy axd evetalpy <Bangrs. it wan extabiahed that the ahorption pescess b
A e PORAONS M0G0 ACCUTS ) A0 ETKIOENEITING IRAANST T SI00 TecTanal S o WONMenis sLaniiny o
3"_—"‘ (e meTbEInes MIcwnd I I 12 & Wast 20 COMMTIENT SIS BrorFeen e, withooe uig-
—— AOCAT Fss of (W CTIARIIETINTNG. W SUEpest (11 D PRySCEr CININCA ONACeTmin of PLDOT make
these By muats & promeving adeertere matrial S wer In water medlarion prosecoly and efieers
Uratmens wsems
© 2000 Mubitaed By Flsevier BV, 0o Sehal of The Rewearcs Contor fox Bco-Dowironenencal Scamon,
Chenese ACademny of SOemons
1 Introdhe tion [Schmarrenbach o W, 2010) inchadeg moce than M0,.000 chldren
(Oegandzasson, 2017)

Nowakays, Jc0es (0 2 good waser supply & 2 magor social prob- In 1865, Willlam Feriin sevolutionised the food, textde, oo
fern In e pant decades, water consampton & 3 ghobal lewel  metic puper, ather, and paint industnes by preparing the firs
Increased 4t 3 faster e 1N populicion growsh The prodac SYNENIC orgasic dyes (i of 4l 2011} Since then, the Linge-
oo of 2 Lepe number of offivents contamisaned by omgank mat-  scale use of wynahetic dyes has made these composnds 3 e
ter, beavy metal joas, hormoses, dyes, and agrochemicals, among  cerring contaminant of iadustrial waters. Most of these chesacal
othery, by inbwrent 1o musy Suman sctvithes, uxch o industrier,  feuidees 2oe stable endey lighe expoture and eovirosenmeal axida
minng ad agrcuowe. Accoeding o the World Health Orgars-  thol (Cong ot W, 2011} and 0 Dot andergo Biodegradition pro-

ravion (WHOL 23 Nilee pecple sound the world &d oot hawe  cesses, romaining resctive during yean.
Jccess to safe drinking water i 2007 (Organizaton, 2017) Each Azo dyes, which represent the dass of compounds most used
YOAL walst Conlamnation Canes the death of 18 milhon people i teanile snd fod (Oharmu of L, 2011) and accous for

s Db sngy W0 L 004 004
MO0 GAEE 2000 Pubiahad by Elarvr BY om Ml of The Beseanh Commm An Too B O e

223



e Depésitos de Patentes Nacionais

WP i

Pedido naclonal de Invengio, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adiglo de Invengio e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2010 020805 &

Dados do Depostants (71)

Depositante 1 de 1

Nomw ou Razfio Societ UNWVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBLUCO
Tpo do Pessos. Posson Jrdca
CPFICNPE 24134452000108
Naclonabdade: 5 wbovn
Qualticachio Juridice: 1mitucio de Eneno o Pesgasa
Enderega: Av. Prot Morses flego. 1235 - Cioade Unwvensitiria
Cdade: Roale
Estado: 7L
CEP; 570w
Palx: Sram
Telofone: (81)2126 2050
Fax (51)2126 0059
Emak palenion_dne gropemcBue tr
Dados do Pedido

Netureza Patenta: 10 - Patenie oo bvongdn (91)

Thulo de Invenclo cu Modelo de FILMED NANOESTRUTURADOS OF POLIMEROS CONODUTORES,

Utidade (34) PROCESSO DE DEBTENCAD E SEU USO COMO PLATAFORMAS
PARA O SENSORAMENTO DE ACIDOS MUCLEICOS
Reaumo: A (vesenis imencho estonds 5e & Ariese de Bmes fnos de
polimaros conduieres (PC) sotwe subal aos Yasimis de polistiencs
Toretionulo (PET) 0 & s0U Uso COmo Uma el arme para » dolecgdo
O sequircian orpeciicas de ASOU NUSECON (0 & ©
socscriamento smolocidel) do agemies Mecnoios, tomo Lestvuria

nfaniam, 0 virus ds kA, 0 virus do Pagioma Mamano 190 18 (MY

10, denire 0ul s Goengas de mDoriAncia Cara A sal0e publca A
prosants matndaloga 4 haseads Aa deteccdo e Ackdins nudeloos
or Mmoo de U MRS 20000 0o sonvies de e sl esgecitoo) ¢
o GO otpet w0 PRl & NCOPOrapin (0 sUbs A0 PoRmén oo
N (WO DG e proiierion slmgies Figeden © da basen ks
N 0 Bagrossu simgAtomi Ge Ao wTeasotas o gendtoas
o PONIDS Ao de slendmenin Dossla o, e sepecal,
R ans B0 Dravenclo oo ¥ alamenis dessas doences medks am
OMAPO FOE ), [N O IOkl oo @ribronied 0 Dare Wna 1aosds
W N cacho de padgenon pola iIndusin e dleren
Figwn o putionr:

w Fats st fe o vl poto vt Pesoosarenio Bt neo wa 8 10010 pe
2R Pt A A TO MM NG

Pom e S el 0 ey W M

224



LEEAL L s o

, ' NACIOWNAL 16112008, ,,
PROFRIEDADE
A 0GR TAIAL [0 TR0 e

204006171 1580287

Pedido nacional de Invengao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adi¢éo de Invengéio e entrada na fase nacional do PCT

Nimero do Processo: BR 10 2018 073701 5

Dados do Depositante (71)

Depositanie 1 de 1

Nome ou RaSio Sockst UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Tipo do Pessox: Pusaca Jurdca
CPFICNPS: 24134450000108
Naclonaldade: & asie ra
Quaiticachio Juridica: Orplo Puskco
Enderega: Av. Prof. Morses Rogo, 1235 - Cidace Universtina
Cutade: Fralo
Estado. PE
CEP: 50670001
Palx: Bt
Telofone: (91)2126 8956
Fax (21)2126 0959
Emal: paterios_dne propongiuipe tr

Natureza Patecte: 10 - Patenie de bwencda (P

Thuio da lawengio ou Modelo de NANOCOMPOSITO MAGNETICO MBRIDO DE OXIDO DE FERRO

Utiidede (34) £ POUTIOFEND E SEUS DERWVADOS, PROCESSO OE
OBTENCAO E USOS
Resumo: A prasents invenclo 'elata 0 USO de W NANCUTPASID MAGNANCS

hibrdo (NCMH) composio per particulias rmagnidcas revesticlas pelo

palimens condulor policfeno (PIf), ou #gum de sews denvacos
como materid adsorvenio B0 e SOk em LA sérfe de

MeDANOPas e & exTaclo, seperacho, concentragho o

PUTICAcEn da ACIANS PUCACON & CUT AN BIOMOl4CUINg Dresenion ant

P .:w-hdogmwmmum

Eata pofcrtocin 10 envisia 150 sterna Petoonamento Smirdouoo em W1 V2018 b
174, Pecho 870500 12304

225



226

e Artigos em Preparacio
— Ratkovski, G.P., Ratkovski, D.R., Silva, R.J, Reis, E. S., Rocha, H.D., Gorza, F.D.S., Maciel,
B.G., Nascimento, K.T.O., Pedro, G.C., Melo, C.P., Chitosan/Alginate beads@Polypyrrole

encapsulated Cobalt Ferrite nanoparticles for Methylene Blue removal.

— Ratkovski, G.P., Lima, E. M. A. Nobrega, H.A., Melo, C.P., (Metal
nanoparticles)/(conducting polymer) composites: properties and possible biomedical

applications.

— Nascimento, K.T.O., Ratkovski, G.P., Pedro, G.C., Gorza, F.D.S., Silva, R.J, Melo, C.P., Use
of intrinsically conductive polymer bilayer films for the fluorescence-based molecular

diagnosis of the Zika virus.

— Silva, R.J., Pedro, G.C., Gorza, F.D.S., Maciel, B.G., Ratkovski, G.P., Mojica-Sanchez, L.C.,
Medina-Llama, J.C., Chavez-Guajardo, A.E, Melo, C.P., Synthesis of the nanocomposite y-
Fe;O3/PEDOT and its application for the purification of DNA from biological samples.

— Maciel, B.G., Silva, R.J., Pedro, G.C., Gorza, F.D.S., Ratkovski, G.P., L.C., Medina-Llama,
J.C., Chavez-Guajardo, A.E, Melo, C.P., DNA extraction from human blood using commercial

kits and y-Fe203/Pani and y-Fe>O3/Chi/Pani magnetic nanocomposites: a comparative study.

— Graciela C. Pedro, Filipe D.S. Gorza, Hérica D. da Rocha, Gabriela P. Ratkovski, Edson S.
Reis, Romaério J. da Silva, Bruna G. Maciel, Celso P. de Melo. Multipurpose use of the

PEDOT/Fe203 magnetic nanocomposite for simple “turn-on”.

— Mojica-Sanchez, L.C., Ratkovski, G.P., Silva, R.J, Maciel, B. G., Melo, C.P., Synthesis and
functionalization of magnetic nanoparticles (AgFeO2) as hybrid platforms for the development

of diagnostic sensors.

e Patentes em Preparacio
RATKOVSKI, G. P.; PEDRO, G. C.; NASCIMENTO, K. T. O.; SILVA, R. J.; GORZA, F. D.
S.; MELO, C. P. " Deteccdo de fosfato em soro de sangue humano e meio aquoso por
nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe204)". Patente em preparacao para deposito junto ao

Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI.



