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RESUMO

Neste trabalho, propomos o estudo dos mecanismos de adsor¢do de um novo material
adsorvente capaz de extrair ions metalicos, obtido através da modificacdo quimica de
nanotubos de carbono (CNT) com o emprego de agente oxidante acido, seguido do
revestimento com uma camada externa de albumina de soro bovino (BSA), resultando
em nanotubos de carbono de acesso restrito revestidos com BSA (RACNT-BSA). Os
materiais foram caracterizados por: anélise termogravimétrica (TG/DTG) a fim de avaliar
a estabilidade térmica, espectroscopia no infravermelho (IR) para confirmacé&o dos grupos
funcionais envolvidos nos processos oxidacao dos CNT e recobrimento dos mesmos com
BSA, analise elementar (CHN), microscopia eletronica de varredura (MEV) para avaliar
a morfologia e difracdo de raio-X. Para facilitar a compreensdo dos mecanismos de
interagBes entre 0s RACNT-BSA com BSA em solucdo e com ions metalicos,
determinaram-se 0s pontos isoelétricos de todos os materiais. Para o estudo dos possiveis
mecanismos de interacdo entre 0s RACNT-BSA e proteinas em solucdo, percolou-se
solugBes de BSA com concentragdo 3 pg. mL™? em tampé&o fosfato com pH no intervalo
de 2,2 a 7,0 nos RACNT-BSA. Dessa maneira, verificou-se uma relagéo entre o processo
adsortivo nos RACNT-BSA e o pl (ponto isoelétrico) das proteinas, ou seja, propomos
um mecanismo para o funcionamento dos RACNT-BSA dependente do pH da solucéo e
das proteinas a serem percoladas. Quando uma solucdo de proteinas é percolada através
de um cartucho de SPE contendo RACNT-BSA e o0 pH da solucéo € maior do que o ponto
isoelétrico das proteinas, ambas as proteinas solubilizadas e a camada de BSA séo
ionizadas negativamente. Assim, uma repulsdo eletrostatica impede a interacdo entre as
proteinas da amostra e a superficie do RACNT-BSA. Verificou-se que os ions metalicos
podem ser adsorvidos nos RACNT-BSA, porém os processos adsortivos sdo afetados
quanto a variacao do pH da solucéo e a escolha do tamp&o adequado. Também se estudou
a extracdo dos ions Fe das estruturas das proteinas da catalase. Quanto a aplicacdo para a
catalase, verificamos que a0 mesmo tempo em que ndo ha adsorcdo desta proteina nos
RACNT-BSA, os ions Fe, ligados covalentemente a ela, sdo atraidos e adsorvidos nos
RACNT-BSA, sendo necessario, porém a desnaturacao proteica. Isto nos mostrou que o
material RACNT-BSA se mostrou promissor para a formacdo de apoproteinas.

Palavras-chave: Mecanismo de Adsorcdo. Interagdes Eletrostaticas. Apoproteinas.



ABSTRACT

In this work, we proposed to study the adsorption mechanisms of a new adsorbent
material capable of extracting metal ions, obtained by chemical modification of carbon
nanotubes (CNT) with the use of oxidizing acidic agent, followed by coating with an
outer layer of bovine serum albumin (BSA), resulting in restricted access of carbon
nanotubes coated with BSA (RACNT-BSA). The materials were characterized by
thermogravimetric analysis (TG) in order to evaluate thermal stability, infrared
spectroscopy (IR) to confirm the functional groups involved in the oxidation processes of
CNT and covering the same with BSA, elemental analysis (CHN), scanning electron
microscopy (SEM) to evaluate the morphology and powder X-ray diffraction. To
facilitate the understanding of the interaction mechanisms among RACNT-BSA and BSA
in solution and metal ions, the isoelectric points (Ip) (isoelectric point) of all materials
were determined. To study the possible interaction mechanisms between RACNT-BSA
and solubilized proteins, the BSA solutions (3 png. mL™?) in phosphate buffer with a pH in
the range 2.2 to 7.0 were percolated through the RACNT-BSA. Thus, there is a
relationship between the adsorptive process in the RACNT-BSA and the protein Ip’s, i.e.,
we proposed a working mechanism for RACNT-BSA dependent on the pH solution and
on the type of percolated protein. When a protein solution is percolated through a SPE
cartridge containing RACNT-BSA and the pH solution is higher than the protein Ip, both
solubilized protein and BSA layer (from RACNT-BSA) are negatively ionized.
Therefore, an electrostatic repulsion prevents the interaction between the solubilized
proteins and the surface of RACNT-BSA. It was found that metal ions can be adsorbed
on RACNT-BSA, but the adsorptive processes can be affected according the changing of
pH solution, and the choice of the appropriate buffer. The application to catalase protein,
we found that while there is no adsorption of this protein on RACNT-BSA, the Fe ions,
covalently linked to it, are attracted and adsorbed on RACNT-BSA, requiring, however,
the denaturation of protein. These results showed us that the RACNT-BSA material is
promising for the apoprotein’s formation.

Keywords: Adsorption Mechanism. Electrostatic Interactions. Apoproteins.
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1 INTRODUCAO

A descoberta dos nanotubos de carbono (CNT, do inglés Carbon Nanotubes) por
lijima em 1991, impulsionou a descoberta de diversos nanomateriais de carbono
favorecendo o desenvolvimento acelerado da nanotecnologia (11JIMA, 1991). Devido as
propriedades Unicas dos CNT, tais como alta resisténcia mecénica, condutividade elétrica
e térmica e elevada area superficial, esses materiais possuem um grande potencial em
diversas aplicacdes, principalmente na area biomédica (TERRONES, 2003).

As funcionalizagdes ou modificagBes quimicas de superficie dos nanomateriais de
carbono sdo de extrema importancia na melhoria das propriedades fisicas e quimicas
desses materiais, permitindo maior controle de sua pureza, facilitando a obtencdo de
materiais adequados a producédo de dispositivos de elevada sensibilidade e seletividade,
podendo assim interagir com sistemas bioldgicos, destacando-se na biocompatibilidade
com biomoléculas (proteinas) e reducdo da citotoxidade desses materiais (VIJAYARAJ
et al., 2010). Os fatores mais importantes para aplicaces biomédicas sdo a solubilidade
e biocompatibilidade dos CNT, que podem ser melhoradas por varios métodos de
purificacdo através de tratamento com acidos, expondo determinados grupos quimicos
como, alcoois, lactonas, &cidos carboxilicos, carbonilas, entre outros (PORTER et al.,
2009).

As interacbes ocorridas entre os CNT e proteinas podem resultar em
nanoconjugados de CNT-proteina, tendo aplicacdo na fabricagdo de biossensores, na
investigacdo da interacdo de farmacos com o DNA celular (DUKOVIC et al., 2006), na
liberacdo controlada de farmacos e na terapia do cancer (GE et al., 2011). Destaca-se a
interacdo dos CNT com a proteina Albumina de soro bovino (BSA). Esta resulta em um
bionanocomplexo entre CNT-BSA, que é altamente sollvel em &gua, formando uma
suspensdo aquosa de coloracdo escura (SUN et al., 2002). Utilizando técnicas de
caracterizacdo como, microscopia de forca atbmica (AFM, do inglés Atomic Force
Microscopy), analise termogravimétrica (TG), espectroscopia Raman e eletroforese em
gel, mostraram que as amostras que contém CNT-BSA permaneceram bioativas, bem
como a interagdo entre as proteinas e os CNT. Para a aplicagio de novos
bionanomateriais, estudos foram realizados com o intuito de melhorar a dispersao dos

CNT-proteinas em solucdo, como a imobilizacdo da ferritina (JIANG et al., 2004),
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albumina do soro humano (HSA, do inglés Human Serum Albumin) (GUO et al., 2013) e
BSA (JIANG et al., 2004).

De acordo com a literatura, ha um aumento de estudos sobre interagdo entre
proteinas e CNT (MORIKAWA et al., 2012). Porém, o mecanismo mais detalhado com
base em estruturas quimicas das proteinas e o efeito da modificacédo da superficie de CNT
na interacdo com proteinas ainda enfrenta alguns desafios a serem elucidados.
Pesquisadores reportaram que a adsorcdo de proteinas em nanotubos de carbono com
paredes multiplas é determinada pelo dominio de interacdes hidrofobicas e idnicas e essas
interacbes podem estar relacionadas com algumas mudancas conformacionais das
proteinas, afetando assim suas fungdes bioldgicas. (TAKADA et al., 2014; AHMAD et
al., 2005; GUAN; ZHANG; WANG, 2014).

As excelentes propriedades adsortivas dos CNT, principalmente, a elevada area
superficial (BYSZEWSKI et al., 1997), conferem a esses materiais a propriedade de
serem amplamente empregados em processos adsortivos na extracdo em fase sélida de
diversos analitos e como suporte no recheio de colunas cromatogréficas, entretanto, todas
essas aplicacdes sdo restritas a solucdes aquosas. Quando os analitos sdo encontrados em
meios com elevada concentracdo de macromoléculas (sangue total, plasma, soro,
amostras de alimentos, ambientais e etc), o material ndo apresenta seletividade e pode
reter superficialmente uma grande quantidade de proteinas, diminuindo sua vida util e
degradando colunas analiticas quando se emprega esses materiais em técnicas de extracdo
em fase sélida e/ou cromatogréaficas.

Os materiais de acesso restrito (do inglés, restricted access media - RAM),
expressao “meio de acesso restrito” foi introduzida por Desilets et al. em 1991, como
termo geral para suportes cromatograficos que permitem a injecdo direta de fluidos
bioldgicos e limitam a interacdo dentro dos poros apenas para moléculas de baixo peso
molecular (DESILETS; ROUNDS; REGNIER, 1991). Além disso, esses materiais tém
sua superficie externa modificada com ligantes hidrofilicos a fim de inviabilizar
qguimicamente a ligacdo de macromoléculas indesejadas presentes em matrizes (sangue,
plama, soro, etc). (SADILEK; SATINSKY; SOLICH, 2007).

A fim de solucionar o problema de seletividade dos CNT em relagdo as
macromoléculas, Barbosa e colaboradores desenvolveram os nanotubos de carbono
restrito a ligacdo com macromoléculas por meio de recobrimento com albumina
(RACNT-BSA) (BARBOSA et al., 2015). Esses materiais sdo capazes de extrair metais

diretamente de matrizes proteicas sem a necessidade da etapa prévia de preparo de
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amostras, como decomposic¢do da matriz por procedimentos trabalhosos (micro-ondas,
via seca, via Umida, etc.). Ainda ha poucos relatos na literatura sobre este trabalho
inovador, pois este material foi empregado como sorvente sélido na extragdo direta de
cadmio e chumbo em soro sanguineo humano (BARBOSA et al., 2015; BARBOSA,
2015). Sendo assim, possui um elevado potencial em adsorver outros ions metalicos em
matrizes complexas.

As apoproteinas séo a parte de um complexo biomolecular (proteinas), porém sem
0 seu grupo principal ligante ou grupo protético. Um exemplo é a ferritina que sem o
hidroxido férrico se torna a apoferritina (SEGEN, 2010). Os RACNT-BSA, tém como um
de seus objetivos, serem empregados na producdo de apoproteinas, se baseando na
extracdo de ions ferro a partir da catalase e também com o intuito de minimizar as etapas
de preparo de amostras de matrizes complexas proteicas.

Neste trabalho, avaliou-se o emprego de &cido nitrico na modificacdo quimica na
superficie dos CNT, melhorando a biocompatibilidade desses materiais com proteinas
(BSA), resultando em nanotubos de carbono revestidos com albumina de soro bovino de
acesso restrito (RACNT-BSA). Foi investigada a influéncia do pH na interacdo dos
RACNT-BSA com macromoléculas (solucdes proteicas de BSA), proporcionando uma
maior compreensao do mecanismo de interagdo entre estes com moléculas bioldgicas.

Os materiais foram caracterizados por Termogravimetria (TG) e Espectroscopia
na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Analise elementar
(CNH), as quais sao técnicas de caracterizacdo que permitem avaliar a pureza dos CNT e
a confirmacdo da formacdo do complexo CNT-BSA. J& a Microscopia eletrénica de
Varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia dos materiais e com a titulagéo
potenciométrica foi Gtil para determinar o ponto isoelétrico dos materiais. Assim o
objetivo deste trabalho foi 0 emprego de um novo material na aplicacdo de producéo de
apoproteinas e melhor compreensdao da interacdo deste material com moléculas

bioldgicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo bibliografica relata sobre as proteinas e apoproteinas, CNT, processo de
funcionalizacdo, adsor¢do de metais e proteinas em CNT, materiais de acesso restrito
(RAM) e 0s RACNT-BSA.

2.1 PROTEINAS

Sera abordado sobre a estrutura e funcéo das proteinas e destaca-se as albuminas,

catalase e as apoproteinas.

2.1.1 Estrutura

As proteinas sdo os principais componentes dos sélidos totais de organismos vivos e
sdo compostas de polimeros de aminoacidos, possuindo longas cadeias. O peso molecular
(MM) dessas macromoléculas varia desde centenas até milhares de Daltons (1 Da =
1,661x10%* g). A maior parte das proteinas contém em torno de 20 aminoécidos
principais: alanina, valina, prolina, leucina, etc, formando cadeias de até varias centenas
de aminoacidos e sdo encontrados em proteinas de plantas e animais e estes sdo
combinados em incontaveis maneiras para formar uma grande variedade de diferentes
proteinas (NELSON; COX, 2011).

As moléculas de proteinas consistem de uma “espinha dorsal”, formada por um
grande numero de peptideos, da qual se projetam cadeias laterais de residuos de
aminoacidos. A natureza destas cadeias laterais de aminoacidos é responsavel pelas
diferentes propriedades das proteinas, sendo que a cadeia caracteristica lateral pode ser
apolar (hidrofobica), polar carregada (hidrofilica) ou polar ndo carregada.

Os aminoacidos possuem grupos carboxilicos, grupos aminos e 0s grupos presentes
nas cadeias laterais podendo sofrer reacdes de ligaces peptidicas e a oxidacao da cisteina

(formacéo de pontes de dissulfeto). Estas rea¢Ges sdo de extrema importancia, pois podem
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afetar a estrutura das proteinas (NELSON; COX, 2011). A Figura 1 mostra a formula
estrutural geral de um polipeptideo (tetrapeptideo) tipico que constitui as proteinas,
formacéo de ligacOes peptidicas e os grupamentos terminais.

Figura 1 - Proteina tipica: Diagrama de ligagGes peptidicas e terminais — N e — C.
LigacOes peptidicas

R: (0] R2 0] Rs (0] Ra

o]
.| I \ I \ I \ I
N-terminal — HsN —CH—C—N—CH—C—N-—-CH—-+C—N+CH—C—0 -— C-terminal

Residuo 1 Residuo 2 Residuo 3 Residuo 4

Fonte: Adaptado de (NELSON; COX, 2011).

A partir da férmula estrutural geral de um polipeptideo sdo determinadas as
estruturas das proteinas, sendo estas extremamente complexas e seu estudo requer o
conhecimento dos varios niveis de organizacdo, pois € dependente das interacdes
necessarias para sua manutencdo. De forma geral, ha quatro niveis de organizacdo nas
proteinas: Estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria (Figura 2) (NELSON;
COX, 2011).

Figura 2 - Formas estruturais das proteinas.

Estrutura
terciaria

Estrutura Estrutura
rimaria Ari
p secundaria Estrutura

quaternaria

Fonte: Adaptado de (NELSON; COX, 2011).
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Estrutura priméria

Os aminoécidos individuais s&o unidos pela ligacdo peptidica, que une um grupo
amino a um grupo carboxila de outro aminodcido, formando uma cadeia que €

denominada de estrutura primaria da proteina.

Estrutura secundaria

Um arranjo regular das cadeias polipeptidicas ao longo de uma dimensao espacial
como uma hélice tipo a ou uma folha plissada determina a estrutura secundaria da

proteina.

Estrutura terciaria

O enovelamento das cadeias polipeptidicas forma uma estrutura mais compacta,
sendo caracteristica das proteinas globulares. A estrutura terciaria é criada pelas
interagBes especificas entre os diferentes residuos de aminoéacidos, usualmente nas
regides das cadeias laterais, causadas por uma variedade de forcas, incluindo as ligac6es
de hidrogénio, dissulfeto e interacdes de Van Der Walls (hidrofobicas), além de

interacdes eletrostaticas.

Estrutura quaternaria

O arranjo de cadeias polipeptidicas em multiplas cadeias compostas de
subunidades é provocado por interacGes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e pontes
ibnicas entre os aminoacidos na superficie das subunidades de polipeptideos. Essas
estruturas quaternarias podem também ser formadas por ligacdes covalentes como do tipo
dissulfeto.

De forma geral os aminoacidos possuem duas constantes de ionizacao (expressos
como valores pKa), 0s quais representam as constantes de ionizac¢éo dos grupos 1-amino
e 1-carboxilico do aminoéacido livre. Entretanto, alguns tém mais do que dois valores de
pKa, devido a terem outros grupos ionizaveis nas suas cadeias. A carga liquida de uma
molécula de proteina numa solucéo aquosa depende da constante de ionizagao das cadeias

laterais dos amino&cidos constituintes e do pH da solucdo. Para pH baixos, 0s grupos
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carboxilicos ndo séo ionizados e os amino sdo protonados, tendo a proteina uma carga
liquida positiva. Para pH elevados, os grupos carboxilicos sdo ionizados e 0os amino ndo
sdo protonados, tendo a proteina uma carga liquida negativa. Para valores intermediarios
de pH somente alguns grupos da cadeia sdo protonados, dependendo dos valores de pKa.
Existe um pH particular para cada molécula de proteina no qual esta ndo tem carga
liquida, isto acontece porque ela possui um numero igual de grupos carregados positivo
e negativamente. Este pH é chamado de ponto isoelétrico da proteina e é designado por
pl. O valor de pl é caracteristico de cada proteina. Para valores menores que o pl, a
proteina tem carga liquida positiva, enquanto que para valores maiores que o pl ela terd
carga negativa. Portanto, para um dado valor de pH, proteinas diferentes terdo cargas
liquidas diferentes por causa dos seus pl caracteristicos (PETERS JR, 1995).

2.1.2 Funcao

A conformacdo global das proteinas € uma combinacdo das estruturas
mencionadas na Figura 2. A diversidade de estruturas da origem aos diversos tipos de
funcdes, sendo alguns exemplos dados a seguir:

a) Metabolismo: enzimas, hormdnios, toxinas;

b) Estrutura: colageno, elastina, proteinas das membranas;
c) Armazenamento: caseina, ovalbumina;

d) Transporte: hemoglobina, albumina;

e) Mobilidade: miosina, actina;

f) Defesa: anticorpos.

A estrutura nativa das proteinas deve ser mantida sem modificacdo para preservar
sua funcdo bioldgica. Desde que proteinas sdo altamente sensiveis a mudangas no meio,
desvios de condicOes fisiologicas podem afetar a conformacdo da proteina e causar
desnaturacdo. Fatores como pH, temperatura, forca idnica, entre outros, pode afetar a
atividade das proteinas. O pH deve ser mantido tdo perto quanto possivel do encontrado
no ambiente natural da proteina. A maioria das proteinas sdo praticamente estaveis a
temperaturas abaixo de 40° C (NELSON; COX, 2011).
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2.1.3 Albuminas

A albumina de soro é a proteina mais abundante do plasma sanguineo, com
concentragéo de aproximadamente 40 g. L™ (~ 0,6 mM) (CURRY; BRICK; FRANKS,
1999). Essa proteina tem por funcbes: manutencdo da pressdo osmética sanguinea,
manutencgédo do pH do plasma, efeito antioxidante, marcador de nutrigdo e longevidade,
transporte de farmacos, entre outras. Por ser isolada e purificada em grande escala e o
fato de ser um excelente ligante a uma variedade de moléculas, a albumina tem sido
empregada em estudos biofisicos e bioquimicos.

A albumina humana (HSA, do inglés human serum albumin) foi cristalizada
recentemente, possibilitando pesquisas relacionadas a interacao das albuminas com outras
proteinas e pequenas moléculas e visando entender sua funcédo transportadora e marcador
de doencas nutricionais. Comparativamente, a BSA possui cerca de 76% de sua sequéncia
de aminodcidos idénticos a da HSA, conferindo & BSA funcdes similares as da HSA
(PETERS JR, 1995). Além disso, sua elevada estabilidade, disponibilidade, baixo custo
e por ser uma proteina com composicao e pesos bem definidos, é frequentemente usada
como referéncia para quantificacdo de outras proteinas de peso desconhecido. Porém, se
diferem em quantidade de residuos de triptofano (Trp), possuindo dois residuos
denominados Trp-134 e Trp-212 na BSA, localizados nos subdominios IB e lIA,
respectivamente, enquanto a HSA contém apenas um residuo, o Trp-214, situados no
subdominio 1lA. Ha também diferenca na sequéncia de sitios N-terminais, apresentando
a triade Asp-Thr-His na BSA e Asp-Ala-His na HSA (HE; CARTER, 1992).

A albumina bovina consiste de um acoplamento flexivel de dominios semi-
independentes, com massa de 66 kDa, composta de 582 residuos de aminoacidos e trés
grandes dominios estruturalmente similares, denominados de I, Il e I1l. Cada dominio
contém dois subdominios, classificados de A e B. As regifes responsaveis pelo
armazenamento dos compostos nas albuminas estdo localizadas nos subdominios I1A e
I11A, conhecidos como sitios | e Il de Sudlow (Figura 3). Ha 17 pontes dissulfeto, que
contribuem para manter sua estrutura terciaria e que resulta em 9 loops, 0s quais sdo
rearranjados similares aos da HSA (SAITO; DRESSELHAUS; DRESSELHAUS, 1998).
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Figura 3 - (a) Representacdo do arcabouco proteico da albumina do soro bovino (BSA),
estrutura tridimensional das albuminas: (b) HSA e (c) BSA.
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Fonte: Adaptado de (NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

O (pl) da BSA, que indica o pH no qual a molécula possui 0 mesmo numero de
cargas positivas e negativas, estd em torno de 5,1 (CARTER; HO, 1994). Entretanto, a
variacdo de pH pode provocar mudancas nas estruturas dos aminoacidos e,
consequentemente, modificacdes estruturais na conformacédo da BSA. Estas modificacdes
ocorrem principalmente no intervalo de pH de 4 a 8. No pH préximo de 7, as albuminas
sdo extremamente solUveis em agua. J& para o valor de pH em torno de 5, préximo ao

ponto isoelétrico, a solubilidade da albumina decresce sensivelmente.

2.1.4 Catalase

A catalase é uma enzima encontrada em todos 0s organismos vivos, sendo que,
nas células eucarioticas, esta presente no peroxissomo celular. Possui um grupamento
heme que € responsavel pela atividade catalitica da enzima, convertendo o peréxido de
hidrogénio (H202) em duas moléculas, &gua (H20) e oxigénio (O2) (MICHIELS et al.,
1994).

E uma das principais classes de enzimas que atuam como antioxidantes.
Sendo tdxico para as células, o peroxido tem de ser rapidamente convertido numa espécie
guimica que ndo cause danos ao organismo (NICHOLLS, 2012). Elas tém a capacidade
de decompor até 40.000.000 de moléculas de peroxido de hidrogénio por segundo,
tornando-se enzimas importantes para a desintoxicacdo desta substancia (NELSON;
COX, 2011). Essas enzimas sao metaloproteinas, isto €, proteinas que contém atomos ou

grupo de metais que estdo envolvidos em diversos processos biolégicos.
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O mecanismo da reacdo da catalase hémica, ou seja, 0s passos que a enzima efetua
na decomposicdo do peroxido de hidrogénio, ndo e totalmente conhecido. Sabe-se que a
reacdo quimica ocorre em duas etapas fundamentais: em que Fe-E representa o atomo de

ferro do grupo heme ligado a enzima

1. H,02 + Fe**-E — H,0 + FeO®**-E
2. H,0, + FeO**-E — H,0 + Fe®*-E + O3,

Quando o H>O» entra no centro ativo da catalase, interage com dois aminoacidos
de sua cadeia polipeptidica: uma histidina e uma asparagina. Um dos atomos de
hidrogénio do H>O: (sob a forma de proton) € transferido de um oxigénio para o segundo.
Isso causa uma distensdo e uma quebra da ligacdo entre os dois atomos de oxigénio de
forma heterolitica. O atomo de oxigénio restante coordenam-se (ligam-se) ao ferro (que
estd no estado de oxidagio +3), formando a espécie FeO", liberando uma molécula de
agua. A espécie FeO®" é muito oxidante e reage com uma segunda molécula de H.0,
retirando-lhe um atomo de oxigénio. Forma-se assim o Oz, que se libera do ferro, e uma
segunda molécula de agua. O ion ferro volta ao estado de oxidacdo +3 (NICHOLLS,
2012).

Figura 4 - Estrutura tridimensional de uma subunidade da catalase.

Fonte: (MURTHY et al., 1982) .
Nota: o Fe estd sempre sob a forma férrica e aparece na imagem
a vermelho no anel de protoporfirina).
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A sequéncia completa de aminoacidos da catalase bovina ja é conhecida desde
1982 e a sua estrutura tridimensional foi determinada por M. Murthy e colaboradores em
1981 (Figura 4) (MURTHY et al., 1982). A catalase contém ainda 4 moléculas de
NADPH firmemente ligadas. Este dinucledtido ndo é essencial para a atividade da enzima
mas diminui a sua susceptibilidade a inativacao quando fica exposta a altas concentracfes
do seu substrato toxico, o0 H202 (KIRKMAN; GAETANI, 1984).

2.1.5 Apoproteinas

Por definicdo, apoproteinas sdo a parte de um complexo biomolecular sem o seu
ligante ou grupo prostético. Um exemplo é a ferritina, que sem o hidroxido férrico se
torna a apoferritina (SEGEN, 2010). A substituicdo de metais ou grupo prostético por
outros sitios ativos podem proporcionar uma nova funcgéo fisioldgica para a proteina,
consequentemente, podem ser aplicadas em bioguimica e bioanalitica.

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, de natureza proteica, que participam de
diversas reacdes bioguimicas. Estas moléculas aceleram reacGes termodinamicamente
favorecidas, sendo extremamente versateis, estereoespecificas, e de elevada importancia
nos processos biotecnoldgicos (COELHO et al., 2008). Na Tabela 1 estdo representadas
algumas enzimas responsaveis por acelerar consideravelmente a velocidade das reacdes

quimicas nos sistemas bioldgicos.

Tabela 1 - Velocidades de reages ndo catalisadas e catalisadas por enzimas.

Enzima N&o catalizada Catalrlizada Aumepto da

(s*) (s*) velocidade
Anidrase carbdnica 1,3x 10" 1000000 7,7x10°
Adenosina-deaminase 1,8x10™ 370 2,1x10"
Nuclease estafilococica 1,7x 10" 95 5,6 x 10"
Triose-fosfato-isomerase 43x10° 4300 1,0x10°
Quimiotripsina 1,0 x 107 190 1,7 x 10"
Orotidina-descarboxilase 2,8x10" 39 1,4 x 10"

Fonte: (COELHO et al., 2008).

A Figura 5 ilustra as partes mais importantes de um sistema proteico. A cavidade,

denominada sitio ativo, € um arranjo de grupos presentes em cadeias laterais de certos
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aminoéacidos que ligam o substrato por ligag6es ndo-covalentes. Muitas vezes, 0s residuos
de aminoacidos que formam o sitio ativo ficam em regides distantes, na sequéncia
priméria, mas proximos no sitio ativo, pelo enovelamento da cadeia polipeptidica
(estrutura terciaria). Outra regido na molécula destaca-se o sitio alostérico, afastada do
sitio ativo. No sitio alostérico moléculas pequenas especificas se ligam e causam
alteragBes na conformac&o proteica que afetam o sitio ativo, aumentando ou reduzindo a
atividade enzimatica. Portanto, a maioria das enzimas necessitam de moléculas organicas
ou inorganicas pequenas, essenciais a sua atividade que sd@o denominadas como
coenzimas e co-fatores (MOTTA, 2006). A Tabela 2 apresenta algumas coenzimas, co-
fatores e enzimas. A enzima é cataliticamente ativa quando forma um complexo
denominado holoenzima, isto é, apoenzima com o cofator e o componente proteico

(inativo) do complexo é designado de apoenzima.

Figura 5 - Estrutura proteica, holoenzima, cofator e apoenzima.

Holoenzima Apoenzima

Sitio ativo

Cadeias
proteicas

Fonte: Adaptado de (NELSON; COX, 2011).
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Coenzimas e co-fatores

Enzima

Coenzimas
Pirofosfato de timinas (TTP)
Flavina adenosina dinucleotideo (FAD)
Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD)
Piridoxal fosfato
Coenzima A (CoA)
Biotina
Tetraidrofolato
Co-fator metélico
Cu”
Se
K’
Ni*
Mo

M gz+

Fe*ou Fe™
Mn2+

Zn2+

Piruvato-desidrogenase
Monoaminooxidase
Lactato-desidrogenase
Glicogénio-fosforilase
Acetil-CoA-carboxilase
Piruvato-carboxilase
Timidilato-sintase

Citocromo oxidase

Glutationa peroxidase

Piruvato quinase

Urease

Dinitrogenase

Hexokinase, glucose 6-fosfatase,
piruvato quinase

Citocromo oxidase, catalase,
peroxidase

Arginase, ribonucleotideo redutase

Anidrase-carbonica, carboxipeptidase,
alcool desidrogenase

Fonte: (NELSON; COX, 2011)

2.1 NANOTUBOS DE CARBONOS

Os CNT foram descritos pela primeira vez pelo cientista japonés Sumio lijima,

podendo ser descritos como uma estrutura cilindrica e oca feita de uma camada circular

de carbonos ligados entre si em configuracdo sp? (1IJIMA, 1991). Possuem varias

propriedades estruturais, eletrdnicas, mecanicas, térmicas e quimicas, diferentes de outros

materiais. O seu diametro é da ordem de poucos nandmetros e seu comprimento pode

chegar a varios micrémetros, sendo que os extremos desses tubos ficam fechados por
estruturas tipo fulereno (SAITO; DRESSELHAUS; DRESSELHAUS, 1998). Em relagéo
ao numero de camadas podem ser classificados como nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNT, do inglés Multi-Walled Carbon Nanotubes), e de parede simples
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(SWCNT, do inglés Single-Walled Carbon Nanotubes). (vide Figura 6) (VELOSO; DO
CARMO RANGEL, 2009).

Figura 6 - llustracdo de nanotubo de parede Unica (SWCNT) a esquerda e de paredes
multiplas (MWCNT) a direita.
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Fonte: Adaptado de (VELOSO; DO CARMO RANGEL, 2009).

Os CNT podem ser classificados de acordo com a direcéo de enrolamento da folha
de grafeno, em poltrona ou armchair, zig-zag e quiral. A Figura 7 representa os diferentes
tipos de estruturas em que os CNT podem assumir a partir do enrolamento das folhas de
grafeno. Os MWCNT, por serem constituidos por varios nanotubos podem apresentar

varias quiralidades.

Figura 7 - CNT com estruturas: Quiral (A), Zigzag (B) e Armchair (C).

P/ Armchair

Fonte: Adaptado:https://engineering.purdue.edu/~mdasilva/Structure.shtml/
http://nano.mtu.edu/Nanotubes.htm.
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Muitas propriedades dos CNT dependem do angulo quiral, também chamado de
quiralidade ou helicidade, e do seu didmetro. Cada nanotubo tem especificado o vetor
quiral, que corresponde a direcdo de enrolamento da folha bidimensional de grafeno,
sendo responsavel pela determinacdo da estrutura destes nanotubos e suas propriedades

fisicas.

2.2.1 Funcionalizacdo dos CNT

A funcionalizagdo dos CNT através de suas paredes tem sido vista como uma
forma de explorar seu potencial na nanotecnologia. Os nanotubos funcionalizados podem
ter propriedades eletrdnicas e mecanicas que sdo substancialmente diferentes dos
nanotubos ndo funcionalizados e este fendmeno é explorado para uso em sensores,
dispositivos eletronicos e eletromecanicos em escala nanométrica, devido a sua grande
resisténcia e flexibilidade mecénica. Essas estruturas quimicamente modificadas podem
ser usadas de forma a facilitar a interacdo dos nanotubos com moléculas organicas e
biolégicas (HUANG et al., 2002), com outros grupos quimicos como farmacos ou
moléculas toxicas (SINNOTT, 2002) e, até mesmo, com virus e bactérias
(SRIVASTAVA et al., 2004), tornando-os sensores capazes de detectar pequenos tracos
da espécie alvo e com alta seletividade. Certamente, o desenvolvimento de sensores
utilizando CNT funcionalizados é uma das areas mais promissoras para uso desses
materiais em nanotecnologia (DE SOUZA FILHO; FAGAN, 2007).

A funcionalizacdo se baseia em modificacGes quimicas da superficie dos CNT
através de diversas metodologias. Os varios tipos de funcionalizacdo podem ser
classificados em duas categorias, uma delas consiste em utilizar métodos que fazem com
que os nanotubos reajam quimicamente, criando defeitos ou adesdo molecular covalente
(oxidacdo por ataque de acidos), denominada como funcionalizacdo covalente. A outra
categoria é usar moléculas que sdo aderidas em sua superficie, sem causar modificagdes
nas ligagdes quimicas e defeitos estruturais nos CNT, como por exemplo, os surfactantes,
polimeros sintéticos e biomoléculas, denominada como funcionalizagdo ndo covalente
(TASIS et al., 2006). Neste trabalho foi empregada apenas a funcionaliza¢do covalente

dos CNT de parede mdltiplas, que sera discutida no proximo item.
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2.2.1.1 Funcionalizagédo covalente

A oxidacdo dos CNT é o procedimento mais comum no estudo da quimica de
modificacdo estrutural deste material, mas uma dificuldade inerente a este procedimento
é a introducdo controlada e de forma distribuida de determinados grupos contendo
oxigénio, pois a oxidacdo pode danificar os nanotubos, resultando em defeitos estruturais,
encurtamento de tubos, desaparecimento de nanotubos de diametros menores e perda de
material (ZHANG et al., 2003).

Os processos de oxidacdo induzem a abertura das extremidades e a formacéo de
buracos nas paredes laterais dos CNT e como produto final obtém-se fragmentos de
comprimento menor, cujas extremidades e paredes laterais apresentam grupos funcionais
oxigenados, principalmente, carbonilas (C=0), acidos carboxilicos (O-C=0), hidroxilas
(C-OH) ou como etapa prévia para funcionalizacdo com outros grupos (Figura 8)
(ROSARIO-CASTRO et al., 2009).

Figura 8 - Modelo estrutural dos CNT ap6s a oxidagdo acida.

Fonte: Adaptado de (TASIS et al., 2006).

O oxidante mais utilizado para funcionalizacdo é o acido nitrico e a maioria dos
trabalhos na literatura relata grupos carbonilicos e carboxilicos ligados aos CNT. Os
métodos de oxidacdo no emprego de HNO3 sdo: Tratamento com uma solucdo de HNOs
diluido, normalmente em concentragdes molares de (2-3 mol.L?) em refluxo com tempo
de 16-48 h (RINZLER et al., 1998; ZHANG et al., 2003; ZHANG et al., 2004), tratamento
com uma mistura de HSO4 e HNO3 concentrados (normalmente de 3:1 v/v) em banho de
ultrassom de 3-5 h (LIU et al., 1998; ZHAO; SONG; PEHRSSON, 2002; ZHANG et al.,
2003; ZHU et al., 2003; ZHAO; HU; HADDON, 2004), metodos empregando solugéo
“piranha” (misturas de H2.SO4 96% e H202 30%) (ZIEGLER et al., 2005) também foram

relatados, porém com menor frequéncia do que os procedimentos de acido nitrico, 0zénio
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(CAletal., 2002), H20. (MIYATA; MANIWA; KATAURA, 2006) e KMnO4 (ZHANG
et al., 2003).

2.2.2 Adsorcao

As propriedades adsortivas dos CNT sdo largamente conhecidas e serdo citadas
no decorrer desse trabalho. Embora ainda sd@o pouco conhecidas e estudadas as
propriedades dos RACNT-BSA. Serdo abordados abaixo, conceitos relacionados aos
processos de adsorgdo dos CNT.

Adsorcao é um processo fisico-quimico no qual certos componentes de uma fase
fluida (gas ou liquido) sdo transferidos (adsorvidos) para a superficie de um soélido
(adsorvente). O conceito de adsorvente aplica-se, usualmente, a um sélido que mantém o
soluto na sua superficie pela acdo de forcas fisicas, e a substancia adsorvida é denominada
adsorvato. Desta forma acontece a transferéncia seletiva de componentes da fase fluida
para a superficie do sélido (adsorvente), ocorrendo apenas um fendmeno fisico de
separacdo, isto &, uma transferéncia de massa. Quando ocorre o contato entre as duas
fases, o soluto (adsorvato) desloca-se por difusdo do seio da fase fluida até a interface
liquido-solido devido a diferenca de concentracdo entre a solucdo e a superficie do
adsorvente. Apds atingir a superficie, o soluto difunde-se através dos microporos do
adsorvente e finalmente é adsorvido pelos sitios ativos. A capacidade de remocédo do
soluto esta relacionada com a area superficial disponivel no material e com o tamanho da
molécula do adsorvato (MCCABE; SMITH; HARRIOTT, 1993).

Os processos adsortivos podem ser classificados como adsor¢édo quimica ou fisica,
dependendo da intensidade de forcas envolvidas. A adsorcéo fisica envolve forcas do
tipo ndo covalente, resultado da sobreposicédo de varias interacdes. Na adsorcao quimica,
as forcas envolvidas no fenémeno sdo do tipo covalente, ocorrem entre adsorbato e
adsorvente, e os efeitos interativos provocados por essas ligacoes, envolvendo os sitios
ativos e 0s ions do adsorbato, ocorrem quase sempre na superficie do adsorvente
(ADAMSON; GAST, 1967).

Para melhor entender o mecanismo de adsor¢do constroem-se modelos, no qual
se utilizam isotermas de adsorcdo, onde se tem um adsorvente solido e um soluto,

podendo ser o Ultimo um gas ou estar presente em uma solucdo liquida (DOS REIS



32

COIMBRA; TEIXEIRA, 2009). Na adsorcao de proteinas, alguns modelos de isotermas
sdo mais utilizados. O modelo classico de Langmuir descreve o equilibrio da adsor¢éo da
maioria dos sistemas, desde que sejam respeitadas como verdadeiras algumas limitacdes:
Adsorcao reversivel e limitada em apenas uma camada; superficie interna do sélido sendo
homogénea; as moléculas adsorvidas ndo interagem entre si; ndo existe adsorcao
competitiva; cada molécula sendo adsorvida em apenas um Unico sitio de adsor¢do e 0s
sitios sdo energeticamente equivalentes (LANGMUIR, 1916). Outras isotermas derivadas
tedrica ou empiricamente podem, frequentemente, ser representadas por equacdes
simples que relacionam diretamente o volume adsorvido em funcdo da pressdo e/ou
concentracdo do adsorvato e as mais utilizadas no estudo da adsor¢éo sdo as seguintes:
Freundlich, Brunauer, Emmett, Teller (B.E.T.), T6th, Redlich-Peterson, Radke Prausnitz,
Sips, entre outras (LIU; LIU, 2008; FOO; HAMEED, 2010; DEBRASSI; LARGURA;
RODRIGUES, 2011).

2.2.2.1 Equacdes de isotermas

Os dados de equilibrio de sorcdo de ions de metédlicos sdo comumente
correlacionados com as equacdes de Langmuir ou Freundlich. Muitos pesquisadores
explicam que a sorcdo de ions metalicos nos CNT também pode ser descrita através das
equacOes de Langmuir e Freundlich (LI et al., 2002; LU; LIU, 2006). Segundo Porpino e
colaboradores, (PORPINO et al., 2011), a quantidade de ions de metais adsorvidos por

unidade de massa do adsorvente pode ser calculada empregando-se a seguinte equacao:

Qe=(CO-Ce)xV
M

1)
Sendo Qe, a quantidade de ions de metais adsorvidos por unidade de massa do adsorvente;
Co, a concentracdo inicial e Ce, a concentracdo em equilibrio do soluto que permanece em
solucgéo; V, o volume da solugcdo em mL e M, a massa do peso seco do adsorvente.

O percentual da massa de metal adsorvida por massa de adsorvente (% Ads) foi

calculado de acordo com a equacéo (2):
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% Ads = (Co - Ce) « 100
e (2)

Isoterma de Langmuir

O modelo estabelecido proposto por Langmuir explica a adsor¢do sobre uma
superficie uniforme, simples, infinita e ndo porosa. Este modelo baseia-se na hipotese de
movimento das moléculas adsorvidas pela superficie do adsorvente, de modo que, a
medida que mais moléculas sdo adsorvidas, ha uma distribuicdo uniforme formando uma
monocamada que recobre toda a superficie. Utiliza-se do conceito dindmico do equilibrio
de adsorcdo que estabelece a igualdade nas velocidades de adsorcdo e dessorcao. A
adsorcdo é monomolecular, a superficie é energeticamente homogénea e ndo existe
interacdo entre as particulas adsorvidas (LANGMUIR, 1916).

A expressdo da isoterma de Langmuir é representada pela equacéo (3):

Qe = (KL.Ce.Qm)
(1+KL.Ce) 3)

Onde:, Qm € a constante de Langmuir que é a capacidade de adsorcdo tedrica na
monocamada (mg.gt); K. é esta relacionada com a energia de adsorcéo (L. g%).

Os parametros de adsorc¢do, Qm e Ki, podem ser determinados transformando a
equacéo de Langmuir para forma linear. A equacao (4) representa a regressao da isoterma.
Um grafico poderd ser obtido e a partir do coeficiente angular e linear permitirdo
determinar a quantidade méaxima adsorvida e a constante de equilibrio. A constante de
Langmuir € um indicativo da capacidade maxima de adsorcdo e da energia de adsorcao
(LANGMUIR, 1916).

ga = 1 +i Ce
Qe OmKL Om

(4)

O fator de equilibrio R. apresentado na equacédo (5) pode explicar a forma dos
modelos de isoterma propostos por Langmuir e indicam se a adsorc¢do € desfavoravel (R.
> 1), favoravel (0 <Rp< 1), linear (RL=1) eirreversivel (RL=0) (PORPINO et al., 2011).
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RL 1

(1+KL.Om) )

Isoterma de Freundlich

O modelo de isoterma de Freundlich baseia-se na sor¢do sobre uma superficie
heterogénea e assume a existéncia de uma estrutura em multicamadas, prevendo uma
distribuicdo exponencial de vérios sitios de adsor¢do com energias diferentes. O modelo

de Freundlich pode ser explicado pela equacao (6):

1/n

Qe = Kr.Ce (6)

Onde: Qeéa quantidade de ions de metais adsorvidos por unidade de massa do adsorvente,
Kt e n sdo constantes experimentais. Kr indica a capacidade de adsor¢do do adsorvente, n
indica o efeito da concentracdo na capacidade de adsorcao e representa a intensidade da
adsorcao.

Representando de forma linear a equacéo (6), pode ser representada com:

InQe = InKs +% In Ce @

O gréfico de In Q. em funcdo de In C. é uma reta com coeficiente linear igual a In
Kt e inclinacdo igual a 1/n. Valores compreendidos entre 1 < n < 10 indicam o
favorecimento da adsor¢do (AMUDA; GIWA; BELLO, 2007).

2.2.3 Adsorcao de metaisem CNT

Dentre as diferentes aplicacbes dos CNT, destacam-se a extracdo de ions
metalicos em distintas matrizes complexas como: amostras ambientais (Agua de torneira,
residuais, mananciais, aguas costeiras, sedimentos) e bioldgicas (cabelo humano, urina,
figado bovino, peixes, entre outras) (HERRERA-HERRERA et al., 2012). A Tabela 3
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apresenta um resumo dos diferentes métodos analiticos utilizados empregando os CNT

como reagentes sélidos na separacéo e/ou pré-concentragdo de metais.

Tabela 3 - AplicacBes recentes de CNT como adsorventes sélidos na extracdo/pré-concentracdo de
metais em diferentes matrizes.

TIPO DE CNTs/
ANALITO MATRIZ CARACTERISTICAS METODOLOGIA LODs REF.

CRM (cabelo

cd (1), humano), 4gua de rio MnO: _WCNT ETAAS 0.15e044
Pb (1) .. o.d.: - pg.L
e de reservatdrio
Co (I, Cudl). oM (sedimento DWCNT 0.5¢6.9
Ni (1), Pb (1), de rio) od: 5 nm FAAS g 43
Fe (111), Mn (I1) 0 HG-
Cu (I1), Pb (1), < . PIDA-MWCNT 0.15e0.26
Fe (111) Agua de rio Diametro: 8 nm ICP-OES gL' 45
Cu (1), Cd (1), Agua de torneira, MWCNT: 0.d.:
Pb (11), Zn (1), agua do mar, 30-50 nm. i.d.-
Ni (1) e Co (I1) molho de tomate, P 0.30e0.60
5-15 nm, FAAS 4 54
complexo de conservas de . ) pg.L
o X ~ comprimento:
ditiocarbamato peixe e grdo de
S . 0.5-200 pm
pirrolidina bico
Folhas de tomate, . .20
Co(Il), Cd (1), figado bovino, trigo M{XVnCiNdT; g'_diéi?nf’o 024 0 2.60
Pb (1), Mn (I1),  cozido, cha preto, P o FAAS ' i 55
. . . comprimento: Hg.L
Cr (I1) e Ni (1) liquen, agua de
. 0,5-200 pm
fonte e de torneira
. MWCNT: o.d.: 0.010e
cd (1) Urina 10220 mn ETA-AAS 1.03 gL 74
Solos agricolas, flores MWCNT, MWCNT-o, %Be
Cr(Iv) g . MWCNT-NH, i.d.: uv 1028.5 89
ornamentais B
~10 mn Hg.Kg

Fonte: Adaptado de (HERRERA-HERRERA et al., 2012).

2.2.3.1 Mecanismo de adsorcéo

A adsorcdo de ions metalicos na superficie dos CNT aumenta significativamente
apos processos de oxidacdo no emprego de solugdes acidas (HNO3z, H2SO4, KMnO4 ou
misturas de HNO3z/ H2SOg), pois as extremidades dos CNT sofrem aberturas e rupturas

apos o processo de oxidagdo. Portanto, apds o processo de oxidacdo hd uma melhora na
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sua dispersividade devido uma grande quantidade de grupos funcionais oxigenados na
superficie dos CNT (SHIM; PARK; RYU, 2001; SRIVASTAVA, 2013).

Estes grupos sdo responséveis por um aumento na carga negativa na superficie
dos CNT e os atomos de oxigénio doam o par de elétrons livres para os ions metalicos,
consequentemente, aumentando a sua capacidade de troca catidnica. A capacidade de
adsorcdo de ions metalicos nos CNT depende fortemente da acidez superficial (RAO;
LU; SU, 2007). A troca de prétons entre os grupos funcionais da superficie dos CNT e 0s
ions metalicos pode ser explicado pelas interagfes quimicas entre ambos (Figura 9).

Os principais mecanismos de adsorcéo dos ions metalicos sobre CNT sdo: atragédo
eletrostética e interagdo quimica entre os ions do metal e os grupos funcionais de

superficie do CNT.

Figura 9 - Esquema do mecanismo de sorcao de ions metalicos divalentes na superficie dos CNT.

CNT oxidado Troca de ions na
superficie do CNT

Fonte: Adaptado de (RAO; LU; SU, 2007).

2.2.4 Adsorcao de proteinasem CNT

Ambos 0s SWCNT e MWCNT tém aplicacGes potenciais no desenvolvimento de
novos tipos de dispositivos bioldgicos em miniaturas, incluindo sondas e sensores. Para
se alcangar este objetivo, hd a necessidade da imobilizacdo de moléculas bioativas na
superficie dos CNT atraves de ligacGes covalentes ou ndo covalentes (GUO et al., 2004).

Nos ultimos anos a funcionalizacdo de CNT com proteinas pode ser usada para
introduzir os CNT em outros sistemas bioldgicos importantes. Nessa perspectiva,

pesquisadores desenvolveram um trabalho sobre a aplicacdo de nanotubos
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funcionalizados com diversos tipos de moléculas, entre as quais a proteina BSA, e
perceberam que a funcionalizagdo dos nanotubos pode permitir uma maior aplicacdo
deste (SUN et al., 2002). Novos estudos foram realizados na tentativa de se descobrir
proteinas que fossem capazes de dispensar melhor os nanotubos ou formar
bionanocomplexo aplicaveis. Entre as proteinas imobilizadas destaca-se a ferritina
(JIANG et al., 2004), a BSA (JIANG et al., 2004), a hemoglobina (JIA et al., 2005) e a
HSA (SHEN et al., 2008).

Em 2011, pesquisadores, estudaram a adsorcdo da proteina BSA em CNT
funcionalizados (CNT f) com amino-ciclodextrina e os difratogramas mostraram que a
BSA adsorvida nos CNT f, possuia sua forma cristalina alterada. Os resultados por
dicroismo circular (CD) indicaram que a mudanca da estrutura secundaria da BSA foi
causada principalmente pela interacdo hidrofobica dos residuos de BSA com as paredes
dos CNT f. O aumento da dispersividade dos CNT fem agua, facilitou a adsorcéo de BSA
nos CNT f (FENG; JI, 2011).

Para entender as interacfes entre proteinas de HSA e SWCNT, pesquisadores
utilizaram técnicas experimentais e tedricas, como microscopia de forca atdmica, CD e
simulacdes de dinamica molecular. As interacdes entre os SWCNT e os residuos
aromaticos (Trp, Phe, Tyr) da HSA foram de extrema importancia na determinacéo da
capacidade adsortiva dos CNT. Os ensaios de citotoxicidade em células monoliticas e
endoteliais da veia umbilical revelaram que as interacfes entre as proteinas do sangue e
a superficie dos CNT modificaram e a diminuicdo da citotoxicidade dos CNT revestidos
com proteinas (GE et al., 2011).

Em 2014, realizou-se um estudo de comparagéo sobre mecanismo de interacéo de
duas proteinas sollveis em agua, BSA e lisozima (LYS), com os MWCNT puros e
funcionalizados, consequentemente realizaram-se estudos de adsorcdo antes e apos 0
processo de modificacdo quimica da superficie dos CNT. O efeito da modificacdo
quimica resultou em CNT carboxilados e elevada adsorc¢ao de proteinas as superficies dos
mesmos. Os pesquisadores propuseram que a elevada capacidade de adsorcdo estava
relacionada com base na estrutura primaria de BSA e LYS e a predominancia de
interaces hidrofébicas, ou seja, interacdo ibnica entre proteinas e os MWCNT
(TAKADA et al., 2014).

DU e colaboradores estudaram as mudancas conformacionais responsaveis pelas
estruturas secundarias da BSA e LY Z na superficie dos CNT funcionalizados, efeitos dos

grupos funcionais sobre os CNT, fornecendo uma melhor compreensdo do mecanismo de



38

adsorcéo das proteinas nos CNT funcionalizados e informacdes Uteis para a aplicagédo
biomédica destes (DU et al., 2014).
A Tabela 4 apresenta um resumo de algumas aplicagdes dos CNT modificados ou

puros na bioconjugacdo com diferentes proteinas.

Tabela 4 - Algumas aplicacdes de CNT bioconjugado com proteinas.

PROTEINA NANOMATERIAL APLICAGAO REF.
B-Glucosidase MWCNT-COOH Biocatalise 163
Lipase de Candida MWCNT ou . .
rugosa MWCNT-COOH Biocatalise 164
Peroxidase de SWCNT/Eletrodo de carbono Sensor 165
Rabano silvestre modificado (GCE) com chitosana  bioeletroquimico
Trameter hirsuta MWCNT/(GCE) Célula bicombustivel 166
de Lacase modificado
Peroxidase, Mioglobina SWCNT/GCE modificado Célula bicombustivel 167
e Citocromo C com liquido idnico e biossensores
Cerrena unicolor CNT/modificado com eletrodo de Célula bicombustivel 168
de Lacase diamante dopado com borano e biossensores
. SWCNT/GCE .
Desidrogenase - Biossensor
alcodlica . mod!flgao!opoly(_c loreto de de etanol 169
dimethildialilamonio ) (PDDA)
SWCNT/GCE modificado Biossensor de
. o 170
Oxidase glucose, com silica GCE glucose
peroxidase MWCNT/GCE modificado Biossensor de
- 171
com azul de toluidina/nafton glucose

MWCNT/GCE modificado

Citocromo C . . : Detecgédo de H202 172
com poly(amidoamina)/chitosana
Peroxidase MWCNT/GCE modificado Detecgédo de H202 173
Com chitosana/sol gel
Citocromo C MWCNT/GCE modificado Biossensor de nitrito 174

com poly(amidoamina)/chitosana

Hemoglobina de . Biossensor de oxigénio e
Trametes versicolor MWCNT/chitosana célula biocombustivel

Fonte: Adaptado de (SAIFUDDIN; RAZIAH; JUNIZAH, 2012).

175
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2.3 MATERIAIS DE ACESSO RESTRITO (RAM)

A expressio “meio de acesso restrito” (do inglés, restricted access
media -RAM) foi introduzida por Desilets et al. em 1991, como termo geral para suportes
cromatogréaficos que permitem a injecao direta de fluidos bioldgicos e limitam a interacéo
dentro dos poros apenas para moléculas pequenas (DESILETS; ROUNDS; REGNIER,
1991). O uso das colunas RAM e as classificacdes de diversos suportes ja foram revisados
ha alguns anos (SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004) e, bem recentemente, elas
tém crescido em interesse com algumas novas revisdes (MULLETT, 2007; SADILEK;
SATINSKY; SOLICH, 2007).

Para o estudo de matrizes bioldgicas, as colunas RAM tém se mostrado uma boa
alternativa, pois sdo capazes de excluir macromoléculas, como as proteinas, retendo
apenas as moléculas de menor peso molecular. Em colunas do tipo RAM, a superficie
externa da silica é coberta por uma rede hidrofilica, enquanto dentro dos poros atuam as
interacdes hidrofdbicas, ibnicas ou de afinidade. Devido ao tamanho desses poros, apenas
pequenas moléculas sdo capazes de acessar o interior dos mesmos, ja que uma barreira de
difusdo fisica impede que as macromoléculas consigam adentrar nesses poros. Quando a
amostra é injetada em colunas deste tipo, ocorre também uma barreira de difusdo quimica
que é responsavel ndo so pela retencdo das pequenas moléculas, mas também pela ndo
adsorcdo das macromoléculas. Assim, as fases estacionarias do tipo RAM combinam os
principios de Cromatografia de Exclusdo e da Cromatografia de Fase Reversa ou de Troca
I6nica (SOUVERAIN; RUDAZ; VEUTHEY, 2004).

Limaetal., 2006, relataram o procedimento de preparo de colunas RAM proteina-
imobilizada do tipo albumina sérica bovina (RAM-BSA, do inglés Restricted Access
Media — Bovine Serum Albumin). Neste estudo, foram preparadas e avaliadas quanto a
capacidade de exclusdo das proteinas do plasma e de retencéo para uma série de farmacos
acidos, basicos e neutros (DE LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

Na Figura 10 é mostrada uma representacdo esquematica para fases RAM. Mais
especificamente, para o caso das proteinas imobilizadas do tipo BSA e um esquema

simplificado do mecanismo de excluséo proteica.
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Figura 10 - Esquema representando a exclusdo de proteinas e retengao
das pequenas moléculas nas fases hidrofobicas RAM-BSA.

RAM-BSA .
Proteina
com analito
Revestimento Extracéo

com BSA

Analito

<J\/ Atragaglq
o eletrostatica
o o Fase

hidrofébica

-

Repulséo
eletrostatica

Eluicéo

Fase
hidrofilica\.)

Fonte: Adaptado de (DE LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

As colunas RAM-BSA tém como principais vantagens: facilidade para
automatizacao, grande nimero de analises por tempo, possibilidade de injecdo direta e
repetida da amostra néo tratada. As possibilidades de aplica¢do de colunas RAM néo se
restringem apenas as analises de farmacos em biofluidos, podendo, por exemplo, serem
empregadas em estudos de aguas (BARREIRO et al., 2010), analises de alimentos
(CHICO et al., 2008) e na configuracdo simples ou acopladas a uma coluna analitica,
funcionando como uma pré-coluna (DE LIMA; CASSIANO; CASS, 2006).

Devido as importantes aplicacfes dos materiais RAM, a Tabela 5, apresenta
resumidamente algumas aplicacfes na determinacdo de analitos organicos em matrizes

complexas (Sangue e plasma humano, urina, 4gua, alimentos, etc).
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Tabela 5 - Algumas aplicacBes recentes de RAM para determinacdo direta de analitos organicos em
amostras bioldgicas.

APLICACAO MATRIZ ANALITOS MATERIAL REF.

LiChrospher RP-18 ADS

Analise de Sangue Benzodiazenings (22 X 4 mm), Particle size 25 um,
farmacos_e humano P Merck, LiChrospher 60 XDS 66
substancia (25 pm x 4 mm), 25 pm, Merck
biologicamente .
ativas em Plasma Acetato de LiChrospher RP-4 ADS 67
fluidos humano ciproterona (25 x 2 mm), 25 pm, Merck
bioldgicos Urina Verapramil e LiChrospher RP - 8 ADS 68
humana metabolitos (25 x 4mm), 25 um, Merck
. Hisep SHP
Frutas Pesticidas 88
Analise de (50 - 4,6 mm), 5 mm
alimentos : _— LiChrosorb C18 (50 -
Leite Poliaminas 4,6 mm), 10 um, Agilent 91
Monitoramento  Agua potavel, Horménios, LiChrosorb RP - 4, RP - 8; ADS 87
ambiental rio e sedimentos esterdides (25 x 4 mm), 25 pm, Merck

Fonte: Adaptado de (SADILEK; SATINSKY; SOLICH, 2007).

2.4 NANOTUBOS DE CARBONO DE ACESSO RESTRITO A LIGACAO COM
MACROMOLECULAS POR MEIO DE RECOBRIMENTO COM ALBUMINA
(RACNT-BSA)

Os CNT sao amplamente empregados em processos sortivos, para extragdo em
fase solida de diversos analitos e como recheio de colunas cromatogréaficas. Porém, todas
as aplicagdes sdo restritas a solucdes aquosas. Quando os analitos encontram-se em meios
com alta concentracdo de macromoléculas (e.g. sangue total, plasma, soro, amostras de
alimentos e etc.), o material ndo apresenta seletividade e retém grande quantidade de
proteinas em sua superficie externa, causando perda de seletividade, diminuicdo de sua
vida util e risco de degradacdo de colunas analiticas.

Na sintese do RACNT-BSA desenvolvido por Barbosa e colaboradores, os CNT
de paredes simples ou maltiplas podem ser recobertos diretamente ou ap6s uma reagao
de funcionalizacdo. Os CNT ndo modificados apresentam caracteristicas apolares e séo
empregados principalmente para extracao/pré-concentracdo de compostos organicos.

Os RACNT-BSA tém potencial para ampla utilizacdo e comercializacdo em

industrias e laboratdrios que trabalham com analises de metais e compostos organicos em
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fluidos bioldgicos, podendo ser acondicionados em qualquer sistema de extracdo que
utilize sorventes solidos, com a grande vantagem de ser possivel a injecdo direta de
fluidos proteicos sem qualquer etapa prévia de desproteinizacdo (BARBOSA et al.,
2015).

Ainda existem muitos fatos a serem elucidados sobre este material. Por exemplo:
mecanismo de interacdo entre os CNT e a BSA; entre 0s RACNT-BSA e as

macromoléculas; entre o material e ions metalicos, etc.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos sdo divididos em objetivo geral e especificos:

3.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho teve por objetivo o estudo e obtencdo dos RACNT-BSA e, como

aplicacdo, a obtencdo de apoproteinas a partir da extracdo de ions Fe da catalase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

b)

f)

Preparo dos RACNT-BSA com comparacao entre dois processos de oxidacdo dos
CNT, o primeiro com HNOz 2,6 mol. LY e o segundo com HNO;3
65% (v / v), aproximadamente 14,44 mol. L?;

Caracterizar os materiais obtidos por espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TG/DTG), analise
elementar (CHN), Difracdo de raio X de p6 (DRX) e Microscopia eletrdnica de
varredura (MEV);

Estudo da influéncia do pH na exclusdo de proteinas BSA percoladas pelos
RACNT-BSA, empregando Espectroscopia de absor¢do Optica na regido do
ultravioleta-visivel (UV - Vis), método de Bradford (MARION, 1976).
Determinacdo do ponto isoelétrico (pl) das amostras por titulacdo
potenciomeétrica;

Estudos de adsorcdo (cinética de adsor¢do e modelos de isotermas) dos RACNT-

BSA para ions Fe;

Avaliar o desempenho do RACNT-BSA em termos de seletividade, separacao,
capacidade de eliminacdo de macromoléculas e determinacdo de ferro em

catalase.
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguir a metodologia utilizada neste trabalho € apresentada. O material de

partida, reagentes e solucdes e a metodologia experimental detalhada.

4.1 MATERIAL DE PARTIDA

Os CNT utilizados foram os de paredes maltiplas, adquiridos da Sigma-Aldrich®.
Foram produzidos pelo método de Deposicdo Termoguimica de Vapor e pureza minima

de 95% em massa, diametro da parede exterior na faixa de 6 a 9 nm e comprimento de 5

pm.

4.2 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes, acido nitrico 65% (v/v), acido acético glacial P.A, acido fosforico
P.A, fosfato de sodio bibasico anidro PA, TRIS-HCI, foram utilizados para o preparo do
tampdo; BSA cristalina, catalase, glutaraldeido e borohidreto de sédio (todos da Sigma-
Aldrich) foram usados para a funcionalizagio e revestimento dos CNT. Acido cloridrico,
hidroxido de sédio, carbonato de sédio e biftalato de potassio, foram utilizados no preparo
e padronizacdo das solucdes empregadas na titulacdo potenciométrica. Os padrdes
utilizados no trabalho foram preparados a partir da diluicdo de uma solucdo padréo
estoque de Ferro, Cadmio e Chumbo (1000 mg. L) (todos da Sigma-Aldrich®).

4.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Como este trabalho se constituiu de varias etapas experimentais, apresenta-se a

seguir na Figura 11 um fluxograma experimental geral.



Figura 11 - Fluxograma geral da metodologia empregada neste trabalho.
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CaracterizacOes

o Andlise termogravimétrica (TGA)
Diluido: HNOs Concentrado: HNOs e Espectroscopia no infravermelho com

2,6 mol/L 65% (v /v) transformada de Fourier (FTIR)
Microscopia eletronica de varredura
(MEV)
o Andlise Elementar (CHN)
Difracao de raio-X de p6 (DRX)

Recobrimento com
proteina (BSA)

------- i
-B

|
| RACNT-BSA (br !
| |

o Ble Titulacéo potenciométrica

|

| |

' |
Determinacdo do [ ' '

ponto isoelétrico (pl)

Método de Bradford
et < ¢ Espectrometria de absor¢cdo molecular
no ultravioleta/visivel (UV-VIS)

Teste de adsorcéo
de metais

e Espectrometria de absor¢do atdmica
por chama (FAAS)

Fonte: Do autor.
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4.3.1 Funcionalizacdo dos CNT

A sequéncia de funcionalizacdo pode ser esquematizada da seguinte forma,

conforme a Figura 12:

Figura 12 - Sequéncia das etapas de funcionalizagdo do CNT p.

Sistema em refluxo
v ¥

HNO;,

HNO,
conc.65% v /v

2,6 mol.L*

Temperatura 120

Temp. 120 °C °Cpor1,5h
por 4 h
40 mL HNO, N 40 mL HNO,
2,6 mol.L'* > conc. 65 % Vv /v

) Obtencéao dos
E CNT oxidados

500 mg _— Filtrag&o LR
CNT puro & A VACUO Secagem
120°C /12 h

Fonte: Do autor.

Foram utilizados dois procedimentos de funcionalizacdo. O primeiro foi adaptado
de (TCHOUL et al., 2007), como segue:

Para a funcionalizagdo com HNO3 2,6 mol. L, transferiram-se 500 mg dos CNT
puro (CNT p) para um baldo de fundo redondo preenchido com 40 mL do &cido, em
seguida montou-se o sistema em refluxo, sob agitacdo magnética a temperatura de
120° C por 4 h. Em seguida, filtrou-se os nanotubos em membrana de PTFE com poros
de 0,45 um de didmetro. Depois da filtragem, as amostras foram lavadas com &gua
destilada até pH neutro e, em seguida, com 10 mL de metanol e 10 mL de N,N-
dimetilformamida (DMF). Por fim, os CNT oxidados (CNT ox. (br)) foram vertidos em
um bal&o de fundo redondo contendo 40 mL de DMF e deixado a mistura em banho
ultrassénico (Cole Parmer -135 W, 4 KHz) por 1 h. Finalmente, secou-se o material a
120° C por 12 h.

Para o procedimento de funcionalizagdo com HNO3 65% (v / v), adaptado de (JIA
et al., 1999). Transferiram-se 500 mg de CNT p para um baldo de fundo redondo

preenchido com 30 mL de acido nitrico, em seguida, montou-se o sistema em refluxo,
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sob agitacdo magnética a temperatura de 120° C por 90 min. Na segunda etapa, 0s
CNT ox. (conc) foram filtrados em membrana de PTFE com poros de 0,45 um de
didmetro. Depois da filtragem, lavou-se a amostra com agua destilada até pH neutro e,

em seguida, o material foi secado em estufa a 120° C por 12 h.

4.3.2 Recobrimento dos CNT funcionalizados com BSA (RACNT-BSA)

Os CNT funcionalizados (de ambos os processos descritos no item anterior) foram
recobertos com BSA, segundo a metodologia descrita por (BARBOSA et al., 2015),
sendo importante enfatizar que qualquer outro tipo de CNT funcionalizado pode ser

submetido a esse processo de recobrimento.

Figura 13 - Representacdo esquematica do recobrimento dos CNT funcionalizados.

CNT B P e Solugdo de BSA 1%  Solugdo de Solugéo de boroidreto
oxidados f < Cartuchos (m/v) em tampdo  glutaraldeido de s6dio 1% (m/ v)
' de SPE fosfato pH 5,7 1% (v/ v) Agua
ﬁ ® 20 L/\ / 5mL xz mL
m m

Cartucho 3
SPE Repouso avagem
por 5 hs com agua
200 mg de
CNT oxid.
CNT oxidado RACNT BSA

Fonte: Do autor.
Nota: Em (a) Foto da montagem utilizada empregando o Manifold e (b) Esquema geral do recobrimento
com BSA.

De acordo com esquema representativo (Figura 13), percolou-se sequencialmente,
20 mL de solugdo de BSA 1% (m/v) em tamp&o fosfato 50 mmol. L (pH =5,7) e 5 mL
de uma solugéo aquosa de glutaraldeido 1% (v / v) em um cartucho de SPE contendo 200
mg do CNT ox. Nessa etapa, o glutaraldeido, agente reticulante bifuncional, estabeleceu
interligacdes entre 0s grupamentos amina das cadeias proteicas, fixando a camada de BSA
ao redor do CNT ox. Transcorrido um periodo de 5 h, adicionou-se 10 mL de uma solugéo

aquosa de borohidreto de sodio de 1% (m/ v), percolados pelo cartucho com a finalidade
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de reduzir as iminas (originadas da reacdo anterior) a aminas, que sao grupamentos mais

estaveis quimicamente, conferindo assim estabilidade quimica ao material. Finalmente o

RACNT-BSA foi lavado em abundancia com &gua para a retirada dos reagentes

remanescentes do processo de recobrimento.

4.3.3 Intercruzamento da BSA com glutaraldeido

Para a obtencdo da BSA intercruzada (BSA int) utilizou-se a mesma proporc¢éo de

reagentes utilizadas no recobrimento dos CNT ox., porém sem a presenca dos mesmos.

Para melhor entendimento, a nomenclatura dos materiais sintetizados e estudados,

seguindo da metodologia anteriormente, estdo apresentados na Tabela 6:

Tabela 6 - Tabela representando a descri¢do dos materiais e siglas.

Descricdo dos materiais Sigla
CNT puro CNTp
CNT p oxidado com HNO3 2,6 mol.L* CNT ox. (br)

CNT p oxidado com HNO3 65% (v / v)
CNT ox. (br) revestido com BSA intercruzada
CNT ox. (conc.) revestido com BSA intercruzada

BSA pura
BSA intercruzada com glutaraldeido

CNT ox. (conc.)
RACNT-BSA (br)
RACNT-BSA (conc.)

BSA
BSA int.

Fonte: Do autor.

4.3.4 Técnicas para caracterizacgdes

Apos a preparacdo dos RACNT-BSA descritos acima, passou-se a caracterizagdo

dos mesmos, utilizando as técnicas a seguir:
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4.3.4.1 Analise termogravimétrica

As medidas de termogravimetria (TG) foram realizadas em um equipamento de
analises simultaneas TG/DTA, (DTA, do inglés diferential thermal analysis), modelo
TG/DTAT7300 da Sl Nanotechnology Inc.. Amostras de aproximadamente 4 mg foram
analisadas seguindo o protocolo: taxa de aquecimento de 10° C. min em uma faixa de
temperatura de 40 a 1300° C e sob atmosfera de ar sintético e inerte de nitrogénio com
fluxo de 50 mL. min"t em suporte de amostra de alumina. As medidas foram realizadas
no Laboratdrio de Analises Quimicas de Farmacos, localizado na Universidade Federal
de Alfenas - UNIFAL-MG.

4.3.4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Para a obtencdo dos espectros com espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), utilizou-se um espectrofotdmetro marca IRPrestige-21,
modelo FTIR-8400S Shimadzu, na regido de 4000 a 750 cm™, com resolugéo espectral
de 4 cm, adquiridos com 64 acumulacdes e empregando uma mistura massica de KBr
com concentracdo de amostra de 1% m / m. As medidas foram realizadas no Laboratério
Interdisciplinar de Quimica - LabiQ, localizado na Universidade Federal de Alfenas —
UNIFAL - MG.

4.3.4.3 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias foram realizadas por um Microscépio eletrdnico de varredura
LEO 1450 VP Trademark LEO Co. Ltd. A amostra foi colocada sobre a superficie do
stub coberta com fita de carbono dupla face, sem necessidade de cobertura por ouro. As
analises foram realizadas na EEL-USP (Escola de Engenharia de Lorena- Universidade

de Séao Paulo).
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4.3.4.4 Analise Elementar

As andlises elementares (CHN) foram realizadas em um analisador elementar
Leco Truspec, que detecta Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio, modelo CHNG628.
Utilizaram-se 2 mg de amostra e as analises foram realizadas em triplicata. As medidas
foram realizadas no Laboratério Interdisciplinar de Quimica — LabiQ, localizado na
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - MG.

4.3.4.5 Difracéo de raio-X de pé (DRX)

Os difratogramas de raios-X de p6 foram obtidos utilizando-se o equipamento
Rigaku, modelo Ultima IV, com CuK, o.= 1,54051 A entre o intervalo (26): 10 —80° com
velocidade de varredura igual a 4°.min™t. As medidas foram realizadas no Laboratorio de
Cristalografia, localizado na Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL - MG.

4.4 Avaliacdo da exclusdo de proteinas BSA percoladas pelos RACNT-BSA em

relacdo ao pH

Para avaliar a exclusdo de BSA dos RACNT-BSA em fun¢do do pH, utilizou-se

o0 reagente de Bradford.

4.4.1 Preparo da solucdo de BSA e reagente de Bradford

Para a avaliacdo da exclusdo de proteinas BSA percoladas pelos RACNT-BSA
em relacdo ao pH, preparou-se solu¢bes de BSA com concentracdo aproximada de

3 pug.mL* em tampéo fosfato (50 mM) no intervalo de pH de 2,2 a 7,0.
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Baseando-se no procedimento de Bradford (MARION, 1976), foram pesados 50,0
mg do corante azul brilhante “Comassie Brilhante Blue” e dissolvidos em 12,5 mL de
etanol 95%. Posteriormente, 50,0 mL de acido fosférico (85 % P.A.) foram adicionados,
sob constante agitacdo. Transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 500 mL e
completou-se o volume com agua. A solucao do reagente foi filtrada e estocada em frasco
de vidro ambar e guardada em geladeira (4° C).

A concentracdo proteica (BSA) foi expressa utilizando a albumina de soro bovino
como padréo. Para isso, foi feita a curva analitica de calibracdo na faixa de concentracédo
entre 1 a 6 pg. mL%, com 0 mesmo tamp3&o usado nas diluicdes das amostras ou com agua
deionizada.

Para as medidas espectrofotométricas, pipetaram-se, em cubetas de pléstico,
100 pL de solucdo de BSA diluido apropriadamente. Em seguida, foram adicionados 900
uL da solugdo denominada reagente de Bradford, esperou-se o tempo reacional de

3 min e realizaram-se as medidas de absorbancia.

4.4.2 Influéncia do pH na exclusdo de BSA dos RACNT-BSA

Para avaliar a influéncia do pH no recobrimento dos RACNT-BSA br. e conc.,
preparam-se soluges de BSA com concentragdo aproximada de 3 pg. mL™* em tamp&o
fosfato (50 mM) no intervalo de pH de 2,2 a 7,0. Em seguida, foram realizadas quatro
percolacgdes sucessivas das solu¢des de BSA em cartuchos de extracdo em fase solida (do
inglés, solid phase extraction SPE) (Chromabond® de polipropileno, C18), preenchidos
com 150 mg de RACNT-BSA. Os percolados foram recolhidos e as concentracfes de
proteinas foram determinadas espectrofotometricamente, em triplicatas, utilizando-se um
espectrofotdmetro UV-Vis (Biochrom, modelo S22) no comprimento de onda de 595 nm,
relativo a maxima absor¢do do complexo proteina-corante, empregando o método de
Bradford (MARION, 1976). As concentracGes de BSA foram determinadas nas solugdes

antes e apos cada percolagdo (Vide Figura 14).
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Figura 14 - Medidas espectrofotométricas antes e depois das percolagdes.

Solucéo de
BSA 3 pg/ mL
em tampéo fosfato .
(50 mM), pH2.2a7.0 =

Reagente de
Bradford Leitura UV/vis 595 nm

|
—»l

Cubeta

Cartucho de SPE ——,
com 150 mg de
RACNT-BSA

Percolato

=
Y

w

(3

C

4 percolacdes sequénciais

Fonte: Do autor.

Apbs as percolagdes das solucdes de BSA, escolheu-se o cartucho cuja solucao de
BSA tinha pH = 3,0 (distante do valor de pl da BSA), para se verificar se apds estas
sucessivas percolacdes ocorreria o desprendimento de BSA dos RACNT-BSA ao lava-
los com agua. Esse cartucho com RACNT-BSA sofreu 4 lavagens sucessivas com agua
destilada, as quais foram recolhidas e suas concentraces de BSA determinadas também

pelo método de Bradford.

4.5 Determinacao do Ponto Isoelétrico (pl) dos materiais

Os pl dos materiais foram determinados por titulagdo potenciométrica,
adicionando (~ 15 mg) de material em um erlenmeyer contendo 20,00 mL de &gua
deionizada. Cada material foi titulado utilizando uma bureta de 50,00 mL. A solugéo de
HCI 0,1 mol. L foi padronizada com Na,COs; como padrdo primario e a solucdo de
NaOH 0,01 mol. L* foi padronizada com o sal de biftalato de potassio. Os valores de pH
foram medidos, utilizando o pHmetro (MS Tecnopon Instrumentacdo, modelo mPA210),

a cada volume adicionado do agente titulante. A segunda inflexdo da curva
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potenciometrica &cido-base dos materiais titulados, indicou o pH sendo igual ao pl dos

materiais, o qual foi determinado a partir da segunda derivada das curvas obtidas.

4.6 Otimizacao de tampdes empregados

Empregaram-se trés solucdes tampdo: citrato e tris - HCI (pH 7,0) e acetato
(pH 6,0), todos com concentragdo 0,010 mol. L%, de acordo com o esquema ilustrado na
Figura 15, para avaliar a adsorcdo de ions ferro. Primeiramente pesaram-se 5 mg de
material adsorvente CNT p, RACNT-BSA (br.) e RACNT-BSA (conc.) e 1 mg de BSA
int.. Em seguida, adicionaram-se 5 mL de solu¢do tampédo com concentracao 1,25 mg. L
! de fons ferro preparados a partir do padrdo 1000 ppm, ressaltando que o experimento
foi realizado em triplicata. Em seguida, as solu¢Ges tampdo com ions ferro ficaram em
contato com 0s materiais em repouso durante 12 h, para avaliar a possivel adsorcdo. Apos
o tempo decorrido, as solucdes foram centrifugadas e imediatamente determinadas por
espectrometria de absorcdo atdmica por chama (FAAS, do inglés Flame atomic

Absorption Spectrometry).

Figura 15 - Esquema da adsorcéo de ferro nos materiais, CNT p, RACNT-BSA (br.), RACNT-BSA
(conc.) e BSA int. com otimizagdo dos tampdes.

5 mL de solugéo Citrato, pH 7,00
(Emee (O ihe) Tris-HCI, pH 7,00

,com fons A H 6.00
Fe (1,25 ppm) cetato, pH 6,

nnnnn

e
T -
5mg (CNTp, RACNT-BSA Repouso
br), (conc) e (BSA int. 12 horas i .
(br), (conc) e ( ) Centrifigagdo Determinacéo
5 min por FAAS

Fonte: Do autor.
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4.7 Estudo de adsorcédo de metais

Ap0s a escolha do tampé&o adequado para o experimento, avaliou-se a adsorcao de
outros metais (chumbo e cddmio), seguindo o0 mesmo procedimento da Figura 15, porém,
acrescentou separadamente 5 mL de solugcdo tampé&o acetato com concentragdo 1,25 mg.
L de ions metalicos (Fe?*, Pb®* e Cd?*) nos materiais.

4.7.1 Cinética de adsor¢ao

Foram pesados, analiticamente, para os experimentos de cinética de adsorcéo de
Ferro, 5 mg dos materiais: CNT p, RACNT-BSA (br.), RACNT-BSA (conc.) e BSA int.
Em seguida, adicionou-se 5 mL de solucdo padréo de Ferro com concentragéo inicial de
10 mg. L. Em seguida, as solugdes foram colocadas sob agitacéo constante utilizando
uma mesa LABOR a temperatura ambiente. Apds o tempo decorrido, as solucdes foram

centrifugadas e imediatamente determinadas por FAAS.

4.8 Avaliacdo da exclusao da catalase

Para avaliar a exclusdo de catalase do RACNT-BSA (br), preparam-se solucdes
de catalase com concentragdo aproximada de 3 pg.mL™* em tamp&o acetato em pH 6,0 e
tampéo TRIS-HCI, ambos com 50 mM). Em seguida, foram realizadas 4 percolacfes
sucessivas das solucdes de catalase em cartuchos de extracdo em fase solida (do inglés,
solid phase extraction SPE) (Chromabond® de polipropileno, C18), preenchidos com 15
mg de RACNT-BSA (br.). Os percolados foram recolhidos e as concentragbes de
proteinas foram determinadas espectrofotometricamente, em triplicatas, utilizando-se um
espectrofotdmetro UV-Vis (Biochrom, modelo S22) no comprimento de onda de 595 nm,
relativo & maxima absor¢do do complexo proteina-corante, empregando o método de
Bradford (MARION, 1976). As concentracOes de catalase foram determinadas nas

solucBes antes e apds cada percolacao.
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4.9 Emprego do RACNT-BSA (br.) na extragao de ions Fe em catalase

Preparou-se uma solucdo de catalase (3 mg.L™!) em tamp3o TRIS-HCI (0,01
mol.L ). Em seguida pesou-se 15 mg de RACNT-BSA (br) e adicionou-se 0 mesmo em
cartucho de extracdo em fase solida (do inglés, solid phase extraction SPE)
(Chromabond® de polipropileno, C18). Realizou-se trés processos de desnaturacdo da
solucéo de catalase: Desnaturagdo a quente (aquecimento da solucéo de catalase até 100°
C por 5 min), adicdo de 1 mL de SDS (Dodecil sulfato de sédio) em 4 mL de solucdo de
catalase e desnaturacédo a frio com 5 ciclos de resfriamento na geladeira e temperatura
ambiente.

Apds o processo de desnaturacdo, foram realizadas 4 percolacdes sucessivas de 5
mL das solu¢des de catalase no cartucho e imediatamente a concentracéo de ions Fe foram
determinados por espectrometria de absorg¢ao atdbmica por chama (FAAS, do inglés Flame
atomic Absorption Spectrometry).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes deste trabalho sdo apresentados a seguir referentes ao
processo de oxidacéo e recobrimento dos CNT, técnicas de caracterizacdes, avaliacdo da

excluséo de proteinas e extracdo de Fe da catalase.

5.1 RECOBRIMENTO DOS CNT FUNCIONALIZADOS COM BSA
(RACNT-BSA)

Na Figura 13 do procedimento experimental é apresentado um esquema referente
ao preparo dos RACNT-BSA, o qual consistiu em trés etapas: imobilizacdo ou
recobrimento com proteina, formacao das bases de Schiff, e por fim, a reducéo das iminas
e dos grupos aldeidos residuais.

Na primeira etapa do preparo dos RACNT-BSA destacou-se o recobrimento do
CNT oxidado com BSA, na sequéncia, a percolacdo do glutaraldeido pelos CNT ox., este
tem por funcdo reagir com as proteinas BSA, formando bases de Schiff (iminas).
Adicionalmente, o glutaraldeido, que é uma molécula que apresenta grupos aldeidos em
ambas terminacdes, liga-se as proteinas pelas duas extremidades, promovendo o
intercruzamento entre as moléculas de BSA, conferindo maior estabilidade ao
recobrimento e evitando perdas de proteinas na superficie dos CNT oxidados (DE LIMA;
CASSIANO; CASS, 2006). Na Figura 16 constam as reacdes quimicas pertinentes.

Figura 16 - Reacdo entre a BSA imobilizada e o glutaraldeido formando bases de Schiff, e subsequente
intercruzamento de ligac@es.
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As bases de Schiff formadas na segunda etapa podem sofrer hidrdlise, bem como
0s grupos aldeidos residuais podem reagir com moléculas da amostra a ser utilizada.
Assim, para que isso seja evitado, o borohidreto reduz as iminas e os aldeidos, garantindo
boa estabilidade e durabilidade do RACNT-BSA.

5.2 TECNICAS PARA CARACTERIZACOES

Apb6s a preparagdo dos RACNT-BSA descritos anteriormente, passou-se a

caracterizagdo dos mesmos, utilizando as técnicas a seguir:

5.2.1 Anélise termogravimétrica (TG)

A estabilidade térmica das amostras foi investigada utilizando analise
termogravimétrica (TG) em atmosfera oxidante de ar sintético e inerte com nitrogénio. A
Figura 17a e 17D, representa o perfil de perda de massa, fornecendo informacdes quanto

ao processo de funcionalizacao acida e o recobrimento dos CNT oxidados com BSA.

Figura 17 - Curvas de TG das amostras com tratamento de atmosfera de ar: (a) inerte de N e
(b) sintético.
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A partir da DTG da Figura 18 com a atmosfera de ar sintético, ha algumas
observacgdes em relacdo a oxidacéo &cida e o recobrimento com BSA.

Normalmente, as perdas de massa referem-se as impurezas em outras formas de
carbono, tais como, carbono amorfo, particulas grafiticas, estruturas na forma de fulereno,
CNT de parede simples e impurezas metélicas decorrentes do processo de sintese
(LEHMAN et al., 2011). Para a amostra do CNT, observa-se perda significativa de
aproximadamente 96,46% em massa com temperatura de 560,29° C.

Para as amostras oxidadas (CNT ox (br) e CNT ox (conc)), Figuras 18 e 19,
respectivamente, a temperatura de decomposicdo aumentou em relacdo ao CNT p,
demonstrando que apos o tratamento com &cido nitrico ocorreu a purificacdo, eliminando
carbono amorfo e outras impurezas. Segundo a literatura, 0 nimero de pico da curva
derivada da perda de massa e a largura do pico estao relacionados com a homogeneidade
da amostra, mostrando que o processo de oxidacdo resultou em um pico mais estreito

(amostra mais homogénea) em relacdo ao CNT puro (TRIGUEIRO et al., 2007).

Figura 18 - Curvas de DTG para CNT p e CNT ox. (br) com atmosfera de ar

sintético.
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Figura 19 - Curvas de DTG para CNT p e CNT ox. (conc) com atmosfera de ar

sintético.
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Fonte: Do autor.

Apds o recobrimento dos CNT oxidados com BSA intercruzada (Figura 20), as
temperaturas de decomposicdo coincidiram aproximadamente em 308 °C, com isso

confirma-se o processo de recobrimento com a proteina de BSA intercruzada.

Figura 20 - Curvas de TG e DTG para RACNT-BSA (br) e (conc) e BSA int.
com atmosfera de ar sintético.
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5.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros entre 4000 e 750 cm™ dos materiais CNT p, CNT ox. (br.) e CNT
ox. (conc.) estéo representados na Figura 21 e RACNT-BSA (br.), RACNT-BSA (conc.),
BSA p e BSA int. na Figura 22.

A analise de espectroscopia no infravermelho (IV) do material CNT p, néo
apresentou modos vibracionais intensos, uma vez que o momento de dipolo gerado neste
tipo de material, com poucos defeitos ou modificacdo quimica, é bastante fraco ou
inexistente, podendo também estar relacionado com a elevada absorcdo da radiacao
desses materiais.

Os modos vibracionais dos grupos oxigenados presentes nos espectros de
CNT ox. (br) e CNT ox. (conc) sdo: modos vibracionais dos grupos funcionais vibragdes
referentes ao estiramento de ligagdo C=0 referentes a carboxila 1721 cm™, modo normal
de vibracdo dos CNT referentes a ligagdo C=C ou C=0 (1622 cm™), estiramento de
ligacdo C-H (1400 cm™) e deformacéo angular da ligacdo O-H (1047 cm™. A banda entre
3200 e 3550 cm™ é atribuida ao estiramento da ligacdo O-H de alcool, fenol e acido
carboxilico ou &gua adsorvida nas amostras (KIM et al., 2005).

Figura 21 - Espectros no infravermelho dos materiais CNT p, CNT ox. (br.),
CNT (conc.).
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Fonte: Do autor.
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O espectro da Figura 22, os RACNT-BSA (br.) e (conc.), possuem uma banda de
estiramento de ligagdo C-N em 1102 cm™, j as outras bandas caracteristicas referentes a
esse material ndo foi possivel observar. Isto sugere que a interagdo entre as moléculas de
BSA intercruzada possuem pouca ou nenhuma interacdo com os CNT oxidados, sendo
esses materiais encapsulados pela BSA intercruzada.

No espectro da BSA int., a banda proxima de 1650 cm™ representa a banda de
amida | e possui uma forte contribuicdo de estiramento de ligagdo C=0. Esta banda
mostrou-se alargada em torno de 1652 cm™. Do mesmo modo, proximo de 1543 cm™,
amida Il (deformacdo angular no plano N-H e estiramento de ligacdo C-N), banda discreta
proxima de 1310 cm™ da amida Il (estiramento C-N e deformacdo angular N-H). A
regido entre 1150 e 1000 cm™ da BSA est4 associada aos grupos laterais dos aminoacidos
(SILVERSTEIN et al., 2014).

Figura 22 - Espectros no infravermelho dos materiais RACNT-BSA (br)
e (conc), BSApe BSA int.
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Fonte: Do autor.

Entretanto, ap6s o intercruzamento da BSA pura pelo agente de ligacdo cruzada
(glutaraldeido) representado pelo espectro da BSA int., observa-se a diminui¢do de
intensidade das bandas responsaveis pelas ligacGes entre N-H, confirmando assim a

reacdo intermolecular dos grupos carbonilas do glutaraldeido com os grupos aminas da



62

BSA e também pode ser resultado da diminuicdo da liberdade conformacional da BSA

intercruzada em relagéo a BSA pura.

5.2.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras (CNT p, CNT (br.), CNT (conc.) e RACNT-BSA (br.))
foi analisada por MEV com 100 X, 500 X, 1000 X e 5000 X de ampliacéo (vide a escala
em um na figura 23). E possivel observar a modificacio da superficie das amostras com

0 processo de oxidacdo &cida.

Figura 23 - Micrografias para as amostras CNT p, CNT ox. (br), CNT ox. (conc), RACNT-BSA (br).
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Nas micrografias com 100X de ampliacéo, a amostra bruta de CNT p se apresenta
como um aglomerado compacto, em meio ao qual os CNT sdo dificilmente distinguidos.
Alguns granulos podem ser provaveis impurezas (particulas metalicas, grafiticas e
carbono amorfo) e podem ser visualizados nas ampliagdes maiores (500, 1000 e 5000X).

Observa-se que apos o processo de oxidagdo do CNT p, as amostras de CNT (br)
e CNT (conc) se encontram de forma mais homogénea que o CNT p. Esta possivel
diferenga pode estar relacionada com a eliminagéo de impurezas da amostra brutado CNT
p, sendo confirmado pela TG. Ao aumentar a ampliagdo com 500, 1000 e 5000X, observa-
se claramente a eliminacao de impurezas.

Quanto ao processo de recobrimento da amostra de CNT ox (br) com BSA, nédo
foi possivel observar diferengas entre as amostras. Este processo pode ser confirmado por
outras técnicas de caracterizacBes realizadas neste trabalho, como anélise
termogravimétrica (TG), analise elementar (CHN) e Espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
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5.2.4 Andlise Elementar (CHN)

A Tabela 7 apresenta os teores de C, H, N de todos os materiais por analise

elementar.

Tabela 7 - Teores de C, H, N de todos os materiais por anlise elementar.

Material C (%) N (%) H (%) Total (%)
CNTp 94,93 0,25 2,50 97,69
CNT ox. (br) 92,58 0,45 2,38 95,41
CNT ox. (conc) 92,46 0,32 2,28 95,06
RACNT-BSA (br) 94,56 3,57 3,71 101,85
RACNT-BSA (conc.) 94,34 4,58 4,18 103,10
BSA p 45,96 14,02 6,38 66,36
BSA int. 42,19 11,98 6,04 60,21

Fonte: Do autor.

De acordo com os resultados da tabela 7, ha uma diferenca no percentual de
nitrogénio entre os materiais revestidos com BSA (RACNT-BSA (br.) (3,57%) e
RACNT-BSA (conc.) (4,58%)) e os CNT oxidados (em torno de 0,4%). Esta diferenca
pode ser atribuida aos grupamentos de aminas da BSA. A técnica permitiu estimar a
massa percentual de BSA imobilizada na superficie dos CNT oxidados. Esta estimativa
foi realizada a partir de célculos para determinacdo da concentracdo de proteina pelo
método de Kjeldahl. Este método determina a quantidade de nitrogénio total (CECCHI,
1999). De acordo com o método, a quantidade percentual de nitrogénio em alimentos,
geralmente corresponde a 16% da composicdo de proteinas (KARAGIANNI; MONIN;
SASSI, 2010). Portanto, de modo semelhante, pode-se inferir que 0s materiais
RACNT-BSA contém aproximadamente 35% de BSA int. e 65% de CNT oxidado.
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5.2.5 Difracéo de raio-X de pé (DRX)

Como um método de caracterizacdo ndo destrutivo, a difratometria de raios-x €
empregada para a obtencdo de dados sobre a presenca de impurezas, tensao estrutural e o
espacamento intercamadas de CNT. A Figura 24 apresenta os difratogramas de
raios X dos materiais estudados. Observa-se que, independente do tratamento quimico
empregando o acido e o recobrimento com BSA, todos os difratogramas exibiram os picos
referentes ao padrao de difracdo caracteristico dos CNT (BELIN; EPRON, 2005).

O pico (0 0 2) e (1 0 0), caracteristico do grafeno, estd presente no padrdo de
difracdo dos CNT, sendo que a intensidade e largura desse pico estéo diretamente ligados
a orientacdo dos nanotubos quanto ao feixe incidente de raios-X, as deformacdes de rede,
nimero de camadas e variacdes de espacamento entre essas. Por apresentarem forma
assimétrica em virtude da curvatura dos nanotubos e reflexdes (h k 1), os picos s6 podem
ser visualizados nos padrdes onde ha empilhamento regular de camadas (BELIN;
EPRON, 2005). Os difratogramas da BSA p e BSA int., demonstra em carater mais
amorfo, visto que os picos estdo mais alongados, resultado esperado dos padrdes de

difracdo de proteinas.

Figura 24 - Difratogramas de raio-X dos materiais.
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53 AVALIACAO DA EXCLUSAO DE PROTEINAS BSA PERCOLADAS PELOS
RACNT-BSA EM RELAGCAO AO pH

A concentracdo proteica das fragdes dos percolados foi determinada pelo método
de Bradford (MARION, 1976). Para isso, as curvas de calibragdo foram construidas a
partir de solugGes padrdo de BSA em seis diferentes concentragdes, sendo cada amostra
preparada em replicata (n = 3). Seus valores de absorbancia foram medidos em

L =595 nm. A Figura 25 ilustra as curvas de calibracdo para a determinacdo de BSA dos

percolados.
Figura 25 - Curva de calibracdo obtida a partir das solugdes
padréo de BSA.
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Fonte: Do autor

A variacdo do pH nas solucdes de BSA pode nos facilitar a compreensao sobre 0s
mecanismos de interacdo entre as proteinas a serem percoladas e 0s RACNT-BSA. De
fato, de acordo com resultados obtidos a partir desse estudo, vide Figura 26 e 27, o pH
influenciou significativamente nas interagdes entre a BSA solubilizada nos tampdes e 0s
RACNT-BSA.

Nos intervalos de valores de pH entre 2,2 e 3,0, obtiveram-se altas porcentagens
de recuperacdo da BSA (acima de 85%). Segundo Edri e Regev (2008), neste intervalo
de pH, a conformacdo da molécula de BSA se encontra na forma expandida, com isso

facilita sua solubilizacdo. Além disso, neste intervalo a molécula de BSA se encontra
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carregada positivamente, sendo assim, considera-se que houve uma maior repulsdo
eletrostatica entre as moléculas de BSA e 0 RACNT-BSA (EDRI; REGEV, 2008).

O elevado percentual de recuperacéo de BSA (acima de 85%) também se observa
no intervalo de pH entre 5,6 e 7,0. Nesse intervalo, a conformacdo da molécula de BSA
(normal ou coragéo) proporciona uma menor solubilidade no meio, indicando diferencas
entre a interagdo da BSA com os diferentes materiais (Nanotubos de carbono de parede
simples, estudados por Redi e Regev (EDRI; REGEV, 2008) e recentemente RACNT-
BSA).

Nos intervalos de pH entre 3,5 e 5,2, houve uma mudanga no comportamento de
adsorcdo dos RACNT-BSA, mostrando uma maior interacdo entre eles e as proteinas de
BSA, isto é, uma recuperacao de proteinas dos percolados de 20 a 45%. Este intervalo de
valores de pH compreende o valor de pl da BSA, descrito na literatura (PETERS JR,
1995).

Dessa forma, ao aproximar-se do valor do pl da BSA, ocorreria um aumento da
atracao eletrostatica entre a superficie dos RACNT-BSA e a BSA em solucdo. Além
disso, outro fator importante a ser considerado é em relacdo a conformacao da BSA, pois
esta pode se modificar em funcdo do pH (PETERS JR, 1995; EDRI; REGEV, 2008).
Neste contexto a conformacédo normal (4,0 < pH < 8,0), fornece uma menor solubilizacao
da BSA.



Figura 26 - Efeito do pH na exclusdo de proteinas BSA do RACNT-BSA (br).
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Nota: Representacdo do percentual de recuperacdo do RACNT-BSA (br) em
relagdo a solugdo de BSA com concentragdo 3 pg. mL?1. A linha
pontilha da representa 100% de BSA em solugéo.

Figura 27 - Efeito do pH na exclusdo de proteinas BSA do
RACNT-BSA (conc).
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Fonte: Do autor.

Nota: Representacdo do percentual de recuperacdo do RACNT-BSA (conc) em
relagdo a solugéo de BSA com concentragéo 3 pug. mL™. A linha pontilha
da representa 100% de BSA em solucéo.
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Observou-se, de forma geral, que para as sucessivas percolacdes nos intervalos de
valores de pH em que ocorreram maior repulsdo eletrostatica (de 2,2 a 2,6 e de 5,6 a 7,0)
n&o houve variacao significativa (~10%) entre as sucessivas porcentagens de recuperacéo,
ja para o intervalo de valores de pH entre 2,6 a 5,2, notou-se que houve uma maior
adsorcéo nas primeiras percolagdes. Isto sugere que a BSA soltvel no meio poderia estar
sendo adsorvida aos RACNT-BSA por atracdo eletrostatica. Assim, para se avaliar se as
proteinas poderiam ser dessorvidas, lavou-se 0s RACNT-BSA que foram percolados pela
BSA em pH = 3,0 com agua por 4 vezes. Verificou-se que a concentracdo de BSA dos
lavados estava abaixo do limite de detec¢do (Tabela 8). Portanto, ndo houve dessorcao de
BSA nos RACNT-BSA. Assim, em pH 2,6 e 3,0 deve-se levar consideracdo o efeito de

condicionamento do material ap6s a primeira percolagéo.

Tabela 8 - Dados de concentracdo de BSA ap6s a lavagem com agua.

Material n° de lavagem Conc. (ug. L) + SD (n=3)
18 271 + 012
28 261 + 011
3 283 + 011
4a 2,71 = 0,10
RACNT-BSADD 12 (sgua) 008 + 0,06
22 (4gua) ND
32 (agua) 0,11 + 0,13
42 (agua) ND
18 163 + 0,18
28 256 + 0,03
3 263 + 0,04
RACNT-BSA 42 294 + 0,30
(conc) 12 (4gua) 005 =+ 0,02
22 (agua) ND
3?2 (4gua) ND
42 (4gua) 002 + 0,01
Solucdo de BSA (3ug. L) 273 + 014

Fonte: Do autor.

Um estudo mais detalhado com relacdo a determinacdo do pl das amostras nos

elucidar@o os mecanismos de interacdo que possivelmente ocorrem em fungéo do pH.
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5.4 DETERMINACAO DO PONTO DE CARGA ZERO DE (PCZ) DOS
MATERIAIS

O método convencional de titulometria potenciométrica acido-base, com alguns
ajustes para o tratamento dos dados, tem excelente aplicagdo na determinacao dos sitios
acidos ionizaveis presentes na superficie das amostras estudadas, portanto fornece
informacBes importantes no acompanhamento das reacdes de funcionalizacdo (MASINI,
1993; SOLDATOQV et al., 2004). O ponto de carga zero das amostras apresentado na
Figura 28 foi determinado a partir da segunda derivada de cada curva de titulacdo, com o
intuito de fornecer informacdes das interacGes de grupos funcionais ligados a superficie
dos CNT, antes e ap0s o tratamento com acido nitrico, e interagdes quimicas eletrostaticas
entre a BSA int. com 0s CNT ox. Na superficie dos materiais carbonaceos podem estar
presentes grupos &cidos ionizaveis de carboxilicos, anidridos, lactonas e fendis
(MESQUITA; MARTELLI; GORGULHO, 2006). Entretanto, a oxidacdo pelo
tratamento com &cido nitrico promove a maior formacdo principalmente de grupos

carboxilicos e fendlicos na superficie dos CNT (KIM et al., 2005).

Figura 28 - Curva potenciométrica acido-base dos materiais titulados com
solugéo de HCI 0,01 mol. L.
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Fonte: Do autor.
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De acordo com os resultados obtidos a partir das curvas de titulagdo, o ponto
isoelétrico (pl) da amostra CNT ox. (conc.) (4,61), mostrou-se menor em relacdo ao CNT
p (5,19), confirmando o processo de oxidagdo e aumento na presenca de grupos &cidos na
superficie dos CNT. Ja a amostra de CNT ox. (br.) (5,26) se mostrou mais proxima do pl
do CNT p, pois utilizou um processo de oxidacao branda.

ApoOs o tratamento empregando acido, as amostras recobertas com BSA
intercruzada, resultou nos RACNT-BSA (br.) (4,94) e RACNT-BSA (conc.) (4,90),
mostrou-se pouca variacdo do pl em relacdo as amostras oxidadas, pois ha interacdo
eletrostatica entre os grupamentos aminas da BSA int. (4,85) e os carboxilicos dos
CNT ox. O aumento do pl da BSA intercruzada em relacdo a BSA pura, pode ser resultado
do intercruzamento entre as moléculas de BSA pura pelo glutaraldeido agente de ligacéo
cruzada.

A Figura 29, representa 0 mecanismo de interacdo eletrostatica entre ions em
solucdo fornecidos durante a titulacdo potenciométrica e a superficie dos materiais
estudados. Em A, hd um excesso de ions hidroxilas (OH") em solucéo e na superficie do
material, pois ha uma diferenca de dipolo ocorrendo atracdo eletrostatica. Na regido B,
h& um equilibrio entre as cargas em solugdo, porém na superficie do material ha excesso
de carga negativa. Em C, destaca-se a regido tampdo, onde ha pouca variacdo do pH,
demonstrando o equilibrio entre as cargas. Em D, todo o excesso de hidroxila na
superficie do material e solugdo foram neutralizados com ions H*, assim o pl da amostra
e da solucdo sdo iguais, demonstrado o pl da amostra. Finalizando, em E ha um excesso
de cargas positivas, ocorrendo assim repulsdo eletrostatica entre cargas positivas

superficie e solucao.
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Figura 29 - Representacdo do mecanismo da titulagdo potenciométrica.

@ ionsH' )
O ionsOH

Interface
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2 4 6 8 10 12 14
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Fonte: Do autor.

A superficie de particulas sélidas caracteriza-se pela existéncia de cargas positivas
e negativas, que dependendo do pH, a densidade superficial de cargas de uma ou outra
sera maior, resultando em uma carga superficial liquida. Assim, em pH A&cido,
predominam os sitios positivos, enquanto que em pH alcalino, os sitios negativos. O pH
no qual o nimero de sitios positivos é igual ao de sitios negativos é denominado ponto de
carga zero (Pcz), resultando em uma superficie neutra (ORTEGA et al., 1997).

A Figura 30 representa o pl dos materiais estudados, pode-se relacionar a
interacdo atrativa ou repulsiva entre as cargas superficiais das amostras. Assim, pode-se
compreender melhor a proposta do mecanismo de interag@o entre 0s CNT, a BSA int., 0s
RACNT-BSA e as BSA solubilizadas no tampdo. Verifica-se, claramente, que no
intervalo de pH de 4,0 a 5,2 existirdo atracGes eletrostaticas entre 0s CNT oxidados e a
BSA. Também existirdo atracGes entre 0s RACNT-BSA e a BSA solubilizada.
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Figura 30 - Quadro representativo dos pontos isoelétricos (pl) dos materiais.

pH 2,2 2,6 3,0 3,5 4,0 4,6 4,8 4,9 5,0 5,2 5,4 5,6 6,6 7,0
CNTp + + + + + + + 519 - - - -
CNT ox. + + + + + + + 5,26 - . i 1
(br)
CNT ox. + + + + 4,61 - - o = - -
(conc.)
RACNT-BSA + + + + + + 4,94 - - - )
(br)
RACNT-BSA + 4+ + + + + 4% - . - -
(conc.)
BSA p + + + + + + + 505 - - - - -
BSAint. + + + + + + + 485 - y N i i I

positiva negativa

Fonte: Do autor.

Nota: A diminuicdo do pH resulta em cargas positivas (coloragdo azul) e aumento do pH em cargas
negativas (coloracdo laranja), a intensidade da coloragdo representa a quantidade de cargas e a
coloracdo branca, a regido neutra proxima ao pl das amostras.

5.5 AVALIACAO DOS TAMPOES CITRATO, TRIS-HCL E ACETATO PARA
ADSORCAO DE FERRO NOS RACNT-BSA

A escolha do tampéo pode influenciar na quantidade de ions metélicos presentes
em solucdo, pois dependendo do tampdo utilizado, este pode complexar ions metalicos.
Portanto, realizou-se um estudo comparativo dos tampdes utilizados a fim de escolher o
gue ndo se liga ou se complexa com os ions metalicos.

A Figura 31 representa as curvas analiticas, empregando-se FAAS, na
determinacéo de ions ferro, em triplicata, com faixa linear entre 0,75 e 1,75 mg. L™ para
os trés tampdes utilizados: citrato e tris-HCI (pH 7,0) e acetato (pH 6,0), todos com
concentracdo 0,010 mol. L. Nota-se uma boa linearidade com os coeficientes de

determinacdo (R?).
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Figura 31 - Curvas analiticas do ferro empregando FAAS em
tampao: Citrato, Tris-HCI e Acetato.
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Fonte: Do autor.

Para uma

melhor avaliacdo dos tampdes estudados em relacdo a complexagédo

de ions de ferro, apresenta-se na Figura 32, uma comparagdo entre os percentuais de ferro

adsorvido nos mater

Figura 32

lais estudados nos tampdes estudados nos pHs 6,0 e 7,0.

- Gréfico de percentual de Fe adsorvido nos materiais: BSA int.,
CNT p, RACNT-BSA (br.) e RACNT-BSA (conc.).
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Material

Fonte: Do autor.

Nota: Solug

do com concentracdo de ion ferro (1,25 ppm) em tampdes:

citrato (pH 7,0), Tris-HCI (pH 7,0) e Acetato (pH 6,0), com concentracdo
0,01 mol.L™.
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Os resultados mostraram que seria inadequado utilizar o tampéo citrato em testes
posteriores de adsorcédo de ferro pelos materiais, pois em todos estes, o percentual de ferro
adsorvido foi extremamente baixo, variando de 4 a 16%. Este fato esta relacionado com
elevado poder complexante do citrato com o ferro. O acido citrico mostrou-se promissor
na quelacéo e transporte de ions metalicos de ferro, cobre manganés e zinco, sendo estes
micronutrientes essenciais no crescimento de plantas (BERTOLI et al., 2015).

O tampéo Tris-HCI se mostrou melhor na adsorcdo do ferro pelos materiais
estudados, variando-se de 73,90 a 83,14% de ferro adsorvido, porém inferior ao tampéo
acetato, que se destacou por nao interagir com o ferro em solucéo no intervalo estudado,
por consequéncia ocorreu 100% de adsor¢do de ferro. No material de RACNT-BSA
(conc.), ocorreu pouca adsorc¢do de ions ferro nos trés tamp&es preparados, sendo assim,
seria inviavel a utilizacdo desse material para processos adsortivos de ferro. Também se
esperava pouca adsorcao no material da BSA int, porém houve um elevado percentual de
ferro adsorvido. Os processos adsortivos destes materiais devem ser estudados mais
detalhadamente nos itens posteriores, principalmente o estudo da cinética de adsorcao.

5.5.1 Estudo de adsorcédo de metais nos RACNT-BSA

A Figura 33 representa as curvas analiticas, empregando-se FAAS na
determinacdo dos ions metalicos (1,25 ppm), em triplicata: ferro, chumbo e cddmio, com
faixa linear entre 0,75 e 1,75 ppm, em tampé&o acetato (pH 6,0), com concentragédo 0,01

mol. L.
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Figura 33 - Curvas analiticas do ferro, chumbo e cddmio em tampéo
acetato (1,25 ppm em tampdo  acetato
(0,01 mol. L pH 6,00, determinado por FAAS.

0,10

Metal Equagéo R’

Ferro y =0,0232x + 0,0108 0,99708
Chumbo y = 0,0073x + 0,0048 0,98899
Cadmio y = 0,0497x + 0,0044 0,99293
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Fonte: Do autor.

Figura 34 - Gréafico representando o percentual de metal adsorvido
(Fe?*, Pb?* e Cd?*) nos materiais estudados.

W Fe @ENPL [ENCd
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80
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40
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Material

Fonte: Do autor.

De acordo com a determinacdo do percentual de ions metélicos adsorvidos nos
materiais (Figura 34), verificou-se que a capacidade de adsor¢do do material de CNT p

para os fons de Pb?* e Cd?* aumentou notavelmente apds o processo de oxidagéo acida na
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superficie. Sabe-se que ap0s o tratamento com &cido nitrico, ha um aumento na
quantidade de grupos funcionais contendo oxigénio como: carboxilas, lactonas e fenois
sobre a superficie dos CNT (VIEIRA et al., 2007; WORSLEY et al., 2009). Portanto, o
mecanismo de adsorcdo pode ser atribuido por interacBes quimicas e eletrostaticas entre
0s ions metalicos e os grupos funcionais da superficie dos CNT oxidados
(SRIVASTAVA, 2013).

Um fato interessante € a diferenca de adsorcéo de ions Fe na BSA int. em relacdo
aos ions de Pb?* e Cd?*, destacando-se uma forte interagéo eletrostatica entre a superficie
da BSA int. e os ions Fe. Os resultados mostraram que a adsor¢éo dos ions nos RACNT-
BSA ndo pode ser atribuida somente a interacdes entre os CNT e os ions Pb?* e Cd?*, mas
também a BSA int, pois esta adsorveu cerca de 45% e 35% para os fons de Pb?" e Cd**,
respectivamente. A BSA int, se destacou por possuir uma forte interacdo com os ions de
Fe, adsorvendo 100% dos ions em solucdo. Assim, poderia-se até pensar em dispositivo
construido com apenas a BSA int., fosse suficiente para a adsor¢do de ions Fe, sem a
necessidade do RACNT-BSA. Entretanto, esta afirmacéo é prematura, uma vez que ainda
ndo se estudou a cinética de adsorcdo de ions Fe para estes materiais e 0s resultados
obtidos nesta se¢do foram dos materiais em contato com a solucéo de ferro por um periodo
de no minimo 12 h (overnight). O material que se mostrou mais efetivo na adsor¢do de
todos os metais estudados foi 0 RACNT-BSA (br.) com 100% de adsorcéo.

5.5.2 Cinética de adsorcdo de ions Ferro

A Figura 35 representa as curvas analiticas, empregando-se FAAS na
determinacéo dos fons ferro em tampéo acetato (0,01 mol. L), pH 6,0, com faixa linear
entre 1 e 15 mg. L. As concentragdes iniciais antes do contato com os materiais sdo de

10 mg. L. Nota-se uma boa linearidade com os coeficientes de determinacéo (R?).
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Figura 35- Curvas analiticas do ferro empregando FAAS para a cinética de
adsorcdo em tampéo acetato (0,01 mol.L), pH 6,0.
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Fonte: Do autor.

Os dados obtidos na construcdo das curvas de cinética de adsorcdo para o ferro
pelos materiais: CNT p, RACNT-BSA (br), RACNT-BSA (conc) e BSA int., estdo
representados nas Figuras 36 e 37. Observou-se que a quantidade de ferro adsorvido por
grama de adsorvente aumentou com o tempo de contato da solucdo de ferro com os
adsorventes.

De acordo com as curvas de cinética de adsorcdo da figura abaixo, o adsorvente
RACNT-BSA (br.) alcancou 96,61% de remocédo de ions ferro apds o equilibrio de
adsorcéo aproximadamente em 20 min, se mostrando superior ao adsorvente CNT p com
92,44%.
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Figura 36 - Cinética de adsor¢do do CNT p e RACNT-BSA (br) em tampao acetato (0,01 mol. L)
pH 6,00 com concentragéo de ions Fe de 10 ppm.
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Fonte: Do autor.
Nota: Em (a) Curva cinética de ferro e (b) Eficiéncia de remocéo de ferro em funcdo do tempo de contato.

Na Figura 37, o adsorvente RACNT-BSA (conc) alcangcou 60,87% de remocao
de ferro apos o equilibrio de adsor¢do em 90 min e a BSA int., com 9,64% de remocao.

Figura 37 - Cinética de adsorcdo do RACNT-BSA (conc) e BSA int. em tampdo acetato
(0,01 mol. L) pH 6,00 com concentragéo de fons Fe de 10 ppm.
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Fonte: Do autor.
Nota: Em (a) Curva cinética de ferro e (b) Eficiéncia de remog&o de ferro em funcéo do tempo de contato.

As curvas de cinética de adsor¢do das amostras de CNT p e RACNT-BSA (br.) se
mostraram similares quanto ao tempo de contato com a solugéo de ions ferro. A amostra
de RACNT-BSA (br.) se destacou entre as demais por possuir 0 maior percentual de ions
ferro adsorvido em sua superficie. Este fato pode estar relacionado com o processo de
oxidacao realizada na superficie do CNT, por se tratar de uma oxida¢do mais branda com

HNOs (2,6 mol. LY. E importante salientar que, obviamente, as condigbes experimentais
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devem ser consideradas, pois 0s experimentos foram realizados em temperatura ambiente,
podendo a temperatura influenciar nos mecanismos de adsor¢do dos ions metélicos nos

adsorventes.

5.5 DETERMINACAO DE APOPROTEINA

A concentracdo proteica de proteinas totais foi determinada pelo método de
Bradford (MARION, 1976). Para isso, as curvas de calibracdo nos tampdes foram
construidas a partir de solucbes padrdo de BSA em seis diferentes concentracdes, sendo
cada amostra preparada em replicata (n = 3). Seus valores de absorbancia foram medidos
em A = 595 nm. A Figura 38 ilustra as curvas de calibracdo para a determinacgdo de

catalase dos percolados.

Figura 38 - Curvas de calibracdo obtida a partir das solu¢bes padrdo de BSA para determinagdo
de catalase.
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Fonte: Do autor.
Nota: Curva de calibragdo em tamp&o (0,01 mol. L) com concentracéo de catalase (3 pg. L). Em (a)
Acetato, pH 6,00 e (b) TRIS-HCI, pH 7,00.

Realizou-se novamente o estudo de influéncia do tampéo, empregando o tampéo
Acetato em pH 6,00 e Tris-HCI em pH 7,00, ambos em concentragdo 0,01 mol. L. O
maior percentual de recuperagéo para o tampao Tris-HCI pode estar relacionado com pl
da catalase (5,4) (SAMEJIMA; KAMATA,; SHIBATA, 1962). Pois o pH do tampao Tris-
HCI (7,00) em relacdo ao tamp&o acetato (6,00) se encontra mais distante do pl da

catalase. Entdo, por esses resultados, apesar do tampdo acetato ter sido o que
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proporcionou melhores resultados para a disponibilidade de Fe em solucéo, para melhor
adsorcao do metal nos materiais, utilizou-se o tampao Tris-HCI, pH 7,0, que proporcionou
uma menor adsorcdo da catalase, isto é, maior exclusdo nos RACNT-BSA br. (Figura 39).

Figura 39 - Comparacdo dos tampdes acetato e TRIS-HCI na excluséo de
catalase.
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Fonte: Do autor.

Nota: Tampao acetato, pH 6,00 e Tris-HCI, pH 7,00, ambos com concentracao de
0,01 mol. L%, com concentragdo de catalase 3 mg. L.

Na avaliacdo da extracdo do Fe presente na catalase empregando o material
adsorvente RACNT-BSA (br), inicialmente foi preparado uma solucdo de catalase
3 mg. mL?, na ordem de 1000 vezes maior que a concentracio de BSA (3 mg. L™?)
utilizada no teste excluséo de proteinas (BSA) no item 5.3.

De acordo com a literatura, a concentracdo aproximada de Fe presente em uma
solugéo de catalase 3 mg. L™ é na ordem de 1000 vezes menor, entdo a concentragdo de
Fe seria de 3 pg. L, sendo assim, seria impossivel determinar essa concentracdo no
FAAS. Portanto justifica-se trabalhar com concentractes de catalase de 3 mg. mL? e
consequentemente o Fe estard na ordem de 3 mg. L (3 ppm), sendo facilmente
determinado por FAAS.

Ao se percolar a catalase solubilizada (3 mg. mL™) em tampdo Tris-HCI
(0,01 mol. LY) em 15 mg de material RACNT-BSA (br.) ndo obtivemos sucesso, pois as
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medidas de determinacdo de Fe por FAAS ndo mostraram nenhuma diferenca na
concentracdo de Fe antes e ap0ds as sucessivas percolagdes. A principio, houve a suspeita
em relagdo ao tempo de contato entre a solugdo de catalase e o
RACNT-BSA (br.), pois o tempo de percolacdo durou 5 min. Entdo, aumentou-se o tempo
de contato em 20 min e também por 12 h e ainda assim ndo houve a extracdo de Fe na
catalase empregando o RACNT-BSA (br.).

Diante desses resultados, realizou-se alguns processos de desnatura¢do, uma vez
que as proteinas sdo altamente sensiveis a mudancas no meio e desvios de condicdes
fisioldgicas podem afetar sua conformacéo. Fatores como pH, temperatura, forca idnica,
entre outros, pode afetar a atividade das proteinas. Assim, na figura 40, apresentam-se 0s
resultados de adsorc&o de Fe obtidos por FAAS, ap6s a solucio de catalase (3 mg. mL™)
em tampdo Tris-HCI (0,01 mol. L) sofrer os trés processos de desnaturagdo (a quente,
com adicéo de SDS ou ciclos intercalados de frio e quente) e ficar em contato com 15 mg
de material RACNT-BSA (br.) durante 20 min.

Figura 40 - Comparagdo dos processos de desnaturagéo proteica.
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Fonte: Do autor.

De acordo com os resultados da Figura 40, 0 RACNT-BSA (br.) possui um
elevado potencial para aplicagcbes na producdo de apoproteinas, no qual se baseia na

exclusdo de catatase e simultaneamente extracdo ions Fe na mesma. A Figura 41
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representa, de forma geral, 0 mecanismo de atracdo eletrostatica entre a superficie do
RACNT-BSA e o Fe presente na catalase e também repuls&o eletrostatica da catalase em

relacdo a superficie do material.

Figura 41 - Exclusdo de catalase e adsorcdo de Fe no RACNT-BSA (br).
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Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

Os RACNT-BSA descritos nesse trabalho sdo interessantissimos e possuem
inimeras aplicacBes bioanaliticas e ainda com varias caracteristicas ndo estudadas, nos
impulsionando & uma nova &rea de pesquisa. Portanto, diante dessa vasta gama de
possibilidades de estudos apresentamos nossas conclusdes.

O processo de oxidacdo dos CNT puros, empregando acido nitrico em
concentracdes diferentes, se mostrou eficiente para purificacdo do material, sendo este
utilizado para as etapas posteriores como no recobrimento com a BSA intercruzada
resultando nos RACNT-BSA.

De acordo com a técnica de caracterizacdo, empregando a espectroscopia de
infravermelho, foi possivel sugerir o aparecimento de alguns grupos funcionais
decorrentes dos processos de oxidacdo da superficie dos CNT puros e apds o
recobrimento com BSA intercruzada com glutaraldeido. J& os termogramas dos RACNT-
BSA o indicaram como um material aplicavel, visto que as amostras de RACNT-BSA
iniciaram as perdas de massa de degradacao em torno de 308° C, ou seja, uma temperatura
muito acima das utilizadas em processos bioanaliticos.

Os RACNT-BSA apresentaram um elevado potencial em adsorver ions metélicos
de Pb?*, Cd?* e Fe?* e podem excluir proteinas soluveis em agua como a BSA e Catalase,
porém o0s processos adsortivos sao influenciados principalmente pela alteracdo do pH do
meio proteico e pelo tampdo utilizado. Assim, sugere-se que 0 mecanismo de interacdo
entre 0s RACNT-BSA esta relacionado com as interacdes eletrostaticas entre a superficie
dos RACNT-BSA e as proteinas em solucao.

Para melhor entendimento dos processos adsortivos em relacdo a ions metalicos,
realizou-se um estudo mais detalhado empregando as curvas de cinética de adsor¢cdo dos
materiais. O CNT p e RACNT-BSA (br.) mostraram comportamentos similares quanto
ao tempo de contato com a solu¢édo de ions ferro. O RACNT-BSA (br.) se destacou entre
0s demais por possuir 0 maior percentual de ions ferro adsorvido em sua superficie. Este
fato pode estar relacionado com o processo de oxidacao realizada na superficie do CNT,
por se tratar de uma oxidag&o mais branda com HNO3 (2,6 mol. L).

Por fim, 0 RACNT-BSA (br.) possui um elevado potencial para aplicagdes na
producdo de apoproteinas, uma vez que se obteve éxito na extra¢do dos ions Fe da catalase

em contato com o material, mesmo em condic¢des de desnaturacdo. Entendeu-se que o
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processo de producao das apoproteinas foi bastante simples, uma vez que houve um
minimo de manipulacdo na amostra proteica. Dessa maneira, atingimos o objetivo
proposto para este trabalho, pois contribuimos para o estudo dos RACNT-BSA e, como
aplicacdo, obtivemos apoproteinas a partir da proteina catalase.

Pode-se pensar como etapas futuras ou continuacédo deste trabalho, quanto aos
processos de desnaturacdo da proteina catalase. Poderia-se realizar um estudo mais
detalhado dos meios e condicbes da desnaturacdo e aplicd-los na obtencdo de
apoproteinas via RACNT-BSA (br.), bem como sua renaturacéo , além da exploragéo de

muitas outras proteinas e aplicacbes dos RACNT-BSA.
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