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RESUMO

Neste trabalho, abordamos a preparacéo e caracterizagdo de materiais nanoestruturados e
sua aplicacdo em diferentes areas, como na remocdo de contaminantes, extracdo e
purificacdo de DNA, sensoriamento do patégeno de Leishmania, e supercapacitor.
Inicialmente, sintetizamos 0 nanocomposito magnético (NCM) de Oxido de
ferro/quitosana/polianilina (y-Fe2O3/Qui/Pani), que foi devidamente caracterizado por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA), curvas de magnetizacdo e difracdo de raios-X (DRX). Esse
nanocomposito foi entdo aplicado para a remocao de corantes (alaranjado de metila (AM),
indigo carmim (IC) e rodamina B (RB)) dispersos em meio aquoso. Para isso, analisamos
o efeito de variacdes em parametros como o valor do pH do meio, a concentracdo de
corante e 0 tempo de interacdo, 0 que nos permitiu o ajuste dos dados a diferentes modelos
usados na descricdo das isotermas e da cinética do processo de adsor¢do dos
contaminantes. Ao utilizarmos 2 mg de NCM, a capacidade de adsorcdo foi de 147 mg
para 0 AM, de 126 mg para o IC, e 80 mg para a rodamina, valores considerados
promissores face o desempenho de outros materiais adsorventes descritos na literatura.
Examinamos ainda a influéncia da variacdo de temperatura sobre a adsor¢do, 0 que nos
permitiu estabelecer que o processo ocorre de maneira espontanea e é de natureza
endotérmica. Esse mesmo nanocompdsito foi também usado para a extragdo de DNA em
amostras de natureza complexa, como sangue humano. Nessa etapa, foram otimizados
diferentes parametros, como a quantidade de NCM a ser utilizada, o volume de solucgédo
tampédo adequado para promover a dessor¢do, sendo entdo os resultados obtidos
comparados com aqueles resultantes do uso de kits comerciais baseados em sistemas de
coluna (membranas) e particulas. Em paralelo, iniciamos duas linhas de trabalho
adicionais. A primeira diz respeito ao desenvolvimento de uma plataforma formada por
um substrato de vidro funcionalizado e nanoparticulas (NPs) de ouro que possa ser
utilizada para testes de diagndstico. Para isso, implementamos estudos de funcionalizacédo
de substratos de vidro pela deposicdo em fase vapor de grupos tiolados e aminados, que
foram em seguida colocados para interagir com NPs de ouro para a formacao de filmes
nanoestruturados. Através da espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)
e de microscopia eletrénica de varredura (MEV-STEM) foi possivel acompanhar as
etapas. A seguir, realizamos provas de conceitos para a detec¢do de &cido nucleico por
meio da imobilizacdo de sondas tioladas de DNA do patdgeno de Leishmania infantum

que demonstra o potencial dessa pesquisa. Ja o segundo projeto foi voltado para eletrodos



de dispositivos de armazenamento de energia com base em membranas de casca de ovo
(MCO), que foram desmineralizadas e submetidas a uma ponteira ultrassonica com a
posterior incorporacgdo de nanoestruturas de carbono (NEC) como nanotubos de carbono
multicamadas (MWCNT), e em seguida a adicdo de poli(3,4-etilenodioxitiofeno)
poliestireno sulfonato (PEDOT:PSS). Aqui, nosso objetivo foi o de melhorar as
propriedades de conducao elétrica e armazenamento de energia pelo fendmeno de dupla
camada elétrica (EDC) e pseudocapacitancia (PsC), em dispositivos de armazenamento

de energia, como supercapacitores organicos.

Palavras-chave: nanocomposito magnético; remocdo de corantes; extracdo DNA,;
nanoparticulas de ouro; detec¢do de acido nucleico; supercapacitor.



ABSTRACT

In this work, we approach the preparation and characterization of nanostructured
materials and their application in different areas, such as contaminant removal, DNA
extraction and purification, sensing of the Leishmania pathogen, and supercapacitor.
Initially, we synthesized the magnetic nanocomposite (MNC) of iron
oxide/chitosan/polyaniline (y-Fe2Oz/Chi/Pani), which was properly characterized by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA),
magnetization curves and X-ray diffraction (XRD). This nanocomposite was then applied
to remove dyes (methyl orange (AM), indigo carmine (IC) and rhodamine B (RB))
dispersed in an aqueous medium. For this, we analyzed the effect of variations in
parameters such as the pH value of the medium, the dye concentration and the interaction
time, which allowed us to adjust the data to different models used in the description of
the isotherms and the kinetics of the process of adsorption of contaminants. When using
2 mg of MNC, the adsorption capacity was 147 mg for AM, 126 mg for IC, and 80 mg
for rhodamine, values considered promising compared to the performance of other
adsorbent materials described in the literature. We also examined the influence of
temperature variation on adsorption, which allowed us to establish that the process occurs
spontaneously and is endothermic in nature. This same nanocomposite was also used to
extract DNA from samples of a complex nature, such as human blood. In this step,
different parameters were optimized, such as the amount of MNC to be used, the volume
of adequate buffer solution to promote desorption, and the results obtained were then
compared with those resulting from the use of commercial kits based on column systems
(membranes) and particles. In parallel, we started two additional lines of work. The first
concerns the development of a platform formed by a functionalized glass substrate and
gold nanoparticles (NPs) that can be used for diagnostic tests. For this, we implemented
functionalization studies of glass substrates by the vapor-phase deposition of thiolated
and amine groups, which were then placed to interact with gold NPs to form
nanostructured films. Through spectroscopy in the ultraviolet and visible region (UV-
Vis) and scanning electron microscopy (SEM-STEM) it was possible to follow the steps.
Next, we performed proofs of concepts for the detection of nucleic acid through the
immobilization of thiolated probes of DNA from the Leishmania infantum pathogen,

which demonstrates the potential of this research. The second project was aimed at the



electrodes for energy storage devices based on eggshell membranes (MCO) that were
demineralized and subjected to an ultrasonic tip with the subsequent incorporation of
carbon nanostructures (NEC) as multilayer carbon nanotubes (MWCNT), and then the
addition of poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene sulfonate (PEDOT: PSS).
Here, our objective was to improve the electrical conduction and energy storage
properties by the phenomenon of electrical double layer (EDC) and pseudocapacitance
(PsC), in energy storage devices such as organic supercapacitors.

Keywords: magnetic nanocomposite; dye removal; DNA extraction; gold nanoparticles;
nucleic acid detection; supercapacitor.
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1 INTRODUCAO

Nesta tese, sdo apresentados os resultados obtidos durante a realizagdo do meu
projeto de doutorado junto ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia de Materiais
(PGMTR) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Todo o trabalho foi
desenvolvido no Laboratério de Polimeros N&o-Convencionais do Departamento de
Fisica (DF) da UFPE.

O objetivo principal do trabalho foi o desenvolvimento ou aplicagéo de materiais
nanoestruturados, como nanocompositos magnéticos, nanotubos de carbono em
multicamadas, nanoparticulas de ouro, e polimeros condutores e suas aplicacdes, como
adsorventes para a remocao dos corantes alaranjado de metila, indigo carmim e rodamina
B, em protocolo de extracdo e purificacdo de DNA de sangue humano, assim como em
plataformas de sensoriamento, e dispositivos para 0 armazenamento de energia.

Desse modo, estabelecemos os seguintes objetivos especificos:

= Sintetizar o nanocomposito magnético y-Fe203/Qui/Pani, comprovando a sintese
através de técnicas de caracterizacdo, como espectroscopia no infravermelho,
difracdo de raios-X, e curvas de magnetizacéo.

= Estabelecer os parametros fisico-quimicos, cinéticos e termodinamicos, ao utilizar
0 NCM 1vy-Fe20s/Qui/Pani como adsorvente para a remocdo dos corantes
alaranjado de metila, indigo carmim, e rodamina B em meios aquosos.

= Otimizar o protocolo de extracdo e purificagdo de DNA de uma amostra
complexa, como sangue humano.

= Utilizar técnicas de biologia molecular, como eletroforese e reacdo em cadeia da
polimerase, para avaliar a qualidade e rendimento da fragdo de DNA extraido.

= Comparar o rendimento de DNA extraido de sangue humano utilizando os NCMs
desenvolvidos no laboratério com o obtido pelo uso de kits comerciais.

» Funcionalizacdo dos substratos de vidros com grupos tidis e aminos por fase
vapor.

* Imobilizar DNA tiolado de fita simples sobre o substrato e verificar sua
aplicabilidade em testes de diagnostico por fluorescéncia ou ressonancia de
plasmons na deteccdo do oligonucleotideos de Leishmania infantum.

= Sintetizar NPs de Au e caracterizar sua estrutura e tamanho através de

microscopias de varredura e de transmissdo e espectroscopia UV-Vis.
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Determinar um novo processo para obtencdo de eletrodos orgéanicos flexiveis
baseado em ultrassonicagéo.
Estudar as caracteristicas eletroquimicas do novo dispositivo composto por

membrana de ovo, nanotubos de carbono multicamadas e PEDOT.

Esta tese estd estruturada em seis capitulos, que serdo apresentados da seguinte

O primeiro capitulo ¢é a apresentacdo dos trabalhos realizados.

Em seguida, sdo descritos a sintese e as caracteriza¢cbes do nanocomposito
magnético y-Fe2Os/Qui/Pani e sua aplicagdo para a remogdo de corantes
dissolvidos em meios aquosos.

Ap0s isso, otimizamos a sintese do NCM para abranger sua aplicacdo em extracao
e purificacdo de DNA de sangue humano, e a comparagédo dos resultados obtidos
com o do uso de kits comerciais.

Comecamos também o desenvolvimento de uma plataforma de deteccdo para
Leishmania infantum, e apresentamos a sintese e caracterizacdo das NPs de Au,
o0s procedimentos estabelecidos para a limpeza e funcionalizacdo das laminas de
vidro, e os resultados preliminares para a imobilizacdo covalente de sondas de
DNA tioladas.

Iniciamos a sintese de um novo material composito formado pela incorporacgéo de
nanotubos de carbono multicamadas e PEDOT em membranas da casca do ovo, e
realizamos caracterizac6es para sua aplicacdo em dispositivos de armazenamento
de energia, como supercapacitores.

Por fim, no Capitulo seis, apresentamos as conclusdes e perspectivas gerais do
trabalho.

Ao final, apresentamos ainda dois apéndices, onde sdo feitas uma breve
descricdo dos protocolos dos kits comerciais utilizados nos experimentos de
extracdo e purificacdo de DNA (Apéndice A) e listados os artigos, patentes, e
comunicag0es cientificas associadas com este trabalho de doutorado (Apéndice
B).
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2 APLICACAO DO NANOCOMPOSITO MAGNETICO 7v-Fe:03/QUI/PANI
PARA A REMOCAO DE CORANTES EM SISTEMAS AQUOSOS

2.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Como recurso essencial para a vida no planeta, a 4gua esta presente em todas as
atividades dos seres humanos, desde o0 uso pessoal e doméstico até a utilizagdo em grandes
quantidades na inddstria, na agricultura e pecuaria. Desde os anos 80, 0 consumo de &gua
vem aumentando cerca de 1 % ao ano devido ao crescimento populacional e as mudancas
no padrdo de consumo (United Nations Educational and Organization 2019). Mesmo
assim, uma parte significativa da populagdo mundial ainda ndo tem acesso aos direitos
basicos de agua e saneamento, um problema agravado pelo crescente descarte de aguas
residuais ndo tratadas no meio ambiente (Connor 2019).

A poluicdo de recursos hidricos pode ocorrer pelo despejo de efluentes brutos
oriundos de uma fonte localizada, como uma fabrica, ou deslocalizada, como no descarte
de esgotos domésticos ou contaminacao por residuos da agricultura. Diferentes processos
industriais podem dar origem a uma quantidade significativa de residuos prejudiciais ao
meio ambiente. Ao serem inadequadamente lan¢ados em meios aquosos, poluentes como
metais pesados, corantes, medicamentos, e outros compostos organicos podem gerar
problemas que vao da reducdo da penetracdo da luz na superficie, dificultando a
fotossintese e afetando a vida aquatica, até a manifestacdo de efeitos toxicos em animais
e seres humanos, principalmente se incorporados a cadeia alimentar (Salleh, Mahmoud
etal. 2011, Zhou, Lu et al. 2019).

Os corantes sdo residuos importantes das industrias téxtil, alimenticia, e de
cosméticos (Tkaczyk, Mitrowska et al. 2020). Sua composic¢do aromatica complexa lhes
confere cor, por conta da absorcéo seletiva da luz no sistema conjugado de um grupo
cromoforo central. As diferentes estruturas quimicas possiveis pela presenca de diferentes
grupos aromaticos substituidos possibilitam a existéncia de uma grande variedade de
cores. Esses grupos podem ser classificados como auxocrémicos (doadores de elétrons,
como o grupo NH) ou antiauxocrdmicos (aceitadores de elétrons, como o grupo C=0, por
exemplo) (Zanoni and Yamanaka 2016).

Os corantes podem ser naturais ou sintéticos. De um modo geral, os corantes
sintéticos sdo aqueles a causar maiores preocupacdes como poluentes, devido a alta

estabilidade e ao fato de ndo serem biodegradaveis. Eles costumam ser classificados tanto
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de acordo com a sua estrutura quimica quanto pelo modo que se fixam aos tecidos, de
modo que um mesmo corante pode ter diversas nomenclaturas. Com relagdo a sua
estrutura quimica, os corantes podem apresentar um ou mais grupos funcionais, como azo
(-N=N-), sulforosos (SO3), nitro (NO2"), antraquinona, arilmetano, xanteno, entre outros
(Zanoni and Yamanaka 2016).

O alaranjado de metila € um corante anidnico, usado principalmente em industrias
téxteis, de papel, gréfica, ou como indicador de pH, pois em meio bésico é laranja e no
meio acido é vermelho (Al-Qaradawi and Salman 2002, Haque, Jun et al. 2011, Iwuozor,
Ighalo et al. 2021). Por sua vez, o indigo carmim é obtido por sulfonacdo do corante
indigo, extraido de vegetais desde a antiguidade. J& o corante indigo carmim continua a
ser um dos corantes mais utilizados, em especial por conferir a cor azul aos jeans (Zanoni
and Yamanaka 2016, Oliveira, Bennici et al. 2020), e por ser utilizado como aditivo em
comprimidos e capsulas, e como corante em itens de confeitaria, bebidas, cosméticos, e
em diagndsticos médicos (Barka, Assabbane et al. 2008, Secula, Cretescu et al. 2011,
Harrache, Abbas et al. 2019). Por sua vez, a rodamina B é um corante cationico
amplamente usado nas industrias téxtil, papel, tintas (canetas esferograficas, carimbos),
lasers de corante, fogos de artificios, coloracdo em ensaios biolégicos, e como marcador
fluorescente (Sallen, Mahmoud et al. 2011, Soylak, Unsal et al. 2011, Ovando-Medina,
Dévila-Guzman et al. 2018, Saigl 2021, Al-Gheethi, Azhar et al. 2022).

No enfrentamento do problema da contaminacdo das aguas, existem diversos
processos fisicos, quimicos e bioldgicos (sob condicdes aerdbicas e anaerdbicas), tais
como fotodegradacdo, catalise, filtros bioldgicos, flotacdo, adsorcdo, e processos
oxidativos avancados, que podem ser utilizados em um tratamento prévio que busque
minimizar/eliminar os impactos negativos da presenca de poluentes (Athanasekou,
Romanos et al. 2012, Bhatia, Sharma et al. 2017, Katheresan, Kansedo et al. 2018,
Carvalho, Amaral et al. 2020). Se faz necessario, no entanto, avaliar as vantagens e
desvantagens de cada meétodo, de modo a estabelecer qual seria a alternativa mais
apropriada para a remocgao do contaminante que se deseja tratar.

Em especial, merecem destaque 0s processos baseados na adsorgéo, tanto pelo
facil manuseio dos materiais envolvidos e simplicidade das metodologias
correspondentes, quanto pela menor quantidade de residuos gerados (Shaban, Abukhadra
et al. 2018). A adsorcdo € um processo de transferéncia de massa de um gas ou de um
liquido, denominado de adsorvato, que adere a superficie de um material com capacidade

para sua retencdo, o adsorvente.
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Por apresentarem maior area superficial, materiais nanoestruturados tém sido
usados em processo de adsorcédo para a obtencdo de maiores percentuais de remogéo de
contaminantes. Nos ultimos anos, o grupo de Polimeros Ndo Convencionais vem atuando
nessa linha de pesquisa, fazendo uso de materiais como membranas (Alcaraz-Espinoza,
Chavez-Guajardo et al. 2015, Gorza, Pedro et al. 2018, da Rocha, Reis et al. 2020, da
Silva, Mojica-Sanchez et al. 2021) e nanocompositos polimeéricos (Chavez-Guajardo,
Medina-Llamas et al. 2015, Reis, Gorza et al. 2021).

Por sua vez, dentre os materiais usados como adsorventes magneticos, merecem
destaque as nanoparticulas de 6xido de ferro com a superficie modificada pela
incorporacdo de materiais inorganicos, como silica ou polimeros (Zhang, Zhang et al.
2006, Sun, Deng et al. 2014), por permitirem um maior rendimento do material alvo como
resultado da adicéo de grupos funcionais.

Embora diversos materiais possam ser utilizados como adsorventes, a exemplo do
carvao ativado e de residuos bioldgicos, como celulose, lignina, pé de café, e cascas de
vegetais (Igbal and Ashiqg 2007, Yagub, Sen et al. 2014, Liu, Gao et al. 2015, Li, Li et al.
2019, Soltaninejad and Maleki 2021), o uso de polimeros organicos (como a polianilina)
e biopolimeros (como a quitosana) aparece como uma interessante alternativa sustentavel
e ecoldgica. A quitosana é um material biodegradavel que possui em sua estrutura grupos
funcionais hidroxila (OH) e amina (NH>), que podem ser obtidos através da desacetila¢do
da quitina e se apresenta como uma matéria prima versatil para diversas aplicacdes (Ma,
Xia et al. 2021). Ao ser associada em compadsitos com particulas magnéticas, a quitosana
pode ser usada como um eficiente material compésito para a remoc¢do de poluentes
presentes em aguas residuérias (Hu, Bin et al. 2021).

No presente trabalho, a proposta foi ampliar a gama de aplicacBes do
nanocomposito (NCM) y-Fe»O3/Qui/Pani sintetizado no Laboratorio de Polimeros N&o-
Convencionais (PNC), examinando sua utilizagao para a remocéo dos corantes alaranjado
de metila, indigo carmim, e rodamina B. Para isso, avaliamos a influéncia da mudanca do
potencial hidrogeniénico (pH) do meio, do tempo de interacdo, da concentragdo inicial
do corante, 0 que nos permitiu examinar os mecanismos de adsorcgéo e o efeito da variagéo

da temperatura do meio.
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2.1.1 Polimeros

Polimeros organicos sdo macromoléculas formadas por unidades menores, 0s
mondmeros, e compostos basicamente por &tomos de carbono que se ligam a outros
atomos de carbono ou de outros elementos, como oxigénio, fldor, nitrogénio, atraves de
ligacGes covalentes (Nicholson 2017). Os polimeros se constituem em uma classe de
materiais versateis com propriedades diferenciadas como flexibilidade, densidade,
resisténcia a ataque quimico, a depender da sua composi¢do. Eles sdo usualmente
classificados como polimeros naturais, dos quais celulose, borracha, enzimas, e &cidos
nucleicos sdo exemplos importantes, ou polimeros sintéticos, aqueles produzidos em
laboratorio.

De maneira geral, polimeros ndo conduzem eletricidade, sendo materiais
isolantes. Em 1977, porem, foi descoberta uma nova classe de materiais, posteriormente
denominada de polimeros condutores intrinsecos (PIC), que tem como caracteristica
elevada condutividade elétrica, que se deve a presenca de defeitos estruturais (solitons,
polarons e bipdlarons) que podem se deslocar ao longo da cadeia, e aos quais estdo
associados estados eletronicos cujas energias estdo localizadas na regido do gap entre as
bandas de valéncia e de conducdo. De um modo geral, a estrutura quimica de polimeros
condutores ¢é constituida de ligagdes m conjugadas, isso ¢, um sistema em que existe uma
alternancia de ligagdes C-C simples e duplas (Bower 2002).

A seguir, serd apresentada uma breve abordagem sobre o biopolimero quitosana e

o0 polimero condutor polianilina, materiais usados neste trabalho.

2.1.1.1 Quitosana

A quitosana é um polissacarideo formado por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (Fig. 1), que s&o unidas por
ligaghes glicosidicas B-1,4 (Muzzarelli 1983, Jhaveri, Raichura et al. 2021). Essa
molécula é um derivado catibnico obtido através da hidrélise alcalina da quitina que
apresenta solubilidade em solugdes &cidas, enquanto a presenca do grupo amino, que
permite a sua funcionalizagdo, aumenta ainda mais as possibilidades de sua aplicagdo (Le
Dung, Milas et al. 1994).
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Figura 1 - Estrutura da molécula de quitosana.
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Fonte: Schematics Arts (2022)

Inimeros fatores, como a fonte de obtencdo da quitina e a adocdo de diferentes
processos de desmineralizacdo e desacetilacdo, podem contribuir para que a quitosana
venha ser obtida com massa molecular e grau de desacetilacdo variados, caracteristicas
que influenciam diretamente em suas propriedades fisico-quimicas (Chandy and Sharma
1990). De uma maneira geral, a quitosana tem propriedades interessantes, como boa
biocompatibilidade, propriedades mucoadesivas, e acdo antibacteriana (Bakshi,
Selvakumar et al. 2020). Essas caracteristicas fazem com que a quitosana venha a fazer
parte da composicdo de varios materiais com aplicacdes em setores diversos, como na
agricultura, na area farmacéutica (cosméticos, liberagdo de farmacos, agente ativo no
processo de cicatrizacdo) (Dodane and Vilivalam 1998, Shariatinia 2019), no tratamento
de agua, em biotecnologia e embalagem de alimentos (Yi, Wu et al. 2005, Rinaudo 2006,

Fonseca-Garcia, Jiménez-Regalado et al. 2021).

2.1.1.2 Polianilina

Até a década de 70 do século passado, era de conhecimento comum que 0S
polimeros seriam materiais isolantes. No entanto, a descoberta da nova classe
denominada de polimeros condutores abriu a possibilidade de obtencdo de materiais
poliméricos com elevada condutividade elétrica, induzida por dopagem, ou seja, O
tratamento com agentes oxidantes ou redutores. No inicio dessa década, ao usar uma
quantidade exagerada de catalisador na reacéo de sintese de poliacetileno, um colaborador
do professor Hideki Shirakawa, da Universidade de Toquio, obteve o material sob a forma
de filmes. Em 1977, Alan Heeger e Alan MacDiarmid implementaram estudos de
dopagem desses filmes, que confirmaram a ocorréncia de uma elevada condutividade
elétrica nesse tipo de polimeros (Faez, Reis et al. 2000). Por essa descoberta, 0s trés
pesquisadores dividiram o Prémio Nobel de Quimica de 2000.
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A polianilina se destaca entre os polimeros condutores intrinsecos, por suas
caracteristicas de baixo custo de producdo, facilidade de sintese, e possibilidade de
alteracdo de seu estado de oxidacao através da variacdo do pH do meio, o que influencia
diretamente no valor de sua condutividade.

A condutividade (o) da Pani varia de acordo com o grau de oxidacédo de sua cadeia,
de modo que ela pode ser obtida em trés formas isolantes (leucoesmeraldina,
pernigranilina, e base esmeraldina, que apresentam cores distintas, como amarelo, violeta
e azul, respectivamente), e uma forma condutora, denominada sal esmeraldina, que
contém os nitrogénios protonados e tem uma coloracgéo verde (ver Fig. 2). O processo de
dopagem interfere diretamente ndo apenas sobre a condutividade, mas também sobre a
morfologia da cadeia polimérica (Skotheim and Reynolds 2007).

Nos polimeros condutores, o transporte de carga ocorre por conta da existéncia de
defeitos conformacionais que podem se deslocar ao longo da cadeia polimérica. Esses
defeitos, que sdo chamados de pélarons, correspondem a deformagdes conformacionais
na cadeia polimérica. Sua presenca esta associada ao aparecimento de estados eletronicos
na regido do band gap, e esses defeitos podem se tornar carregados (bipolarons) pela
adicdo ou remocdo de elétrons na cadeia polimérica por meio da exposi¢do a agentes
oxirredutores. Como o sistema é conjugado, ao ser aplicado um campo elétrico, esses
defeitos podem se mover com relativa facilidade ao longo da cadeia polimérica,

ocasionando um efetivo transporte de carga no material (Inzelt 2008).

Figura 2 - Estrutura quimica dos estados de oxida¢do da polianilina.
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Fonte: Schematics Arts (2022)
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2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Materiais

Os reagentes &cido acético, cloreto de ferro Ill, alaranjado de metila, indigo
carmim, e rodamina B foram adquiridos da Dindmica (Brasil), enquanto o cloreto de ferro
I1, dodecil sulfato de sodio (SDS), persulfato de aménio (APS), quitosana (baixa massa
molecular e grau de desacetilagio 75 - 85 %) foram obtidos da Sigma (EUA). Acido
cloridrico (HCI), &lcool metilico, hidréxido de aménio (NHsOH), e hidroxido de sédio
(NaOH) foram obtidos da Quimica Moderna (Brasil), e a anilina, da Nuclear (Brasil).
Esses reagentes foram utilizados sem purificacdo adicional, exceto a anilina, que foi
destilada antes do uso. Em todos os experimentos, usamos agua deionizada obtida ap6s
passagem por um sistema de purificacdo Synergy (Millipore, EUA).

2.2.1.1 Sintese do nanocompdsito magnético y-Fe>Os/Qui/Pani

As nanoparticulas de y-Fe>O3/Qui foram sintetizadas seguindo o método de co-
precipitacdo (Laurent, Forge et al. 2008). Inicialmente, adicionamos 250 mg de quitosana
em 100 mL de &cido acético 1 % (v/v), que permaneceu sob agitacdo de 1000 rpm por 24
h a uma temperatura de 40 °C. Apos esse periodo, foi gotejada uma solucdo de 20 mL de
agua deionizada com 0,4 mol L? de cloreto de ferro 111 e 0,2 mol Lt de cloreto ferroso,
com a interacdo ocorrendo por uma hora, quando foi adicionado 15 mL de hidroxido de
amonio 28 % (v/v), com a reacdo sendo mantida por 30 min. Ao final, o produto obtido
foi lavado com 0,03 mol L de hidroxido de sodio e por trés vezes com agua deionizada,
e seco a 60 °C por 36 h (Jiang, Cheng et al. 2015).

Para obter as nanoparticulas de y-Fe-O3/Qui revestidas com polianilina, adotamos
0 seguinte procedimento: 100 mL de HCI 0,1 mol L%, 2,1 g de SDS, 60 mg das NPs de
v-Fe203/Qui e 138 pL de anilina foram colocados em um bal&o de fundo redondo de 250
mL, que foi mantido sob agitacdo por 15 min. Em seguida, foi adicionado lentamente 20
mL de HCI 0,1 mol L com 1,5 mmol L de persulfato de amonio, com o sistema
permanecendo sob agitacdo por 24 h na temperatura de 21 °C. O material solido resultante
foi separado magneticamente e lavado trés vezes com metanol e trés vezes com agua
deionizada, em seguida foi seco em estufa a 60 °C por 24 h (Medina-Llamas, Chavez-
Guajardo et al. 2014), como esquematicamente representado na Fig. 3.
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Figura 3 - Representacao da sintese das NPs y-Fe,O3/Qui, e posterior polimerizagéo, resultando no NCM
y-Fe203/Qui/Pani.
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2.2.2 Métodos de caracterizacgédo
2.2.2.1 Espectroscopia de absorcéo no ultravioleta visivel (UV-Visivel)

Apenas uma regido limitada do espectro eletromagnético pode ser detectada pelo
olho humano. Além do espectro visivel, existem outros tipos de radiacdo, como
infravermelho, microondas, radio, ultravioleta, e raios-X. Nesse trabalho utilizamos
algumas técnicas baseadas no uso desses tipos de radiacao.

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica que permite a identificacdo e a
quantificacdo das espécies moleculares presentes em uma dada amostra. A absorcao ou
emissdo da radiacdo eletromagnética pelas moléculas se d& em energias caracteristicas,
de modo que com a coleta do espectro da amostra se faz possivel identificar as espécies
presentes. Por sua vez, a quantificacdo da concentracdo da espécie pode ser estimada a
partir da medida da intensidade do sinal absorvido (Skoog, West et al. 2006).

A quantidade de luz absorvida por uma espécie pode ser descrita pela Lei de
Lambert-Beer, que expressa a relacéo entre a concentracdo (c) do absorvente em mol/L,
0 caminho 6tico (b) percorrido pela radiacdo em cm, e a constante de proporcionalidade,

também chamada de absortividade (&), na forma (Atkins, Jones et al. 2006)

A= long0 = abc = ebc 1)



34

Para aplicar a Lei de Lambert-Beer, inicialmente é medida a transmitancia, que é
a razdo entre a intensidade da radiacdo transmitida (1), isto é, apds a luz passar atraves da
amostra, e da radiagéo incidente (lo), como

A=—LogT,ondeT=ll : (2)
0

A absorc¢éo de energia por uma molécula esta associada a ocorréncia de transigdes
eletrbnicas. Se as moléculas se encontram inicialmente no estado de menor energia, 0
chamado estado fundamental, a amostra absorve energia ao ser exposta a radiacéo, do que
resulta a ascensdo de elétrons para niveis de maior energia, 0s estados excitados. A
tendéncia de um sistema é retornar ao estado mais estavel atraves da emisséo de fotons.

Os experimentos de adsorgéo de corantes no NCM y-Fe>Oz/Quitosana/Polianilina
foram acompanhados por meio da técnica de espectroscopia de absor¢do na regido do
ultravioleta visivel, na faixa de comprimento de onda de 200 nm a 800 nm, fazendo uso
de uma cubeta de quartzo de 1 cm em um espectrofotometro UV-VIS UV-2600

(Schimadzu, Japdo). Nesses ensaios, todas as medidas foram realizadas em triplicata.

2.2.2.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica de absorcdo que consiste na
passagem de radiacdo infravermelha através da amostra, com parte da energia sendo
absorvida e outra transmitida. Essa técnica, que permite a identificacdo de grupos
funcionais, é muito utilizada na identificacdo da composi¢cdo quimica dos materiais. A
regido do infravermelho é dividida em trés sub-regides, o infravermelho préximo (14000
a 4000 cmt), médio (4000 a 400 cm'Y), e distante (400 a 40 cm™).

Para que ocorra absorcdo da radiacdo, é necessaria a variacdo do momento de
dipolo elétrico da molécula, que esta relacionado com a frequéncia de vibragdo ou rotacéo
da molécula analisada. Desse modo, quando ocorre uma mudanca significativa do
momento de dipolo, mais intensa serd a banda de absor¢do. Quando a molécula absorve
a radiagdo, sua vibracdo pode envolver uma mudanca no comprimento de onda, é
denominado estiramento. Quando a mudanca é relacionada ao angulo da ligacdo €
chamada de flexdo, que pode ocorrer no plano ou fora dele, sendo entdo chamada
respectivamente de simétrica ou assimétrica (Stuart 2004, Khan, Khan et al. 2018).

O termo Transformada de Fourier se refere a um método matematico de

processamento de sinal quando um espectrometro utiliza um interferébmetro, o que
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permite a diminuicdo do tempo para aquisicdo dos dados e a melhora da qualidade dos
espectros. O tipo de interferdmetro mais utilizado é o de Michelson, que contém um
espelho fixo e um movel.

Para confirmar a estrutura do NCM, realizamos analises como espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, no intervalo médio de 4000 - 400 cm™ no
espectrofotometro IRTracer-100 (Schimadzu, Japdo), utilizando pastilhas de brometo de
potéssio (KBr).

2.2.2.3 Andlise Termogravimétrica (TGA)

Em uma anélise térmica (TA), o parametro mais importante a ser variado é a
temperatura, o que torna possivel relacionar com as propriedades fisicas do material. Para
realizar medidas de andlise térmica, é necessario ter cuidado com alguns parametros,
principalmente, a massa, a taxa de aquecimento, e o gas de purga (Menczel and Prime
2009).

Existem diversas andlises térmicas, e neste trabalho foi usada a andlise
termogravimétrica (TGA), onde a amostra € inserida em um sistema que tem a
temperatura e atmosfera controladas, com o monitoramento da variagdo de massa do
material em funcdo da temperatura ou do tempo. A perda de massa observada no TGA
pode informar sobre a composicéo e a estabilidade térmica (Menczel and Prime 2009).

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas no equipamento TGA-
50H (Shimadzu, Japdo) do Departamento de Quimica Fundamental, com a amostra em
po sendo colocada em um cadinho de platina sob atmosfera de nitrogénio (100 mL/min),
na faixa de temperatura de 23 °C a 1000 °C.

2.2.2.4 Difracéo de raios-X (DRX)

A estrutura cristalina das NPs e do NCM foi determinada através da utilizacdo de
um difratdbmetro modelo D5000 (Siemens, Alemanha), com raios-X emitidos pelo cobre
(A= 1,54 A), na faixa de 10 ° - 90 °.

2.2.2.5 Curvas de magnetizacao

As propriedades magnéticas do NCM y-Fe2O3/Qui/Pani foram examinadas a partir
das curvas de magnetizacgéo, obtidas pelo uso de um Sistema de Medicéo de Propriedade
Fisica (PPMS, do inglés Physical Property Measurement System, Quantum Design,
EUA), enquanto as propriedades magnéticas das NPs y-Fe,O3/Qui foram obtidas pelo uso



36

de um magnetdmetro de amostra vibrante (Microsense EV7, EUA), ambos equipamentos

do Departamento de Fisica da UFPE.

2.2.2.6 Potencial zeta (¢)

A medida do potencial zeta, também chamado de eletrocinético, é uma técnica
que determina a diferenca de potencial na interface eletrizada, isso €, na superficie do
solido - liquido ou liquido - gas (Salopek, Krasic et al. 1992).

O potencial zeta varia de acordo com as mudangas realizadas na solugéo, de modo
a ser possivel acompanhar as modificacGes decorrentes da carga de superficie frente a
variacdo de pH, da natureza e concentracdo de eletrolitos na solucdo e do solvente
utilizado (Delgado, Gonzalez-Caballero et al. 2005).

Quando um material sélido entra em contato com um liquido, ocorre a formagéo
de uma carga interfacial, o que quebra a neutralidade do sistema, isto é, proximo a
interface, a carga liquida é diferente de zero. Consequentemente, em torno do material
ocorre a adsorcdo de contraions de equilibrio no liquido, originando a dupla camada
elétrica (EDLC) (Sze, Erickson et al. 2003, Lima and Luz 2007). A dupla camada elétrica
é composta por duas camadas denominadas compacta e difusa. Na camada compacta, 0s
contraions ndo se movimentam devido a forte atracdo eletrostatica, enquanto os da
camada difusa sdo moveis. O potencial zeta é um fendmeno eletrocinético que é
determinado na fronteira dessas camadas (Sze, Erickson et al. 2003, De Vasconcelos,
Pereira et al. 2005).

Por causa das cargas adquiridas, quando um campo elétrico (E) é aplicado, as
particulas se movimentam em direcdo do eletrodo de carga oposta com velocidade (v)
proporcional ao campo e a mobilidade eletroforética (), de acordo com

v= . E 3

Através da relacdo acima, o valor da mobilidade eletroforética pode ser obtida,
com o potencial zeta sendo entdo determinado através dos modelos de Huckel e
Helmholtz-Smoluchowski, que relacionam dois parametros K e R, onde K ¢ a espessura
da camada elétrica e R o raio cinético, através da equacédo 4 (Cerrutti 2005)

He = [ 25| KR (4)
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onde ) € a viscosidade do meio, e=4meoer, COM &g & COrrespondendo a permissividade do
VAcuo e a constante dielétrica do meio.

O modelo de Huckel é utilizado no caso em que as particulas sdo esféricas e
pequenas, com baixas concentracdes de eletrolitos, assim KR < 0. Ja o modelo de
Helmholtz-Smoluchowski é utilizado quando KR > 0, isso €, para particulas de formas
variadas e em altas concentragdes, ou particulas coloidais dispersas em agua ou liquidos
polares.

As medidas de potencial zeta foram realizadas usando um Litesizer 500 (Anton
Paar, Austria) aplicando o modelo de Helmholtz-Smoluchowski. Para realizar essas
andlises, inicialmente o solvente (4gua) teve o pH ajustado com HCI ou NaOH 1mol L
até atingir os pHs de trabalho, 2, 3, 4, 6, 8 e 10. Em seguida, foi adicionado no erlenmeyer
2 mg do NCM vy-Fe»03/Qui/Pani e 15 mL da solugdo com pH ajustado, com a interacéo

deixada ocorrer por trés horas no agitador orbital.
2.2.2.7 Experimentos de adsor¢ao

Para comegar a aplicagcdo do NCM y-Fe2O3/Qui/Pani para a remog&o dos corantes
alaranjado de metila (AM), indigo carmim (IC), e rodamina B (RB), foi necessario
estabelecer inicialmente os melhores parametros de trabalho, como o valor do pH, o
tempo de interacdo, e a concentracdo inicial de cada corante.

Para isso, primeiramente foi preparada uma solucédo estoque de 300 mg/L de cada
um dos corantes. O ajuste do pH das solugbes de corante foi realizado usando a
quantidade apropriada das solucdes de HCI ou de NaOH. Os experimentos foram
realizados em erlenmeyers de vidro contendo 2 mg do NCM y-Fe>O3/Qui/Pani, aos quais
foram adicionados 15 mL da solucdo de corante com concentracdo conhecida, com a

interacdo ocorrendo sob agitacdo continua de 300 rpm (Fig. 4).
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Figura 4 - Representacdo esquematica dos experimentos para estudos de adsorgéo dos corantes pelo
nanocompdsito y-Fe,O3/Qui/Pani em modo batelada.

Retirada
aliquota

7 Medida de Absorc¢io ~ N
UV-Vis 2

e ‘

Adsorg¢io
modo batelada

Reintrodugio da aliquota

Fonte: Schematics Arts (2022)

Devido a suas diferencas estruturais e quimicas, cada corante apresenta uma
absorbancia maxima (Amax) especifica, que foi determinada pelo uso de um
espectrofotobmetro UV-Vis, com a variacao da concentracdo sendo estimada pela medida
da absorbancia antes e apds a interacdo com o NCM. Isso nos permitiu observar que, para
0 caso do alaranjado de metila, a absorcdo é dependente do pH da solucdo (sendo em
torno de 510 nm, para os pHs 2 e 3, e de 464 nm, para a faixa de pHs de 4 a 10), enquanto
se mantém constante para o indigo carmim e rodamina B, para 0s quais 0 comprimento
de absorcdo méaxima ocorre em 610 e 554 nm, respectivamente.

O primeiro estudo realizado foi a analise da porcentagem de adsor¢do do NCM
quando o valor do pH do meio era variado no intervalo de 2 a 10. Usando uma solucgéo
de corante com concentracdo inicial de 20 mg/L, esses experimentos foram realizados no
modo batelada, pelo uso de um agitador orbital a 300 rpm, por um periodo de 24 h. Apds
a determinacdo do valor de pH que correspondia a absor¢do méaxima, passamos a avaliar
a eficiéncia de remog&o quando utilizadas diferentes concentragdes iniciais dos corantes.
Para o indigo carmim e a rodamina B, foram examinadas concentragdes iguais a 1, 5, 10,
20, 30, 40, e 50 mg/L, enquanto para o alaranjado de metila foi necessario o uso de
concentragdes maiores (75, 85, 100, 125 e 150 mg/L). Em todos os casos, o tempo de
interacdo foi variado no intervalo de 15 a 420 min.

Para cada corante, a porcentagem de adsorcao foi calculada através da formula

Adsorcio (%) = ikl

«100 , (5)
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onde Cje Cscorrespondem a concentragao inicial e final (mg/L) da solucdo antes e apds
a interagdo com o NCM.

A capacidade de adsor¢ao em cada instante (qt), em mg/g, é determinada por meio
da quantidade de corante adsorvida em mg por unidade de massa do material adsorvente

(9) utilizado, através da relacéo
_ (Co-CV

qe="—"7— , (6)
onde Coe Ctcorrespondem a concentracdo inicial e no tempo determinado, V é o volume

de solucdo utilizada (L), e m é a massa do adsorvente em g.

2.2.2.8 Experimentos de termodinamica

Analisamos o efeito da diminui¢do (10 °C, 20 °C) e do aumento da temperatura
(30 °C, 50 °C) em relagdo a temperatura ambiente (~ 25 °C) sobre 0 processo de adsor¢do
dos corantes pelo NCM, de modo a obter informacdes para o calculo dos parametros
termodindmicos correspondente as variagdes da entalpia (AH), entropia (AS), e energia
de Gibbs (AG). Para isso, colocamos 2 mg do NCM em 15 mL da solug@o de corante em
diferentes concentracOes iniciais sob agitacdo a 300 rpm, durante 300 min de interacao.
Como cada interacdo ocorre de maneira distinta, a concentracdo do corante alaranjado
metila foi variada entre 10 mg/L - 85 mg/L, a do indigo carmim entre 20 mg/L - 50 mg/L,
e da rodamina B na faixa de 10 mg/L - 70 mg/L.

2.2.2.9 Estudos de dessor¢do e reutilizagdo do nanocompdsito y-Fe>O3/Qui/Pani

De modo a examinar a possibilidade de reutilizagcdo do nanocompdsito na captura
dos corantes de interesse, implementamos ciclos consecutivos de adsor¢do/dessorcédo
(Fig. 5). Os experimentos de adsorcdo foram realizados utilizando os parametros
otimizados anteriormente, ou seja, adicionamos 2 mg de NCM e 15 mL da solucédo de
corante com concentragéo inicial de 30 mg/L em um erlenmeyer, deixando a interagdo
ocorrer por 300 min. Em seguida, apds confinarmos o0 NCM magneticamente, a absor¢édo
da solucéo foi analisada na regido do UV-Vis. Para a etapa de dessor¢do, 0 NCM foi
lavado com agua deionizada, sendo em seguida adicionados 15 mL de SDS 0,1 mol L,
pH 6,0, com o sistema permanecendo sob agitacdo por 180 min no caso do alaranjado de
metila e 300 min para o indigo e a rodamina. A quantidade de corante dessorvido é

determinada pela relacdo (Riaz, Ahmed et al. 2020)
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Quantidade de corante dessorvido

Dessorcio (%) = *100 (7)

Quantidade de corante adsorvido

Figura 5 - Representacdo esquematica dos experimentos para estudos de dessorcdo dos corantes, e
reutilizagdo do nanocomposito y-Fe,Os/Qui/Pani para ciclos sucessivos.

Fonte: Schematics Arts (2022)

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizacdo do nanocompdsito

Como descrito na Secdo 2.2.1.1, as nanoparticulas de y-Fe,O3/Qui foram
sintetizadas de acordo com o método de co-precipitacdo, que consiste na obtencdo das
nanoparticulas a partir de duas fontes de sais ferro. Essa reacdo favorece a formacéo da
magnetita (FesOa), que é instavel e na presenca do oxigénio se transforma em maghemita

(y-Fe203), de acordo com as reagdes (Laurent, Forge et al. 2008).

Fe?* + 2Fe®* + 8OH—» Fes0s + 4H20 (8)
Fe3Os + 2H*—>  y-Fe20s3 + Fe?* + H20 9)

2.3.1.1 Espectroscopia no infravermelho

A determinacdo da composicdo das nanoparticulas y-Fe>Os/Qui e 0 seu
revestimento pelas cadeias de polianilina, examinamos a presenca dos grupos funcionais
caracteristicos nos espectros de absorcao no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR). Na Fig. 6, podemos observar nos espectros: i) a banda de absor¢io em 630 cm™,
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caracteristica do estiramento do ferro com o oxigénio (Fe-O) (Alibeigi and Vaezi 2008),
i) 0 pico em 795 cm:, relacionado com a vibragio (C-H) fora do plano aromatico, iii) os
picos em 1068 cm™ e 1236 cm, atribuidos a vibragdo de alongamento do C-O, iv) o pico
em 1295 cm, correspondente ao estiramento de amina aromatica, v) em 1470 cm™,
relativo ao estiramento (C-C) do anel benzendide (Janaki, Oh et al. 2012), vi) 0s picos em
1568 cm™ e 1626 cm, atribuidos aos estiramentos amina e a vibragdo (C=C) do anel
quinoide, vii) uma banda larga na faixa de 3400 cm™, relacionada aos estiramentos -NH
e -OH (Tanhaei, Ayati et al. 2015, Gemeay, Elsharkawy et al. 2018, Salama and
Hesemann 2018), e viii) bandas em 2925 cm™ e 2847 cm, correspondentes & vibragéo
de alongamento C-H (Thach, Nguyen et al. 2020). Importante ressaltar que assim é
possivel observar todas as bandas das substancias usadas no nanocompdsito y-
Fe203/Qui/Pani.

Figura 6 - Espectros infravermelho do NCM y-Fe;O3/Qui/Pani (a), das NPs y-Fe,O3/Qui (b) e da
Quitosana (c).
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Fonte: A autora (2022)

2.3.1.2 Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica permitiu avaliar o revestimento das nanoparticulas.
Realizamos as curvas de TGA para os dois materiais (NPs de dxido de ferro/quitosana
antes e apds seu revestimento com Pani). Ao analisar a Fig. 7 para as NPs de y-Fe2O3/Qui

(curvaa), é possivel observar dois eventos: um primeiro, da temperatura inicial até 150°C,
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provavelmente relacionado com a agua presente na amostra, € um segundo (Aa), na faixa
de 150 °C - 400 °C, com perda de massa de aproximadamente 20 % e que correspondente
a decomposicdo da parte organica do material, no caso, a quitosana (Hernandez, Zamora-
Mora et al. 2009). Por outro lado, a curva b, relacionada ao NCM y-Fe20s/Qui/Pani,
apresenta trés estagios: i) perda de agua de 6 %, ii) desacetilacdo da quitosana (An) com
perda acentuada de 31 %, e degradacéo da polianilina (Ac) correspondente a 27 % na faixa
de 400 - 800 °C (Kannusamy and Sivalingam 2013).

Figura 7 - Curvas TGA das NPs y-Fe;O3/Qui (a) e do NCM (b).
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Fonte: A autora (2022)

2.3.1.3 Difracéo de raios-X

As amostras foram caracterizadas por DRX, como mostrado na Fig. 8, onde
podem ser observados os principais picos de difracdo e os respectivos indices de Bragg
(220),(311),(222),(400),(422),(511), (440), de acordo com a base de dados
OCD 1010369.
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Figura 8 - Difratogramas das NPs y-Fe,03/Qui (a) e do NCM y-Fe,03/Qui/Pani (b).
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Fonte: A autora (2022)

Uma maneira de identificar a fase do oxido de ferro € através do parametro de
rede correspondente. Ao compararmos o valor tedrico para a magnetita (FesOs), 8,396 A,
e da maghemita (y-Fe;03), 8,374 A, com os obtidos para as NPs y-Fe,03/Qui, 8,375 A e
do NCM v-Fe,03/Qui/Pani, 8,376 A, podemos ver que a melhor correspondéncia é com
a fase maghemita. Mesmo assim, para uma conclusdo definitiva seriam necessarias
analises adicionais, como espectroscopia de fotoelétrons por raios-X (XPS) ou de
Mossbauer (Fonnum, Johansson et al. 2005, Hernandez, Zamora-Mora et al. 2009,
Salikhov, Savchenko et al. 2015).

2.3.1.4 Curvas de magnetizacao

Investigamos as propriedades magnéticas das NPs e do NCM pela determinacao
das curvas de magnetizacdo correspondentes, mostradas na Fig. 9. Como pode ser
observado, as NPs y-Fe>03/Qui apresentam maior magnetizacdo (42 emu/g), valor que se
reduz para 18 emu/g para 0 NCM, uma diferenca que esté relacionada com o fato de que
o0 revestimento com a polianilina ndo contribui para a magnetizacdo. Vale ressaltar que,
mesmo com esse valor mais baixo de magnetizacdo, 0 nanocomposito responde
rapidamente a acdo de um imé, permitindo sua facil separacdo do meio. Por sua vez, o

comportamento superparamagnético observado tanto para as NPs quanto para 0 NCM
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demonstra a inexisténcia de magnetizagdo remanescente ou coercividade ap0s a retirada
do campo magnético (Alibeigi and Vaezi 2008).

Figura 9 - Curvas de magnetizagdo das NPs y-Fe;03/Qui ¢ do NCM y-Fe,O3/Qui/Pani
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Fonte: A autora (2022)

2.3.2 Experimentos de adsorc¢ao
2.3.2.1 Efeito do pH e mecanismo de adsorcéo

Nas analises de adsorcdo, primeiramente realizamos a variacdo do pH da solugéo
aquosa de cada corante na faixa de 2 a 10, uma vez que o nivel de acidez/alcalinidade
afeta a carga da superficie tanto do adsorvente como do adsorvato. Os corantes alaranjado
de metila (AM) e indigo carmim (IC) s&o anibnicos, enquanto a rodamina B (RB) é um
corante cationico (Fig. 10). Em cada caso, a quantidade de material adsorvido foi

determinada a partir da quantidade de corante remanescente na solugdo apos a interacéo.
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Figura 10 - Estrutura quimica dos corantes alaranjado de metila (a), indigo carmim (b), e rodamina B
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Fonte: Schematics Arts (2022)

Na Fig. 11, pode ser observado que para o alaranjado de metila ocorre uma
diferenca significativa no valor da porcentagem de adsorcéo (de 5 % para 46 %), quando
0 pH do meio é variado de 2 para 4, situacdo em que a captura € maximizada. Ja para o
corante indigo carmim, a eficiéncia de 89 % observada para o pH 2 passa a se tornar
menor a partir do pH 6, chegando a aproximadamente 10 % no pH 10. Por sua vez, para
a rodamina B a quantidade adsorvida pelo nanocompdsito ndo apresenta mudancas
bruscas na faixa de pH entre 2 e 6. De uma maneira geral, podemos observar que para 0s
corantes estudados, a eficiéncia de remocdo diminui significativamente conforme

aumenta a alcalinidade do meio.
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Figura 11 - Efeito da variacdo de pH para os corantes alaranjado de metila (triangulo), indigo carmim
(quadrado), e rodamina (circulo). Concentragdo de 20mg/L. Quantidade de NCM 2 mg para volume de
15mL.
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Fonte: A autora (2022)

Esses resultados sugerem que o processo de adsorcdo dos corantes pelo
nanocomposito ocorre com a contribuicdo de diferentes mecanismos, como interacfes
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e empilhamento n-m, uma vez que o adsorvente
interage tanto com corantes aniénicos (o caso do alaranjado de metila e do indigo
carmim), como com a rodamina B, um corante cationico.

Em pH 2, a molécula do alaranjado de metila encontra-se carregada positivamente
por conta da protonacdo do atomo de nitrogénio, ocorrendo repulsao eletrostatica entre o
adsorvente e o adsorvato. Como a constante de dissociacdo (pKa) desse corante é 3,46
(Tanhaei, Ayati et al. 2015), a partir desse valor de pH do meio a molécula possui carga
negativa, de modo que para o pH 3 (proximo do pKa) observa-se um acréscimo da
adsorcéo para 30 %, que passa para 41 % no pH 4.

Quando em solucdo, o indigo carmim exibe uma carga negativa, enquanto o
nanocomposito é positivamente carregado, de modo que a adsor¢ao ocorre atraves de
interacdo eletrostatica (Yasar, Deligoz et al. 2011).

Ja para a captura do corante rodamina B, dois mecanismos podem estar
envolvidos: 1) empilhamento n-n pela interacdo entre as moléculas da rodamina e as
cadeias de polianilina contidas no adsorvente, 2) formacéo de ligacdes de hidrogénio entre
0 nitrogénio da anilina e o grupo amina no corante (Ovando-Medina, Davila-Guzman et
al. 2018).
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Com a finalidade tanto de compreender melhor os mecanismos envolvidos no
processo de adsorcdo, quanto de comparar a eficiéncia das NPs de y-Fe203/Qui e do NCM
v-Fe203/Qui/Pani na captura de contaminantes, realizamos experimentos em que 2 mg de
cada adsorvente eram colocados em contato com solu¢es de mesma concentracao (20
mg/L) dos corantes, na melhor condicdo de pH encontrada para cada corante. Para o
alaranjado de metila, os resultados indicam que enquanto as NPs conseguem adsorver 29
% do material, essa taxa sobe para 39 % com o NCM, um acréscimo na adsor¢do que
pode ser atribuido ao maior nivel de contribuicdo das interaces n-n no tltimo caso (Fig.
12a). Ja para o indigo carmim (Fig. 12b), muito embora as nanoparticulas tenham se
mostrado capazes de adsorver todo o0 contaminante presente, a solugdo se tornava
amarelada ao final do processo. Enquanto o NCM leva a uma taxa de remocéo de 80 %,
sem que sejam notadas alteragdes no meio. Enquanto para a rodamina houve uma
surpreendente discrepancia no percentual de adsorcdo, com as NPs de y-Fe;Os/Qui
removendo apenas 1,6 % do corante, e 0 NCM y-Fe>O3/Qui/Pani apresenta uma taxa bem
maior de captura (50 %). Mais uma vez, atribuimos a diferenca ao papel desempenhado

pelas interagoes n-m.

Figura 12 - Espectros UV-Vis antes (linha continua) e ap0s a interagdo com as nanoparticulas vy-
Fe,O3/Qui (linha tracejada) e com o nanocomposito (linha trago-ponto) para o corante alaranjado de
metila (a), indigo carmim (b) e rodamina B (c). Concentracdo inicial 20 mg/L.
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Fonte: A autora (2022)
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O pH do meio pode interferir na estrutura do corante e na carga superficial do
adsorvente (NCM y-Fe>O3/Qui/Pani). Por isso, realizamos a analise de potencial zeta para
descobrir o ponto de carga zero do NCM. Na Fig. 13, observa-se que em pHs &cido o
NCM possui carga superficial positiva, e 0 ponto de carga zero quase foi atingido no pH
4,40. Ja a partir do pH 6, a carga superficial é negativa. Quando avaliamos a carga
superficial e o melhor percentual de remocéo mediante as alteracGes de pH, observamos
que a interagdo com os corantes aniénicos alaranjado de metila e indigo carmim tem a

contribuicdo eletrostatica, e a prevaléncia da intera¢do = para a rodamina.

Figura 13 - Potencial zeta do NCM vy-Fe;03/Qui/Pani.
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Assim, ap6s essas analises (variacdo de pH, espectros UV-VIS para adsorcao dos
corantes com as NPs de y-Fe203/Qui e do NCM y-Fe»O3/Qui/Pani, e 0 potencial zeta), o

mecanismo de interagdo estd ilustrado na Fig. 14.
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Figura 14 - Mecanismo proposto para interacdo entre os corantes examinados e 0 NCM.
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2.3.2.2 Efeito da variacdo do tempo de interagao

Para estudar a cinética do processo de adsor¢do de cada um dos corantes (AM, IC,
RB) pelo NCM y-Fe203/Qui/Pani, investigamos o tempo de interacdo necessario para que
seja atingido o equilibrio, quando a concentracdo do poluente na solucdo ndo mais
diminui. Os resultados correspondentes séo mostrados na Fig. 15, onde se pode observar
que a taxa de remocao € de 41 % para o indigo, e de 29 % para o alaranjado de metila e
para rodamina, apds 300 min de interacdo. No comeco da interacdo entre 0 NCM e 0s
corantes, os locais ativos de interacdo do NCM estdo disponiveis em maior namero.
Contudo, no decorrer do processo, esses sitios vao sendo ocupados, 0 que torna mais lenta

a adsorcéo.
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Figura 15 - Efeito do tempo de interacdo na porcentagem de adsorcdo dos corantes alaranjado de metila
(tridngulo), indigo carmim (quadrado), e rodamina (circulo).
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2.3.2.3 Cinética de adsorcao

A cinética de adsorcdo corresponde a progressiva transferéncia de massa do
adsorvato do meio liquido para o adsorvente em funcdo do tempo de interacdo, com a
taxa de adsorcdo sendo dependente da concentracdo do adsorvato, e da superficie do
adsorvente (Kajjumba, Emik et al. 2018).

Os dados experimentais obtidos podem ser entdo comparados com a previsao de
diferentes modelos cinéticos, de modo a identificar quais os tipos de mecanismo (fisico,
quimico, difusdo) envolvidos na interacdo entre o adsorvente e o adsorvato. Os trés
modelos mais examinados na literatura sdo o de Pseudo-Primeira-Ordem (PPO) —
também conhecido como modelo de Lagergren, Pseudo-Segunda-Ordem (PSO), e
Morris-Weber (MW) (Lagergren 1898, Weber and Morris 1963, Wu, Tseng et al. 2009,
Kajjumba, Emik et al. 2018). Em suas formas linearizadas, eles podem ser expressos
como:

PPO

k
log(q. — q.) =log q.— - ¢ , (10)

onde ki é a constante da taxa de adsorcdo de pseudo-primeira-ordem (min?); ge e q
capacidade de adsorcéo expressa em (mg do adsorvato/g do adsorvente);

PSO
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a  k2a ' qe ’ (11)

onde K> € a constante da taxa de adsorcéo de pseudo-segunda-ordem;

MW

q; = kig(®)* + ¢ , (12)

onde Kiq é o coeficiente de difusdo intraparticula, e C € a constante relacionada com a
resisténcia a difuséo.

A partir dos resultados de tempo de interagcdo entre os corantes alaranjado de
metila, indigo carmim e rodamina pelo nanocompdsito y-Fe;O3/Qui/Pani (Fig. 15),
podemos extrair informacgdes como a obtencdo dos parametros cinéticos correspondentes
aos modelos de pseudo-primeira-ordem, pseudo-segunda-ordem e Morris-Weber. Os
ajustes lineares para os modelos (Figs. 16 - 18) possibilitou os célculos dos parametros

listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros cinéticos para adsor¢do de corantes com o nanocompdsito y-Fe;Os/Qui/Pani.

Pseudo-primeira-ordem | Pseudo-segunda-ordem Morris-Weber
Corante Cle exp Ki Qe R2 K2 Qe R? Kid R?
(mg/g) | (minY)  (mglg) (mg.min/g)  (mg/g) (min)

Alaranjado | 0 | 4010102 1042 o042 | 116x10¢ 1351 0997 | 5,00 0,914
de metila

Indigo 126 | 9.90x10° 1630 0946 | 713x10° 1934 0999 | 7.37 0,053
carmim

ROdaém'na 80 | 477x10° 642 0988 | 131x10¢ 850 0992 | 330 0,083

Fonte: A autora (2022)

Tomando por base os valores do coeficiente de correlagdo (R?) correspondente,
podemos concluir que o processo de adsorcao entre 0 NCM e os corantes alaranjado de
metila, indigo carmim, e rodamina B pode ser descrito com o modelo de pseudo-segunda-
ordem (0,997, 0,999 e 0,992, respectivamente). As capacidades de adsorcado (ge exp)
medidas para o corante AM e RB sdo as que mais se aproximam do valor previsto pelos
diferentes modelos. Para o corante anidnico indigo carmim, muito embora o valor de R?
seja maior para 0 modelo de PSO, os valores correspondentes para os modelos PPO e MW
(0,946 e 0,953, respectivamente) sdo também significativos, em uma indicacdo de que

provavelmente mais de um mecanismo de adsor¢do esta envolvido. Um comportamento
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similar € também observado para caso da rodamina B, em que os valores de 0,988 e 0,983

séo encontrados para os modelos PPO e MW, respectivamente.

Figura 16 - Ajustes lineares dos dados experimentais para adsor¢do do corante alaranjado de metila com
0 NCM v-Fe;03/Qui/Pani para os modelos cinéticos: de pseudo-primeira-ordem (a), pseudo-segunda-
ordem (b), Morris-Weber (c), e ajuste dos modelos cinéticos junto aos dados experimentais (d).
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Fonte: A autora (2022)
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Figura 17 - Ajustes lineares dos dados experimentais para adsor¢do do corante indigo carmim com o
NCM y-Fe,03/Qui/Pani para os modelos cinéticos: de pseudo-primeira-ordem (a), pseudo-segunda-
ordem (b), Morris-Weber (c), e ajuste dos modelos cinéticos junto aos dados experimentais (d).
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Fonte: A autora (2022)

Figura 18 - Ajustes lineares dos dados experimentais para adsorcdo do corante rodamina B com 0 NCM
v-Fe203/Qui/Pani para os modelos cinéticos: de pseudo-primeira-ordem (a), pseudo-segunda-ordem (b),

Morris-Weber (c), e ajuste dos

modelos cinéticos junto aos dados experimentais (d).
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2.3.2.4 Efeito da concentracdo inicial de corante

Para estudar o efeito da concentracdo inicial de cada corante, adotamos 0s
melhores parametros de trabalho anteriormente identificados, ou seja, um valor de pH 4
para o alaranjado de metila, 2 para o indigo, e 6 para a rodamina, com 0 mesmo tempo de
equilibrio (300 min) em todos os casos, e usando solu¢des com diferentes concentragdes
iniciais, na faixa 1 - 150 mg/L para o alaranjado de metila, 1 - 50 mg/L para o indigo, e 1
- 70 mg/L para rodamina B. Os resultados obtidos para a porcentagem de adsor¢édo e a
capacidade de adsorcdo (ge) sdo apresentados na Fig. 19. E possivel observar que a
porcentagem de adsorcdo diminuiu & medida que aumenta a concentracdo inicial. Para o
alaranjado de metila, a percentagem de remocdo é igual a 64 %, 31 %, 21,6 %, e 12,4 %
para as concentracdes de 1, 30, 75, e 150 mg/L, respectivamente, enquanto para essas
concentragdes o valor de ge aumenta progressivamente, correspondendo a 4,5, 76, 121,4,
e 147 mg/g, respectivamente. J& para o indigo carmim, um comportamento semelhante é
observado, com a maior capacidade de adsorcdo alcangando o valor de 126 mg/g a partir
de uma concentracao inicial igual a 30 mg/L. Finalmente, a maior capacidade de adsor¢édo
obtida para a rodamina foi de 80 mg/g. O desempenho mostra a dependéncia da saturacdo
da superficie com a concentracdo inicial e indica que para concentra¢fes baixas 0s sitios
estdo disponiveis para adsor¢cdo, enquanto para concentragdes maiores existe a relagao
com a forca motriz e a transferéncia de massa entre as fases (Salleh, Mahmoud et al.
2011).
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Figura 19 - Efeito da concentracdo inicial do corante alaranjado de metila (a), indigo carmim (b), e
rodamina B (c) em relagéo a porcentagem (%) e capacidade de adsorgdo (qe) do NCM y-Fe,O3/Qui/Pani.
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Fonte: A autora (2022)

2.3.2.5 Isotermas de adsorc¢éo

Os modelos de isotermas de adsorcdo sdo ferramentas Gteis para possibilitar um
melhor entendimento do processo de interacdo entre o adsorvente e o adsorvato. Os
ensaios para a determinacdo dos valores da concentragdo no equilibrio (Ce) e da
capacidade de adsorc¢do (ge) foram realizados a temperatura constante. Dentre os diversos
modelos de adsor¢do com dois ou mais parametros disponiveis na literatura, neste
trabalho decidimos ajustar os dados experimentais de acordo com os modelos de
Langmuir, Freundlich e Temkin.

O modelo de Langmuir admite que o adsorvato interage com o adsorvente de
maneira homogénea, resultando na formacdo de uma monocamada, com 0 processo
ocorrendo em locais definidos (Bansal and Goyal 2005, Faust and Aly 2013). Sua forma

linearizada pode ser escrita como

@]
o

_ LG
bg, 4,

, (13)

=
o

onde C. € a concentragdo no equilibrio do adsorvato em mg/L, ge é a capacidade de

adsorcdo expressa em mg/g (mg do adsorvato, nesse caso o corante por g de NCM), b é
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a constante de Langmuir, e qm é quantidade méaxima de moléculas adsorvidas (mg/g). Pela
representacdo grafica de Ce/ge versus Ce, é possivel calcular o valor da constante de
Langmuir b e a quantidade mé&xima adsorvida gm.

O modelo sugerido por Freundlich é aplicavel aos casos em que a adsorc¢ao ocorre
em superficies heterogéneas (com um sitio podendo conter mais de uma molécula),
resultando na adsor¢do em multicamada (Ho, Porter et al. 2002, Foo and Hameed 2010).

Em sua forma linear pode ser expressa como
logq. = log K¢ + % log C, : (14)

onde Kré aconstante de capacidade de adsorcéo de Freundlich, e n a constante relacionada
a heterogeneidade da superficie. Os valores dessas constantes podem ser obtidos através
da regressdo linear do gréafico log ge versus log Ce.

J& 0 modelo de Temkim admite que o calor de adsorcdo de todas as moléculas na
camada deve diminuir linearmente com a cobertura da superficie do adsorvente, por conta
de interagOes indiretas no sistema adsorvente/adsorvato (Ayawei, Ebelegi et al. 2017).
Sua equacdo linearizada é expressa como

qe = BlnA + BlnCe : (15)

. . ~ RT .
onde B esta relacionada ao calor de adsorcao representado por, B = 5 R é a constante

universal dos gases (8,314 J-mol ~!-K™), T é a temperatura absoluta (K), e A corresponde
a constante de equilibrio de ligacdo (Kumar and Kirthika 2009).

A qualidade do ajuste linear pode ser avaliada pelo valor correspondente do
coeficiente de correlagdo (R?), com os melhores ajustes se aproximando de 1,0. Para o
modelo de Freundlich, quando o valor do fator n € inferior a 1, o adsorvente tem maior
afinidade pelo solvente, sendo igual a 1 corresponde ao caso em que a energia é igual
para os sitios de adsorcdo, e superior a 1, quando a interacao adsorvente-adsorvato € mais
forte (Nascimento, Lima et al. 2014).

Nas Figs. 20 - 22, apresentamos 0s ajustes lineares dos dados experimentais para
os modelos de isotermas estudados para o alaranjado de metila, indigo carmim, e

rodamina B.
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Figura 20 - Ajustes lineares dos dados experimentais para adsor¢do de AM com o NCM y-
Fe,O3/Qui/Pani usando os modelos de Langmuir (a), Freundlich (b), Temkin (c), e isotermas de adsorcao

dos valores experimentais e tedricos (d).
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Fonte: A autora (2022)

Figura 21 - Ajustes lineares dos dados experimentais para adsor¢do de IC com o NCM y-Fe,Os/Qui/Pani
usando os modelos de Langmuir (a), Freundlich (b), Temkin (c), e isotermas de adsor¢do dos valores

experimentais e tedricos (d).
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Figura 22 - Ajustes lineares dos dados experimentais para adsor¢do de RB com o NCM y-
Fe,0O3/Qui/Pani usando os modelos de Langmuir (a), Freundlich (b), Temkin (c), e isotermas de adsor¢do
dos valores experimentais e tedricos (d).
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A partir dos valores da inclinacdo e do intercepto obtidos nos ajustes lineares, se
torna possivel calcular os valores das constantes e capacidade méaxima (gm), mostrados
na Tabela 2. Ao observar os resultados dos coeficientes de correlacdo para o alaranjado
de metila, nota-se que apesar da proximidade entre os modelos de Langmuir e Freundlich,
o valor tedrico previsto pelo primeiro (174,5 mg/g) é mais proximo daquele obtido
experimentalmente (147 mg/g). O valor de 1,625 obtido para o fator n do modelo de
Freundlich indica uma maior interacdo entre o adsorvente e o adsorvato. Por sua vez, para
o indigo carmim o processo é descrito melhor pelo modelo de Langmuir (R? = 0,999),
sendo o valor tedrico igual ao experimental, indicando que nesse caso a adsor¢do ocorre
em monocamada. J& para a rodamina B, um comportamento semelhante ao observado
para o alaranjado de metila com maior proximidade entre o valor calculado (88 mg/g) e

o0 experimental (80 mg/g) ocorre para 0 modelo de Langmuir.
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Tabela 2 - Pardmetros de isotermas para os modelos de Langmuir, Freundlich e Temkin correspondentes a
adsor¢do de corantes através do nanocompdsito y-Fe,Oz/Qui/Pani.

Langmuir Freundlich Temkin
Corante (e exp gm b R? Kr n R? A R?
(mg/g) | (mg/g)  (mg/L) (mg/g)
Alaranjado | o | o0 e 003 0980 | 9458 1625 0975 | 1139 0874
de metila
indigo ’ o
. 126 | 1258 4393 0999 | 1.46x10%5 013 0901 | 4,00x10% 0,925
carmim
RodaBmma 80 880 0133 0972 | 507x10° 049 0972 | 2063 00914

Fonte: A autora (2022)

2.3.3 Parametros termodinamicos

O efeito da variacdo de temperatura sobre o processo de adsorcdo € uma
informacao de grande relevancia para o entendimento dos mecanismos de interacéo entre
0 adsorvente e o0 adsorvato. Para estimar os valores de parametros termodinamicos do
processo, como a variagdo de entalpia (AH), da energia livre de Gibbs (AG) e da entropia
(AS), implementamos experimentos a diferentes temperaturas (10, 20, 30, e 50 °C),
usando concentragdes variadas do corante na faixa entre 10 mg/L e 85 mg/L.

Se 0 processo ocorre através da absorcao (AH > 0) ou liberacdo de calor (AH < 0),
0 sistema € caracterizado como sendo endotérmico ou exotérmico, respectivamente. A
variacdo da energia livre possibilita identificar se o processo acontece de maneira
espontanea (AG < 0) ou ndo (AG > 0). Por sua vez, a entropia de adsorgdo esta associada
ao grau de aleatoriedade do processo.

As Egs. (16 - 18), que permitem calcular esses parametros, estdo associadas com
a constante K. das isotermas de Langmuir (Doke and Khan 2013). A variacao de energia

livre de Gibbs com a temperatura pode ser expressa como

AG, = —RTInkK, , (16)

onde R é a constante universal dos gases (8,314 J Kt mol™), T é a temperatura na escala
absoluta (Kelvin), e InK corresponde ao logaritmo da constante de Langmuir para cada
temperatura. J& a variacdo de entalpia pode ser obtida através da relagédo entre o valor da

constante de Langmuir na temperatura final (Ky) € inicial (Ks) na forma

AH , 1 1
antf — anti = — ? (T_f_ T_z) (17)
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Por fim, é possivel obter a variacdo de entropia do sistema pela relagédo

AG— AH
T

AS = —

(18)

No processo de adsor¢do entre o nanocomposito y-Fe203/Qui/Pani e 0s corantes
alaranjado de metila, indigo carmim, e rodamina B, pode ser observado (Fig. 23) que
ocorre um aumento na capacidade de adsorcao (ge) diante 0 aumento da temperatura, um
efeito que pode estar relacionado com o aumento da mobilidade das moléculas devido ao
fato de que o aumento da energia cinética leva a uma maior frequéncia nas colisdes entre
as moléculas do corante e do NCM. Por exemplo, para o caso do AM pode ser notada
uma maior proximidade entre as curvas de variacdo de temperatura (30 °C — 50 °C), com
0 aumento de temperatura levando a uma maior capacidade de adsor¢do. Para o corante
IC (Fig. 23b) na concentracdo de 50 mg/L, a temperatura de 10 °C, o valor da ge é de 90
mg/g, enquanto para 50 °C esse valor sobe para 163 mg/g. Com relagdo a rodamina, o
comportamento é similar ao observado para o indigo, onde as curvas sao mais distintas,
observando um acréscimo significativo de 70 mg/g na ge, quando a temperatura é elevada

de 30 para 50 °C.

Figura 23 - Efeito da temperatura em relagdo a capacidade de adsor¢do do NCM y-Fe,O3/Qui/Pani para
diferentes concentragdes dos corantes alaranjado de metila (a), do indigo carmim (b), e da rodamina B

(©).
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A partir desses dados experimentais, e usando as Eqgs. 16 - 18, é possivel calcular

0s parametros termodindmicos. O valor da constante K_ é determinado a partir da

inclinagdo da curva Ce/ge X Ce (Figs. 24 - 26) para cada temperatura trabalhada (10, 20,
30 e 50 °C).

Figura 24 - Ajustes lineares da isoterma de Langmuir para adsor¢do do corante AM pelo NCM a

temperatura de 10 (a), 20 (b), 30 (c), e 50 °C (d).
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Figura 25 - Ajustes lineares da isoterma de Langmuir para adsor¢do do corante IC pelo NCM a
temperatura de 10 (a), 20 (b), 30 (c), e 50 °C (d).
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Figura 26 - Ajustes lineares da isoterma de Langmuir para adsor¢do do corante RB pelo NCM a
temperatura de 10 (a), 20 (b), 30 (c), e 50 °C (d).
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Fonte: A autora (2022)

Na Tabela 3, listamos os valores obtidos para esses parametros termodinamicos.
Como pode ser observado, em cada uma das temperaturas examinadas a variacdo de
energia livre (AG) tem um valor negativo, em uma indicagdo de que o processo de
adsorcdo ocorre de maneira espontanea. O processo de adsorcao se torna mais eficiente
com o aumento da temperatura (Fig. 23), por conta de sua natureza endotérmica, como
revelado pela variacdo de entalpia, que é de 61,2 (kJ/mol) para o alaranjado de metila,
28,2 (kJ/mol) para o indigo carmim, e de 5,3 (kJ/mol) para a Rodamina. Por sua vez, o
grau de aleatoriedade na adsorcdo pode ser avaliado pelo valor da variacdo da entropia,
que é positiva, 24,8 (J/mol K) para o caso do indigo carmim e 72,6 (J/mol K) para o caso
da rodamina, o que indica a ocorréncia de afinidade no sistema adsorvente-adsorvato

(Nascimento, Lima et al. 2014).
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Tabela 3 - Parametros termodinamicos para adsor¢do dos corantes AM, IC e RB com 0 NCM y-
Fe,O3/Qui/Pani

T AG AH AS
Corante °C) (kd/mol) (kd/mol) (3/mol K)
10 -19,4
Alaranjgdo 20 -19,9
de metila 61,2 -93,9
30 -23,6
50 -30,8
10 -28,2
Indigo 20 30,6 28,2 24,8
carmim
30 -32,6
50 -36,2
10 -24,6
20 220 5,3 72,6
Rodamina B 30 26,8 ’ ’
50 -28,8

Fonte: A autora (2022)

Pode ser visto na Fig. 27, o ajuste linear da constante de adsor¢do de Langmuir

(KL) em funcgéo da variagédo da temperatura.
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Figura 27 - Ajuste linear da constante de adsorcéo de Langmuir em fungdo da temperatura para o alaranjado
de metila (a), indigo carmim (b), e rodamina B (c).
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2.3.4 Estudos de dessorgao e reutilizacdo do nanocompdsito y-Fe20s/Qui/Pani

Examinamos a dessorcdo do material capturado, de modo a avaliar a possibilidade
de recuperacao dos contaminantes adsorvidos, e estabelecer a viabilidade do adsorvente
ser reutilizado em alguns ciclos sucessivos. Para isso, testamos 0 uso de quatro solucdes
de eluicdo diferentes, incluindo surfactantes de natureza neutra, anidnica, e cationica, a
diferentes valores de pH do meio: a) Triton 1 % (v/v) - pH 4,2, b) SDS 0,1 mol L - pH
6,0, ¢) Brometo de cetriménio (CTAB) 0,1 mol L, pH 9,0, e d) NaOH 0,1 mol L, pH
13,1.

Para o corante alaranjado de metila, como mostrado na Fig. 28, a dessorcéao
ocorreu de maneira significativa para cada uma das quatro solucbes de surfactantes
testadas. Esses resultados nos surpreenderam, uma vez que hd novamente a indicacao de
que diversos mecanismos estdo envolvidos nos processos de adsor¢do e de dessorcéo,
com a liberagdo do contaminante adsorvido podendo ocorrer por meio de processos de
troca idnica ou pela ocorréncia da reducdo/desprotonacao da polianilina. Ao observar os
espectros de UV-Vis correspondentes (Fig. 28b), percebe-se que, quando utilizamos as
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solucdes de Triton e CTAB, ocorre o deslocamento da banda de absor¢do para menores
comprimentos de onda, possivelmente devido a interagdes entre 0s materiais.

Assim, utilizamos a solucdo de SDS como eluente para a reutilizagdo do NCM em
ciclos consecutivos de adsorcao/dessorcdao do alaranjado de metila. Na Fig. 28c, ¢
mostrada a cinética de dessor¢do, pode ser observado que apos 45 min de interagdo ocorre
a liberacdo de 50 % do material capturado, com esse percentual subindo para 62 % em
180 min. Ao implementarmos ciclos consecutivos de adsorcéo (5 h) e dessorcéo (3 h),
verificamos que o material responde muito bem por no minimo sete ciclos, com a

porcentagem de adsor¢do se mantendo na faixa de 70 %.

Figura 28 - Percentual de dessor¢do de AM pelo NCM y-Fe,O3/Qui/Pani para diferentes solucdes (a), e
respectivos espectros UV-Vis (b), cinética de dessorcéo (c), e reutilizacdo (d).
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Fonte: A autora (2022)

Nas Figs. 29 e 30, s@o apresentados os resultados para os experimentos de
dessorcdo realizados para o indigo carmim e a rodamina B, respectivamente. Para o
primeiro corante, sdo mostrados apenas os resultados das solugdes de SDS e CTAB, uma
vez que a solucéo de Triton ndo foi capaz de remover o corante do NCM. Por sua vez, a
solugéo de NaOH provavelmente ocasionou a degradacdo do corante, tornando a solugéo

esverdeada logo nos primeiros minutos de interacdo e, em seguida, transparentes. Mais
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analises se fazem necessarias para melhor investigar a natureza da interacdo entre as
moléculas de indigo carmim com a base alcalina. Em termos da cinética de dessor¢éo, a
liberacdo de 65 % do corante adsorvido indigo carmim ocorre em cerca de 300 min (5 h).
Nos experimentos de reutilizacdo do NCM para a captura do indigo carmim, a

porcentagem de remoc¢do diminui progressivamente, atingindo 50 % no quarto ciclo,
chegando a 37 % no sétimo ciclo.

Figura 29 - Percentual de dessor¢do de IC pelo NCM y-Fe;O3/Qui/Pani para diferentes solugdes (a), e
respectivos espectros UV-Vis (b), cinética de dessorcéo (c), e reutilizagao (d).

a) b) 2,5
J ——IC 30mg/L
70 1 Adsorgio
2,04 —-- SDS
60 — — CTAB
= 501 £ 1,5
= ]
o 40 3
[ 5 1,04
g 304 ]
2 |
o <
S 20 0,5+
10
0,0
SDS 0,1 mol L’ cTABOA molL” 200 300 400 500 600 700 800
Solugdes Comprimento de onda (nm)
b) 70 - o
—H—Dessorgao IC _a—u—a—# 100 Il Adsorgio
504 j/./i B Dessorgio
= 50
2 9
zg 40 %
[ g
: ]/ :
0w 304 / 8
o o
a . <
20 4 ’-
| |
10 T T T T T v T v T v T v T v T v
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tempo (min)

Fonte: A autora (2022)

Jé para o caso da rodamina B, para sua dessor¢cao do NCM y-Fe>O3/Qui/Pani pode
ser usada qualquer uma das solugdes testadas, com uma taxa de liberagdo superior a 80
%. N6s optamos por trabalhar com a solucéo de SDS devido seu carater neutro, com uma
liberacdo de 90 % do material adsorvido apos 300 min de interacdo. Ao longo de sete

ciclos de reutilizacdo, ocorre uma progressiva diminuicao da porcentagem de adsorcéo a
cada ciclo, alcancando 56 % no sétimo ciclo.
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Figura 30 - Percentual de dessor¢ao de RB pelo NCM y-Fe;Os/Qui/Pani para diferentes solugbes (a), e
respectivos espectros UV-Vis (b), cinética de dessorcéo (c), e reutilizagao (d).
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Fonte: A autora (2022)

2.3.5 Comparagdo do NCM y-Fe203/Qui/Pani com outros adsorventes encontrados
na literatura

Como pode ser visto nos dados listados na Tabela 4, a capacidade do NCM v-
Fe>03/Qui/Pani de remover os corantes alaranjado de metila, indigo carmim e rodamina
B e competitiva em relagdo a outros adsorventes similares descritos na literatura. Deve
ser ressaltado que o NCM pode ser obtido em uma sintese facil e suas caracteristicas
magnéticas possibilitam uma facil separacdo do meio através de um ima (dispensando
assim o uso de uma centrifuga, por exemplo).

No caso do corante alaranjado de metila, a capacidade de adsor¢do do NCM -
Fe>03/Qui/Pani (147 mg/g) em 300 min de interacdo é superior & de particulas de
quitosana (89,3 mg/g em 720 min) (Huang, Liu et al. 2017), do nanocompdsito kapok-
polianilina (136,7 mg/g em 360 min)(Gapusan and Balela 2020), em relacdo ao
nanocomposito de Fes04-0xido de grafeno-pani (Lv, Zhang et al. 2020) esse apresenta
resultado superior 181 mg/g, porém ndo cita qual o tempo requerido para a obtencao dessa

capacidade.
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Ja para o corante aniénico indigo carmim, podemos ver que 0s adsorventes
membrana de PVDF revestida de quitina (Gopi, Balakrishnan et al. 2017) e 6xido de
grafeno-Pani (Gemeay, Elsharkawy et al. 2018) apresentam uma capacidade inferior
quando comparado ao NCM y-Fe;O3/Qui/Pani. Por sua vez, nanofibras de
poliacrilonitrila (YYazdi, Ivanic et al. 2018) tém maior capacidade de adsorcéo, contudo a
superficie de interacdo € distinta do adsorvente que utilizamos, e a capacidade de adsorcéao
das particulas de polianilina (Yasar, Deligoz et al. 2011) é de 169 mg/g, porém o tempo
requerido é longo (48 h).

Em uma busca na literatura sobre dados para a adsorcdo de rodamina B,
encontramos resultados inferiores para capacidade de adsor¢do quando utilizados os
adsorventes 6xido de ferro-hemoglobina (Essandoh, Garcia et al. 2021), biomassa de
carbono-quitosana e enxofre (Vigneshwaran, Sirajudheen et al. 2021), e composito
MoOs/polianilina (Dhanavel, Nivethaa et al. 2016). Ja 0 nanocompdsito de hidroxiapatita
Ag-quitosana (Li, Igbal et al. 2018) apresenta uma maior capacidade de adsorc¢ao (128
mg/g), mas a reutilizacdo possibilita apenas para trés ciclos de adsorcao/dessorcao.
Assim, o valor obtido neste trabalho é intermediario, quando comparado ao de outros

materiais.

Tabela 4 - Rendimento comparativo do NCM vy-Fe,O3/Qui/Pani com materiais descritos na literatura.

Adsorvente pH 0e (Mg/g) Tempo(de_ a;:lsorgéo Ref.
min

Alaranjado de metila

Particulas de quitosana

(Huang, Liu et

protonada 6 89,3 720 al. 2017)
- . . (Zhang, Zhou
Compasito alumina-quitosana 6 42,0 90 et al. 2012)
(Tanzifi,
Nama(ﬂ?g;‘i’l?g;es de 10 75,9 60 Hosseini et al.
P 2017)
Nanocomposito de fibra de (Gapusan and
kapok-polianilina 4 1367 360 Balela 2020)
Nanocomposito de Fe3Os- ] 1810 ] (Lv, Zhang et
oxido de grafeno-pani ' al. 2020)
NCM y-Fe203/Qui/Pani 4 147,0 300 Este trabalho
indigo carmim
Nanofibras de 5 154 5 o5 (Yazdi, Ivanic
poliacrilonitrila-nanoparticula etal. 2018)
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de dxido de ferro- acido 3-
mercaptopropidnico

(Gopi,
Membrana PVDF com quitina - 72,6 - Balakrishnan
et al. 2017)
(Gemeay,
Oxido de grafeno-pani 2 88,7 120 Elsharkawy et
al. 2018)
(Yasar,
Particula de polianilina - 169,0 2.880 Deligtz et al.
2011)
NCM 7y-Fe203/Qui/Pani 2 126,0 300 Este trabalho
Rodamina B
(Essandoh,
Oxido de ferro-hemoglobina 9 19,7 1.440 Garcia et al.
2021)
. ] (Vigneshwara
B'Ourﬂzzza;:iﬁrfgflo 8 40,9 120 n, Sirajudheen
a et al. 2021)
Nanocompdsito de (Li, Igbal et
hidroxiapatita Ag-quitosana ! 127.6 120 al. 2018)
(Dhanavel,
Composito MoOs/polianilina 3 36,4 60 Nivethaa et al.
2016)
NCM 7y-Fe203/Qui/Pani 4-6 80,0 300 Este trabalho

2.4 CONCLUSAO

Fonte: A autora (2022)

Nesse trabalho, sintetizamos 0 NCM vy-Fe>O3/Qui/Pani, que apresentou uma boa

capacidade de adsor¢édo para os corantes alaranjado de metila (147 mg/g), indigo carmim

(126 mg/g), e rodamina (80 mg/g). Apesar das diferencas nas estruturas quimicas e nos

mecanismos de interacdo adsorvente-adsorvato envolvidos (interacdo -eletrostatica,

empilhamento =, ligagdo de hidrogénio), o tempo estimado para o equilibrio do processo

foi o mesmo, cerca de 300 min (5 h). Mostramos ainda ser possivel a utilizacdo do

compdsito NCM por sete ciclos consecutivos de adsorcdo/dessorcao. Assim, 0s resultados

obtidos sugerem que 0 NCM y-Fe>O3/Qui/Pani é um material promissor na captura de

corantes, e apto a ser incorporado a tecnologias eficientes de remogéo de poluentes.
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3 USO DO NANOCOMPOSITO MAGNETICO 7y-Fe203/QUI/PANI PARA A
EXTRACAO DE DNA DE AMOSTRAS DE SANGUE HUMANO: UM ESTUDO
COMPARATIVO

3.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

H& mais de dois anos, enfrentamos uma situacdo antes inimaginavel, a pandemia
causada pela disseminacdo do coronavirus. A gravidade e extensdo da doenca COVID-
19 mostraram a populagdo a importancia da ciéncia, tornando de amplo conhecimento a
existéncia de testes moleculares de diagndstico, como a reagdo em cadeia da polimerase.
Menos evidente, porém, é o fato de que até que se chegue a etapa final do diagnostico,
diversas etapas intermediérias, igualmente relevantes, devem ser implementadas com
bastante cuidado e acurdcia, uma vez que seus resultados podem vir a interferir
diretamente com a qualidade da deteccgéo final, ou seja, o reconhecimento da presenca ou
auséncia do patogeno. A partir das amostras coletadas dos pacientes, o primeiro
procedimento a ser feito é a extracdo de cadeias de acidos nucleicos, seja o ribonucleico
(RNA) ou o desoxirribonucleico (DNA).

A extracdo e purificacdo de DNA gendmico séo etapas de grande importancia em
varios protocolos de diagnostico, na biologia molecular e em analises clinicas e genéticas.
Existem diversos métodos que podem ser utilizados para realizar a extracdo de DNA
genbmico, desde aqueles baseados no uso de solventes organicos até os que envolvem a
utilizacdo de adsorventes sdlidos, como membranas, particulas e nanoparticulas
magnéticas (Chacon-Cortes, Griffiths 2014). Em cada caso, a escolha do método mais
adequado a ser usado deve ter por base a consideracdo de fatores como a natureza da
amostra a ser analisada, a qualidade e o rendimento da fracdo de DNA a ser obtida, bem
como a disponibilidade de equipamentos e a experiéncia do operador, além dos custos
envolvidos (Chacon-Cortes, Griffiths 2014).

Apesar dos avancos conseguidos nos diferentes métodos de extracdo, € permanente a
necessidade de modificacdo e aperfeicoamento de protocolos para que ocorra a reducao
no tempo de extracdo, no volume de amostra de partida, e na perda de material durante a
manipulacdo envolvida, além da eliminacdo da necessidade de uso de reagentes toxicos
como o brometo de etidio e a guanidina, que prejudicam o operador e 0 meio ambiente.
E também de interesse a possibilidade de que as etapas de purificacdo de DNA venham a

ser feitas em pontos primarios de atendimentos, especialmente em areas remotas e mais
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pobres (Ramirez-Solis, Rivera-Perez et al. 1992, Tan and Yiap 2009, Ali, Rampazzo et
al. 2017).

A extracdo de DNA pode ser feita a partir de diferentes tipos de amostras bioldgicas,
no entanto sendo o sangue o fluido mais utilizado em diagndsticos e na ciéncia forense.
De uma maneira geral, é requerido que a amostra de partida possua qualidade elevada, ou
seja, ndo contenha contaminantes ou interferentes que comprometam a analise.

O objetivo deste trabalho foi o de aprofundar os estudos para a otimizacgdo da extragao
de DNA a partir de amostras de sangue humano, utilizando os nanocompositos y-
Fe>O3/Qui/Pani e y-FeoOs/Pani desenvolvidos em nosso laboratdrio. Para chegar a esse
objetivo, tivemos como base os trabalhos anteriores do grupo de Polimeros N&o-
Convencionais (PNC) que analisaram a sintese e caracterizacdo dos NCMs, assim como
o0s estudos de adsorcdo em um sistema modelo baseado no uso de solugdes aquosas de
DNA de esperma de salmdo. Como marco de referéncia para estabelecermos o grau de
eficacia, rendimento e pureza do DNA gendmico, realizamos um estudo comparativo de
nossos resultados com aqueles resultantes do uso de seis kits disponiveis no mercado, e

que sao baseados na utilizacdo tanto de membranas quanto de particulas.

3.1.1 Acidos nucleicos

Os 4cidos nucleicos sdo macromoléculas bioldgicas formadas por longas
sequéncias de pequenas unidades denominadas como nucleotideos. Eles se apresentam
em duas formas bésicas distintas: o acido desoxirribonucleico (DNA), que tem uma
estrutura de cadeia dupla, e o acido ribonucleico (RNA), que consiste em uma fita simples
(Alberts et al. 2018). Essas moléculas sdo essenciais para 0s organismaos vivos, por serem
responsaveis pela transmissdo da informacao genética e a sintese de proteinas (Brown et
al. 2014).

Por sua vez, os nucleotideos sdo moléculas que resultam da unido de trés grupos:
fosfato, que confere uma carga negativa a molécula, pentose (monossacarideo com cinco
atomos de carbono), e uma base nitrogenada (Fig. 31a). As bases nitrogenadas, que sdo
moléculas heterociclicas, podem ser pirimidicas, contendo uma estrutura ciclica (citosina,
timina, no caso do DNA, e uracila, no caso do RNA), ou pdricas, compostas por dois
anéis, como a adenina e a guanina.

Em 1953, com base nos resultados de difracdo de raios-X obtidos por Rosalind
Franklin, James D. Watson e Francis Crick sugeriram que a estrutura da molécula de

DNA consistiria em uma dupla hélice. Por essa descoberta, que foi um marco para a
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ciéncia, eles dividiram o Prémio Nobel de Medicina de 1962 com Maurice Wilkins,
colaborador de Franklin.

A estrutura em hélice dupla (Fig. 31b) resulta da especificidade das liga¢des entre
as bases nitrogenadas. A adenina se liga apenas a timina (por duas ligacdes de
hidrogénio), e a guanina com a citosina (por trés ligacdes de hidrogénio). A estabilidade
da fita dupla de DNA se deve as multiplas interacdes de empilhamento entre os pares de
bases e ligagOes de hidrogénio. Por conta de suas diferentes polaridades, as bases
nitrogenadas com caracteristicas hidrofébicas ficam posicionadas na parte interior da
hélice, enquanto, devido a sua maior hidrofilicidade, a pentose e o fosfato ocupam a

regido mais externa (Lehninger Cox 2011).

Figura 31 - Estrutura dos nucleotideos (a), e representa¢do da cadeia dupla hélice do DNA (b).
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Fonte: Schematics Arts (2022)

3.1.1.1 Quantificagdo da concentragdo de acidos nucléicos por espectroscopia UV-Vis

Por ser uma técnica rapida e de relativo baixo custo, a espectroscopia no UV-Vis
(que € descrita na Secdo 2.2.2.1) é amplamente utilizada para a obtencdo de informacoes
qualitativas e quantitativas sobre a composicdo de materiais diversos, inclusive
biomoléculas, como &cidos nucleicos e proteinas.

Os &cidos nucleicos apresentam uma banda de absorcao centrada no comprimento
de onda de 260 nm, que é associada as transicdes m — m* dos anéis heterociclicos das

bases nitrogenadas. Embora a absor¢do observada em 260 nm seja o somatério daquelas
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envolvendo as diversas bases nitrogenadas, tanto as pirimidicas (citosina, timina) quanto
as purinicas (adenina, guanina), é possivel diferenciar aquelas que se devem a cadeias de
DNA de fitas simples ou duplas, bem como as associadas as cadeias de RNA (Schmid
2001, Medina-Llamas 2015). Para isso, deve ser analisada a absorbancia dos nucleotideos
isolados na mesma concentracdo, pois a absorbancia tomada como igual a 1 é observada
para uma solucdo de DNA fita dupla com concentragdo igual a 50 pg/mL, enquanto esse
valor corresponde a concentragdes de 33 pg/mL para uma solugéo de DNA fita simples e
de 40 ug/mL para o caso de solucdes de RNA. Essas diferencas nas intensidades da
absorbancia estdo relacionadas com o grau de interacdo das ligacdes de hidrogénio,
interacOes hidrofobicas ou dipolo-dipolo entre as bases nitrogenadas (Medina-Llamas
2015).

Como vimos, independentemente do método de extracdo utilizado, a qualidade da
amostra de partida € essencial para que a extracdo de DNA seja bem-sucedida. Uma vez
que a presenca de contaminantes pode ter origens diversas, como aqueles associados a
componentes celulares, proteinas, RNA, carboidratos, ou a reagentes utilizados nas etapas
de lise, interacdo e lavagem (como o fenol e sais).

E possivel estimar o grau de pureza de uma dada amostra ao avaliar quantitativa
e qualitativamente os &cidos nucleicos presentes, pela determinacdo da intensidade da
absorcdo nos comprimentos de onda de 230 nm, 260 nm, e 280 nm. A pureza de uma
amostra pode ser inferida pelo valor da razdo das intensidades 260 nm/280 nm
(A260/280), com o valor aceitavel para uma amostra considerada como pura estando no
intervalo 1,8 - 2,0. Um valor inferior estaria relacionado a contaminacdo por proteinas,
que absorvem luz em 280 nm, enquanto um valor superior indicaria a presenga de RNA
(Scientific 2010). Como uma medida auxiliar, pode ser obtida a razo da absorbancia 260
nm/230 nm, cujo valor ideal se encontra na faixa de 2,3 - 2,4, com desvios indicando uma
possivel contaminacdo por fenol, compostos aromaticos, carboidratos, sais caotropicos
(cloridrato ou tiocianato de guanidina), EDTA, surfactantes, ou particulas solidas
suspensas (Toledo 2017, Toledo 2021).

Uma vez obtida a curva de absorcdo na regido do UV-Vis, e determinado o valor
da concentracdo, é possivel calcular o rendimento do DNA extraido da amostra pela

relacdo (Qiagen 2014).

Rendimento= Concentracao * Volume de eluigao (19)
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3.1.2 Meétodos de extracdo de DNA

A extracdo de DNA pode ser realizada por diversos métodos, que sdo geralmente
classificados em dois grupos: 1) extracao liquido-liquido, que inclui o método bastante
utilizado, a extracdo com solventes organicos (usualmente fenol e cloroférmio) e 1)
extragdo em fase sélida, um procedimento baseado no uso de materiais adsorventes que
tenham afinidade pelas cadeias de acido nucleico.

O método fenol-cloroférmio, o primeiro a ser desenvolvido para a extracdo de acidos
nucleicos (Barnett and Larson 2012, Sakyi, Kumi et al. 2017), foi bastante usado para a
obtencdo de amostras de boa qualidade. Todavia, além de demorado, esse procedimento
é baseado no uso de solventes organicos nocivos ao manipulador. Mesmo quando de alta
pureza, esses solventes podem conter interferentes capazes de impedir ou dificultar o uso
subsequente de outras técnicas de biologia molecular, como, por exemplo, a amplificacédo
por PCR (Ramirez-Solis, Rivera-Perez et al. 1992, Jakovski, Ajanovska et al. 2015).
Outras metodologias também usadas sao as de alta concentracdo de sal (salting-out), que
atua como agente desnaturante das proteinas, e SDS-proteinase K, usados como reagentes
principais para ruptura da membrana celular e precipitacdo das proteinas, respectivamente
(Wang, Hirayasu et al. 1994, Sakyi, Kumi et al. 2017).

A introducdo das técnicas de extracdo de fase sélida permitiu uma reducdo tanto do
tempo de operacao quanto da quantidade de interferentes no processo, com a captura do
DNA geralmente envolvendo sua adsor¢do em um substrato sélido. Para isso,
inicialmente membranas de silica eram bastante utilizadas em colunas de centrifugacé&o.
Ainda assim, ndo apenas continuava a existir uma perda de DNA durante as etapas do
processamento, como também havia a necessidade de uso de reagentes toxicos (por
exemplo, a guanidina) e de uma centrifuga para possibilitar a extracdo. A abordagem da
extracdo em fase solida com a utilizacdo de particulas magnéticas permitiu uma
significativa melhoria no processo, como a diminui¢do da quantidade de solvente a ser
usada, uma vez que a separacdo das particulas se d& pela aplicacdo de um campo
magnético externo (através de um ima4), cartdio FTA! e, mais recentemente, uso de

dispositivos microfluidicos (Gan, Gu et al. 2017, Tang, Yang et al. 2017).

! Funciona como um cartdo de armazenamento de amostras, onde acontece o processo de ruptura celular,
com a protecdo do acido nucleico, até 0 momento de retirada do papel para purificagdo e aplicagdes futuras.
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3.1.2.1 Tipos de amostras usadas para a extracdo de DNA

A extracdo de DNA pode ser feita a partir de diversos tipos de amostras, como
saliva, cabelo, dentes, ossos (Lodha, Ansari et al. 2017), sangue, urina, sémen (Tobe,
Swaran et al. 2017), e tecidos. Como mencionado, essa é uma técnica essencial em
diferentes areas de aplicacdo, como medicina forense, investigacbes criminais,
genotipagem (Wagner, Flegel et al. 2017), sequenciamento (Al-Shuhaib 2017), e
determinacéo do polimorfismo (Lahiri and Nurnberger Jr 1991).

Apesar das diferencas que podem ser observadas entre os protocolos de extracao,
a complexidade das amostras requer a adocdo de uma mesma sequéncia de passos
essenciais: 1) a lise celular, que consiste no rompimento da membrana celular e
consequente liberacdo do DNA, 1) a ligacdo do DNA ao material utilizado, 111) a remogéo
de contaminantes por meio de sucessivas lavagens e, por ultimo, a 1V) eluicdo do DNA,
geralmente feita em agua livre de nucleases ou pelo uso de uma solucdo tampdo que
preserve sua integridade.

O sangue, tecido responsavel pelo transporte de oxigénio no organismo, é
constituido por uma fase liquida e outra solida. A fase sélida é caracterizada pela presenga
dos eritrécitos (células vermelhas), leucocitos (as células brancas, responsaveis pela
defesa do organismo), e as plaguetas, que atuam no processo de coagulacdo sanguinea.
Ja a fase liquida corresponde ao plasma, uma amostra complexa composta por 90 % de
agua e 10 % de proteinas, gorduras, sais, minerais e horménios (Maria Helena L. Souza
2006, Kalendar, Boronnikova et al. 2021). O tecido sanguineo € a principal fonte de
extracdo de DNA gendmico, por conta da significativa quantidade de DNA presente nas
células nucleadas (leucdcitos) (Jung, Klotzek et al. 2003).

Tanto a qualidade do DNA extraido a partir de amostras de sangue, como 0
correspondente rendimento, estéo relacionados a diversos fatores. Assim, por exemplo,
um menor rendimento pode ser causado por uma baixa quantidade de leucdcitos ou
inadequada duracéo das etapas de lise ou de ligacéo, e o tempo de armazenamento (por
exemplo, um maior rendimento € obtido a partir de amostras de sangue recentemente
coletadas que daquelas obtidas hd mais tempo e que sofreram congelamento). Apenas
amostras com um padrdo minimo de qualidade tornam possivel a realizacdo subsequente
de procedimentos como sequenciamento, teste de paternidade, analises forenses,

diagndstico de doengas, entre outros.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Materiais

Os reagentes agarose, corantes blue/orange e diamond, glicina, proteinase K, Tris-
Acetate-EDTA (TAE) 40 X and tris (hidroximetil) aminometano (Tris) foram obtidos da
Promega (EUA). Acetato de potassio (CH3COOK) comprado da Applichem (Alemanha).
Persulfato de amonio, quitosana (massa molecular 50.000 - 190.000 e grau de
desacetilacdo 75 - 85 %), cloreto de ferro Il tetrahidratado (FeCl..4H20), dodecil sulfato
de s6dio foram adquiridos da Sigma (EUA). Os seguintes reagentes foram adquiridos de
fornecedores brasileiros: cloreto de ferro (I11) hexahidratado (FeClz.6H20) (Dinamica),
Triton X-100 (Vetec), acido acético, acido cloridrico, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), cloreto de sédio (NaCl), e metanol (CH30OH) (Quimica Moderna), enquanto a
anilina, fosfato de s6dio monobasico (NaH2PQOs) e bibasico (Na2HPO4) foram adquiridos
da Nuclear. A anilina foi o Unico dos reagentes adquiridos a ser destilado antes do uso.
Em todas as analises, a agua utilizada era de alta resistividade e obtida apds passagem por

um sistema Synergy (Millipore, EUA).

3.2.1.2 Sintese do nanocompdsito magnético y-Fe-Oz/Qui/Pani

A preparagdo do nanocomposito y-Fe2Os/Qui/Pani foi realizada conforme descrito
na Secdo 2.2.1.1, com a alteracdo de que a temperatura de polimerizacdo adotada foi de

aproximadamente 5 °C.

3.2.1.3 Condic¢bes de coleta, armazenamento da amostra bioldgica e determinacdo da
concentracdo e pureza do DNA

Amostras de sangue humano foram obtidas de voluntarios e armazenadas em
tubos de coleta a vacuo com EDTA, e guardadas sob refrigeracdo (2 °C — 8 °C). Na etapa
de comparacdo do desempenho dos NCMs com os Kits de extracdo de DNA, a mesma
amostra de sangue foi usada em cada caso.

A concentracdo do DNA extraido foi estimada por espectroscopia no
ultravioleta-visivel por meio do uso de um espectrofotdmetro Nanodrop 2000 C (Thermo
Scientific, EUA). A presenca das bandas de DNA foi confirmada por meio de
experimentos de eletroforese realizadas em uma cuba horizontal K33-15H (Kasvi,
Brasil), com o gel de eletroforese sendo submetido ao final do processo a um
transiluminador UV MB-16 (Maestrogen, EUA). Por fim, a amostra de DNA obtida foi
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submetida a uma reacdo em cadeia da polimerase usando o termociclador StepOnePlus
(Applied Biosystems, EUA).

3.2.1.4 Protocolo para a extracdo de DNA de amostras de sangue humano utilizando o
nanocomposito magnéetico y-Fe>Os/Qui/Pani
Para realizar a lise, se faz necessario adicionar 5 pL de proteinase K (26 mg/mL)
e 500 pL da solucédo de agua/triton X-100 1 % (v/v) a 100 pL de sangue em um microtubo
de 2 mL, que é submetido ao vortex por 15 s €, em seguida, incubado a 65 °C por 10 min
em banho-maria (BM100, Yamato Scientific, Japdo). Ao final da etapa de lise, a amostra
de sangue apresentara uma coloracdo preta. Apds o periodo de incubacdo, 1,2 mL da
solucéo de glicina/HCI/NaCl pH 3,3 é inserido no microtubo e 0 NCM (y-Fe203/Qui/Pani
ou y-Fe»Oz/Pani) adicionado, com a interagdo sendo promovida por continuas inversdes
manuais durante 10 min. O NCM ¢ entdo confinado magneticamente com o auxilio de
um im4, e o sobrenadante descartado (uma etapa que requer cuidado especial, devido a
cor escura da solucéo). Para a remocdo de detritos celulares, sdo realizadas lavagens que
consistem em adicionar 900 pL da solucdo (1 mL de acetato de potassio/TrissEDTA e 1,7
mL de etanol) ao NCM, agitar o sistema por 30 s no vortex, e mais uma vez confinar o
nanocomposito, retirando o sobrenadante, sendo esse procedimento repetido por quatro
vezes no total. Para a eluicdo do DNA extraido, 100 pL - 200 pL da solucdo tampéo de
Na,HPO4/NaH2PO4, com pH 7,8, devem ser adicionados ao microtubo contendo o NCM,
que é entdo submetido ao vortex por 15 s e incubado durante 10 min. Finalmente, 0o NCM
é magneticamente separado, e a fracdo de DNA armazenada em um microtubo limpo. A
representacdo esquematica da metodologia é apresentada na Fig. 32.
No estudo de comparacdo com o desempenho de Kkits comerciais, o protocolo
recomendado por cada fornecedor foi rigorosamente seguido, como descrito no Apéndice
A.
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Figura 32 - Esquema representativo do processo de extracdo de DNA gendmico a partir de amostras de
sangue.
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Fonte: Schematics Arts (2022)

3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Reagdo em cadeia da polimerase

Desenvolvida por Kary Mullis em 1983, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é
uma técnica largamente utilizada em biologia molecular por permitir & amplificacéo de
segmentos especificos de uma cadeia de acidos nucleicos (Mullis 1990). Em 1993, Mullis
foi agraciado com o Prémio Nobel em Quimica.

A amplificagdo do material alvo ocorre de maneira exponencial ao longo de
sucessivos ciclos de operagéo. A etapa inicial envolve o aquecimento da amostraa 95 °C,
para que haja a desnaturacéo da fita dupla do DNA. Em seguida ocorre o anelamento (isto
é, a hibridizacdo) dos iniciadores, que sdo um par de oligonucleotideos sintéticos,
chamados de primers — 0 que acontece entre 40 °C - 60 °C — com as fitas simples obtidas
na primeira etapa. Por fim, ocorre a terceira etapa, com a extensdo das cadeias sintetizadas
a 72 °C por meio da enzima Taq polimerase, que funciona como um catalisador
termoestavel para a reacdo. O produto resultante da PCR é denominado amplicon. Como
a técnica de PCR é altamente sensivel, se faz importante que a etapa inicial da extracdo
de &cidos nucléicos seja realizada corretamente, de modo a fornecer uma suspenséo pura
da amostra alvo (DNA, RNA) (Bartlett and Stirling 2003).

Na PCR convencional, a amplificacdo permite a obtencdo da informacéo
qualitativa acerca da presenca ou auséncia da sequéncia especifica alvo da analise. Por
sua vez, na PCR em tempo real (QPCR), o processo de amplificacdo € monitorado

continuamente com a concentracdo da sequéncia alvo sendo acompanhada pela medida
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da fluorescéncia de um fluoréforo, o que possibilita a quantificacdo do resultado obtido.
Independente do processo adotado, é necessario otimizar as condi¢bes para evitar a
ocorréncia de contaminag&o cruzada ou a formacéo de dimeros (O'Connell 2002). Na Fig.

33 estdo representados os processos de PCR convencional e em tempo real.

Figura 33 - Representacdo dos processos de PCR convencional e em tempo real.
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Fonte: Silva (2019)

Por sua grande confiabilidade, a técnica de PCR em tempo real representou um
avanco significativo para a area. Na gPCR, o sinal fluorescente é detectado em cada um
dos cerca de 40 ciclos do processo. A intensidade do sinal de fluorescéncia de cada pogo
(ou seja, do microtubo onde a reacdo é realizada) se correlaciona com a quantidade de
material alvo naquele instante.

Na gPCR, a amplificacdo se da em quatro etapas. Na fase inicial, denominada
linha de base, a mudanca no sinal de fluorescéncia & minima, uma vez que ndo existe
ainda uma quantidade significativa de amplicons; porém, essa fase & importante por
permitir que seja diferenciado o sinal de fluorescéncia do sinal de fundo. A segunda fase,
chamada de exponencial, onde a amplificacdo méxima acontece, tem sua duracdo
determinada pela concentracédo e qualidade desejada do alvo. A terceira fase, a linear,
ocorre quando a amplificacdo comeca a decair, com a eficiéncia da reacdo diminuindo até

que seja atingida a quarta e ultima fase, o platd (Dorak 2007).



81

O corante sybr green é uma molécula bastante utilizada nos ensaios de PCR em
tempo real por conta da facilidade de manuseio, baixo custo, apresentar boa relagdo sinal-
ruido na fluorescéncia, e demandar a utilizacdo de apenas um par de primers. A
intensidade de sua fluorescéncia aumenta cerca de 2.000 vezes quando ele se liga a
cadeias de fita dupla de acido nucleico para formar um complexo DNA - corante (Dorak
2007).

Para monitorar a PCR em tempo real, é necessario o uso de trés corantes
(moléculas fluorescentes). O corante doador, conhecido como repdrter, € monitorado
durante o experimento. O segundo corante é a molécula aceitadora e, por fim, um corante
de referéncia € usado para normalizar o sinal dos pocos. Desse modo, é necessario dividir
a intensidade da fluorescéncia do corante reporter pelo da referéncia, e subtrair o valor de
fundo (ruido), do que resulta o valor da fluorescéncia normalizada do corante doador
(ARn). De modo geral, 0 resultado € expresso em um grafico onde o eixo x corresponde
ao namero de ciclos, e 0 eixo y € o logaritmo do ARn (Dorak 2007).

Algumas regras devem ser observadas para a realizagdo de um bom ensaio de PCR
em tempo real. Uma delas é a constru¢do de uma curva padrdo a partir do uso de
concentracdes conhecidas do material alvo, seja amplicons, primers, RNA ou plasmideos.
Para uma reag&o ser considerada ideal, isto é, apresentar 100 % de eficiéncia, é necessario
que duas moléculas sejam sintetizadas a partir da desnaturacao da cadeia dupla de DNA.

O sucesso do processo de amplificacdo por PCR pode ser aferido por meio da
técnica de eletroforese, que permite avaliar se de fato o material alvo apresenta uma banda
Unica com o tamanho esperado, ndo havendo a ocorréncia de bandas inespecificas e
rastros do material alvo (Bartlett and Stirling 2003).

Em cada reacdo de PCR em tempo real, foram utilizados 10 pL da master mix
sybr green (solucdo de sais, 0s DNTPs (desoxinucleotideo trifosfatos), e enzima), 1,5 pL
primer f-actina forward (10 pmol) CAT GTA CGT TGC TAT CCA GGC e 1,5 puL
reverse CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT, 5,5 uL de agua livre de nuclease e, por
fim, 1,5 pL da amostra a ser amplificada. Os reagentes utilizados nesta etapa foram
adquiridos da Invitrogen Life Technologies (EUA). No termociclador StepOnePlus, é
feito um aquecimento inicial a 95 °C por vinte segundos, em seguida séo realizados 40
ciclos a uma temperatura de 95 °C por 3 s, que € reduzida a 60 °C por trinta segundos. A
intensidade da fluorescéncia correspondente € registrada ao final de cada ciclo de

amplificag&o.
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3.2.2.2 Eletroforese

A qualidade do DNA extraido foi estimada através de experimentos de
eletroforese e da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), técnicas padrdo da biologia
molecular.

A eletroforese € uma técnica de separacdo de macromoléculas que se baseia na
migracao diferenciada de biomoléculas carregadas que, quando submetidas a um campo
elétrico externo, se deslocam na direcdo de um polo (negativo ou positivo, a depender de
sua carga), através de um meio poroso. Embora a eletroforese seja usada desde o0 comeco
do século XX, sua forma moderna surgiu em 1937 com o sucesso de Arne Tiselius em
obter o fracionamento de proteinas séricas. Em 1949, Linus Pauling e colaboradores
realizaram um desenvolvimento importante, o fracionamento da hemoglobina S (Hb S)
através da eletroforese em papel filtro. Quando usada no fracionamento de hemoglobinas,
proteinas séricas e lipoproteinas, essa técnica demandava 12 a 18 horas para a finalizacéo
dos experimentos (Naoum 2010). A eletroforese se tornou um procedimento
indispensavel para a analise de acidos nucleicos, por permitir a separacao, purificacdo e
determinacédo do tamanho de cada fragmento (Bartlett and Stirling 2003).

Embora materiais como o gel de amido e o de poliacrilamida tenham sido bastante
usados na técnica de eletroforese, eles apresentavam algumas desvantagens. Por exemplo,
0 gel de amido demanda 15 h de operacdo e requer o uso de refrigeracdo. A técnica de
eletroforese experimentou grandes avangos com a descoberta do gel de agarose. Seu uso
permitiu a analise de diferentes amostras (soro, plasma, hemoglobinas) em um mesmo
gel (Jeppson, Laurell et al. 1979).

A agarose € um polissacarideo extraido de algas, € 0 uso de seu gel permite a
separacdo de DNA em uma ampla faixa (200 - 50.000 pares de base, pb), sendo que, por
meio de campos elétricos pulsados, se torna possivel separar fragmentos de DNA de até
10 Mpb. A concentracéo de agarose influencia na porosidade do gel e, consequentemente,
a concentracao a ser utilizada depende do tamanho da molécula que se deseja separar,
uma vez que a separacdo de fragmentos grandes ndo ocorrera em uma matriz de poros
pequenos. O tamanho da molécula também interfere na mobilidade, com os fragmentos
pequenos da molécula se deslocando mais rapidamente (Barril and Nates 2012, Possik
2016).

Deve ser notado que a utilizacdo do gel de poliacrilamida, formado a partir da
polimerizacdo da acrilamida e da bis-acrilamida, torna possivel separar com alta

resolucéo até mesmo os fragmentos menores de DNA, na faixa de 300 - 500 pb. Contudo,
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por ser uma neurotoxina, a acrilamida traz riscos de seguranca para o manipulador. Além
disso, seu uso demanda a utilizagdo de nucleotideos marcados, 0 que torna seu manuseio
mais dificil quando comparado com o envolvido no uso do gel de agarose.

A eletroforese pode ser realizada nas configuragdes horizontal (Fig. 34) ou
vertical, que sdo comumente usadas para DNA e proteinas, respectivamente. Para realizar
um experimento de eletroforese se faz necessario um sistema composto por: 1- uma cuba
especifica, com um eletrodo em cada extremidade, onde uma solu¢do tampédo é
adicionada para fechar o circuito elétrico, 2- o gel (agarose, poliacrilamida), que é o
suporte de fracionamento, 3- a fonte de tensdo, e 4- um transiluminador que permite a

visualizacao das bandas (Naoum 2010).

Figura 34 - Equipamentos e acessorios que compdem um sistema de eletroforese de configuracdo
horizontal.
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Além desse sistema, sdo necessarios alguns materiais como a solucéo tampéo, um
corante marcador e um corante que confira densidade a amostra, de modo a garantir que
ela entre no pogo (isto €, a cavidade formada no gel) e ali permaneca. As solucGes tampdes
mais utilizadas sdo Tris Acetato EDTA (TAE) e Tris Borato EDTA (TBE). A escolha de
qual tampédo usar depende do tamanho dos fragmentos que se pretende separar e
identificar. Independente da solucdo tampdo escolhida, é necessério que ela seja
adicionada na quantidade correta, pois, se usada de maneira insuficiente podera haver o

ressecamento do gel, e em caso de excesso, havera uma reducgéo no valor da corrente.
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Um corante marcador fluorescente geralmente € adicionado ao gel durante seu
preparo. Esses marcadores, como, por exemplo, brometo de etidio, sybr green, sybr safe,
gelred, e diamond, sdo também conhecidos como intercalantes, uma vez que se ligam
entre as bases nitrogenadas das cadeias de DNA, o que leva a um aumento na intensidade
de fluorescéncia. O outro corante a ser utilizado (por exemplo, o blue orange) deve
proporcionar densidade & amostra de DNA, de forma a garantir que ela entre no poco,
permitindo assim o monitoramento da eletroforese.

O procedimento de eletroforese em gel é realizado em quatro etapas (Fig. 35):
preparacdo do gel, insercdo da amostra, a corrida eletroforética e a visualizacdo do
resultado. A comparagdo do tamanho dos fragmentos se faz pelo uso de uma amostra
padrdo que contém diferentes tamanhos conhecidos de fragmentos.

Figura 35 - Etapas do procedimento para uma corrida de eletroforese em gel de agarose.
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Nos experimentos de eletroforese, a formacédo do gel foi obtida pela mistura de 1
g de agarose com 100 mL de TAE 0,5 X, que foi ao micro-ondas por 1 min. Apos a
solucéo resfriar (cuidado deve ser tomado para que ndo ocorra a gelificagdo), 10 uL do
corante diamond é adicionado, com a solucdo sendo entéo transferida para o recipiente
onde o gel serd acomodado. Apds a gelificacdo, o gel de agarose formado é transferido
para a cuba de eletroforese e recoberto com uma solugéo de TAE 0,5X. Na adi¢éo da
amostra, sdo usados 2 uL do corante blue orange e 8 uL. do DNA extraido em cada po¢o.
A principio, uma tenséo de 60 V é aplicada até que ocorra a saida da amostra do pogo,
quando entéo ela é aumentada para 100 V.
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3.2.2.3 Otimizacdo da extracdo de DNA utilizando os NCMs y-Fe.Oz/Pani e vy-
Fe203/Qui/Pani
A eluicdo do DNA capturado foi realizada pelo uso de diferentes solugdes tampao,
que apresentam distintos valores de pH. O objetivo dessa analise foi o de verificar a
eficacia de liberacdo do DNA mediante 0 uso de pHs basico para proporcionar a
desprotonacdo das cadeias de Pani. De posse dos resultados de eluicdo com as diversas
solucdes trabalhadas, buscamos examinar se todo o DNA capturado teria sido dessorvido
com apenas um processo de eluigdo, e se 0 volume de solucao utilizado fora suficiente.
Para isso, utilizamos trés volumes distintos de solucdo tampé&o (100, 150 e 200 pL) e trés
processos consecutivos de eluicao.
Para melhor examinar a eficiéncia dos NCMs y-Fe>O3/Qui/Pani e y-Fe>,Os/Pani na
extracdo de DNA a partir de amostras de sangue humano, realizamos analises usando

diferentes quantidades (4, 8, 12 e 16 mg) de cada um dos nanocompositos.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1  Otimizagéo do processo de extracdo do DNA de amostras de sangue humano
através do uso dos NCMs

Em trabalhos anteriores desenvolvidos no Laboratério de Polimeros N&o-
Convencionais do DF-UFPE, foram estabelecidas as melhores condi¢cfes para o uso de
NCM de natureza polimérica para a extracdo de DNA dissolvido em meio aquoso. No
presente trabalho, esses NCMs foram usados para a extracdo de DNA gendmico de
amostras bioldgicas complexas, como o sangue humano (Se¢éo 3.2.1.4).

Tendo em vista a complexidade da amostra, na primeira etapa do processo de
extracao foi usada uma solucédo de Triton 1 % com proteinase K, para promover a ruptura
da membrana celular e degradacdo de proteinas a uma temperatura de 65 °C. Ao final
dessa fase, uma cor preta no sangue lisado atesta a eficiéncia desse processo
(comparativamente, uma cor verde-escura € obtida em outras metodologias). Uma
solucdo de glicina/HCI/NaCl é usada na etapa de extragdo do DNA para facilitar a
interacdo entre as particulas do NCM e as cadeias do DNA, com o sal sendo adicionado
para favorecer a precipitacdo de proteinas. O procedimento de lavagem é feito para a
remocao dos restos celulares, enquanto etanol é adicionado para promover a precipitacao

do DNA que é liberado pela interagdo com a solugéo de fosfato/fosfato pH 7,8.
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3.3.1.1 Eluicéo

Seguindo o procedimento descrito na Secdo 3.2.2.3, testamos diversas solugdes-
tampé&o, com diferentes pHs, para descobrir qual a melhor a ser usada na eluicdo do DNA
extraido: 1- glicina/NaOH pH 8,9; 2- Tris/HCI/0,5 mmol L* EDTA pH 9,0; 3- Tris/HCI/1
mmol Lt EDTA pH 8,0; 4- Tris/SDS pH 8,0; 5- Tris/HCI pH 8,0; 6- Citrato de sodio/Ac.
citrico pH 6,6; 7- NazHPO4/Ac. citrico pH 7,1; e 8- fosfato monobasico e bibésico
(NaHPO4/Na;HPQO4) pH 7,8.

Nessas analises, foram utilizados 4 mg do NCM y-Fe203/Qui/Pani, para um
volume de 100 pL de cada solucdo de eluicdo. Como mostrado na Fig. 36a, dentre as
solucdes avaliadas, as de nimero 6 a 8 foram aquelas a apresentar o melhor rendimento.
Contudo, quando analisada a absor¢éo no comprimento de onda de 260 nm (Fig. 36b), a
solucdo citrato de sédio/acido citrico pH 6,6 exibe uma banda larga para comprimentos
de ondas menores, 0 que provavelmente se deve a presenca de interferentes na amostra.
Em relacdo a razdo 260/280, um indicativo da qualidade da amostra, ela é inferior a 1,8
para as soluc@es 1 a 5, possivelmente devido ao teor de proteinas ainda presentes. Ja para
as solucbes de 6 a 8, essa razdo estd um pouco maior que o desejavel (em torno de 2,3,
quando o limite superior esperado € 2,0). No entanto, esses valores da razdo 260/280
podem ser ainda ajustados em otimizacGes futuras. Diante disso, nos experimentos
seguintes de extracdo de DNA de amostras de sangue, a solu¢do utilizada foi a de nimero
oito (NaHPO4/Na2HPO4 pH 7,8), aquela que apresentou melhor rendimento.

Figura 36 - Dessor¢do do DNA a partir de amostra de sangue humano usando o NCM y-Fe,Os/Qui/Pani para as
solugdes: 1- glicina/NaOH pH 8,9; 2- Tris/HCI/0,5 mmol L'* EDTA pH 9,0; 3- Tris/HCI/1 mmol L EDTA pH
8,0; 4- Tris/SDS pH 8,0; 5- Tris/HCI pH 8,0; 6- Citrato de sédio/Ac. citrico pH 6,6; 7- Na;HPO./Ac. citrico pH
7,1; e 8- fosfato monobasico/bibasico pH 7,8 (a), e espectros UV-Vis das solucbes analisadas (b).
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Uma vez encontrada a melhor solucdo para promover a eluicdo do DNA, em
seguida avaliamos a quantidade de material a ser utilizado.

3.3.1.2 Determinagdo da quantidade mais adequada de nanocomposito a ser utilizada

Como parte da investigacdo do desempenho dos NCMs y-Fe2O3/Qui/Pani ¢ vy-
Fe>Os/Pani, examinamos como o rendimento da fracdo de DNA obtido seria afetado pelo
uso de diferentes quantidades desses nanocompositos.

Os espectros UV-Vis correspondentes sdo mostrados na Fig. 37. Como pode ser
observado na Fig. 37-1, para os dois materiais, quando uma quantidade de nanocompdsito
entre 4 e 16 mg € usada, a banda de absorcao esta centrada em 260 nm, caracteristica da
presenca de DNA. Por sua vez, o rendimento aumenta substancialmente quando a
quantidade de nanocomposito usada se torna maior (Fig. 37-11). Ao usarmos 4 mg do
NCM y-Fe203/Pani, o rendimento obtido é de (2,74 + 0,14) ug de DNA, um valor que
passa para (6,64 + 0,20) pg quando 16 mg sdo utilizados. Para quantidades semelhantes
do NCM y-Fe>03/Qui/Pani, o rendimento passa de (4,76 £ 0,10) pg para (12,47 + 0,22)
Hg. Esse resultado € um indicativo de que o uso de dois materiais que contém cargas
positivas (nesse caso grupos aminas), como quitosana e polianilina, levou a uma maior
extracdo de DNA. Diante desses resultados, adotamos o valor de 16 mg para a quantidade

de NCM a ser usada nos experimentos seguintes.
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Figura 37 - 1) Espectros UV-Vis para adsor¢do de DNA em funggo da quantidade utilizada de NCM -
Fe;03/Qui/Pani (a), ¢ y-FeOs/Pani (b), II) Rendimento dos materiais y-Fe;Os/Pani (circulo) e -
Fe,03/Qui/Pani (quadrado).
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3.3.1.3 Volume de eluicao

Na anélise do processo de eluicdo, examinamos como a quantidade de solucédo
tampdo utilizada (100, 150 e 200 pL) estaria relacionada com a varia¢do da concentracdo
e do rendimento de DNA obtido. Ao analisar a Fig. 38, verificamos que com o0 aumento
do volume da solugéo tampéo de 100 para 200 uL ocorre a diminui¢do da concentracdo
de DNA, de 134 ng/uL para 96 ng/uL quando usado o NCM vy-Fe;Os/Qui/Pani.
Entretanto, com relacdo ao rendimento total, observamos um acréscimo de 13 ug para 19
ug no intervalo analisado (100 - 200 uL), um resultado esperado, uma vez que quando é
utilizado um maior volume de solucéo tamp&o mais ions se fazem disponiveis para a troca

ionica.
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Figura 38 - Comparacgdo do volume de elui¢do em relagdo a concentragdo de DNA para os NCMs y-
Fe,03/Qui/Pani (a), e y-Fe,Os/Pani (b).
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Fonte: A autora (2022)

A seguir, para cada um dos dois NCMs, realizamos experimentos em que 0
rendimento do DNA extraido era progressivamente aumentado pela implementacdo de
trés elui¢Oes sucessivas, cada uma delas usando o0 mesmo volume inicial de solug&o. Essas
eluicdes multiplas foram realizadas para diferentes volumes iniciais da solugéo de eluicéo
(100 pL, 150 pL e 200 pL). Como mostrado na Fig. 39, em cada caso a primeira eluicdo
resulta em maior liberacdo de DNA, com uma progressiva reducdo sendo observada nas
eluices seguintes. Para 0 NCM y-Fe>Os/Qui/Pani, utilizando 100 pL da solucéo de
eluicdo (NaHPO4/NaHPO4 pH 7,8), o rendimento em cada elui¢do corresponde a 13,4
Mg, 4,7 ug e 2,6 pg, respectivamente. Esse resultado indica que quando realizado apenas
uma etapa de eluicdo ndo se faz possivel liberar todo 0 DNA adsorvido pelo NCM y-
Fe>03/Qui/Pani, de modo que se torna desejavel a realizacdo de sucessivas elui¢cbes. Em
relacdo ao rendimento total, com 100 puL de solucdo de eluicdo obtivemos 20,7 ug de
DNA, porém ao utilizar 200 puL de solucdo ha um acréscimo de 8,8 pug de DNA,
totalizando o rendimento em 29,6 ug. Desse modo, para protocolos em que se deseja uma
maior quantidade de DNA, o volume da solu¢do tampdao pode ser aumentado. Ja para o
NCM v-Fe>Os/Pani (Fig.39b), ndo ha diferenga no rendimento geral, que se mantém em
torno de 10,5 pg para os trés volumes analisados (100 pL, 150 pL e 200 pL).
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Figura 39 - Rendimento de DNA extraido usando os NCMs y-Fe;O3/Qui/Pani (a), e y-Fe2Os/Pani (b) para
eluigBes sucessivas.
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Como conclusdo, esses experimentos permitiram estabelecer que se faz possivel
aumentar o rendimento final do processo de extracdo pela realizacdo de maltiplas elui¢des

sucessivas.

3.3.2 Estudo comparativo do rendimento dos nanocompadsitos magnéticos e de kits
comerciais na extracdo do DNA de amostras de sangue

O rendimento obtido pela utilizacdo dos NCMs y-Fe>O3/Qui/Pani e y-Fe,O3/Pani na
extracdo de DNA de amostras de sangue humano foi comparado ao obtido com o uso de
seis diferentes kits comerciais (KC) que foram denominados de acordo com o tipo de
adsorvente utilizado, isto €, M para membrana, PM para particulas magnéticas e APM
para o caso de um kit de processo automatico que faz uso de PM. No decorrer do texto,
sdo usadas as seguintes abreviacfes: KCM1, KCM2, KCPM3, KCPM4, KCPM5 e
KCAPMS.

Dois desses kits (KCM1 e KCM2) correspondem a membranas usadas em colunas
de centrifugacdo, enquanto os demais sdo baseadas no uso de particulas magnéticas,
sendo que 0 KCAPMBG6 é usado em um processo de extracdo automatica. Em cada caso, a
mesma amostra de partida do sangue coletado foi usada, e o protocolo recomendado por
cada kit comercial foi rigorosamente seguido. O mesmo volume de elui¢do (100 pL) foi
usado em todas as extragoes.

Os resultados obtidos para o rendimento e a razdo 260/280 nesse estudo
comparativo sdo mostrados na Fig. 40. Ao analisar os dados, observa-se que 0s NCMs -

Fe203/Qui/Pani e y- Fe2Os/Pani apresentam rendimento de 13 pg e 6,6 pg, um valor
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competitivo com o dos kits KCM1 (9 pg), KCM2 (7,5 ng), KCPM3 e KCAPM6 (10,5
1g), enquanto os kits KCPM4 e KCPM5 apresentam menor rendimento (1,5 pug e 2,0 ug,
respectivamente). Como mencionado anteriormente, o valor aceitavel para a razdo de
absorbancia 260/280 é na faixa 1,8 - 2,0. Na Fig. 40, é possivel observar que os resultados

sdo satisfatorios para todos os adsorventes examinados neste trabalho.

Figura 40 - Rendimento e pureza de DNA gendmico extraido de sangue humano por diversos
adsorventes de fase sélida.
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Algumas observacfes importantes devem ser ressaltadas: a) entre as vantagens
comparativas do uso de materiais magnéticos estad o fato de dispensar a utilizacdo de
micro centrifuga, o que facilita a anlise em instalages com menos recursos, b) os Kits
de extracdo KCM2 e KCPM4 demandam o uso de compostos altamente toxicos, como
cloridrato e tiocianato de guanidina, e c) no kit KCPM5, o protocolo ndo é descrito de

maneira clara e objetiva.

3.3.2.1 Analises de biologia molecular (QPCR e eletroforese)

Um protocolo eficiente de extragdo de DNA deve resultar em um rendimento
satisfatorio de DNA com a qualidade adequada para uso em outros procedimentos de

biologia molecular, como sequenciamento genético ou testes de diagnostico. De modo a


https://en.wikipedia.org/wiki/Biochemistry
https://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_biology
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avaliar a integridade da fracdo de DNA extraido por cada um dos métodos investigados,
0 material obtido em cada caso foi submetido a experimentos de amplificacéo por reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) e de eletroforese. A reagdo em cadeia da polimerase
apresenta alta sensibilidade e o excesso de alguns reagentes usados durante o0s
procedimentos de extracdo e purificacdo, como solventes organicos e sais caotrépicos,
pode chegar a inibir a amplificacdo (Gan, Gu et al. 2017). Assim, uma amplificacdo bem-
sucedida pode servir de indicativo da boa qualidade do material extraido. Portanto,
verificamos a qualidade de dois tipos de amostras: i) aquelas consistindo no DNA eluido
em solucao tampé&o apos o processo de extracdo e purificacdo (Secdo 3.2.2.3), e ii) aquela
em que foi adicionada uma pequena quantidade do NCM ainda com o DNA adsorvido
(isto é, sem que houvesse uma prévia eluicao).

Na Fig. 41a sdo mostradas as curvas de amplificacdo para experimentos qPCR
realizados com amostras eluidas obtidas pelo uso dos NCMs e dos kits comerciais. Como
pode ser observado, a fase exponencial de amplificacdo teve inicio a partir do 20° ciclo
para o kit KCAPMS6, e 21° ciclo para o caso dos kits KCM1, KCM2 e KCPM3, no caso
dos NCMs vy-Fe20s/Pani, KCPM4 e y-Fe2Os/Qui/Pani, ocorreu no 24° ciclo. Para o kit
KCPM5, essa fase s se inicia no 27° ciclo. Esse comportamento distinto esta relacionado
com a quantidade e qualidade inicial de DNA introduzido, o que é consistente com o fato
de que o kit KCPMS5 apresenta o menor rendimento (219).

Um experimento adicional de amplificacdo PCR (Fig. 41b) foi realizado com os
NCMs y-Fe>O3/Qui/Pani, y-Fe2Os/Pani e o kit KCPMD5, pelo uso direto de uma pequena
quantidade do material adsorvente contendo o DNA capturado (isto €, sem que houvesse
sido realizada uma eluicdo prévia). Nesse caso, observamos que o inicio da amplificacdo
ocorre a partir do 24° ciclo, no caso do kit comercial, e do 29°, para 0s NCMs y-
Fe203/Qui/Pani e y-Fe20O3/Pani. No entanto, para o kit ¢ 0 nanocompdsito y-Fe2Os/Pani,
a fase exponencial é pequena (poucos ciclos), o que possivelmente se deve a quantidade
de material adicionado. Ja para 0 NCM y-Fe203/Qui/Pani, a reacdo ainda esta na fase
exponencial; nesse caso, provavelmente devido a maior quantidade de DNA adsorvido,
os reagentes ndo foram inteiramente consumidos, tornando necessaria a realizacdo de um
namero adicional de ciclos. Contudo, o importante a ser ressaltado é que esse tipo de
protocolo, em que a eluicdo é dispensada resulta na diminui¢ao do tempo total demandado
para a extracdo, ndo interfere na qualidade da reacdo. Esse procedimento ndo pode ser

implementado para adsorventes que estejam na forma de membranas.
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Figura 41 - Curvas de amplificacdo PCR em tempo real para amostras de DNA obtidas a partir de sangue
humano com varios adsorventes de fase sdlida (a), e sem realizar eluicéo (b).

a) s
—=—Fe,0,/Qui/Pani

74 —®—y-Fe,0 /Pani

—b— KCAPM6
64 —y—KCcPM3

1 —e—KcCPM4
54 —<4—KCPM5

{1 ——Kcm2

—&— KCM1

ARN

T ¥ v ¥ TfTtt Il yrrfrrrrrrvyr~+
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42
Ciclos

b) 5

Sem eluigéo
| —=—1-Fe,0 Pani
—&—y-Fe,0 /Qui/Pani

1 —A— KCPM5

ARN

T r v T v rtrr*rr 1t rrrrrrrr’
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42
Ciclos

Fonte: A autora (2022)

A qualidade dos amplicons apés a reacdo de PCR e a distribuicdo de seus
tamanhos foram estimadas em experimentos de eletroforese (Secéo 3.2.2.2). Na Fig. 42,
é possivel observar a presenca de uma banda nitida com tamanho aproximado de 300
pares de bases, que corresponde ao primer utilizado. Assim, 0 DNA extraido com o0s
NCMs y-Fe-O3/Qui/Pani, y-Fe,Os/Pani e com os Kits comerciais possuem a qualidade

requerida para aplicagdo em técnicas de biologia molecular.
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Figura 42 - Eletroforese ap6s PCR das amostras sem eluigao y-Fe;Os/Pani (1), y-Fe,O3/Qui/Pani (2), KCPM5
(3), amostras eluidas y-Fe,Os/Pani (4), y-Fe;O3/Qui/Pani (5), KCM1 (6), KCM2 (7), KCAPM6 (8), KCPM3
(9), KCPM4 (10), KCPM5 (11).

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11

1500 =—

1000 —
900 =—
800 —
700 =—
600 —
500 =—
400 =—

300 =—

-

{ (U

200 —

100 =—

Padrio

Fonte: A autora (2022)
3.4 CONCLUSAO

Nesse trabalho foi possivel otimizar o protocolo de aplicagdo dos nanocompdsitos
magnéticos y-Fe>03/Qui/Pani e y-FeoO3/Pani para a extracdo de DNA a partir do sangue
humano, uma amostra de natureza complexa. Com isso, obtivemos a reducédo do tempo
de analise, principalmente quando o NCM ¢ adicionado diretamente na reacdo de PCR,
isso €, sem que se faca a eluico prévia. E importante ressaltar que n&o utilizamos agentes
desnaturantes como fenol e guanidina, e que na eletroforese ndo usamos brometo de
etidio. Os resultados obtidos mostram claramente que o uso dos nanocompoésitos
magnéticos y-Fe,O3/Qui/Pani e y-Fe,O3/Pani se mostra competitivo com relacéo a Kits
comercialmente disponiveis para a extracdo de DNA de amostras de sangue humano,
resultando em uma boa quantidade de DNA com qualidade e integridade para uso em

procedimentos subsequentes de biologia molecular.
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4 LAMINAS DE VIDRO RECOBERTAS COM NPS Au COMO PLATAFORMAS
DE SENSORIAMENTO PARA LEISHMANIA VISCERAL

4.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Dentre os diversos materiais que podem ser utilizados como suporte para a
formacdo de estruturas e filmes, merece destaque o uso de substratos de vidro
funcionalizados pela adicdo de grupos funcionais (como silanos e aminas) em sua
superficie. Neste trabalho, examinamos o uso de I&minas de vidros como substrato para
a obtencdo de uma plataforma de sensoriamento de baixo custo. Esses substratos séo
transparentes, o que torna possivel a deteccao de materiais biologicos pelo uso de técnicas
espectroscopicas e por medidas de ressonancia de plasmon (Doron-Mor, Barkay et al.
2004, Wang and Tang 2013), permitindo seu uso em metodologias diversas e para 0
sensoriamento de DNA, por exemplo.

De uma maneira geral, nanoparticulas metalicas apresentam propriedades
distintas daquelas exibidas por amostras bulk do mesmo material. O ouro, a prata, e 0
cobre sdo os metais mais utilizados na forma de nanoparticulas como plataformas de
sensoriamento, por suas propriedades dpticas especiais que permitem a utilizacdo de
técnicas como a Ressonancia de Plasmon de Superficie (SPR), o Espalhamento Raman
intensificado por Superficie (SERS), e Resposta Optica N&o-Linear (NLO). Por exemplo,
através da andlise da posicdo, largura e intensidade da banda de absorcao da ressonancia
de plasmon de superficie é possivel estimar a estrutura, tamanho, e estado de agregacdo
das NPs Au (Liu, Atwater et al. 2007).

O método criado por Turkevich (Balasubramanian, Yang et al. 2010), que consiste
na reducdo do acido clorodurico e sua estabilizacdo por meio do citrato, € um dos mais
usados para a sintese de nanoparticulas de ouro. Uma vez obtidas as nanoparticulas por
meio da reducdo quimica, ocorre sua nucleacdo, com o0 crescimento in situ de
nanoparticulas esféricas com coloracdo vermelha (Zhao, Li et al. 2013).

Usualmente, as plataformas de biosensoriamento se baseiam na imobiliza¢ao de
biomoléculas especificas, como sondas de DNA, proteinas, anticorpos, e aptameros, para
fazer o reconhecimento e deteccdo do analito alvo. Nos ultimos anos, diversas técnicas
de imobilizacdo foram desenvolvidas com base na exploracdo da acdo de trés mecanismos
possiveis (Nimse, Song et al. 2014): a) Adsorcéo fisica, que é um meétodo simples baseado
na interacao eletrostatica entre uma superficie eletricamente positiva e um alvo que possui

cargas negativas, ou vice-versa, b) Imobilizacdo covalente, que pode ocorrer através de
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ligacdo covalente ou quimisor¢édo, exemplo importante a interacao tiol-metal, que se deve
a forte afinidade do atomo de enxofre por metais nobres, como ouro, prata e cobre, €, por
fim, a interagdo c) Biotina-estreptavidina, onde a biotina primeiramente € inserida usando
um agente reticulador, e depois adicionada a estreptavidina (Nimse, Song et al. 2014).

O sensoriamento de DNA consiste na imobilizacdo em um substrato de uma sonda
(oligonucleotideos) com uma sequéncia de DNA especifica do patdgeno de interesse,
sendo a seguir realizado o processo de hibridizagdo, que consiste no reconhecimento da
sequéncia complementar. Diante disso, é importante ressaltar que € possivel adaptar a
metodologia a deteccdo de diferentes doencas mediante a mudanca apropriada da
sequéncia dos oligonucleotideos.

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) afetam um numero significativo de
pessoas com baixa renda, com pouco ou henhum acesso a servicos de salde e que moram
em areas rurais ou favelas. Por essas razdes, sa0 minimos 0s investimentos em pesquisa
de farmacos, diagndstico e tratamento de DTNs (Rosario, de Oliveira et al. 2017). Entre
as DTNs estdo enfermidades como dengue, doenca de chagas, filariose linfética
(elefantiase), esquistossomose, leishmaniose, hanseniase, raiva humana, escabiose
(sarna), oncocercose (“cegueira dos rios™), malaria, entre outras ((OPAS) 2022, Meurer
and Coimbra 2022).

No presente trabalho, utilizamos sondas especificas para a leishmaniose visceral.
A transmissdo da leishmaniose se da pela picada de insetos chamados flebotomineos,
conhecidos como mosquito-palha, tatuquira, birigui, entre outros nomes, a depender da
regido. Quando contaminados pelos parasitas Leishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis, ou Leishmania amazonensis, esses insetos transmitem a leishmaniose
tegumentar, doenca que pode se manifestar de maneira cutanea ou nas mucosas. Por sua
vez, quando contaminados com Leishmania chagasi, transmitem a leishmaniose visceral,
também conhecida como calazar, a forma mais grave da doenca, que leva a morte mais
de 90 % dos pacientes ndo tratados. A leishmaniose visceral tem como sintomas febre de
longa duracdo, perda de peso, astenia, hepatoesplenomegalia (aumento do figado e do
baco), anemia, dentre outras manifestacdes (Brasil 2006, Brasil 2019).

Para o tratamento da doenca seja bem-sucedido, é de suma importancia que seu
diagnostico seja realizado com prontiddo. O diagndstico pode ser feito atraves de exames
imunologicos (mais conhecidos como soroldgicos), parasitologicos e moleculares. Os
testes soroldgicos sdo realizados apds a coleta de sangue, com a analise podendo ser feita

através de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) ou ensaios imunoenzimaticos, dos quais
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ELISA é o mais conhecido. Por sua vez, enquanto o teste parasitologico é realizado ap6s
puncdo aspirativa da medula 6ssea, no teste molecular a deteccéo ocorre pelo uso de uma
reacdo em cadeia da polimerase (Brasil 2006).

Entre 2001 e 2020, foram notificados 68 mil casos de leishmaniose visceral em
treze paises. Apenas em 2020, mais de 39,7 mil casos de leishmaniose cutdnea e mucosa
ocorreram na Ameérica Latina e no Caribe ((OPAS) 2022).

Infelizmente, com as crises sanitaria, econdémica e social associadas a pandemia
da covid-19, o diagnostico e tratamento de doencas que ja eram esquecidas tiveram seus
desafios em muito aumentados (Negligenciadas 2021)

A proposta inicial deste trabalho foi preparar um substrato de vidro, por meio de
sua limpeza e posterior funcionalizagdo com grupos tios e aminos, para que seja possivel
a formacéo de um filme de nanoparticulas de ouro, e depois realizar as caracterizagdes
necessarias. A segunda etapa do trabalho corresponde ao uso desse substrato modificado
para a imobilizac&o de sondas tioladas de DNA do parasita Leishmania chagasi, causador
da leishmaniose visceral, e sua hibridizagcdo com a sonda complementar. O objetivo final
do trabalho seria a obtencéo de uma plataforma de sensoriamento em que a interagéo entre
a plataforma e os oligonucleotideos seja acompanhada por espectroscopia de

fluorescéncia e UV-vis.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Materiais

Cloreto de ouro Il hidratado (HAuCls), (3-aminopropil) trietoxisilano (APTS),
(3-mercaptopropil) trimetoxisilano (MPTS) obtidos através da Sigma (EUA). Acido
sulfarico (H2S0s4), acido cloridrico (HCI), acido nitrico (HNO3), acetona, etanol, acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), cloreto de sodio (NaCl), e tolueno foram
provenientes da Quimica Moderna (Brasil). As laminas de microscopia de 26 mm x 76
mm foram adquiridas da Kasvi (Brasil), o Tris (hidroximetil) aminometano (Tris) e agua
livre de nucleases da Promega (EUA), o citrato de sodio e peroxido de hidrogénio (H205),
da Nuclear (Brasil) e, por fim, o Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP), da Thermo Fisher
Scientific (EUA).

A sequéncia de oligonucleotideos de imobilizacdo trabalhada foi adquirida da
Integrated DNA Technologies (IDT, EUA) 5°-SH-(CH.)e-TTA CAC CAA CCC CCA
GTT TC/3Cy5/3’ (sSDNA-SH) marcada com o fluoréforo cianidina. Enquanto os

oligonucleotideos marcadas com o fluor6foro 6-carboxifluoresceina (FAM) usados na
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etapa de hibridizacao sdo da Thermo Fisher Scientific (EUA). A molécula alvo abreviada
como (C-ssDNA-FAM) tem a sequéncia 5’FAM-GAA ACT GGG GGT TGG TGT AA-
3’ e a molécula ndo-alvo (NC-ssDNA-FAM) apresenta a sequéncia ¢ 5’FAM-GCC TGG
ATA TAA ACG TAC ATG-3’. Nos experimentos correspondentes, usamos agua

deionizada obtida atraves de um sistema de purificacdo Synergy (Millipore, EUA).

4.2.1.1 Preparacdo dos substratos de vidro

Inicialmente, as laminas de microscopia foram cortadas em tiras com dimensdes
de 1,0 cm x 2,5 cm. Para eliminar a sujeira e presenca de matéria organica das laminas,
adotamos um procedimento de limpeza com base no uso de solucéo piranha, peréxido de
hidrogénio e acido sulfdrico P.A. (H202/H2S04), na proporcéo 1:2. Quando a solugéo
atinge a temperatura ambiente, o béquer com as laminas é colocado em um banho
ultrassom (USC 1450, Unique, Brasil) durante uma hora. Apos esse tempo, as laminas
sdo lavadas com agua deionizada até que o pH se torne igual ao da agua utilizada. Em
seguida, as ldaminas sdo colocadas no ultrassom por 10 minutos para cada etapa, isto &,
duas vezes com agua deionizada, uma vez com etanol, e em seguida com acetona, sendo

por fim as laminas secas com jato de ar.

4.2.1.2 Processo de funcionalizacéo das laminas

O procedimento de funcionalizacdo foi feito por fase vapor, usando um dessecador
contendo dois béqueres, cada um com 1 mL de MPTS e 1 mL APTS. As laminas sdo
colocadas em um suporte dentro do dessecador e, em seguida, a bomba de vacuo € ligada
por um periodo de 120 min ou 240 min, tempo necessario para a deposi¢do ocorrer de
forma uniforme e homogénea. Apds a funcionalizacdo, as laminas sdo lavadas uma por
uma em tolueno, etanol e agua, sendo logo depois secas com jato de ar e colocadas na
estufa na temperatura de 110 °C, por 15 minutos. Na Fig. 43, o protocolo adotado para a

funcionalizacgdo da superficie das laminas de vidro é apresentado de forma esquematica.
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Figura 43 - Representacdo esquematica das principais etapas de limpeza e funcionalizagdo via fase-
vapor dos substratos de vidro.

Fonte: Schematics Arts (2022)

4.2.1.3 Sintese das nanoparticulas de ouro

Para iniciar a sintese das nanoparticulas de ouro, se faz necessario um cuidado
prévio com a vidraria a ser utilizada. Por essa razdo, toda ela foi lavada com uma solucgéo
de éagua régia, &cido cloridrico com &cido nitrico (HCI:HNOs), na proporcdo 3:1,
respectivamente, que é mantida em contato por uma hora. Apds esse tempo, a vidraria é
lavada com agua destilada.

As nanoparticulas foram preparadas de acordo com o meétodo de Turkevich
(Balasubramanian, Yang et al. 2010, De Souza, Nogueira et al. 2019). Em um erlenmeyer
colocado sobre uma placa agitadora e aquecedora, é adicionado 50 mL de 4gua deionizada
e 85 L de particulas de ouro na concentragdo 0,147 mol L. Quando a solugdo entra em
ebulicdo, acrescentamos 2,5 mL de citrato de sddio 1 %, deixando a interacdo ocorrer por
15 minutos sob temperatura de 100 °C, e em seguida por mais 15 minutos sem utilizar

temperatura, como representado na Fig. 44.
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Figura 44 - Representacdo esquematica da sintese das NPs de Au.

Fonte: Schematics Arts (2022)

Para iniciar o processo de imobilizacdo das sondas, é necessario a interacdo entre
as NPs de ouro e o substrato funcionalizado de modo que ocorra a formagédo de um filme
homogéneo. Entdo, em um microtubo foi adicionado 1 mL da solucdo coloidal de Au e
inseridas as laminas funcionalizadas, com o sistema permanecendo sob agitacdo de 50
rpm nos intervalos de 4, 6, 8 e 12 horas para determinar o melhor tempo de interacéo para
formacao do filme das NPs de Au. Apds esse tempo, a lamina é retirada, lavada com agua
deionizada, e seca com jato de ar. As amostras foram analisadas por microscopia

eletronica de varredura e de forca atdmica.

Figura 45 - Representagdo esquematica da deposicdo das NPs de Au sobre as laminulas funcionalizadas.

Fonte: Schematics Arts (2022)
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4.2.1.4 Imobilizacdo da sonda de ssDNA-SH na superficie do substrato lamina-NPs Au

Para a imobilizacéo dos oligonucleotideos escolhidos, preparamos primeiramente
uma solucdo estoque com concentracdo de 2000 ng/uL, através da diluicdo com agua
livre de nuclease. Posteriormente, as solugdes estoques foram diluidas para as
concentracdes de trabalho.

Para utilizar a sonda tiolada, foi necessario realizar um protocolo de reducéo para
quebrar a ligacdo ditiol (S=S), uma vez que a sonda adquirida vem na forma protegida,
de modo a evitar a oxidacgéo do grupo tiol. O protocolo utilizado para a reducdo da ligagéo
ditiol fez uso de Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) em excesso de cem vezes em relagédo
a concentracao molar de sonda (Wiederschain 2011).

Inicialmente, foi preparado 1 mL da sonda sSDNA-SH com concentragéo de 50
nmol no tamp&o Tris-HCI/1 mmol L de EDTA/0,1 mol L* de NaCl pH 8,4. Essa solugdo
foi entdo colocada em um microtubo de 2 mL, onde em seguida o0s substratos
funcionalizados com as NPs Au foram também introduzidos. Posteriormente, oS
microtubos foram colocados sob agitacdo constante em um orbital a 300 rpm, para que
ocorresse a interacao entre os grupos tiol das sondas com a superficie das NPs Au. Apos
a interacdo com as sondas de DNA, a plataforma foi retirada com a ajuda de uma pinca,
para que fosse medida a fluorescéncia do sobrenadante.

Devido & modificacdo das sondas de DNA com o fluor6foro, as amostras
preparadas apresentam uma elevada fluorescéncia ao serem excitadas em A = 620 nm.
Como a intensidade de fluorescéncia do meio liquido é reduzida a medida que o SSDNA-
SH é imobilizado na superficie das NPs Au, ao medirmos a supressdo progressiva da
fluorescéncia se torna possivel quantificar de maneira simples o processo de imobilizacéo
das ssDNA-SH. O processo de imobilizacdo da sonda na superficie das NPs Au e o

bioreconhecimento (via hibridizacdo) sdo mostrados de forma esquematica na Fig. 46.
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Figura 46 - Representacdo esquematica do procedimento de imobilizacdo das sondas ssDNA-SH, e

hibridizacéo.
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Fonte: Schematics Arts (2022)

4.2.2 Métodos de caracterizacéo
4.2.2.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta visivel

Para observar a banda de ressonancia de plasmons das nanoparticulas de ouro em
sua interacdo com os oligonucleotideos, utilizamos um espectrofotémetro UV-Vis UV-
2600 (Schimadzu, Japdo). Ja a medida da concentracdo da solucéo estoque de DNA foi

realizada pelo uso de um espectrofotdémetro Nanodrop 2000 C (Thermo Scientific, EUA).

4.2.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia

A fluorescéncia é um processo fotoluminescente em que uma molécula, apos
absorver um pulso de radiacdo eletromagnética, passa para um de seus estados excitados
e entdo relaxa de maneira rapida para seu estado fundamental, com a perda do excesso de
energia ocorrendo pela emissdo de fétons (Skoog, West et al. 2006). Gabriel Stokes foi 0
primeiro investigador a usar a expressdo fluorescéncia, ao observar o fendmeno de
emisséo do efeito da luz ultravioleta sobre o quartzo, em 1852 (Valeur 2001).

O tempo de vida da espécie excitada é variavel, o que se deve aos diferentes
mecanismos que podem fazer a molécula perder o excesso de energia e retornar ao estado
fundamental, dos quais 0s mais comuns sdo a absorcdo de fotons, a conversédo interna

(CI), a fluorescéncia, o cruzamento intersistema (CSI) e a fosforescéncia (Valeur 2001).
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Esses processos podem ser representados por meio do diagrama originalmente proposto

por Jablonski e depois aperfeicoado por Perrin (Fig. 47).

Figura 47 - Diagrama simplificado de Perrin-Jablonski. As linhas tracejadas se referem aos processos
ndo radiativos e as linhas continuas aos processos radiativos.

S, A

I Conversdo interna

Cruzamento — Y
intersistemas

Fosforescéncia

Absorc¢ao
Fluorescéncia

Fonte: Lakowicz (2006)

A multiplicidade de um determinado estado eletronico e dada por 2S+1, onde S
é seu spin total. No estado de energia mais baixa, os dois elétrons de um dado orbital
estdo com seus spins emparelhados, resultando um estado de spin total nulo,
correspondendo, portanto, a multiplicidade 1 (singleto). No caso em que os dois spins
tenham a mesma orientacdo, o spin total serd igual a 1 e a multiplicidade 3, o que
corresponde a um estado tripleto (Fig. 48) (Valeur 2001).

Um diagrama de Perrin-Jablonski mostra os diferentes niveis de energia para uma
molécula fotoluminescente. Cada agrupamento de linhas horizontais indica os diferentes
niveis vibracionais de um dado estado eletrénico. Os niveis S caracterizam os estados
singleto, com Sg representando o estado singleto fundamental e Sy e Sz 0s dois primeiros

estados singleto excitados.

Figura 48 - Distincéo entre os estados singleto e tripleto.
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Fonte: Figura adaptada de Valeur (2001)
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Quando a amostra absorve radiagéo, as moléculas passam do estado fundamental
para um estado excitado. Eventualmente, esse excesso de energia é perdido através de
processos de desexcitacdo que podem ser de natureza radiativa (ou seja, com a emissao
de radiacdo) ou ndo-radiativa. Em um processo nédo-radiativo, a perda de energia pode
ocorrer por meio de um relaxamento vibracional, por conversdo interna, ou pelo
cruzamento intersistemas. No relaxamento vibracional, o sistema decai de um nivel
vibracional excitado para outro de mais baixa energia e mesma multiplicidade. Por
exemplo, no caso de solucBes, 0 excesso de energia das moléculas no estado excitado é
perdido através de colisbes com as moléculas do solvente. Ja na conversao interna, a
molécula excitada estd no menor nivel vibracional do estado S excitado, e a molécula
pode ir para o estado S de menor energia; assim, € mais provavel que ocorra a transicao
sem emissdo de radiacdo de S para Si, devido a menor diferenca de energia. Mas, se a
diferenca energética for grande, a desativacdo para o estado fundamental pode vir a
ocorrer pela emisséo de radiagdo na forma de fluorescéncia. Nos dois casos anteriores, a
dissipacéo de energia ocorre entre estados de mesma multiplicidade. No entanto, no caso
do cruzamento intersistema, a conversao ocorre entre um estado singleto e outro tripleto,
desde que seus niveis vibracionais tenham a mesma energia. Embora esse tipo de
transicdo seja proibido em primeira ordem, efeitos de ordem superior, como a interagio
spin-Orbita, podem levar a transi¢des em que haja a mudanca de multiplicidade. De fato,
0 processo de cruzamento intersistema pode acontecer de modo rapido (107 — 1079) s,
competindo com os sistemas de conversdo interna e de fluorescéncia (Valeur 2001,
Lakowicz 2006).

Ja os processos radiativos podem acontecer de duas maneiras distintas, por
fosforescéncia ou por fluorescéncia. A fluorescéncia é um processo de desexcitacdo que
ocorre rapidamente, com a transi¢ao acontecendo entre estados de mesma multiplicidade,
como, por exemplo, quando o elétron decai do estado singleto excitado (S1) para o estado
singleto fundamental (So). Por sua vez, a fosforescéncia envolve uma transi¢do proibida
entre um estado tripleto (T1) e o singleto fundamental; assim, comparativamente a um
processo de fluorescéncia, o tempo de vida de um estado fosforescente é maior (na faixa
10% — 10° s), com sua taxa radiativa sendo mais baixa. O processo de emissdo por
fluorescéncia ocorre rapidamente, em segundos, enquanto um processo de fosforescéncia
pode ocorrer em minutos ou até horas apos a excitacdo. Com isso, 0s processos de
fosforescéncia podem enfrentar a competicéo por parte de processos ndo radiativos, como

o relaxamento vibracional ou o cruzamento intersistema (Skoog, West et al. 2006).
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Como mostrado em um diagrama de Perrin-Jablonski (Fig. 47), por conta da
ocorréncia dos processos ndo radioativos a energia emitida em um processo
fotoluminescente é menor que a energia de absor¢do. Consequentemente, 0 comprimento
de onda de emisséo € maior que o da absorcdo, uma diferenca no espectro, originalmente
percebida por George Stokes no caso de moléculas fluorescentes em solucdo, que se
tornou conhecida como deslocamento Stokes (Murthy and Virk 2014).

A fluorescéncia é o fendmeno luminescente mais comum, encontrando aplicagdes
em diversos campos, como na biofisica e bioquimica, em técnicas de biologia molecular,
testes de diagnosticos, analises forenses, de sensoriamento, genética, em biotecnologia, e
no sequenciamento de DNA, entre outros (Lakowicz 2006). A emisséo de fluorescéncia
por uma molécula é dependente de diversos fatores, como sua estrutura e rigidez, a
natureza do solvente utilizado, o pH e variacGes na temperatura ou viscosidade do meio.
Em certa medida, a influéncia desses fatores sobre o sinal luminescente de uma dada
molécula demonstra a elevada sensibilidade da espectroscopia de fluorescéncia, que pode
ser detectada em uma ampla faixa de concentragdes (Skoog, West et al. 2006).

E importante observar que diferentes processos podem levar a reducdo da
intensidade ou mesmo supressdo total da fluorescéncia, em um processo conhecido como
“quenching”. Dois dos mais importantes mecanismos envolvidos no quenching do sinal
luminescente sdo a transferéncia de energia de ressonédncia de Forster (FRET) e a
transferéncia de elétrons fotoinduzida (PET). Para que ocorra a transferéncia de energia
entre duas moléculas vizinhas se faz necessario uma proximidade entre elas, que permita
a ocorréncia de interacdes coulombianas do tipo dipolo-dipolo de longo alcance ou a
sobreposicao orbital intermolecular que possibilite a troca de elétrons e interacdes de
ressonancia de carga de curto alcance (Valeur 2001). Se essas moléculas tém energias de
excitacdo relativamente préximas, uma delas pode vir a agir como doadora, com a outra
sendo a receptora. Ao ser excitada, apds absorver radiagdo em comprimentos de onda
especificos, a molécula doadora termina por transferir energia para a molécula aceitadora,
do que resulta a reducdo ou extingdo de sua fluorescéncia, com o consequente aumento
da emissdo da molécula aceitadora. Para que a transferéncia de energia de ressonancia de
Forster seja eficiente, é necessario que a molécula doadora e a aceitadora estejam
relativamente proximas, a uma distancia na faixa de 10 A a 100 A.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro
FluoroLog- 3 (Horiba, EUA). Para o oligonucleotideo marcado com cianidina 5 (Cy 5),

foram coletados espectros de emissdo na faixa de (640 — 800) nm, e o comprimento de
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onda de excitagdo em 663 nm, enquanto para as sequéncias marcadas com 6-
carboxifluoresceina (FAM), a emissdo foi examinada entre (490 — 650) nm, com a
excitacdo fixada em 517 nm.

4.2.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV/STEM) e Microscopia de Forca
Atdmica (AFM)

Para acompanhar a morfologia dos filmes das NPs de ouro formado sobre o
substrato de vidro funcionalizado, foi utilizado o microscépio eletrénico FEG-SEM
MIRA3 LM (Tescan, Republica Tcheca) do Departamento de Fisica da UFPE. As
laminulas foram colocadas sobre um suporte metélico (stub) contendo fita de carbono,
sendo recobertas com uma fina camada de ouro-palédio por uma metalizadora SC7620
(Quorum Technologies, Inglaterra) no Departamento de Engenharia Mecénica da UFPE.

No microscépio eletronico de varredura € possivel acoplar detectores, esses
ampliam o campo de aplicacdo possibilitando a anélise de composicdo e mapeamento do
material. Ha diferentes configuracGes de detectores, por exemplo, espectroscopia de raios
X por disperséo de energia (EDS), espectrometro dispersivo de comprimento de onda
(WDS), e microscopia eletrénica de transmissdo de varredura (STEM).

Em relacdo ao modulo de transmissdo, o objetivo foi obter o didmetro das
nanoparticulas de ouro. Para isso, foi usado um microscopio eletrdnico de varredura
(FEG-SEM MIRA3 LM, Tescan, Republica Tcheca) que pertence ao programa de
Ciéncia de Materiais. A preparacdo do material foi realizada acrescentando etanol as
nanoparticulas de ouro e gotejando no grid de holly carbono (grade de cobre para MET
recoberta por um filme de carbono). A estimativa da distribui¢do do tamanho das NPs Au
foi feita a partir das micrografias STEM, as quais foram tratadas com o programa ImageJ.

Par auxiliar na descricdo da estrutura superficial dos filmes formados com o
decorrer do tempo as laminulas, foram analisadas no microscopio de forca atbmica WET-
SPM (Shimadzu, Japdo) do Departamento de Quimica da UFPE. Os dados obtidos foram
processados usando o programa Gwyddion.

4.2.2.4 Angulo de contato

A molhabilidade de uma superficie sélida pode ser caracterizada através de
medidas do angulo de contato apos a deposi¢do de uma gota sobre a superficie. O liquido
gotejado, geralmente &gua, pode se comportar como uma gota esférica de angulo definido

ou se espalhar na superficie, o resultado depende das forcas interfaciais envolvidas



107

(sélido-liquido, liquido-vapor e sélido-vapor). Assim, trés comportamentos podem ser
observados a depender do angulo, isso € o material pode ser caracterizado como
hidrofilico (6 < 90°), hidrofobica (90° < 0 < 150°), ou superhidrofébica (6 > 150°) (Silva
2015).

A molhabilidade da superficie dos substratos, foi analisada para as laminulas
limpas, funcionalizadas (MPTS e APTS), e com as nanoparticulas de ouro, em diferentes
pontos da superficie, através de um analisador de angulo de contato CAM 100 (KSV,

Finlandia).
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizacdo das NPs de Au

A sintese das nanoparticulas de ouro foi realizada usando como precursor o &cido
tetracloroaurico (Au*®) com o citrato de sédio sendo usado como agente redutor,
conforme descrito na Secdo 4.2.1.3.

Como as nanoparticulas de ouro possuem alta energia de superficie, hd a
necessidade de usar o agente redutor citrato de sddio para reduzir essa energia, pois 0s
ions citratos sdo adsorvidos na superficie das NPs Au, gerando repulséo eletrostatica entre
elas, consequentemente evitando sua aglomeracdo. Contudo, é importante destacar que a
concentracdo de citrato de sédio interfere no tamanho e distribuicdo das nanoparticulas
de ouro (Liu 2012).

Seguindo essa metodologia, obtivemos uma solucdo coloidal estavel de NPs de
Au com coloracdo vermelha intensa. Foi observada a presenca de uma banda de
ressonancia de plasmons (Fig. 49) das NPs Au, centrada no comprimento de onda em 522
nm, resultante da excitacdo dos elétrons livres na superficie do metal e que esta
diretamente relacionada ao tamanho e forma das nanoparticulas (McFarland, Haynes et
al. 2004, Gross 2008).
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Figura 49 - Espectro UV-Vis da solucdo coloidal das nanoparticulas de ouro.
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Fonte: A autora (2022)

Para avaliar a morfologia e o tamanho das NPs Au sintetizadas, usamos a técnica
de microscopia eletronica de varredura (MEV/STEM). Na Fig. 50, sdo mostradas as
micrografias das NPs Au (que apresentam um formato esférico) e o histograma de
distribuicdo do tamanho de particulas (Fig. 50c), que exibe uma distribuicao de tamanho

entre 17 nm e 27 nm, com tamanho médio de 21 nm.
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Figura 50 - Imagens STEM das NPs Au sintetizadas (a), de maior magnificacdo (b), e histograma de distribuicéo
de tamanho das nanoparticulas obtido da média de 350 NPs Au de diferentes micrografias STEM (c).
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Fonte: A autora (2022)

4.3.2 Caracteristicas das laminas de vidro e deposicédo das NPs Au

Ha diversas maneiras de implementar a limpeza de substratos de vidro. Neste
trabalho, para a retirada de impurezas e de matéria organica e promover a deposi¢do da
monocamada de silano na superficie de modo uniforme e homogéneo, realizamos a
lavagem das ldaminas com solucédo de perdxido de hidrogénio e &cido sulfarico. Por sua
vez, foi realizada a funcionalizacdo com mercapto e amino silanos (MPTS e APTS,
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respectivamente), com a finalidade de promover a adesdo das NPs Au na superficie do
vidro e, deste modo, favorecer a formacgédo de uma monocamada uniforme.

A monocamada de silano pode ser obtida através de imersdo em fase liquida ou
por deposicdo em fase vapor. Para o processo de fase liquida, existe uma dependéncia
com o tempo de exposicdo e o tempo de cura apds a silanizacdo (Halliwell and Cass
2001).

Escolhemos realizar a funcionalizagdo (tidis e aminas) via deposi¢do por fase
vapor. Apds retirar as laminulas do dessecador, a lavagem com tolueno foi realizada com
a intencdo de retirar os silanos ndo aderidos corretamente (Cras, Rowe-Taitt et al. 1999).

Para avaliar de maneira qualitativa a modificacdo da superficie funcionalizada,
utilizamos a microscopia de varredura e a de forca atomica. Em relacdo a uma avaliagdo
quantitativa das modificacdes realizadas nas laminulas, utilizamos o angulo de contato.
Através das medidas de angulo de contato (Fig. 51), observamos que antes e ap0s o
processo de lavagem das laminulas o &ngulo permanece o mesmo (0 °), indicando que a
superficie é bastante hidrofilica. J& ao realizar a funcionalizacdo com MPTS e APTS,
observa-se uma mudanca para ~ 68 °, indicando que houve alteracdo na superficie, que
se faz menos hidrofilica. Ao recobrir a laminula funcionalizada com NPs Au, had um
acréscimo em torno de 30 °, o que mostra que a superficie se encontra hidrofébica, o que
mais uma vez confirma a modificagdo. Com isso, verificamos a eficacia e

reprodutibilidade do processo de funcionalizacdo e formacéo do filme das NPs Au.

Figura 51 - Angulo de contato para as laminulas de vidro ap6s o processo de limpeza (a), funcionalizadas
(b) e recobertas com filme de NPs Au (c).
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Fonte: A autora (2022)

Através das andlises morfoldgicas de microscopia eletrdnica de varredura e de
forca atdmica (Figs. 52 - 54), é possivel visualizar o comportamento mediante o tempo
de funcionalizacdo e de deposicdo das NPs Au, e que mesmo ap0s 0 processo de
funcionalizacdo ndo ocorre modificagdo na morfologia das NPs Au. Como também, é
possivel observar que para o tempo de deposicdo de 4 horas ainda ha espaco sem a

deposicdo das NPs Au, mostrando que para esse intervalo de tempo ndo ocorreu o
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completo recobrimento da superficie do substrato. Por outro lado, a partir do tempo de 6
horas pode-se notar uma maior uniformidade da camada de NPs Au, sendo que a partir
do tempo de 12 horas comegam a ser observados pontos de aglomeracdo das NPs Au.
Desse modo, os melhores tempos para 0S quais Se observa uma camada
consideravelmente uniforme e sem a presenca significativa de aglomeragédo
corresponderam a 6 e 8 horas. Assim, de modo a otimizar o protocolo de sensoriamento,
adotamos o tempo de funcionalizagédo de 2 h, e de 6 horas para formagdo da monocamada

de NPs Au sobre o substrato a ser usado como plataforma de sensoriamento.

Figura 52 - Imagens MEV das laminulas de vidro funcionalizadas com MPTS e APTES pelo periodo
de2h1)e4hll), etempo de contato com a solucdo de NPs de Au de 4 h (a, d), 6 h (b, €), 12 h (c, f).
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Figura 53 - Imagens AFM das superficies das laminulas de vidro analisadas com 2 h de funcionalizagio
1), e periodo para formacéo do filme das NPs de Au seguida de sua imagem topografica de 4 h (a), 6 h
(b), e 8h(c).
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Figura 54 - Imagens AFM das superficies das laminulas de vidro analisadas com 4 h de funcionalizacao
I1), e periodo para formacéo do filme das NPs de Au seguida de sua imagem topografica de 4 h (d), 6 h
(e), 8h (), 12h ().
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Fonte: A autora (2022)
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4.3.3 Imobilizacéo das sondas de ssDNA-SH

Ap0s termos conseguido o dominio e a reprodutibilidade das diferentes etapas de
preparacdo do substrato (laminas de vidro), desde a limpeza, funcionalizagéo por meio da
formacdo da monocamada de tiis e aminas no decorrer de 2 horas, e a deposi¢do das NPs
Au (8 h), iniciamos a prova de conceito da plataforma de sensoriamento, com a
imobilizacéo da sonda (ssSDNA-SH) do patégeno Leishmania infantum.

A observacdo da banda de plasmons das NPs Au apés a sua imobilizacdo na forma
de filmes é muito importante, pois a posicdo do pico de absor¢cdo méxima e sua
intensidade dependem fortemente de alteragdes no indice de refracdo na superficie da
nanoparticula (Fang, Chen et al. 2014). Assim, essa propriedade apresentada por
nanoparticulas de metais nobres pode ser aproveitada, por exemplo, em um transdutor
plasmdnico, permitindo a deteccdo de eventos de ligacdo em sua superficie.

Conforme pode ser observado na Fig. 55, apds a imobilizacdo de sondas de
sSDNA-SH na superficie do filme de NPsAu, a banda de ressonancia de plasmons, antes
centrada em 530 nm (lamina-NPsAu), passa a ser em 564 nm, ou seja, apresenta um
deslocamento de 34 nm para as laminas com a sonda imobilizada (lamina-NPsAu +
sSDNA-SH). Essa mudanca no comprimento de onda de absor¢cdo méaximo indica o
sucesso da formacgdo de uma camada bioldgica na superficie do filme, o que se da pela
conjugacdo das sondas de sSDNA-SH com a plataforma (Schneider, Jahr et al. 2013,
Fang, Chen et al. 2014, Thavanathan, Huang et al. 2014).

Figura 55 - Espectros UV-Vis das laminas-NPs Au antes e ap6s a imobilizacdo da sonda tiolada (sSDNA-
SH).
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O uso da espectroscopia de fluorescéncia é outra maneira de acompanhar o
processo de imobilizacdo e hibridizagdo dos oligonucleotideos através de medidas
indiretas, por meio da medida da fluorescéncia da solucdo de imobilizagdo antes e apds a
interacdo com a plataforma lamina-NPs Au. Para isso, utilizamos sondas de DNA
marcadas com cianidina, e observamos o sinal caracteristico desse corante fluorescente
em 663 nm. Como pode ser observado na Fig. 56, existe uma boa eficiéncia para a
imobilizacdo da sonda ssDNA-SH, levando a uma reducdo da fluorescéncia de
aproximadamente 45 % (curva b) em relacdo a solucao inicial (curva a). A diminuicéo da
fluorescéncia na solucdo de imobilizacdo demonstra novamente que o revestimento da
superficie das ldminas de vidro com o filme de nanoparticulas de Au é efetivo para a
imobilizacdo de sondas de DNA funcionalizadas com grupos tiol em sua extremidade.

Figura 56 - Espectros de emissdo de fluorescéncia da solugdo de ssDNA-SH (50 nmol) sob diferentes
condices: antes e ap6s a interacdo com a plataforma lamina-NPs Au.
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Fonte: A autora (2022)

Com o processo de imobilizagdo otimizado, realizamos um experimento de prova
de conceito para verificar a viabilidade do uso das laminas-NPs Au como uma
plataforma de sensoriamento para a detecgdo de uma sequéncia de oligonucleotideos
especifica, no caso a Leishmania infantum. Para isso, a plataforma (com a sonda

imobilizada) foi colocada em contato com solugdes de ssSDNA-FAM com fitas
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totalmente complementares (C-ssDNA-FAM) e com solugdes de sSDNA-FAM com
fitas inteiramente ndo complementares (NC-ssDNA-FAM). Neste procedimento, 1mL
de uma solugéo de C-ssDNA-FAM e NC-ssDNA-FAM, nas concentrag¢des de 50 nmol,
foram colocadas para interagir com a plataforma lamina-Nps Au/ssDNA-SH, por 120
min em temperatura ambiente (~ 21 °C), em um orbital sob agitacdo constante de 300
rpm. Posteriormente, as plataformas foram retiradas e os sobrenadantes das solugdes
foram analisados por espectroscopia de fluorescéncia. Como é mostrado na Fig. 57,
quando a plataforma é colocada na presenca da sonda de DNA alvo complementar,
ocorre uma diminuicao significativa na fluorescéncia da solucdo. Esse fato se deve a
ocorréncia de um processo de hibridizacdo, que leva a retirada da sonda C-ssDNA-
FAM da solugdo, uma vez formado o DNA de dupla cadeia. Em contrapartida, esse
processo ndo ocorre quando a plataforma € posta em contato com cadeias de SSDNA
ndo complementares. Com isso, a identificacdo molecular de agentes infeciosos
Leishmania infantum se dara pelo reconhecimento do DNA alvo através de sua
hibridizacdo com a sonda, 0 que ocasionara a reducdo do sinal de fluorescéncia do

analito.

Figura 57 - Espectros de emisséo de fluorescéncia das diferentes solu¢bes de sSDNA-FAM (50 nmol)
antes e apos a interacdo com a plataforma lamina-NPs Au/ssDNA-SH: antes da interacdo (a), e ap6s a
interacdo com a plataforma para amostra ndo complementar (NC-ssDNA-FAM) (b), e amostra
complementar (C-ssDNA-FAM) (c).
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Com o objetivo de encontrar as melhores condi¢c6es para que as laminas de vidro-
NPs Au fossem usadas como uma plataforma para a deteccdo de acidos nucleicos,
passamos a investigar o efeito da variacdo de diferentes parametros. Por exemplo, a
inclusdo de moléculas blogueadoras poderia fazer com que 0s sitios ativos remanescentes
apos a etapa de imobilizacdo nédo viessem a interferir no protocolo de hibridizacéo, pela
minimizacao da absor¢do de sondas por meio de ligagdes inespecificas. Para esse tipo de
ensaio, utilizamos trés diferentes moléculas bloqueadoras: o fosfato biféasico (0,5 mol L
1y, a proteina albumina de soro bovino-BSA (0,5 mol L) e o dodecanotiol (20 %). Neste
procedimento, ImL de uma solucdo bloqueadora foi colocada para interagir com a
plataforma ldamina-Nps Au/ssDNA-SH por 18 h. Na sequéncia, ¢ feita a etapa de lavagem,
na qual as laminas foram retiradas e inseridas em outro microtubo contendo 1mL da
solucdo tampdo Tris-HCI/EDTA/NaCI por 1 h, sob agitacdo constante de 300 rpm.
Terminado o processo de lavagem, as plataformas foram colocadas para interagir com 1
mL de uma solucdo de C-ssDNA-FAM e NC-ssDNA-FAM, nas concentracdes de 50
nmol, por 120 min sob agitacdo de 300 rpm. Quando comparamos 0s resultados
mostrados na Fig. 57 com os da Fig. 58, podemos observar que o ensaio levou a uma
melhor sensibilidade (ou seja, uma maior diferenca entre a resposta positiva, quando a
plataforma é exposta a sequéncias complementares e resposta negativa, quando ela é
submetida a presenca de sequéncias ndo complementares). Como ja mencionado, para
uma maior eficiéncia no processo de hibridizacdo é importante que ocorra a maxima
saturacdo dos sitios ativos. Foi também possivel observar que a eficiéncia no bloqueio
dos sitios foi a mesma para as moléculas de fosfato e BSA, uma vez que para esses
bloqueadores os resultados entre as respostas positivas e negativas foram equivalentes.
No entanto, acreditamos que do ponto de vista experimental o uso de moléculas simples

como a de fosfato hibasico € menos trabalhoso e de menor custo.
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Figura 58 - Histogramas com as percentagens de sonda imobilizada (1) e ssDNA complementar, (C) e
ndo complementar (NC) ap6s interacdo com as plataformas laminas-NPs Au em funcéo dos diferentes
blogueadores analisados.
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As provas de conceito iniciais se mostram muito promissoras. Ainda assim, se faz
necessaria a otimizagdo de pardmetros relacionados com a hibridizacdo, cinética de
imobilizacdo, eficiéncia de hibridizacdo, e otimizacdo das solugfes tampao utilizadas,
além de estudos de especificidade e seletividade, a fim de garantir uma melhor relacédo

(diferenca de sinal) entre amostras positivas e negativas.

4.4 CONCLUSAO

Nesta etapa do trabalho, foi possivel estabelecer os procedimentos de limpeza e
funcionalizagdo das laminas de vidro, através do uso de uma solucéo contendo &cido
sulfarico e peréxido de hidrogénio, enquanto a funcionalizagdo com MPTS e APTS foi
realizada por deposi¢do em fase vapor no intervalo de duas horas. Com base no método
de Turkevich, foi possivel preparar de forma reprodutivel nanoparticulas de ouro estaveis,
com tamanho medio de 21 nanémetros e 8 h para formacéo de um filme uniforme sobre
o substrato funcionalizado.

Os resultados obtidos sdo de especial interesse, pois pretendemos usar 0S
conhecimentos adquiridos sobre o processo de hibridiza¢do na interface solido-liquido

para o estudo e desenvolvimento de um sistema modelo equivalente para o diagnostico
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molecular. Nesse caso, no entanto, a detec¢do do processo de hibridizacdo sonda/alvo,
com a formacao de um segmento de DNA de dupla cadeia, passaria a ser monitorada tanto
por alteracfes na banda de ressonancia de plasmons de superficie da NPsAu como pela
analise da intensidade fluorescéncia das solucgdes alvo. Para que isso ocorra, a otimizagédo
dos processos de deteccdo envolvidos deve ser implementada, 0 que requer uma completa
investigacdo do efeito da variacdo de importantes pardmetros, tais como tempo de
blogueadores, cinética de hibridizacdo, limite de deteccdo e seletividade. Com isso,

esperamos ser possivel obter uma plataforma de sensoriamento ainda mais eficiente.
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5 PROCESSO DE OBTENCAO DE MEMBRANAS PROTEICAS
COMPOSITAS NANOESTRUTURADAS E SEU USO COMO ELETRODOS
PARA SUPERCAPACITORES ORGANICOS FLEXIVEIS

5.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nas ultimas décadas, com 0 aumento do interesse pelo uso de energias renovaveis,
tem ocorrido a busca pelo desenvolvimento de dispositivos inovadores para o
armazenamento de energia, como 0s de natureza eletroquimica. Dentre esses, 0S
supercapacitores organicos merecem destaque, por apresentarem vantagens competitivas
como baixo custo, leveza e flexibilidade, com elasticidade adequada para poderem ser
moldados de acordo com cada uso especifico.

Supercapacitores sao dispositivos eletronicos capazes de armazenar quantidade de
energia por unidade de &rea, volume ou massa bem maior que a dos capacitores
eletroliticos convencionais. Um supercapacitor tem um design de construcdo distinto, em
que sdo utilizados eletrodos de grande area superficial e um separador isolante poroso
muito fino impregnado de uma solucdo eletrolitica. Neles, o mecanismo de
armazenamento de carga pode ser fisico, por meio da formacao de uma dupla camada
elétrica (EDLC), ou quimico (Pseudo-capacitancia, PsC), envolvendo reac6es de éxido-
reducdo de 6xidos metalicos ou polimeros intrinsecamente condutores. Entre as principais
vantagens desses dispositivos estdo sua alta densidade de poténcia, longo tempo de vida,
grande estabilidade térmica, e rapido ciclo de carga-descarga, além de serem mais
amigaveis ecologicamente que as baterias.

Novos segmentos tecnoldgicos emergentes, até entdo ndo imaginados, como 0s
recentes avancos nas areas da eletronica flexivel, implantes médicos, sistemas de
sensoriamento remoto, internet das coisas (loT) e dispositivos vestiveis, por exemplo,
resultaram desse desenvolvimento acelerado de dispositivos eletrénicos inovadores. Da
mesma forma, na area das energias renovaveis ha acentuado interesse em dispositivos de
armazenamento de energia que supram as necessidades da eletrbnica movel e de
conectividade. Em especial, existe uma intensa procura por métodos simples, rapidos e
econdmicos que sejam baseados no uso de nanomateriais e tornem viavel o mais amplo
uso de supercapacitores organicos.

A membrana de casca de ovo (MCO) é material que pode ser usado como uma
matriz flexivel para a preparacdo de dispositivos. Ela € uma membrana semipermeével

composta por uma rede fibrosa biopolimérica, que é essencial para a formacéo da casca
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do ovo, ao fornecer uma plataforma ndo mineralizada que, enquanto permitindo a
mineraliza¢do do carbonato de célcio, preserva a clara de ovo no interior ao agir como
uma barreira antimicrobiana natural e reguladora de umidade e da permeacdo de gases.
Globalmente, uma larga quantidade de ovos é consumida a cada dia, com a grande
maioria das cascas sendo descartadas no lixo comum. Ocorre que a MCO exibe nao
apenas uma estrutura microporosa altamente flexivel e quimicamente estavel, mas
também a presenca de muitos grupos funcionais distintos. Isso, por sua vez, possibilita a
mais facil incorporacdo de materiais nanoestruturados, ap6s a desmineralizacdo do
componente calcario da casca. Nesse contexto, as membranas de casca de ovo aparecem
como uma promissora plataforma funcional para a producédo de eletronicos organicos e
sustentaveis de alto desempenho.

A preparacdo de eletrodos compdsitos flexiveis a partir de membranas proteicas
permite a incorporacao de nanoestruturas de carbono (NEC) e polimeros intrinsicamente
condutores (PIC) como materiais ativos. Por suas excelentes propriedades de condugéo
elétrica e transferéncia de carga, esses materiais podem participar de processos de
armazenamento de energia pelos fendmenos de dupla camada elétrica e de pseudo-
capacitancia, permitindo sua utilizacdo em dispositivos de armazenamento de energia
COMO 0S supercapacitores organicos.

Os processos tipo EDLC ocorrem principalmente em nanoestruturas de carbono
(NEC), como o grafeno e nanotubos de carbono, nas quais o acimulo de carga se da na
interface do material com o eletrélito. Nesses processos, ao ser aplicado uma diferenca
de potencial entre dois eletrodos separados por um meio saturado de ions, ocorre um
deslocamento de cargas desse meio para as regides carregadas na superficie da NEC,
resultando em um actmulo local de carga. Dessa forma, a area superficial disponivel da
NEC é um dos parametros limitantes para que seja obtida uma alta capacitancia especifica
em um SC. Na Fig. 59 € ilustrado de forma simplificada 0 mecanismo de armazenamento

por dupla camada em um dispositivo supercapacitor.
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Figura 59 - Esquema ilustrativo de um dispositivo de armazenamento eletrolitico baseado no mecanismo
de EDLC.
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Por sua vez, a PsC é um fenbmeno de armazenamento de carga de natureza
quimica (faradaico), onde ha a transferéncia de elétrons na interface eletrodo-eletrélito
desses dispositivos (ou seja, a passagem de carga através da superficie do eletrodo —
difusdo de ions ao longo do eletrodo). O processo PsC tem sua origem em reacdes de
oxirreducdo, eletrossorcdo ou intercalacdo, a depender dos materiais utilizados na
fabricacdo dos eletrodos (Costentin and Savéant 2019). Essas reacdes, que sdo rapidas e
reversiveis (permitindo os ciclos de carga-descarga), ndo geram subprodutos, resultando
em um maior tempo de vida do dispositivo (Conway 1999). Outra caracteristica
importante dos processos PsC é que eles ocorrem somente em conjunto com 0s
mecanismos EDLC. Dessa maneira, todo dispositivo pseudo-capacitivo possui também
obrigatoriamente uma parcela de armazenamento EDLC, com sua capacitancia total a
soma dessas duas contribui¢es. Os materiais que exibem PsC séo usualmente os 6xidos
de metais de transicdo (RuOz, IrO2, Fe3O4, MnO2, TiSz) e PICs, que geralmente fazem
parte da composicdo do material usado no eletrodo condutor ou se fazem presentes na
forma de compdsitos. No caso especifico dos polimeros condutores, as reagdes redox
ocorrem ao longo da conjugacdao m — w* da cadeia polimérica. Em um processo de

oxidacdo de um PIC (como em uma dopagem tipo p), as espécies anidnicas que séo
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inseridas ao longo da extensdo lateral da cadeia se comportam como contra-ions, do que
resulta o armazenamento de carga. Essa incorporagdo durante o processo de oxirreducao
e a remocdo/adicdo de ions permite que sejam obtidos altos valores na capacitancia
especifica desses materiais, em semelhanca ao que ocorre em uma reacgéo do tipo bateria,
porém com maior estabilidade e reversibilidade eletroquimica (Conway 1999). Na Fig.
60 sdo apresentados de forma simplificada os possiveis mecanismos de armazenamento

por PsC em um dispositivo supercapacitor.

Figura 60 - Esquema representativo dos diferentes mecanismos de armazenamento pseudo-capacitivos:
eletrossorcdo (a), intercalacdo (b) e oxirreducgdo (c).
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Os PICs formam uma importante classe de materiais pseudo-capacitivos que,
diferentemente dos dxidos metalicos de transicdo (OMT), possuem alta condutividade,
boa flexibilidade e leveza. Por tais razdes, polimeros como polipirrol (PPy) (Lima,
Alcaraz-Espinoza et al. 2018), polianilina (Pani) (Alcaraz-Espinoza and de Oliveira
2018), e poli (3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT) (Lee, Jin et al. 2019) tém sido
considerados como potenciais candidatos para uso em supercapacitores flexiveis com
bom desempenho em termos de poténcia e densidade de energia. Por outro lado, os PICs
sofrem uma quantidade consideravel de estresse mecanico durante o processo de carga/
descarga, do que resulta a degradacdo do dispositivo e a consequente reducdo em sua

capacitancia e seu ciclo de vida (Han and Dai 2019).
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Por apresentarem uma peculiar combinacdo de caracteristicas especiais como
flexibilidade, estabilidade eletroquimica, baixo custo, reversibilidade dos processos de
troca de carga, facilidade de processamento, boa condutividade elétrica, possibilidade de
alteracdo de suas propriedades por meio de dopagem, e a facilidade de combinacdo com
diversos materiais, 0os polimeros condutores tém encontrado um numero crescente de
distintas aplicagdes (LOvenich 2014, Hryniewicz, Lima et al. 2019, Kavitha, Elavarasan
et al. 2022, Pavel, Lakard et al. 2022).

No presente trabalho, utilizamos como material eletroativo um polimero condutor
intrinseco derivado do politiofeno, o poli(3,4-etilenodioxitiofeno), mais conhecido como
PEDOT. Esse polimero, que resulta da polimerizagio do monémero 3,4-
etilenodioxitiofeno foi obtido pela primeira vez em 1988. Durante o processo de
polimerizacdo, o PEDOT apresenta cargas positivas, que precisam ser estabilizadas pela
adicdo de contra ions, como os derivados da dissolucdo de acidos sulfénicos (Lévenich
2014). Esse problema foi solucionado através da juncdo do PEDOT com o polimero
estabilizante poliestireno sulfonato (PSS). Essa suspensdo (PEDOT:PSS) apresenta
propriedades especiais como condutividade ajustavel, elevada estabilidade térmica, e boa
transparéncia Optica (que permite sua atuacdo como camada de transporte de buracos em
dispositivos organicos, por exemplo, celulares solares), além de uma boa solubilidade em
agua. Essa ultima caracteristica € muito importante, uma vez que uma das grandes
limitacGes para uma aplicacdo mais generalizada dos PICs é a dificil solubilidade e
processabilidade em meio aquoso (Shi, Liu et al. 2015, Fan and Ouyang 2019,
Rahimzadeh, Naghib et al. 2020).

Uma estratégia para superar limitacbes do uso de PICs puros, como o estresse
mecanico durante o processo de descarga de carga e flexibilidade), consiste em obter sua
combinagdo em nanocompdsitos binarios com NECs. Entre as diversas vantagens do uso
de compdsitos PICS/INECs, merecem mencdo o notavel aumento na estabilidade
eletroquimica e boa condutividade dos eletrodos (Han and Dai 2019). De fato, os SCs
preparados com base nesse tipo de nanocompdsitos binarios exibem maior capacidade de
energia e menor resisténcia elétrica, do que resulta em uma maior taxa de transferéncia
de carga, comparativamente a aqueles que fazem uso desses componentes separadamente
(Alcaraz-Espinoza, de Melo et al. 2017, Alcaraz-Espinoza and de Oliveira 2018).

O objetivo deste trabalho foi a preparacédo de eletrodos compdsitos a base da MCO
para uso em supercapacitores organicos flexiveis de estado sélido, ou outros dispositivos

e sensores baseados na eletrdnica orgéanica. Para isso, se faz inicialmente necessario o
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rompimento das ligacdes cruzadas das fibras proteicas da MCO por estresse mecanico
para que seja possivel a posterior incorporacdo de nanotubos de carbono e o polimero
condutor PEDOT:PSS pela ultrassonica¢do com o uso de ponteira ultrassonica.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Materiais

As membranas de casca de ovo foram extraidas de ovos comprados no mercado
local da cidade de Recife, Brasil. O acido cloridrico, acido nitrico, alcool metilico
(CH30OH), acido fosforico (HsPOs) e alcool etilico (CoHsOH) foram adquiridos da
Dinadmica (Brasil). Nanotubos de carbono multicamadas (MWCNT) com dimensdes
médias de 6 - 9 nm x 5 um foram obtidos da CTNano (Brasil). O poli (alcool vinilico) -
PVA (MW 86 - 145 kDa) e a suspensdo do polimero condutor poli (3,4-
etilenodioxitiofeno) com o poliestireno sulfonado (PEDOT:PSS) (Sigma Aldrich, EUA).
Todos os reagentes eram de grau analitico e foram utilizados como recebidos, com
excecao do nanotubo MWCNT, que foi submetido a um processo de funcionalizacéo sob
condicdo acida. Em todos os experimentos, usamos agua deionizada (condutividade de
18 MQ) de um sistema de ultrapurificacdo (Millipore, EUA).

5.2.1.1 Preparacdo do substrato de MCO

As membranas de casca de ovo utilizadas como matriz para a preparacdo dos
eletrodos foram obtidas através de um processo de limpeza, em que, inicialmente, elas
foram imersas por um periodo de 30 min em uma solucéo de HCI 1mol L para a
degradacdo da estrutura calcinada. Posteriormente, as MCO foram separadas e
submetidas a um prolongado processo de lavagem com agua ultrapura, até a completa
remocdo do acido. Na sequéncia, as MCO foram cortadas em pequenas tiras e colocadas
em um béquer de plastico com agua ultrapura e deixadas repousar por 24 h.

Ap0s sua preparacao, as MCO foram submetidas a um forte estresse mecanico pelo
uso de uma ponteira ultrassénica Q500 (Qsonica, EUA), com uma amplitude de 60 % e
um pulso variando entre 10 s por um periodo de 8 h. Durante esse processo, 0 béquer com
as MCO foi mantido em um banho térmico de 10 °C, pelo uso de um controlador de
temperatura FP 50 (Julabo, Alemanha) para evitar a degradacdo das fibras proteicas e a
evaporacdo da agua. Posteriormente, a suspensdo proteica formada pelo processo de

ultrassonicacdo foi transferida para um recipiente plastico e levada a estufa por 24 h, a
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uma temperatura de 60 °C, para a evaporacdo da agua e consequente
formac&o/reconstituicdo da membrana MCO. Por fim, a membrana proteica obtida com
maiores dimensdes é umedecida com agua e retirada do suporte plastico.

5.2.1.2 Preparacdo dos eletrodos flexiveis de MCO a partir da incorporacdo dos
nanotubos de carbono e do polimero PEDOT:PSS

Para a incorporacdo de nanotubos nas MCO, apds a etapa de desconstituicdo da
membrana (com a suspenséo das fibras proteicas) uma massa de 500 mg de nanotubos de
carbono multicamadas (MWCNT) foi adicionada. Em seguida, a suspensédo de MCO e
MWCNT foi novamente submetida a ultrassonicacdo a uma amplitude de 60 % e um
pulso de 10 s durante um periodo de 30 min. Na sequéncia, a suspensao proteica com 0s
MWCNT dispersos foi transferida para um recipiente plastico e levada a estufa por um
periodo de 24 h, a uma temperatura na faixa de 60 °C para a formacdo do eletrodo
composito MCO/MWCNT. Por fim, o eletrodo € umedecido com &gua e retirado do

suporte plastico.

Figura 61 - Principais etapas do processo de preparacao das membranas MCO e a incorporacdo de PICs.
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5.2.2 Métodos de caracterizacgéo

5.2.2.1 Preparacdo e caracterizacdo das propriedades elétricas dos dispositivos
supercapacitores organicos flexiveis de estado solido
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Para a fabricacéo dos dispositivos supercapacitores de estado sélido, foi utilizada
a configuracgdo simétrica de placas paralelas (YYang and Mai 2014), com os dois eletrodos
separados por um gel semissolido de PVA - H3POs. A preparacdo desse gel separador
polimérico semissdlido saturado de eletrolito consistiu em primeiramente dispersar 1 ¢
de PVA em 10 mL de agua ultrapura, sob agitacdo magnética a 80 °C por 4 h. Apds a
dissolugdo do PVA, a solucéo é refrigerada até a temperatura ambiente, sendo em seguida
adicionado 1 mL de HsPOs e feita agitacdo magnética por 30 min. Posteriormente, um
volume de 10 mL da solucéo foi transferido para uma placa petri de 9 mm de diametro e
deixado repousar em condi¢fes ambientes por 72 h. Por fim, é obtido um filme
translicido e flexivel, com uma espessura na faixa de 100 um, que passou a ser utilizado
como fonte de eletrolitos e separador solido dos eletrodos de MCO modificados. Na Fig.
62 sdo ilustradas de forma esquematica as principais etapas seguidas para a fabricagdo
dos diferentes SC.

Figura 62 - Representagdo esquemética do método adotado para a fabricacdo dos dispositivos
supercapacitores flexiveis de estado solido baseados nos eletrodos proteicos compoésitos
nanoestruturados (a) e uma imagem do dispositivo (b).
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5.2.2.2 Caracterizagéo dos eletrodos

A caracterizacdo da composicdo dos eletrodos flexiveis nanoestruturados foi
realizada por meio das técnicas de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) usando pastilhas de KBr com pequenos pedacos do material, no intervalo

de 4000 — 400 cm™* usando um espectrémetro IR Tracer-100 (Shimadzu, Jap&o),
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espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) utilizando um

espectrofotometro UV-2600 (Shimadzu, Jap&o).
5.2.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia é uma tecnica que permite a visualizacdo de materiais ndo
perceptiveis a olho nu devido a ampliacdo da imagem através das lentes. A microscopia
é dividida em trés seguimentos: a microscopia Optica, eletronica ou de varredura por
sonda. A diferenca entre a microscopia optica e eletrénica consiste na fonte de radiacao,
uma vez que na oOptica o feixe emitido é de foton, enquanto na eletrénica o feixe é de
elétrons.

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma técnica bastante utilizada
para obter caracteristicas do material através de uma imagem tridimensional com alta
resolucéo, além de fornecer informacgdes da morfologia e da superficie da amostra. Nessa
técnica a imagem é formada a partir da interacdo entre o feixe de elétrons incidente sobre
a superficie da amostra, emitindo um sinal para o detector. Inicialmente, o feixe de
elétrons € acelerado devido uma alta tensdo criada entre o filamento e o anodo, que é
focalizado sobre a amostra por lentes eletromagnéticas (Dedavid, Gomes et al. 2007).

As caracteristicas morfoldgicas dos eletrodos compositos foram investigadas por
MEV, por meio do uso de um microscépio Mira3-LM FEG (TESCAN, Republica
Tcheca). As amostras preparadas foram submetidas ao processo de metalizagdo, onde
houve a deposigdo de uma fina camada de ouro utilizando um sistema de pulverizagdo
Quick Coater SC-701 (Sany Electron, Japéo).

5.2.2.4 Caracterizacdo eletroquimica dos dispositivos

Dentre as técnicas eletroquimicas, trés sdo bastante utilizadas para analise de
supercapacitores: espectroscopia de impedancia elétrica (EIE), voltametria ciclica (CV)
e carga/descarga galvanostatica (GCD). As caracterizac@es eletroquimicas dos diferentes
dispositivos SC foram realizadas adotando uma configuracédo de dois eletrodos paralelos,
utilizando um potenciostato Autolab PGSTAT 302 N.

A voltametria ciclica € uma técnica eletroanalitica que estuda a estabilidade de um
sistema, e fornece informacdes quantitativas e qualitativas através da tensdo aplicada €
medida a corrente no eletrodo. Nessa técnica sdo utilizados trés eletrodos que sao
denominados de eletrodo de trabalho, referéncia e contra eletrodo. O processo consiste

na varredura de potencial linear do eletrodo negativo para o positivo, e depois o contrario,
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em velocidade constante no eletrodo de trabalho, e a corrente resultante & medida a cada
potencial aplicado. Para que o processo de oxirreducdo ocorra de maneira significativa é
necessaria uma taxa de varredura extensa (Guy and Walker 2016, Dominko, Talian et al.
2021).

A impedancia é uma medida da resisténcia do fluxo de corrente elétrica em um
sistema. A espectroscopia de impedéancia (IS) realiza a analise do material através da
aplicacéo de potencial ao eletrodo de trabalho medindo a corrente resultante. Variando a
frequéncia do potencial elétrico aplicado, é possivel calcular a impedancia complexa, essa
é composta pela parte real e imaginaria do sistema e pode ser observado por meio do
gréafico de Nyquist (Guy and Walker 2016).

Os ciclos de carga/descarga é o método mais usual para determinar a estabilidade,
pois atraves das curvas de descarga com corrente constante é possivel caracterizar 0s
materiais (Long, Balducci et al. 2017). O processo é realizado do seguinte modo,
inicialmente é aplicado no material uma densidade de corrente constante que ocasiona o
aumento do potencial elétrico a um limite maximo, denominado de processo de carga.
Em seguida, é aplicado a mesma densidade, mas em sentido contrario para ocorrer o
processo de descarga do material (Kaur and Pal 2019).

Para realizar as caracterizagdes eletroquimicas dos dispositivos SC fabricados
utilizamos a configuracdo de dois eletrodos, fazendo uso de um potenciostato Autolab
PGSTAT 302 N. As curvas de voltametria ciclica (CV) foram realizadas com taxas de
varredura entre 10 — 300 mV.s1. As andlises galvanométricas (CGD) foram obtidas em
uma faixa de potencial entre 0 — 0,8 V, com o uso de densidades de corrente variando
entre 0,5 - 3 mA.cm™. Ja as medidas de impedancia elétrica dos dispositivos foram
realizadas em um intervalo de frequéncia de 1 MHz a 1 mHz, sob um potencial de 10 mV
de corrente alternada (CA). Na Fig. 63 € mostrada de forma esquematica a configuracéo

adotada para a realizacdo das caracterizacdes eletroquimicas.
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Figura 63 - Representacdo esquematica da configuracdo experimental adotada para a caracterizagdo
eletroquimica dos dispositivos.
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Por capacitancia, se entende a capacidade que um dispositivo possui de armazenar
carga elétrica (Long, Balducci et al. 2017). A capacitancia do dispositivo em funcéo da
area volumétrica foi calculada a partir dos dados da galvanometria, de acordo com

(Alcaraz-Espinoza and de Oliveira 2018)

2% D, 1
Cy= g (20)
onde V ¢é a diferenca de potencial (em Volts), apos a queda de IR (associada a resisténcia
interna dos dispositivos) (Stoller and Ruoff 2010), v € a rea volumétrica do eletrodo (em
cm?), I é a corrente aplicada & descarga, e Dar é a area sob a curva de descarga, obtida pela
integracdo da curva de descarga.
Para a construcdo do diagrama de Ragone (Christen and Carlen 2000), a densidade

de energia foi determinada de acordo com (Alcaraz-Espinoza and de Oliveira 2018),

C, * V2

_ 21
Ep 2 %3600 ’ 1)

enquanto a densidade de poténcia é dada por (Alcaraz-Espinoza and de Oliveira 2018)

3600 +E)

= 22
Pp At (22)
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onde Ep é a densidade de energia dada em W.h.cm™, Pp a densidade de poténcia em
W.cm3, V a diferenca de potencial (em Volts), At o tempo de descarga do dispositivo, e

Cv a capacitancia calculada de acordo com a Eqg. 20.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Caracterizacao dos eletrodos MCO/MWCNT-PEDOT:PSS

A razdo para a escolha da MCO como sendo o substrato flexivel para a deposi¢do
dos materiais ativos (nanotubos e PEDOT:PSS) ocorreu devido a sua complexa
arquitetura interna, como uma matriz hierarquica de fibras macroporosas. Além disso, por
ser constituida de aminoacidos proteicos, a MCO possui uma grande variedade de grupos
funcionais ativos capazes de estabelecer interacdes eletrostaticas e ndo covalentes com
diferentes nanoestruturas ou moléculas. Essa caracteristica quimica possibilita a
eliminacdo de etapas adicionais de funcionalizacdo desses materiais para interagirem com
nanoestruturas.

Na Fig. 64 sdo mostrados os espectros FTIR dos diferentes eletrodos compdsitos
fabricados. Na curva (a), podem ser observados os picos das vibracdes caracteristicas da
MCO, como o modo de alongamento em 1658 cm™ da C = O na amida I, e 0 modo de
flexdo em 1543 cm, referente a ligagdo N-H na amida Il (Hsieh, Chou et al. 2013, Liu,
Luo et al. 2017). Ja na curva (b), apds a incorporacdo nos MWCNT na MCO ha o
aparecimento de um pico em 2357 cm, que é associado ao estiramento O-H dos grupos
carboxilicos fortemente ligados as nanoestruturas de carbono (associados com a
funcionalizacdo dos nanotubos) (Yee, Mubarak et al. 2018). Por fim, na curva (c),
correspondente ao eletrodo em sua forma final, a presenca do PEDOT é confirmada pela
presenca dos picos em 1055 cm™, 977 cm™, e 984 cm™, sendo a primeira referente a
vibracdo de alongamento dos grupos etilenodioxilos e as duas Gltimas a vibracdo C-S do
anel tiofeno (Cho, Wu et al. 2015, Xie, Xu et al. 2016). Deste modo, € possivel afirmar
que foi possivel produzir as membranas MCO compdsitas e incorporar as NECs, neste
caso especificamente os MWCNT, e o polimero condutor PEDOT:PSS na MCO, obtendo

eletrodos organicos flexiveis, como esperado.
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Figura 64 - Os espectros FTIR da MCO pura (a), com a incorporagdo de nanotubos de carbono
MCO/MWCNT (b), e de nanotubos e PEDOT:PSS MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (c).
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Além de permitir a identificacdo da composicdo quimica de amostras, a
espectroscopia UV-Vis permite acompanhar a modificacdo de propriedades adicionais de
muitos polimeros condutores. Na Fig. 65 sdo mostrados os espectros de absor¢do para as
membranas MCO pura (sem a incorporacdo de outros materiais), apds o processo de
preparacdo ultrassdnico (curva a), e para 0s eletrodos proteicos compdsitos
MCO/MWCNT (curva b) e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (curva c). Como pode ser
observado, para a membrana MCO, mesmo apds o0 processo de
desconstituicdo/reconstituicdo por ultrassom, a banda de absorcéo caracteristica centrada
em 300 nm se manteve presente (Zhang, Li et al. 2014). Ja com a incorporacao dos
MWCNT (Fig. 65b) a estrutura das MCO, verifica-se que apenas a banda das MCO é
observada. Por outro lado, para os eletrodos com a incorporagdo da suspensdao do
polimero condutor PEDOT:PSS, é possivel notar tanto a banda em 300 nm da MCO
quanto uma ampla banda de absorcéo que se inicia na regido visivel e cobre toda a faixa
NIR do equipamento (até 1400 nm). A presenca dessa larga banda na regido do
infravermelho é caracteristica da presenca de uma grande quantidade de bipdlarons na
estrutura polimérica do PEDOT (Stepien, Roch et al. 2016, Li and Ma 2017), uma vez
que, em seu estado neutro (ou seja, na forma reduzida, sem a presenca de defeitos), o

espectro do PEDOT apresenta uma banda bem definida em 600 nm, enquanto com a
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cadeia parcialmente oxidada (com a presenca de pdlarons), ha a formacéo de uma banda
centrada em 900 nm (Massonnet, Carella et al. 2014, Stepien, Roch et al. 2016, Shi, Yao
etal. 2017). Como essas condicOes ndo foram identificadas no espectro UV-Vis, podemos
afirmar que o PEDOT incorporado ndo sofreu alteracdo em seu estado de oxidagédo
durante o processo. Esses resultados estdo em concordancia com os resultados de FTIR,
revelando que de fato foi possivel a incorporacao e eficiente dispersdo de nanoestruturas
de carbono e polimeros condutores na matriz proteica das membranas MCO.

Figura 65 - Espectros de UV-Vis: da MCO pura (a), com a incorporacdo de nanotubos de carbono
MCO/MWCNT (b), e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (c).
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As micrografias de MEV com alta ampliagéo obtidas para as membranas MCO in
natura (Fig. 66a) e ap6s o processo de desconstituicdo/reconstituicdo por ultrassom (Fig.
66b) mostram que a morfologia ndo é alterada de forma significativa. As fibras de
proteinas sdo reticuladas e distribuidas aleatoriamente, com diametros na escala
micrométrica e com a superficie das fibras sendo essencialmente lisa, sem evidéncia de
uma topografia ou padréo peculiar. Para os eletrodos com a incorporagdo de MWCNT
(Fig. 66c) é possivel observar uma distribuicdo com grande uniformidade e quantidade
dos nanotubos em toda a area da MCO. O mesmo comportamento de uniformidade na
distribuicdo também é observado para os eletrodos com a incorporacdo de MWCNT-
PEDOT:PSS (Fig. 66d). Contudo, visualmente, as micrografias indicam uma aparente
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perda de porosidade para esses eletrodos, o que se justifica pelo fato de que o PEDOT:PSS

adicionado esteja possivelmente preenchendo os poros.

Figura 66 - As micrografias de MEV da superficie das membranas MCO in natura (a), apds 0 processo
de desreticulacdo por estresse mecanico ultrassom e sua reconstitui¢éo (b), e os eletrodos de MCO com
a incorporagdo de nanotubos de carbono MCO/MWCNT (c), e PEDOT:PSS MCO/MWCNT-
PEDOT:PSS (d).

5.3.2 Caracterizacao eletroquimica dos SC baseados em MCO/NEC/PEDOT

Apos realizar as analises relativas as caracterizagdes quimica e morfologica dos
eletrodos, examinamos o potencial de sua aplicagdo em dispositivos organicos. Para isso,
em um sistema modelo, utilizamos as membranas MCO modificadas na preparagdo de
supercapacitores simétricos, com os eletrodos consistindo em duas membranas MCO

modificadas com MWCNT/PEDOT idénticas, com dimensdes 2,0 cm x 2,0 cm, separadas
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por um gel eletrdlito solido de (PVA + H3POs). Para determinar suas caracteristicas
eletroquimicas, usando uma taxa de varredura variando na faixa de 10 mV.s™' a 300 mV.s’
! obtivemos curvas de voltametria ciclica para os dispositivos preparados com os
eletrodos MCO/MWCNT (Fig. 67a) e 0s MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (Fig. 67b). Como
esperado, em ambos os dispositivos ocorreu 0 armazenamento de carga, com as curvas

CVs apresentando histerese (Marcelina, Syakir et al. 2017).

Figura 67 - As curvas de voltametria ciclica em diferentes taxas de varredura para os dispositivos
produzidos com os eletrodos MCO/MWCNT (a) e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (b).
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Foram também realizadas analises de carga e descarga galvanostatica (GCD) dos
dispositivos. O que nos permitiu avaliar a capacitancia dos dispositivos através do calculo
das areas de descarga. O conjunto completo de curvas GCD obtidas para todos os

dispositivos em diferentes densidades de corrente ¢ mostrado na Fig. 68.

Figura 68 - Curvas galvanométricas obtidas a diferentes valores de corrente para os dispositivos
produzidos com os eletrodos MCO/MWCNT (a) e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (b).
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Para efeito de comparagéo, na Fig. 69 sdo mostradas as curvas CV e de GCD
coletadas para os diferentes dispositivos com as mesmas velocidades de varredura (50
mV.s?) e densidade de corrente (0,5 mA), respectivamente. Nas curvas CV
correspondentes (Fig. 69a), pode ser observado que os dispositivos preparados com 0s
eletrodos MCO/MWCNT-PEDOT:PSS apresentaram uma maior area de histerese que
aqueles em que os eletrodos MCO/MWCNT foram usados, indicando uma maior
capacidade de armazenamento de carga. Isso esta de acordo com o esperado, uma vez que
0s SC de MCO/MWCNT-PEDOT:PSS apresentam tanto o armazenamento n&o-
faradaico, (EDLC) proveniente das nanoestruturas de carbono (MWCNT, neste caso
especifico), como o faradaico (pseudo-capacitancia), intrinseco dos PICs por suas
propriedades oxirredutivas (neste caso, especificamente o PEDOT) (Lota, Khomenko et
al. 2004). Deve ser notado que a forma obliqua da curva da CV dos SC de MCO/MWCNT
revela ser alta a resisténcia interna do dispositivo, o que diminui a eficiéncia de
transferéncia de carga e, consequentemente, a capacidade de armazenamento de energia.

Para as curvas GCD dos dois dispositivos (Fig. 69b), as curvas de carga/descarga
tendem a segmentos retilineos, ou seja, curvas com uma inclinagdo definida Unica, o que
indica uma taxa de descarga constante. Contudo, a0 compararmos as duas curvas
podemos observar que para os dispositivos de MCO/MWCNT-PEDOT:PSS a queda
ohmica (IR) é muito pequena (isto €, a tensdo inicial de descarga coincide com a tensdo
limite do processo de carregamento), ao contrario do que ocorre para 0s dispositivos
MCO/MWCNT (Alcaraz-Espinoza and de Oliveira 2018). Essa pequena queda IR para
os dispositivos de MCO/MWCNT-PEDOT:PSS ¢ indicativo da ocorréncia de uma perda
desprezivel associada a resisténcias internas, e de que ha tanto uma boa difusdo dos ions
eletroliticos como um réapido acumulo de cargas na superficie de contato entre o gel
eletrolitico e os eletrodos (Mei, Munteshari et al. 2018). Isso também confirma que os
eletrodos organicos flexiveis baseados em MCO/NECs/PICs tém baixa resisténcia, o que
¢ uma vantagem importante para dispositivos de SC. Portanto, esses SCs hibridos
(NECs+PICs) produzidos a partir do processo de ultrassonicacdo de membranas proteicas
aparecem como dispositivos eletroquimicos muito promissores para aplicagdes de

armazenamento de energia (Alcaraz-Espinoza and de Oliveira 2018).
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Figura 69 - As curvas de voltametria ciclica com uma taxa de varredura de 50 mV.s™* (a), e as curvas
galvanométricas obtidas com corrente de 0,5 mA (b), para os dispositivos preparados com os eletrodos
MCO/MWCNT e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS.
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Deve-se notar também que, além das caracteristicas lineares das curvas de descarga,
os dispositivos preparados com eletrodos MCO modificados com MWCNT-PEDOT:PSS
exibiram um maior tempo de descarga, portanto, um desempenho mais alto para
armazenamento de energia devido a maior capacitancia especifica correspondente. Deste
modo, as contribuicBes simultdneas dos processos EDLC, que estdo associados aos
derivados de carbono incorporados, e dos mecanismos de pseudo-capacitancia, que se
devem a fragdo MCO/PEDQT:PSS, fazem com que os dispositivos obtidos tenham um
desempenho eletroquimico mais eficiente.

Na Fig. 70 sdo mostradas as medidas de impedancia elétrica (Fig. 70a) e o
comportamento do angulo de fase (Fig. 70b) para os diferentes dispositivos utilizados. A
medicdo da impedancia das amostras expressa em termos de graficos de Nyquist (Mei,
Munteshari et al. 2018) (Fig. 70a) é capaz de fornecer informacGes sobre as propriedades
elétricas desses dispositivos, com a resisténcia dos dispositivos podendo ser obtida a
partir da intersecdo das curvas -Z"(Q2) com o eixo Z'(Q). Como pode ser visto, a
resisténcia dos diferentes dispositivos apresenta um valor na ordem de 1 Q para os
dispositivos de MCO/MWCNT-PEDOT:PSS e de 8 Q para os de MCO/MWCNT, uma
variacdo relativamente pequena dos valores que revela serem boas as propriedades
elétricas correspondentes. Isso deve resultar da 6tima dispersdo e da interacdo sinérgica
entre 0 PEDOT:PSS e os MWCNT incorporados nas membranas proteicas de MCO por
meio do processo de ultrassonicacdo. Com relacdo a resisténcia elétrica, o valor

insignificante da queda de IR observada (que é praticamente nula para os eletrodos
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MCO/MWCNT-PEDOT:PSS) nas curvas GCD é uma consequéncia da alta
condutividade dos eletrodos utilizados. Por outro lado, na regido de baixas frequéncias
pode ser observado que a pendente é quase reta, em uma indicagdo da existéncia de um
comportamento capacitivo. A principal diferenca entre MCO/MWCNT-PEDOT:PSS e
MCO/MWCNT se deve a que este Gltimo tipo de dispositivo possui uma menor pendente,
indicando um comportamento menos capacitivo.

Esse comportamento capacitivo pode ser claramente identificado pelas analises
do angulo de fase dos SCs em funcao da frequéncia (Fig. 70b). Como pode ser observado,
é na regido de baixas frequéncias se da a intersecdo com o eixo Y, sendo esse angulo de
84 ° e 70 ° graus para o dispositivo MCO/MWCNT-PEDOT:PSS e MCO/MWCNT,
respectivamente. O aumento no valor do angulo de fase (que deve ser préximo de 90°
para um capacitor ideal) indica a melhora das propriedades capacitivas ao incluir o
polimero condutor na membrana. Além disso, a partir desse mesmo grafico € possivel
calcular o tempo de relaxagdo dielétrica (10), OuU Seja, 0 tempo no qual pode ser operado
um supercapacitor com pelo menos 50 % de carga. Os valores para o angulo de fase a
- 45 ° oferecem um valor de 6 s para MCO/MWCNT-PEDOT:PSS e de 10 segundos para
MCO/MWCNT. Isso indica que a amostra sem o polimero tem 0s processos cinéticos

mais lentos devido a uma mais alta resisténcia a processos de transferéncia de carga.

Figura 70 - (a) A impedancia elétrica dos dispositivos SCs preparados com os eletrodos MCO/MWCNT
(i) e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (ii) (no detalhe, a impedancia elétrica para a membrana MCO pura);
(b) O a&ngulo de fase em funcéo da frequéncia para os dispositivos SCs preparados com os eletrodos
MCO/MWCNT (i) e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (ii).
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Na Fig. 71a é mostrada a capacitancia por area calculada a partir da Eqg. 20 (Sen

and De 2010) para os diferentes SCs. Para uma densidade de corrente de 0,5 mA.cm?, 0s
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dispositivos MCO/MWCNT e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS apresentaram 0 maximo
valor de capacitancia de 1,4 F.cme 5,5 F.cm, respectivamente. Contudo, a capacitancia
se reduz a medida que a densidade de corrente aplicada aumenta. No caso das duas
exemplificagcbes (MCO/MWCNT e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS), a capacitancia passa
de 1,4 F.cm® e 5,5 F.cm™ para 0,88 F.cm™ e 2,9 F.cm™®, respectivamente, quando a
densidade aumenta de 0,5 mA.cm para 3 mA.cm, ou seja, ocorre uma reducdo de mais
37 %. Esse comportamento pode estar associado a dois fatos. O primeiro se refere a
velocidade dos processos de oxirreducdo (do PEDOT) responsaveis pela parte de
armazenamento pseudo-capacitivo. Por serem esses processos lentos, em altas densidades
de corrente nem todas as reacGes eletroquimicas acabam ocorrendo na totalidade de sitios
disponiveis no eletrodo (Sarkar and Khan 2018). Em um segundo ponto, para elevadas
densidades de corrente os ions eletroliticos (HsPO4) ndo dispdem de tempo suficiente para
penetrar ao longo dos poros e ter acesso aos sitios internos, levando a um acumulo de
carga apenas nos sitios dispostos na superficie dos eletrodos (Kularatna 2014).

Por meio do uso das Egs. 21 e 22, pudemos estimar tanto a densidade de poténcia
(DP) quanto a densidade de energia (DE) dos dispositivos MCO/MWCNT e
MCO/MWCNT-PEDOT:PSS, com as quais foram construidos os diagramas de Ragone
correspondentes (Fig. 71b). E importante ressaltar que o diagrama de Ragone é uma
ferramenta importante para a comparacao das propriedades de armazenamento dos mais
variados dispositivos (baterias, capacitores, células combustiveis, entre outros).
Conceitualmente, nesse tipo de diagrama é mostrado para um dado dispositivo a
quantidade de energia que pode ser armazenada (eixo Y), e a rapidez com que a energia
pode ser fornecida (eixo X) (Kularatna 2014). Desse modo, como no caso da capacitancia,
no diagrama de Ragone vemos que a densidade de energia e a poténcia dos dispositivos
(com corrente 0,5 mA) que utilizam os eletrodos de MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (DE =
0,49 mW.h.cm; DP = 10,26 mW.cm) apresentam os maiores valores, enquanto para 0s
eletrodos MCO/MWCNT exibem valores menores (DE = 0,11 mW.h.cm™; DP = 8,87

mwW.cm).
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Figura 71 - (a) A capacitancia volumétrica em fungdo da densidade de corrente aplicada para os
dispositivos SCs preparados com os eletrodos MCO/MWCNT (i) e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (ii);
(b) O diagrama de Ragone para os dispositivos SCs preparados com os eletrodos MCO/MWCN
MW?CNT (i) e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (ii).
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5.3.3 Ensaios de ciclabilidade e estabilidade mecanica

E sabido que o desempenho de um dispositivo SC ndo pode ser avaliado tendo
apenas como base os valores dos parametros intrinsecos como acumulacdo de carga,
como densidade de energia, capacitancia especifica e densidade de poténcia. De fato,
outros fatores praticos de operacdo de um SC, como sua estabilidade a excessivos ciclos
de trabalho (carga/descarga), e, no caso de dispositivos flexiveis (dobraveis),
principalmente sua resisténcia mecénica a ensaios de sucessivas flexdes, isto €, o quanto
as mudancas conformacionais e tensGes mecanicas a que o dispositivo é submetido
influenciam seu desempenho elétrico. Um bom supercapacitor flexivel deve ser capaz de
preservar suas propriedades eletroquimicas sob um uso continuo (repetidos ciclos de
carga/descarga) e permanente estresse mecanico.

Por essas razdes, realizamos ensaios para avaliar o desempenho do dispositivo
modelo MCO/MWCNT-PEDOT:PSS, ao medir suas propriedades elétricas enquanto
submetido a 1000 ciclos de carga/descarga com uma densidade de corrente de 3 mA.cm”
2 e a 1000 operagdes consecutivas de dobragem de 0 a 180 °. Na Fig. 72a é mostrado o
comportamento capacitivo em fungdo do numero de ciclos de carga/descarga do SC.
Como pode ser visto, a capacitancia do dispositivo MCO/MWCNT-PEDOT:PSS ¢
minimamente afetada pelos ciclos repetidos de carga/descarga, se mantendo superior a 89
% do seu valor inicial mesmo apds os 1000 ciclos. Isso mostra que o dispositivo apresenta

uma boa estabilidade e pode ser usado de forma prolongada, se comparado com outros
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dispositivos SCs baseados em PEDOT, como aquele relatado por Sen e colaboradores
(Sen and De 2010), que apresenta a retencao de 84 % da capacitancia ap6s 500 ciclos de
carga/descarga. Enquanto isso, nos trabalhos de Fu (Fu, Li et al. 2016, Fu, Zhou et al.
2016), Tang (Tang, Han et al. 2014), Xie (Xie, Du et al. 2015), e Xu (Xu, Huang et al.
2014), sao reportadas retencdes na faixa de 80 % — 89 % para um nimero de 2000 ciclos.
E possivel também encontrar valores de retengdo abaixo dos 70 % (Liu 2008, Suppes,
Cameron et al. 2010, Pandey and Rastogi 2012, Hsu, Chen et al. 2013), e outros superiores
a 95 % (Zhou, Han et al. 2014, Kurra, Wang et al. 2015, Qu, Cheng et al. 2016),
mostrando uma maior estabilidade capacitiva desses dispositivos.

Do mesmo modo, nas analises de estabilidade de flexdo (dobramento) do
dispositivo (Fig. 72b), a resisténcia total do dispositivo MCO/MWCNT-PEDOT:PSS é
pouco afetada mesmo ap6s 1000 ciclos consecutivos. Assim, os resultados demostram
que os eletrodos compositos de MCO preparados a partir do processo de ultrassonicacédo
combinam boas caracteristicas elétricas e uma resisténcia fisica com boa estabilidade, o
que permite que venham a ser usados na preparagédo de dispositivos de armazenamento
flexiveis, assim como em outras areas da eletronica organica. No detalhe da Fig. 56b é
mostrado 0 SC de MCO/MWCNT-PEDOT:PSS em seu estado estendido (0 °), e dobrado
a 180 °.

Figura 72 - Eficiéncia de retengdo da capacitancia (carga-descarga) dos dispositivos SCs preparados
com eletrodos MCO/MWCNT-PEDOT:PSS (a), e variagdo da resisténcia elétrica dos dispositivos SCs
para dobramento de 0 ° a 180 ° para 1000 ciclos consecutivos de dobramentos, respectivamente (b).
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5.4 CONCLUSAO

Neste capitulo apresentamos um método novo, simples, e de baixo custo para a
preparacdo de eletrodos organicos flexiveis a partir do processo de ultrassonicacdo de
membranas proteicas da casca do ovo, com a incorporacdo de nanoestruturas de carbono
e PEDOT:PSS. Os resultados apresentados demonstram que através dessa metodologia é
possivel estabelecer a area de trabalho requerida, delimitar a espessura, como também
realizar a incorporacgéo de diversos materiais capacitivos com apenas uma etapa.

Atraveés das caracterizagdes quimicas e morfoldgicas como espectroscopia de UV-
Vis, FTIR, e MEV foi confirmada a incorporacao das nanoestruturas de carbono e do
polimero condutor a matriz proteica. Por sua vez, os resultados eletroquimicos mostraram
que a membrana compdésita apresenta Otimas caracteristicas, como baixa resisténcia
elétrica (1 Q e 8 Q para os dispositivos MCO/MWCNT e MCO/MWCNT-PEDOT:PSS,
respectivamente) e de boa capacitancia volumétrica de 1,4 F.cm™ para MCO/MWCNT e
5,5 F.cm™ para MCO/MWCNT-PEDOT:PSS.

E importante ressaltar que embora o processo de estresse mecanico por
ultrassonicacdo tenha sido aplicado para a construgdo de eletrodos organicos flexiveis a
serem usados em dispositivos de armazenamento de carga, ele pode ser adaptado de modo
a encontrar aplicacdo em outros tipos de dispositivos, como baterias, sensores, e células

solares.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Ao longo deste trabalho, foram mostrados detalhes dos trabalhos de sintese e
caracterizacdo de diferentes materiais nanoestruturados, como 0 nanocomposito
magnético oxido de ferro/quitosana/polianilina, membranas de casca de ovo com
nanotubos de carbono multicamadas e PEDOT:PSS, e filmes de NPs de Au sobre os
substratos de vidro funcionalizados. Foram também apresentadas as respectivas
aplicacbes para a remocdo de contaminantes, extracdo e purificacdo de DNA,
armazenamento de energia e sensoriamento.

O nanocompdsito y-Fe2O3/Qui/Pani foi sintetizado por co-precipitacdo, a partir da
polimerizagdo das NPs de y-Fe203/Qui. O nanocompdsito apresenta uma sintese facil, e
por conta de seu nucleo magnético pode ser separado do meio liquido pela acdo de um
imd externo. Ele se mostrou promissor como um material abrangente para uso como
adsorvente de fase solida para a remocao de contaminantes de meio aquoso, assim como
para a extracéo e purificacdo de DNA a partir de amostras de sangue humano.

Esse nanocomposito foi capaz de adsorver corantes anidnicos como alaranjado de
metila e indigo carmim, bem como o corante catibnico rodamina B, com G&timos
resultados para a capacidade de adsorgéo, que foi de 147 mg/g para o alaranjado de metila,
126 mg/g para o indigo carmim e 80 mg/g para rodamina. Acreditamos que as
perspectivas de continuidade para essa linha de trabalho seja:

» Uso do NCM como adsorvente de outros contaminantes como, por
exemplo, metais pesados, agrotoxicos.
> Uso do nanocompdsito com uma amostra real para avaliar sua eficiéncia e

possivel incorporacao a protocolos de tratamento de aguas residuarias.

Quando aplicado na extracdo de DNA a partir de um meio complexo, como o
sangue humano, o NCM vy-Fe>O3/Qui/Pani apresenta um rendimento excelente de 13 pg
quando comparado com outros adsorventes. Tanto o valor do rendimento quanto da
pureza sdo competitivos quando comparado com o de kits comerciais, que tém como
agentes adsorventes membranas ou particulas. A qualidade do DNA extraido permitiu a
realizacdo bem-sucedida de analises de biologia molecular, como PCR e eletroforese. O
NCM ndo inibiu a reacdo da PCR, sendo também possivel aplica-lo diretamente na
reacdo, dispensando a etapa de eluicdo. Além disso, obtivemos amostras de DNA integras

e de boa qualidade, sem a necessidade de usar reagentes toxicos como fenol, guanidina e
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brometo de etidio. Desse modo, acreditamos que as principais perspectivas dessa linha
séo:
> Desenvolver protocolos eficientes para extracdo de DNA de diferentes
origens como cabelo, saliva, bactérias, sémen, plantas.
» Auvaliar a aplicacdo do NCM em protocolos de adsorcdo de outras

biomoléculas como horménios, proteinas, RNA.

Em seguida, estabelecemos um novo processo para a fabricacdo de eletrodos
organicos flexiveis compostos por membrana de casca de ovo, nanotubos de carbono
multicamadas e PEDOT, e demonstramos sua aplicabilidade utilizando na preparacéo de
dispositivos supercapacitores. Além de ser uma metodologia simples, rapida e de baixo
custo, por meio dessa rota é possivel adicionar multiplos materiais capacitivos em apenas
uma unica etapa, com controle da area, espessura, concentracdo de materiais ativos
(capacitivos) dos eletrodos. Por meio de diferentes técnicas de caracterizacdo, foi possivel
comprovar a estrutura morfolégica e a composicdo quimica dos eletrodos compositos, e
caracterizacdes eletroquimicas que foram usadas para caracterizar as propriedades de
armazenamento de carga dos dispositivos fabricados a partir desses novos eletrodos. Os
resultados demostraram que tais dispositivos possuem uma boa capacitancia volumétrica,
uma baixa resisténcia interna, boa estabilidade eletroquimica (ciclabilidade -
carga/descarga) e mecanica (flexionamento de 0 — 180 °), e que confirmam a viabilidade
da utilizacdo desta nova metodologia para a obtencdo de eletrodos com propriedades
elétricas e mecanicas satisfatorias, que podem vir a serem utilizados em eletrbnica
organica. Com isso, temos como perspectivas para este trabalho:

» Otimizacdo dos parametros de concentracdo de nanotubos de carbono
multicamadas, concentracdo de PEDOT:PSS, espessura do eletrodo.

> Incorporacdo de outros polimeros condutores, como polipirrol e
polianilina.

» Incorporacgdo de outras nanoestruturas, como nanotubos de uma camada
(SW), grafeno, MXenes, entre outros.

> Realizar a caracterizacdo das propriedades mecanicas.

Por fim, iniciamos o desenvolvimento de uma plataforma de diagndstico
molecular baseada na imobilizacdo covalente de sondas de DNA tioladas. Buscamos
neste trabalho o desenvolvimentos de novos protocolos simples, rapidos, e de baixo custo

para o diagnostico simplificado de doencas infecciosas ou genéticas em pontos primarios



145

de atendimento (possibilitando, em especial, maneiras de prevencao ou tratamento dessas
doencas ainda em um estégio inicial), para o0 monitoramento ambiental e para uma répida
identificacdo de patdgenos pela industria alimentar, uma vez que a plataforma tem caréater
universal, ou seja, o elemento de sensoriamento genético (a sonda de DNA) pode ser
facilmente trocada por outra referente a doenca que se tem como objetivo detectar. Ou
ainda usar aptameros para deteccdo de ions de metais pesados, moléculas
organofosfatados entre outros. Além do mais, o atual mecanismo de detec¢do (6tico),
pode ser adaptado para um mecanismo elétrico, por exemplo a resposta impedimétrica
quando eletrodos sao funcionalizados com esses filmes de NPs Au.

Atualmente, nesta metodologia conseguimos estabelecer um protocolo
reprodutivel de funcionalizacdo da superficie com grupos tidis e aminas através da
deposicdo por fase vapor utilizando MPTS e APTS. Posteriormente, foi possivel
estabelecer o método para formacdo do filme de NPs de Au sobre as laminas
funcionalizadas, e a imobilizacdo de sondas tioladas para o sensoriamento de Leishmania
infantum, por meio da interacdo Au-S. Os resultados obtidos demonstram que a
plataforma pode ser usada como um sistema de deteccao dual, fundamentado através das
técnicas de espectroscopia UV-Vis e de fluorescéncia. Contudo, esse é um trabalho de
natureza extensiva, sendo necessario realizar provas dos conceitos para a etapa de
hibridizacdo antes de otimizar o sistema. Além do mais, vale ressaltar que a escolha do
protozoario da Leishmaniose se da pelo fato de ser uma doenca negligenciada a nivel
mundial, e a toxicidade elevada dos farmacos de segunda linha. Diante do apresentado,
temos como perspectivas:

» Otimizar o processo de imobilizacdo das sondas tioladas, descobrindo qual
a melhor concentracdo de sonda para a plataforma, a cinética de
imobilizacao.

» Continuar a etapa de adi¢do dos bloqueadores, descobrir o melhor tempo
de deposicéo.

» Estudar o procedimento de hibridizacdo, como concentragdo, cinética,
para que de posse das melhores condicOes, seja possivel determinar o0s
limites de deteccdo, seletividade e a estabilidade do sistema.

» Buscar a adaptacdo do mecanismo de detecgdo para medidas elétricas na
busca de aumentar o limite de deteccdo da plataforma.
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APENDICE A - PROTOCOLOS DOS KITS COMERCIAIS USADOS PARA
EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA

A.1 Protocolos dos Kits comerciais

A.1.1 KCML1 (Reliaprep)

Em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, adicionar 20 uL da solucao de
proteinase K, 200 puL de sangue, homogeneizar e inserir 200 uL. de solugdo-tampao de
lise celular (CLD), submeter ao vortex no minimo por 10 segundos. Incubar a 56 °C
durante 10 minutos. Posteriormente, acrescentar 250 uL. de solugdo-tampdo de ligagéo
(BBA) e misturar no vortex por 10 s. Transferir o volume para uma coluna de ligacao
KCM1 e colocar na microcentrifuga por um minuto na velocidade méxima (usamos a
14000 x g), descartar 0 microtubo e inserir um limpo. Adicionar 500 pL da solugdo de
lavagem (CWD) na coluna e centrifugar por 3 minutos a velocidade méaxima, repetir o
processo de lavagem por mais duas vezes. Transferir a coluna para um microtubo limpo
e inserir entre 50 - 200 uL de &gua livre de nuclease a coluna, posteriormente centrifugar

por 1 minuto e guardar o DNA extraido.
A.1.2 KCM2 (QlAamp)

Pipetar 20 pL de protease (ou proteinase K), 200 puL de sangue e 200 pL de tampao
AL no fundo de um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, submeter ao vortex por 15 s e
incubar a 56 °C por 10 min. Depois disso, adicionar 200 pL de etanol (96 — 100 %) e
misturar no vortex por 15 s. Transferir o conteddo do microtubo para a coluna de
centrifugagdo KCM2 (evitar tocar na membrana), fechar o microtubo e centrifugar a 6000
X g durante 1 min. Em seguida, descartar o microtubo que contém o filtrado e inserir um
microtubo limpo, colocar 500 pL da solugdo-tampdo AW1, fechar a tampa e centrifugar
durante 1 min a 6000 xg. Posteriormente, trocar o microtubo de 2 mL por um limpo e
insere 500 uL de solugao-tampdo AW?2, centrifugar na velocidade maxima por 3 min.
Transferir a coluna de centrifugacdo para um microtubo limpo e centrifugar a velocidade
méaxima por 1 min. Colocar a coluna KCM2 em um microtubo limpo de 1,5 mL e
adicionar 200 pL. de tampdo AE ou agua destilada e incubar a temperatura ambiente (15

- 25 °C) por 5 min, depois centrifugar por 5 min.
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A.1.3 KCPM3 (Magazorb)

Adicionar 20 pL de proteinase K em um microtubo de 2 mL, 200 pL de sangue
homogeneizado, misturar delicadamente. Em seguida, inserir 20 pL de RNase (20
mg/mL) submeter por 15 s ao vortex e incubar por 5 min. Apds, colocar 200 uL da
solucdo-tampao de lise, homogeneizar no vértex por 15 s para entdo incubar a 56 °C
durante 10 minutos. Acrescentar 500 pL da solucdo de ligagdo, agitar por 15s no vortex,
logo a seguir adicionar 20 pL. do reagente KCPM3, agitar por 15 s. Em seguida, incubar
0 microtubo pelo periodo de 10 min (a cada 2 min a amostra deve ser homogeneizada por
inversdo). Apds o tempo requerido, confinar as particulas com o auxilio de um ima
magnético e retirar o sobrenadante. A seguir, colocar 1 mL da solucdo tampédo de
lavagem, inverter o microtubo para dispersar as particulas, logo confinar as particulas,
descartar o sobrenadante e realizar outra lavagem. Por fim, inserir 200 uL da solugéo
tampdo de eluic¢do, incubar por 10 min (a cada 2 min inverter a amostra), confinar

magneticamente as particulas, e armazenar o DNA extraido em um microtubo limpo.

A.1.4 KCPM4 (MagAttract)

Em um microtubo de 2 mL adicionar 20 pL de proteinase K, 200 uL de sangue, 4
pL de RNase A e 150 pL da solugdo-tampdo AL, misturar no vortex até obter uma solugéo
homogénea. Esse microtubo pode ser incubado a temperatura ambiente (15 — 25 °C)
durante 30 min ou submetido a 65 °C por 10 min. Apo6s a incubacdo, adicionar ao
microtubo 15 pL da suspensdo de KCPM4, 280 puL de tampao MB. Submeter esse
microtubo a uma microcentrifuga a 1400 rpm por 3 min. O tubo é colocado sobre uma
base magnética por 1 minuto, e o sobrenadante descartado. Adicionar sobre as particulas
magnéticas 700 pL da solucdo tampao MWI, e centrifugar durante 1 min a 1400 rpm,
repetir esse procedimento mais uma vez. Em seguida, inserir 700 pL da solugdo tampao
PE e centrifugar a 1400 rpm por 1 minuto, depois repetir por mais uma vez. Apos, colocar
700 uL de agua livre de nucleasse, incubar por um minuto, confinar as particulas
magneticamente, retirar o sobrenadante e repetir esta etapa novamente. Para obter o DNA
pode ser utilizado entre 100 - 200 pL da solugdo tampao AE e submeter a centrifuga em

1400 rpm durante 3 min.
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A.1.5 KCPM5 (Dynabeads)

Em um tubo de microcentrifuga de 2 mL, adicionar 100 uL de sangue ¢ 1 mL da
solugdo tampéo de lise de células vermelhas diluida previamente com &agua livre na
proporcéo 1:5, incubar a temperatura ambiente durante 5 min. Centrifugar o tubo a 200 x
g durante 30 segundos, ao final dessa etapa deve conter um sedimento esbranquicado ou
acinzentado decantado no microtubo. Descartar o sobrenadante e de uma Unica vez
pipetar 200 uL. de KCPMS, incubar por 5 min. Em seguida, confinar magneticamente por
um minuto, retirar o sobrenadante e evitar perturbacdo ao complexo (KCPM5/DNA).
Inserir 1 mL da solucdo de lavagem diluida (1:10), submeter o tubo ao ima por um minuto,
descartar o sobrenadante, e repetir este processo por mais duas vezes. Adicionar 200 pL
da solucdo tampéo de ressuspenséo e realizar a incubagdo a 65 °C por 5 min e, para

finalizar, separar magneticamente e transferir o sobrenadante para um microtubo limpo.
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We describe the preparation of a d of polypyrrole-polystyrene (PPy-PS) and its application
in DNA extraction. We adopted the electrospinning technique to prepare polystyrene (PS) membranes, which
we used as substrates for incorporating polypyrrole chains through an in situ chemical procedure. As a model
system, we initially investigated the use of PPy-PS membranes for the extraction of salmon sperm DNA from
aqueous solutions. These studies have shown that the PPy-PS membrane has a maximum adsorption capacity of
236.0 mg of DNA per gram of PPy after 30 min of exposure to a DNA solution (100 mg/L). We incorporated
the PPy-PS membranes into centrifugation columns, which we used to carry out experiments for extracting and
purification of DNA from curly lettuce leaves. The protocol was initially optimized by first examining the most
appropriate concentration of the three components of the lysis buffer (Tris/HCl, NaCl, and EDTA-Na). We then
investigated the most adequate volumes of the concentrated surfactant solution (SDS 20%) and that used in the
protein and polysaccharide precipitation step (5 M potassium acetate, pH 6.3), factors that directly influence the
quality and quantity of the fraction of DNA obtained. For curly lettuce leaves, both in their mature and young
stages, the yield and purity of the DNA purified using the PPy-PS b were parable to those obtained
using a commercial kit. In both cases, the collected DNA samples presented excellent integrity and quality. These

results are suggestive that these

are itive with the commercial kits available for the

extraction and purification of DNA from plants.

1. Introduction

Several molecular biology studies (such as cloning, identification of
genotypes, and others in the genetic area) involve the extraction and pu-
rification of DNA as an initial stage [1]. This process is especially chal-
lenging when dealing with plant tissues due to the presence of a rigid
cell wall and a large fraction of contaminants and secondary metabolites
(polysaccharides and polyphenols, among other chemical compounds).
These characteristics of plant tissues make the DNA extraction of veg-
etables more difficult and laborious than in the case of samples of an-
imal origin. The isolation of good quality DNA samples relies on the
adjustment of the extraction and purification procedures according to
the degree of contaminants, as the presence of secondary metabolites
can interfere with subsequent applications, such as amplification in a
polymerase chain reaction (PCR) [2-5].

Currently, one can classify the different methodologies for isolat-
ing DNA from plants into three categories: standard CTAB method
(cetyltrimethylammonium bromide), rapid DNA extraction methods,

* Corresponding author at: Pés-Graduacao em Ciéncia de Materiais, Brazil.
E-mail address: celso.melo@ufpe.br (C.P. de Melo).

https://doi.org/10.1016/j.bbiosy.2022.100060

and commercial DNA isolation kits [6]. The CTAB method, first pro-
posed by Murray and Thompson in 1980 [7], has since been adapted
to suit different applications [8-12]. Although it can be considered a
standard method for producing high-quality DNA extracted from a wide
variety of plants, the corresponding protocols are time-consuming, re-
quiring many steps of centrifugation and incubation and the use of sol-
vents such as phenol-chloroform, which are toxic and can contaminate
the purified DNA [13]. Given the need to improve the extraction time
and avoid the use of reagents harmful to human beings and the environ-
ment, the development of new protocols as an alternative has become
essential.

Rapid extraction methods, which are generally based on the use of al-
kaline solutions (NaOH), Tris-HCI, and centrifugation processes for DNA
purification, involve simple and fast procedures, at the cost in terms of
efficiency, since the purity and yield of the material obtained are gen-
erally low [14,15].

More recently, commercial kits have become available for the effi-
cient and simple extraction and purification of DNA from plants, result-

Received 29 April 2022; Received in revised form 25 July 2022; Accepted 26 July 2022
2666-5344/© 2022 The Author(s). Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
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HIGHLIGHTS

GRAPHICAL ABSTRACT

o The y-NP/PEDOT nanocomposite ex-
hibits a high capacity for fast DNA
adsorption.

o The desorption of the adsorbed ss-
DNA chains is simple and fast.

e The y-NP/PEDOT nanocomposite can
be used for enriching the extracted
DNA fraction.

e The yield and purity of the DNA
extracted are similar to those of
commercial purification Kits.
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We report the synthesis and characterization of a new hybrid magnetic composite formed by the
enveloping of magnetic iron oxide nanoparticles (y-NP) with chains of the conductive polymer PEDOT,
and its use for the efficient separation of DNA molecules from complex biological samples, allowing the
high yield separation of a pure and high-quality DNA fraction. The successful formation of the y-NP/
PEDOT composite was confirmed by Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron micro-
scopy, UV visible spectroscopy (UV—Vis), and magnetic hysteresis loop measurements. The nano-
composites showed an excellent capacity of DNA adsorption (Qe ~ 248 mg/g) in a model system
consisting of salmon sperm DNA. When the y-NP/PEDOT was used in protocols to extract the DNA from
complex samples, the corresponding yield was in the range of 6.4 pg (blood) and 7.3 pg (bacteria), as

DNA evaluated quality by UV-Vis, PCR analysis, and electrophoresis assays. We also established that the
Conducting polymers captured DNA does not need to be detached from the nanocomposite for use as seeding material in PCR
Escherichia coli amplification experiments. These results and the simplicity of the protocols indicate that the y-NP/
Whole blood PEDOT composite is a promising DNA absorbent, being competitive with the commercially available
magnetic purification kits.
© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.
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nambuco, 50670-901, Recife, PE, Brazil.
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There is an ever-increasing demand for reliable and efficient
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: We report the preparation of a new hybrid magnetic nanocomposite (HMNC) based on maghemite (y-Fe203),

Mﬂ_S“El“-' nanocomposite chitosan (Chi), and polypyrrole (PPY), and its use in water remediation protocols. We prepared the y-Fe;O3

:hl"““‘" ) nanoparticles by a coprecipitation route in the presence of chitosan, whose role is to envelop the nanoparticles,
olypyrrole

easing the posterior incorporation of PPY chains. We characterized the resulting hybrid composites by scanning
electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), infrared (FTIR) spectroscopy, water contact angle, and
magnetic measurements. The y-Fe;0;@Chi@PPY HMNC exhibited spherical morphology, with an average
diameter of 34 nm, and a saturation magnetization of 9.8 emu.g . Due to this characteristic, these composites
can be easily removed through the application of an external magnetic field. The HMNC showed their best ca-
pacity of removing Cr (VI) ions from aqueous media at pH 2.0, attaining a 100% degree of capture for con-
centrations below 10mg.L ™", with a maximum removal capacity (301.2mg.g~") that is higher than those of
other polypyrrole based materials discussed in the literature. Recycling studies showed that the HMNC presented
excellent performance and could be reused in at least five consecutive adsorption/desorption cycles without
significant losses in their original adsorption capacity. For allying high adsorbing characteristics to a simple
manner of removal of the captured contaminant from aqueous media, this y-Fe;03@Chi@PPY HMNC appears as
a very promising platform for wastewater treatment.

Conductive polymer
‘Water remediation

1. Introduction

Water is an essential compound for life. The geographically uneven
distribution of freshwater, which corresponds to less than 3% of the total
water amount on our planet, causes a scarcity in several countries [1].
To compound the problem, the quality of the water available is currently
a global concern issue due to contamination via the inadequate disposal
of industrial and urban waste and extensive use of agricultural pesticides
and fertilizers. According to the United Nations World Water Develop-
ment Report [2], approximately 2 million tons of waste are discharged
every year into water bodies. As a result, water remediation is one of the
most relevant environmental challenges of the 21st-century.

Amongst the usual chemical contaminants present in effluents, heavy
metals deserve special attention due to their high toxicity and the fact
that their concentration can progressively increase in sediments

(geoaccumulation) and living organisms (bioaccumulation). Due to the
possible biological magnification at successively higher levels of or-
ganisms in the human food chain [2,4], the remediation of water bodies
became a priority in health promotion programs worldwide. In humans,
the excess concentration of iron (Fe), cadmium (Cd), lead (Pb), copper
(Cu), chromium (Cr), manganese (Mn), mercury (Hg), zinc (Zn), and
other metal ions can cause a variety of problems, which range from an
increase in blood pressure to the appearance of various types of cancer
[5-7]. Chromium ions deserve special attention. In its oxidation state
+ 6, this metal is usually found in the form of anions, such as Cry0%,
which is highly carcinogenic and can cause gastrointestinal disorders,
skin irritations, among other problems [8-10]. Cr(VI) is usually absor-
bed by the liver and, after being reduced to Cr(IlI), can bind to different
macromolecules, causing damage to the liver, kidneys, spleen, and bone
marrow [9]. For these reasons, the World Health Organization (WHO)

Abbreviations: HMNC, hybrid magnetic nanocomposite; MNC, magnetic nanocomposite; Fe203, iron oxide; Chi, chitosan; PPY, polypyrrole; Cr, chromium.
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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 jons 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.

P /

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).

B INTRODUCTION

Phosphate groups are an essential component of all living
organisms, performing a variety of functions in metabolic
pmcesses.' 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 LY 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

© 2020 American Chemical Society

< ACS Publications

2920

softening, heart and respiratory failure, and even coma. This
syndrome, which has a positive diagnosisl when the phosphate
concentration in blood serum becomes lower than 25 mg L™,
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;,"’*11 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 report the preparation of poly(3,4-ethylene dioxythiophene) (PEDOT)-modified pelyvinylidene fluo-
ride electrospun fibers and their use as a novel adsorbent material for the removal of the anionic dye
Methyl Orange (MO) from aqueous media. This novel adsorbent material can be used to selectively re-
move MO on a wide pH range (3.0-10.0), with a maximum capacity of 143.8 mg/g at pH 3.0. When
used in a recirculating filtration system, the maximum absorption capacity was reached in a shorter time
(20 min) than that observed for batch mode experiments (360 min). Based on the analyses of the kinetics
and adsorption isotherm data, one can conclude that the predominant mechanism of interaction between
the membrane and the dissolved dye molecules is electrostatic. Besides, considering the estimated values

Keywords:
Electrospinning
Composite mats

P.:;?tm L for the Gibbs energy, and entropy and enthalpy changes, it was established that the adsorption process is
Dye renicfval spontaneous and occurs in an endothermic manner. The good mechanical and environmental stability of

these membranes allowed their use in at least 20 consecutive adsorption/desorption cycles, without sig-
nificant loss of their characteristics. We suggest that the physical-chemical characteristics of PEDOT make
these hybrid mats a promising adsorbent material for use in water remediation protocols and effluent

treatment systems.
© 2020 Published by Elsevier B.V. on behalf of The Research Centre for Eco-Environmental Sciences,
Chinese Academy of Sciences.

Water remediation

Introduction

Nowadays, access to a good water supply is a major social prob-
lem. In the past decades, water consumption at a global level
increased at a faster rate than population growth. The produc-
tion of a large number of effluents contaminated by organic mat-
ter, heavy metal ions, hormones, dyes, and agrochemicals, among
others, is inherent to many human activities, such as industries,
mining, and agriculture. According to the World Health Organi-
zation (WHO), 2.1 billion people around the world did not have
access to safe drinking water in 2017 (Organization, 2017). Each
year, water contamination causes the death of 1.6 million people

* Corresponding author.
E-mail address: celso@df.ufpe.br (C.P. de Melo).

https://doi.org/10.1016/].jes.2020.04.034

(Schwarzenbach et al., 2010), including more than 360,000 children
(Organization, 2017).

In 1865, William Perkin revolutionized the food, textile, cos-
metic, paper, leather, and paint industries by preparing the first
synthetic organic dyes (Sharma et al., 2011). Since then, the large-
scale use of synthetic dyes has made these compounds a re-
curring contaminant of industrial waters. Most of these chemical
residues are stable under light exposure and environmental oxida-
tion (Cong et al, 2013) and do not undergo biodegradation pro-
cesses, remaining reactive during years.

Azo dyes, which represent the class of compounds most used
in textile and food processes (Sharma et al,, 2011) and account for
50%-70% of the world production of synthetic dyes (Cong et al,
2013), are characterized by the presence of one or more azo groups
(- N = N -) attached to aromatic rings, substituted by differ-
ent radical groups (Khaniabadi et al., 2016). These compounds not

1001-0742/@ 2020 Published by Elsevier B.V. on behalf of The Research Centre for Eco-Environmental Sciences, Chinese Academy of Sciences.
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We describe the use of a hybrid magnetic nanocomposite (HMNC) for the extraction and purification of plasmid
DNA (pDNA) from Escherichia coli aqueous solutions. The HMNC, which was synthesized via emulsion poly-
merization, was characterized by transmission electron microscopy, scanning electron microscopy, UV-Vis
spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, dynamic light scattering and magnetic measurements.
The results confirmed the incorporation of polyaniline (Pani) in its conducting form onto a core formed by the
magnetic iron oxide, with the hybrid particles presenting an average size of (95 + 30) nm and a saturation
magnetization of 30 emu/g. The yield, purity and quality of the pDNA purified by using the Pani HMNC were
evaluated by UV-Vis spectroscopy, agarose gel electrophoresis, and Polymerase Chain Reaction (PCR), respec-
tively. An average yield of ~6.9 g was obtained in the DNA extraction process, with the collected material
presenting a good purity (a A260/280 ratio in the 1.68-1.82 range) and an excellent quality, as confirmed by
subsequent PCR assays. Hence, this HMNC appears as a promising material for use in pDNA purification pro-
tocols, and we suggest that this novel HMNC-based methodology can be of general interest and find widespread

application in different biomedical procedures.

1. Introduction

Plasmid DNA (pDNA) are double-stranded extra-chromosomal DNA
molecules of a relatively small size that can replicate autonomously
from the chromosomal DNA. Existing in free form in the cytoplasm of
prokaryotic cells, pDNA usually carry most of the bacterial genes linked
to adaptive functions, such as conjugation, metabolic functions of de-
gradation, resistance to antibiotics and to the presence of metal ions, as
well as to virulence factors [1-5]. Currently, pDNA is an indispensable
tool for genetic engineering, and it is one of the most used vectors in the
field of recombinant DNA technology for the expression of proteins and
hormones, such as insulin, interferon-gamma, platelet-derived growth
factor (PDGF) [6], growth hormone [7], vaccines [8-10], and gene
therapy [11], among others. The characteristic small size confers a high
stability to the pDNA molecules, which can be transferred not only to
all descending cells but can also act as vectors either in horizontal gene
transfer or in induced transformations, those in which they are in-
troduced into target host cells. As an abundant number of copies of

them exists in each single cell, in the case of expression systems a large
amount of protein can be produced [12-15].

High purity and good integrity are essential requirements for a DNA
sample to be used as starting material in most biotechnology proce-
dures, and so there is a permanent search for the development of new
efficient protocols for pDNA extraction from bacterial cells. Ideally,
such novel methods should provide for simple and rapid isolation
procedures that could result in a high vield of good quality DNA, with
minimum presence of proteins, salts, RNA, and other contaminants
[16,17]. Nowadays, the main protocols available for plasmid purifica-
tion are based on either liquid phase (phenol-chloroform) or solid phase
adsorption, such as porous silica and ion exchange chromatography
(molecular exclusion, reverse phase). These protocols may involve the
use of toxic solvents and are usually time consuming, for demanding
many steps and a large number of repetitive centrifugations [18,19]. On
the other hand, more recently several alternative adsorbents with the
capacity to interact electrostatically with biomolecules of interest (such
as total DNA and pDNA) have been investigated for use in simple, safer
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Utilidade (54): NANOPARTICULAS DE OURQ COMO BIOPLATAFORMA
SUSTENTAVEL PARA DETECGAO DE ACIDOS NUCLEICOS
A presente invengdo descreve o uso de membranas da casca do ovo
de galinha (MCQO) modificadas pela deposigdo de nanoparticulas de
ouro (NPsAu) como uma bioplataforma sustentavel para a
imobilizagao e subsequente detecgéo de sequéncias de DNA de
patégenos, como a Leptospira interrogans. O principio de detecgao
se baseia na imobilizagéo direta das cadeias de fita simples de DNA
marcadas com um fluoréforo (FAM-ssDNA) através de interagbes
entre as nucleobases do ssDNA e as nanoparticulas de ouro, de
forma esférica. A hibridizagdo ocorre ap¢s o sistema (MCO-
NPsAu/FAM-ssDNA) entrar em contato a sequéncia de DNA alvo
complementar (cDNA), qguando a interagao € entéo enfraquecida e
ocorre a dessorgao do dsDNA (cadeias de fita dupla de DNA), o que
leva ao aparecimento de um forte sinal de fluorescéncia. Este tipo de
biossensores pode vir a se tornar uma excelente alternativa de
dispositivos simples, eficientes e sensiveis para o diagndstico
precoce de doengas, o que facilitaria a tomada de decisdes médicas
rapidas pelos profissionais de salde e, consequentemente, o
tratamento da doenga em seu estagio inicial. Adicionalmente, essa
metodologia de rapida identificagao de patégenos pode ser de
grande valor para a diminuigéo de custos na agricultura e nas
industrias farmacéutica e de alimentos.
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PROCESSO DE OBTENGAO DE MEMBRANAS PROTEICAS
COMPOSITAS NANOESTRUTURADAS E SEU USO COMO
ELETRODOS PARA SUPERCAPACITORES ORGANICOS
FLEXIVEIS DE ESTADO SOLIDO

A presente invencgao estende-se ao processo de obtengéo de
eletrodos compositos flexiveis a partir de membranas protéicas,
nanoestruturas de carbono (NEC) e polimeros intrinsicamente
condutores (PIC), mas ndo somente esses, através da técnica de
ultrassonicagéo e a seu uso como eletrodos na preparagéo de
dispositivos supercapacitores orgénicos flexiveis de estado sdlido,
dentre outros dispositivos, e sensores baseados em eletronica
orgénica. A presente metodologia, que € baseada na obtengéo de
eletrodos organicos a partir de um processo simples, rapido e de

baixo custo, tem como objetivo permitir a incorporacgéo de NEC e PIC
em uma matriz protéica de membranas de casca de ovo (MCO) para

a preparagao simplificada de dispositivos organicos flexiveis de
armazenamento de energia com mecanismo de armazenamento
hibrido (armazenamento dupla camada e pseudo-capacitivo), que
podem ser usados nas tecnologias emergentes de eletronicos
vestiveis, internet das coisas, buffers em sistemas stop-go de
veiculos hibridos, dispositivos indutivos de transferéncia de energia
sem fio, rede de sensores sem fio, para sadde, monitoramento
industrial e ambiental, entre outros.
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AMOSTRAS BIOLOGICAS
Resumo: A presente invengdo estende-se ao uso de nanoparticulas de ferritas
de cobalto (CoFeNPs) como uma plataforma simples e rapida para a
detecgéo de ions fosfato em meios aquosos e em fluidos biolégicos,
para o monitoramento de efluentes e solos contaminados com
agrotoxicos e fertilizantes fosfatados, muito utilizados na agricultura,
e também para estimar os niveis de concentragao de fosfatos em
amostras biolégicas (como sangue), que podem estar associados a
varios problemas de salide, como insuficiéncia renal, hipertensao,
hiperfosfatemia, hipofosfatemia, problemas 6sseos, insuficiéncia
cardiaca e respiratdria, dentre outras doengas, e a problemas
ambientais. A presente metodologia € baseada na detecgao de ions
fosfato (por meio fluorescente, como resultado da troca dos
oligonucleotideos fluorescentes por ions fosfatos na superficie das
CoFeNPs) e tem como objetivo permitir o desenvolvimento de
protocolos simples, de alta sensibilidade, répidos, e de baixo custo,
para o sensoriamento de contaminantes ambientais e para o
diagnostico simplificado de niveis de fosfato em amostras de fluidos
bioldgicos.
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Utilidade (54): E POLITIOFENO E SEUS DERIVADOS, PROCESSO DE
OBTENCAO E USOS
Resumo: A presents invencao relata o uso de um nanocompésito magnético

hibrido (NCMH) composto por particulas magnéticas revestidas pelo
palimero condulor politiofeno (P1T), ou algum de seus derivados,
como malerial adsorvente de fase sdlida em uma série de
metodologlas para a extragdo, separagao, concentragao e
purificaco de Acidos nucleicos e outras biomoléculas presentes em
amostras biclégicas ou em meios aquosos.
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Utilidade (54): POLIMETILMETACRILATO/QUITOSANAPOLIANILINA -
PROCESSO PARA SUA OBTENGAD E SEU LSO PARA A
EXTRAGAD, PURIFICACAD E CONCENTRAGAD DE
BIOMOLECULAS

Resumo: A extracac e purificagdo de biomaléculas 50 etapas-chave em

vanos protocolos de biclogia molecular. Em particular, a
concentragao de Acides nudeicos de boa gualidade & alta
produtividade € cada wez mais necessana em procedimentos
envolvendo sequenciamento genético, diagnostico de doengas e
criminologia forense, enfre outras aplicaghes, Neste contexio, na
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funcienalizada cormn o uso de um polissacarideo calidnico e, em
seguida, por um palimers condutor.
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