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Prefacio do exame de qualificacio de doutorado (12/09/2011)
...“Sofia, por que € que as pecas do Lego sao o brinquedo mais genial do mundo?”...
(Jostein Gaarder, O Mundo de Sofia)

Revivendo Demdcrito e alguns outros grandes pensadores contemporaneos a ele,
Jostein, nesse trecho do livro, instigou a jovem Sofia (que poderia estar representando a
qualquer um de noés) a refletir de maneira um pouco mais profunda sobre a incrivel
dindmica dos blocos fundamentais da matéria na natureza. Esse mesmo tema,
decorridos milénios do inicio de suas discussoes e reflexdes, ainda inspira a muitos no
mundo cientifico e filosofico (ou seria cientifico-filos6fico?). Atomos e moléculas se
combinam e desarranjam numa danga infinitamente contraditoria, que consegue ser
simultaneamente afim ao caos, porém elegantemente ordenada. Independente das “leis
ou forgas” que pré-vém ou regem a essa danca, ja ha alguns séculos, alguns homens de
curiosidade e vontade privilegiada (chamados por alguns de cientistas) foram
contemplados com a dadiva de apreciar alguns resultados dessa coreografia. Dentre
iniimeras obras-primas concebidas pela natureza, as composi¢cdes conhecidas como
enzimas ocupam uma posicdo de destaque. Elas possuem eficacia e seletividade
superiores a qualquer maquina ja produzida ou idealizada por simples seres humanos.
Conseguindo atuar em condi¢des absurdamente sutis, elas sdo responsaveis por executar
e guiar o famoso e até entdo misterioso balé “Le maintien de la vie". E abengoado foi
Louis Pasteur, no século XIX, que sonhou que essas mini-entidades poderiam atuar fora
de suas casas (células ou organelas). (...) “Se elas também trabalham fora de casa, por
que ndo fazé-las sucumbir aos nossos propodsitos?” Imaginaram Nelson e Griffin,
abrindo em 1916 as portas das incontaveis possibilidades referentes ao fantastico mundo
da imobilizacdo de enzimas. E elas tanto aceitaram essa escraviddo, que algumas até
chegaram a trabalhar mais caridosamente ainda.

E justamente esse evento que me inspirou a querer olhar esse balé mais
detalhadamente. E observando o inevitavel e natural monta e desmonta ciclico de todas
as estruturas que conhecemos, surgiu a idéia de se tentar modestamente compreender
um pouco mais sobre algumas “pecas desse Lego”, olhando-as atenta e atenciosamente
bem de perto.

Porém, a meu ver, somos ainda apenas criancas tentando aprender a brincar com as
“pecas de Lego”, tentando manused-las para montar formas bonitas e interessantes
somente para nossos olhos e a nés mesmos...

Eduardo Fernandes Barbosa, 2011.



Prefacio da Tese de doutorado (14/02/2014)

“A Uinica constante ¢ a mudanga.”

Heraclito de Efeso

Quando se descobre que tudo o que vocé cuidadosamente cultivou e acumulou
na sua memoria pode ndo representar absolutamente nada sobre a estrutura da realidade,
uma tremenda quantidade de energia se faz necessaria para que vocé nio caia em um
surto psicotico ou em uma descrenca desilusoria. A Fisica (representando todas as
ciéncias ditas naturais) nao ¢ capaz de interpretar a si mesma, € pouco se€ pensa a
respeito disso (Raphael D. M. de Paola). E interessante notar que ao longo da histéria da
humanidade, nem sempre houve esse “descaso” na relagdo entre o mundo cientifico-
filosofico e a estrutura da realidade. Essa confusdo ou ilusdo se tornou mais evidente
com a propagacao das ideias de René Descartes e Isaac Newton. Até entdo, a estrutura
da realidade era baseada na relagdo de reconhecimento de um objeto corporeo
observado pelo individuo espectador. Na visdo cartesiana da realidade, somos incapazes
de acessar qualquer dimensdao da realidade externa material, ¢ a matéria tem como
caracteristica basica o fato de ser extensa (res extensa, ou seja, aquilo que pode ser
medido). Dando sequéncia e perpetuidade a essa visdo, Newton tenta descrever
cartesianamente € mecanisticamente 0s eventos que ocorrem no mundo corporeo,
simplificando os objetos corpdreos a entes “estaveis”, que representariam meros
aglomerados de particulas. O equivoco quase imperceptivel que se impregnou na
consciéncia coletiva moderna foi que essas medidas obtidas a partir de analises de

objetos corpdreos descrevem de alguma forma a realidade.

O advento da fisica quintica e de demais possibilidades de investigacdes no
nivel microscépico e subatdomico fez ruir os aparentes sélidos pilares do cartesianismo e
newtonianismo. A exatiddo oriunda da simplificacdo cartesiana foi obrigada a ceder
lugar a probabilidade e incerteza quantica, ndo por pertencerem a reinos ou mundos
distintos, mas sim por causa da excessiva simplificacdo e necessidade de exatidao da

corrente cartesiana.

Ao longo da jornada do doutorado, como resultado das experiéncias pessoais,
cientificas e filosoficas vividas nesse periodo, adquirimos uma visao mais ampla sobre a

importancia e significacdo da ciéncia. Portanto, esse prefacio tem como objetivo



esclarecer a visdao que adquirimos acerca da ciéncia moderna: conhecemos sua
importdncia em relagdo ao desenvolvimento técnico e tecnoldgico, porém
reconhecemos, contraditoriamente, que ela ¢ incapaz de descrever a realidade, devido ao
seu modus operandis. Reconhecemos a importancia técnica e tecnologica do trabalho
realizado, e sua impoténcia de descrever a realidade: mostramos aqui apenas os rabiscos
obtidos de fragmentos de imagens distorcidas da realidade, os quais a ciéncia atual nos

permitiu acompanbhar.

Reconhecemos ainda que o mundo corpdreo (ou realidade fisica) somente pode
ser percebido e acessado a partir do estabelecimento de uma relagdo e intera¢do entre o
objeto corpéreo e o individuo espectador. Assim, sabemos que além do mundo da
ciéncia, existe uma realidade onde os principais experimentos ¢ resultados mais
importantes sdo aqueles oriundos dos reflexos das relagdes humanas, que € inconstante,
inexato e imprevisivel, e somente nele podemos encontrar alegrias, sentimentos e

emogoes.

Eduardo Fernandes Barbosa, 2013.
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Resumo

A escolha de um suporte adequado representa uma etapa primordial e essencial para
investigacoes em imobilizacdo de biomoléculas. Para tanto, ¢ necessario o
conhecimento detalhado da estrutura e propriedades dos suportes. Nesse estudo, foram
escolhidos trés tipos de suportes: superficies de polipropileno (PP), membranas
poliméricas porosas (nitrocelulose, nylon, PVDF e PTFE) e esferas de silica, com o
objetivo de caracterizar suas superficies, qualitativa e quantitativamente em nivel
nanométrico, para posterior imobilizagdo de biomoléculas. Dentre esses materiais, as
superficies de silica modificada pelo processo de silanizacdo, e as superficies de PP
modificadas com polianilina apresentaram maior potencial de aplicagdes no
desenvolvimento de dispositivos para processos biotecnologicos. As membranas
poliméricas porosas, além de terem sido caracterizadas quimicamente por meio de
analises de FTIR e EDS, foram caracterizadas por meio da técnica de espectroscopia de
forca para verificagdo de suas propriedades mecanicas, atrativas, adesivas e elasticas.
Essas membranas nao foram utilizadas como suportes para imobilizagao de enzimas e
biomoléculas devido a algumas propriedades indesejaveis, tais como propriedades
atrativas muito baixas e dificuldade no manuseio desses materiais. As esferas de silica
foram modificadas quimicamente por silanizagdo com APTS (3-aminopropil-
trietoxisilano), o que resultou em um aumento significativo da rugosidade desse
sistema. Particulas de silica normal e silanizada foram testadas, com o uso de
planejamento experimental do tipo composto central (PCC), em ensaios de imobiliza¢do
de tripsina. A imobilizacdo de tripsina em silica normal e silanizada, que foi
quantificada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, possibilitou a
observag¢dao de uma elevada eficiéncia de imobilizagdo de tripsina nas silicas testadas
(entre 80 e 98 %). Ambas apresentaram regides de elevada eficiéncia de imobilizagdo
nos extremos de tempo, porém, foi observado uma restri¢ao da faixa de valores de pH
das zonas de maior eficiéncia de imobilizagdo para a silica silanizada. Os microtubos de
PP funcionalizados com polianilina (PANI) foram aplicados para a imobilizacdo de
biomoléculas, sendo que para a tripsina imobilizada covalentemente, foi possivel a
reutilizagdo em até 20 ciclos com retengdo e manutengdo de aproximadamente 60% da
atividade inicial. Na imobiliza¢do por adsor¢do foi possivel a reutilizagdo do sistema
contendo a enzima imobilizada por adsorcao por 9 ciclos com manutencdo acima de
60% de retencdo da atividade inicial. A superficie de PP funcionalizada com PANI foi
capaz de reduzir ions prata em solucdo, resultando na sintese de nanoparticulas de prata
com raio hidrodindmico menor que 50 nm. Esse sistema foi capaz de atuar na
captura/remocao de ions ferro em solu¢do. A exposicdo de uma solugdo de nitrato de
prata ao ambiente quimico gerado pela funcionalizagdo do microtubo de PP com PANI
contendo biomoléculas imobilizadas por adsor¢do ou covalentemente (extrato de
levedura, Fermipan® ou levedo de cerveja), propiciou a produgdo de nanoparticulas de
prata com raio hidrodindmico menor que 100 nm e polidispersividades (PDI) mais
baixas. A caracteriza¢gdo em nanoescala utilizando as abordagens descritas nessa Tese
pode entdo ser apontada como uma ferramenta essencial na elucidacao das propriedades
do microambiente gerado pela imobilizacdo de biomoléculas.

Palavras-chave: Imobilizacdo de biomoléculas, polipropileno funcionalizado com
polianilina, membranas poliméricas porosas, particulas de silica silanizadas,

nanorrugosidade e espectroscopia de forca.



Abstract

The choice of a suitable support is a primary and essential step for investigations
concerning biomolecules immobilization. It requires a deep knowledge about the
supports structure and properties. In this study, were selected three kinds of supports:
polypropylene (PP) surfaces, polymeric porous membranes (nitrocellulose, nylon,
PVDF and PTFE) and silica spheres, aiming the characterization of their surfaces
qualitatively and quantitatively at the nanometer level, to subsequent immobilization of
biomolecules. Among the tested materials, silica spheres chemically modified by
silanization with APTS (3-aminopropyl-trietoxisilane) and PP surfaces modified with
polyaniline (PANI) presented great potential for applications in the development of new
devices for use in biotechnological processes. Polymeric porous membranes were
chemically characterized by FTIR and EDS analyses. They were also characterized by
single point force spectroscopy technique for verification of their attractive, adhesive,
and elastic physical properties. These membranes were not used as supports for
immobilization of enzymes and biomolecules due to some undesirable properties such
as very low attractive tendencies and difficulties on handling these materials.
Chemically modified silica spheres resulted in an increased roughness. Normal and
APTS-modified silica particles were tested for trypsin immobilization, after applying
the central composite experimental design (PCC). Trypsin immobilization onto normal
and silanized silica, measured by high performance liquid chromatography, showed out
a high efficiency of enzyme immobilization (between 80 and 98%). Both systems
showed high efficiency of immobilization in extreme pH conditions. However, it was
observed a restriction of the range of pH values of the regions with high immobilization
efficiency for silanized silica. PP surface functionalized with PANI was capable of
reducing silver ions in solution, resulting in the synthesis of silver nanoparticles smaller
than 50 nm in hydrodynamic radius. This system was capable of acting in the
capture/removal of iron ions in solution. Exposure of a silver nitrate solution to the
chemical environment generated by functionalization of PP microtube funcionalized
with PANI containing immobilized biomolecules by adsorption or covalently (yeast
extract, Fermipan®), enable to the production of silver nanoparticles with radius
hydrodynamic less than 100 nm and lower polydispersities (PDI). The nanoscale
characterization using the approaches described in this PhD Thesis can then be
identified as an essential tool in the elucidation of the microenvironment properties
generated by immobilization of biomolecules.

Keywords: Biomolecules immobilization, polypropylene microtubes functionalized
with polyaniline, polymeric porous membranes, silanized silica particles,
nanoroughness, force spectroscopy.
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Introducao

A 1mobilizacao de biomoléculas retine um cabedal de técnicas com a finalidade
comum de reter ou confind-las em uma regido definida do espaco, preservando suas
propriedades e atividades, de modo a possibilitar seu uso de forma repetida e/ou
continuada (Silva, 2000). A imobilizagdo reduz o custo operacional do uso de
biomoléculas, uma vez que elas podem ser reutilizadas em vérios ciclos. Além disso,
possibilita a interrup¢do do curso de reagdo pela remog¢do do conjunto
biomolécula/suporte do ambiente reacional, por meio de procedimentos simples como
centrifugacao, filtragdo ou por remogao fisica direta. Com isso, pode-se garantir maior
controle de qualidade sobre o processo de hidrolise, além de prevenir ou minimizar a
contaminagdo pela presenga da biomolécula no produto final, caso isso seja indesejado

(Soumanou e Bornscheueur, 2003).

Dentre as biomoléculas que sao mais amplamente imobilizadas em suportes para
o desenvolvimento de biorreatores, podem ser destacadas as enzimas. De modo geral,
enzimas imobilizadas tornam-se mais estaveis (com aumento da estabilidade
operacional e termoestabilidade); apresentam reprodutibilidade catalitica aumentada;
sofrem menos interferéncia de inibidores/ativadores e também de condi¢oes adversas do

meio reacional (Betancor e Luckarift, 2008).

Existem diversos métodos conhecidos para imobilizacdo de enzimas. De acordo
com o tipo de forgas envolvidas no processo de imobilizagdo esses métodos podem ser
divididos em trés classes gerais: i) ligacdes quimicas, onde ligacdes covalentes sdo
formadas com a enzima (Cetinus e Oztop, 2003); ii) adsor¢do fisica, com a existéncia de
ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas (Livage et al, 2001); iii)
aprisionamento fisico, como por exemplo em sistemas tipo sol-gel ou polieletrolitos
com multiplas camadas (Wang e Caruso, 2005). A escolha do método de imobilizagdo
dependera das vantagens apresentadas, como tempo de preparo, custo, estabilidade da

ligacdo e a durabilidade do sistema (Lopes, 2003).

Além da influéncia do método de imobilizacao, as caracteristicas fisicoquimicas
da enzima e do suporte escolhidos também devem ser consideradas. Nesse contexto, a
imobilizacdo de tripsina (E.C. 3.4.21.4) em diversas matrizes poliméricas tem sido
amplamente investigada (Wu et al, 2011, Wang et al, 2000; Sakai-Kato et al, 2002). A

tripsina € uma enzima proteolitica pertencente a um extenso grupo de proteinas cuja
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funcdo comum ¢ promover a degradagao de outras proteinas ou peptideos pela clivagem
hidrolitica de ligagdes peptidicas em sitios especificos, em geral apoés residuos de
aminoacidos basicos (Watanabe, 2004). Essa enzima pertence a classe chamada de
serinoproteinases, apresentando um residuo de serina no sitio ativo, que intermedeia o
ataque nucleofilico responsavel pela clivagem da ligacdo peptidica (Bode e Huber,
1992). Outra caracteristica comum as serinoproteinases ¢ a existéncia da triade catalitica
no sitio ativo da enzima, formada pelos residuos de: histidina 57, acido aspartico 102 e
serina 195 (Bode e Huber, 1992). O mecanismo de acdo envolve a acomodacao dos
residuos de aminoacidos do substrato os quais sdo carregados positivamente (lisina e
arginina) que interagem por meio de forcas eletrostaticas com grupos carboxila da
enzima em uma regido conhecida como bolso de ligagdo. Esse fato resulta na clivagem

de ligacdes peptidicas adjacentes aos residuos de lisina e arginina (Krieger et al, 1974).

A tripsina livre (ndo imobilizada) apresenta atividade 6tima em faixas alcalinas
de pH (em torno de 8) e temperatura proxima a 37°C, o que dificulta o armazenamento
da tripsina em solucdo, quando ndo acidificada, ¢ em condi¢cdes ambientes de
temperatura, devido a ocorréncia de hidrdlise de uma molécula enzimatica sobre outra
(autolise). Assim sendo, a técnica de imobilizagdo apresenta o beneficio de evitar ou
pelo menos minimizar a autdlise da enzima, que ¢ um fator limitante para a sua
utilizagdo na forma livre. A tripsina constitui um alvo de interesse central nos estudos
em protedmica, os quais correspondem atualmente a um dos campos mais promissores

na pesquisa bioquimica de proteinas (Liu et al, 2007; Renella et al, 2014).

Sistemas elaborados contendo enzimas imobilizadas tém sido amplamente
investigados no intuito de minimizar tempo, custos e quantidade de amostra requerida
para ensaios de hidrolise proteica: tanto em sistemas que aplicam reatores contendo
enzimas imobilizadas acoplados a cromatografia liquida de alta eficiéncia (Girelli e
Mattei, 2005); quanto em reatores enzimaticos microfluidicos associados a métodos

sensiveis de detec¢do, como a espectrometria de massa (Krenkova e Foret, 2004).

Assim sendo, a escolha adequada do suporte a ser utilizado para a imobilizag@o
de biomoléculas ¢ tdo importante quanto a escolha correta do método de imobilizagao.
Atualmente, uma variedade de suportes tem sido utilizada para a imobilizagdo de
enzimas. Classificando-os de acordo com sua natureza quimica, podem ser descritas

duas classes: suportes organicos e inorganicos.
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Os suportes organicos, que podem ser naturais ou sintéticos, tém sido
amplamente propostos para a imobilizagdo de enzimas, seja por meio da formacdo de
superficies planas ou filmes, ou sistemas particulados. Sua principal vantagem constitui
da sua versatilidade por participarem em um grande numero de diferentes reacdes
quimicas, o que favorece sua ativacdao. Por exemplo, Liddy e colaboradores
investigaram em 1975 a insolubilizagdo de tripsina pela imobilizagdo em co-polimeros
de polipropileno (PP) modificados por radiagdo eletromagnética. Complementarmente a
esse trabalho pioneiro e a outros que iniciaram a investigacao microscopica dos suportes
poliméricos (Caramori e Fernandes, 2004; 2008), a presente Tese propde uma
abordagem sobre a investigacdo da organizacdo nanométrica de superficies de diversos
materiais para posteriores testes de imobilizagdo enzimatica. As superficies de PP
escolhidas correspondem a face interna de microtubos. Esse material apresenta grande
potencial para imobilizagdo de enzimas proteoliticas na sua superficie interna pela
praticidade de uso ou quando se almeja, por exemplo, a obtencdo de um sistema de

hidrélise proteica multienzimatica.

Massolini e Calleri (2004) apontaram diversos outros materiais poliméricos
sintéticos como promissores para imobilizac¢ao de tripsina acoplada a métodos “on-line”
de separacdo e andlise molecular. Nesse contexto, membranas poliméricas porosas
representam sistemas com elevado potencial para a imobilizagdo de enzimas e obtengao
de reatores proteoliticos microfluidicos. Essas membranas representam uma classe de
materiais com constituicdo quimica diferente (nylon, nitrocelulose, fluoreto de
polivinilideno - PVDF- e politetrafluoretileno — PTFE, por exemplo), possibilitando
uma diversidade de propriedades e de interagdes com outros sistemas moleculares. Na
presente Tese foi realizada também a caracterizacao da organizagdo nanométrica desses

materiais, bem como a elucidagdo de algumas das suas propriedades fisicas e quimicas.

Os suportes inorganicos, diferentemente dos organicos, apresentam em geral
vantagens como maior durabilidade, densidade, estabilidade e controle de porosidade
(Nagashima, 1984, Yiu et al 2001, Takahashi et al 2000). Outra vantagem apresentada
por essa classe de suportes ¢ a facilidade de sua esterilizacao e limpeza (Mouddeb et al,
1996). Particulas de silica sdo sistemas amplamente investigados como suportes
inorganicos para imobilizacdo de enzimas, devido as propriedades atrativas, como por
exemplo, a capacidade elevada de adsor¢do de diversos peptideos e enzimas, como a

lisozima, peroxidase, catalase e tripsina, ja testada extensivamente anteriormente
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(Vertegel et al, 2004). Varias modificacdes podem ser aplicadas a esse suporte com o
objetivo de aperfeicoar o sistema e obter materiais com taxas de reten¢cdo de enzimas
ativas altas. A modificagdo de superficies por acoplamento quimico de reagentes, como
por exemplo, o 3-aminopropil-trietoxisilano (APTS), altera a hidrofobicidade e
nanorrugosidade da superficie, podendo torna-la mais propensa para imobilizagdo de

enzimas por adsor¢ao (Narkiewicz et al, 2010).

Além da imobilizag¢do de enzimas, a imobilizacdo de células e seus componentes
biomoleculares representam uma estratégia promissora na constru¢do de
“microfabricas” e de sistemas de sensoriamento (Weibel et al, 2007). Nesse contexto,
foram adicionalmente imobilizadas células de levedura Saccharomyces cerevisiae em
superficies de PP funcionalizadas com polianilina (PANI) para se explorar suas

potencialidades bionanotecnologicas.

As aplicacdes das técnicas de caracterizagdo em nanoescala dos diversos
materiais desenvolvidas ao longo dessa Tese sdo uma consequéncia do desejo de
pesquisar e compreender caracteristicas do microambiente gerado pelo processo de
imobilizacdo. De maneira geral, os pesquisadores relacionam a melhora na atividade
catalitica e de estabilizagdo em condi¢des adversas de meio reacional a esse
microambiente gerado pela imobilizacdo. Tentou-se esclarecer essas possiveis
influéncias considerando-se as propriedades em nanoescala sobre os processos de

imobilizagdo de enzimas e o perfil catalitico dessas biomoléculas imobilizadas.
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Objetivos

Objetivo Geral

Caracterizar a estrutura e propriedades fisicoquimicas de suportes (superficies de
polipropileno (PP) normal, modificado (Maxymum Recovery®) e funcionalizada com
polianilina (PANI), membranas poliméricas porosas e particulas de silica) para
determinar seus padrdes de organizacao e homogeneidade; imobilizar biomoléculas; e

realizar testes de atividade bioldgica das estruturas imobilizadas.

Objetivos especificos:

- Avaliar a morfologia e a nanorrugosidade das superficies escolhidas como possiveis
suportes para imobilizacdo de biomoléculas —polipropileno (PP) normal e modificado
(Maxymum Recovery™) (Capitulos I e II); membranas de nitrocelulose, nylon,
politetrafluoretileno —PTFE — e fluoreto de polivinilideno — PVDF (Capitulo III); silica
(Capitulo IV) e polipropileno modificado com polianilina (PP/PANI) (Capitulo V);

- Avaliar as propriedades mecanicas das superficies de PP normal e modificado
(Maxymum Recovery™) (Capitulos 1 e II); membranas de nitrocelulose, nylon,
politetrafluoretileno —PTFE — e fluoreto de polivinilideno — PVDF (Capitulo III); silica
(Capitulo IV) e polipropileno modificado com polianilina (PP/PANI) (Capitulo V),

frente aos padrdes de atracdo e adesdo com a ponteira de nitreto de silicio;

- Testar as propriedades de interagdes quimicas das superficies de polipropileno com
solventes especificos (agua, acetonitrila, bicarbonato de amoénio e 4cido trifluoroacético)
(Capitulo I), e das superficies das membranas poliméricas porosas com uma solucio

proteica (albumina) (Capitulo III);

- Avaliar a estrutura quimica e testar a composicdo elementar das membranas

poliméricas porosas de PVDF; PTFE; “nylon” e nitrocelulose (Capitulo III);

- Desenvolver uma metodologia precisa para quantificacao indireta da imobilizacao de

tripsina (Capitulo IV);
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- Modificar ou funcionalizar superficies de polipropileno (PP) por meio da adsorcdo de

camadas de cadeias de polianilina (PANI) (Capitulo V);

- Testar a atividade do sistema PP/PANI como possiveis agentes sequestradores de ions

(Capitulo V);

- Imobilizar tripsina nas superficies de PP funcionalizadas com PANI (ativadas e nao

ativadas com glutaraldeido) (Capitulo V);

- Testar a atividade da enzima tripsina imobilizada nas superficies de PP/PANI sobre

substratos colorimétrico (BApNA) e proteico (albumina) (Capitulo V);

- Imobilizar células e biomoléculas nas superficies de PP/PANI e aplicar esses sistemas

como reatores para a sintese de nanoparticulas de prata (Capitulo V).
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Material e Métodos

Obtencdo dos suportes e biomoléculas

- Microtubos de polipropileno para caracterizag¢do de superficie:

Para as andlises comparativas das propriedades das superficies internas de
microtubos de polipropileno (PP) com capacidade de 1,5 mL, foram utilizadas amostras
fabricadas pela Axygen (Califérnia, Estados Unidos); Perfecta (Brasil) e por outro
fabricante nao identificado. Os microtubos foram segmentados conforme o esquema a

seguir:

-
'H—Area 3

ot

Figura 1 — Representacdo esquematica da amostragem ao longo de cada microtubo de polipropileno.

Das areas segmentadas foram retirados pequenos quadrados (aproximadamente
2 . -
6 mm”), os quais foram fixados, com auxilio de uma fita dupla-face, nos suportes

metalicos para as analises microscopicas.

- Modificagdo da superficie interna dos microtubos de polipropileno com polianilina:
Os microtubos que foram submetidos ao procedimento de funcionalizagdo, com
capacidade de 1,5 mL, foram fabricados por Axygen (Califérnia, Estados Unidos).
Antes da funcionalizag¢do, cada superficie foi lavada com excesso de H,O ultrapura
Milli-Q (trés ciclos de lavagens com 1000 pL), seguido de um ciclo de lavagem com
1000 pL de etanol 70% (v/v) e secagem a 40°C. Apos a secagem, os microtubos foram
pesados em balancga analitica (AX200, Shimadzu, Filipinas) para o registro das massas
iniciais (pré-funcionalizagdo). Cada ciclo de funcionalizagdo das superficies dos
microtubos de PP consistiu no contato e exposi¢cdo a 200 puL. de uma solucao 4cida (HCI
10 mmol x L) de anilina 0,44 mol x L' por 10 min a 25°C, seguido do adi¢do de 200
uL da solugdo aquosa de persulfato de aménio 0,61 mol x L por 60 min. Seguiu-se
com a retirada da solucdo de polianilina ndo aderida a superficie e quatro ciclos de

lavagens com 1,5 mL de solugdo aquosa de fosfato de sodio 0,1 mol x L pH 7,6 para
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remogao completa dos reagentes utilizados ndo adsorvidos. Apds a secagem dos
microtubos a 40°C seguiu-se com a pesagem e registro da massa. Apos quatro ciclos
completos de funcionalizacdo das superficies internas dos microtubos de PP e registros
dos ganhos de massa, esses foram lavados com H,O ultrapura Milli-Q, secos, tampados
e armazenados a temperatura ambiente. Alguns microtubos funcionalizados com PANI
foram submetidos a reagdo de ativagdo pelo tratamento com 500 pL. de uma solugdo de
glutaraldeido 2% (v/v), por um intervalo de 1 h, sob agitacdo constante de 80 rpm a

25°C.

- Membranas poliméricas porosas:

As membranas poliméricas testadas (nitrocelulose, nylon, politetrafluoretileno —
PTFE — e fluoreto de polivinilideno — PVDF) foram fabricadas pela Millipore (Irlanda),
com poros de 0,45 um. Apos a remocao dos suportes pladsticos, as membranas foram
cortadas em formato circular com cerca de 5 mm de didmetro e foram fixadas aos
suportes metalicos para as analises por meio de microscopia de for¢a atdmica (MFA) e
microscopia eletronica de varredura (MEV). De acordo com a disposi¢cdo da membrana
na embalagem, foi possivel diferenciar a parte superior (aquela que primeiro entra em
contato com a solugdo filtrada) e a parte oposta, inferior.

Foram realizadas analises das amostras antes e apos a realizagdo de testes de
filtracdo de uma solucdo de albumina 1 mg x mL™! para cada amostra. Os testes de
eficiéncia de filtracdo foram realizados apds a leitura espectrofotométrica da solugao
original em um comprimento de onda de 280 nm, em espectrofotdmetro da marca
QUIMIS, modelo Q798 U (Brasil). Considerou-se a solucdo inicial ou controle como

100% e as demais medidas ap0s a filtragdo foram calculadas relativamente a essa.

- Silica:
As particulas de silica (Silica gel Branca, Reagen), comumente utilizadas como

agentes dessecantes, apresentavam didmetro médio aproximado de 1 a 4 mm.

- Silica silanizada com aminopropiltrietoxisilano (APTS):

Para a silanizacao das particulas de silica, pesou-se 8 g de silica seca. Tratou-se
com 5,2 g de APTS, dissolvido em 115 mL de tolueno, sob agitagdo constante de 80
rpm, por 4 h, a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). A silica tratada foi

filtrada a vacuo e lavada por trés vezes com excesso de tolueno. Apos a filtragdo, secou-
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se 0 material em estufa a 150°C por um tempo de 4 h. O material foi armazenado em

frasco de plastico vedado, ao abrigo da luz.

- Tripsina pancreatica bovina:
A enzima utilizada nos ensaios de imobilizacao e verifica¢do de atividade foi a
tripsina pancredtica bovina (E.C. 3.4.21.4) fabricada pela empresa Sigma (tipo I,

duplamente cristalizada, Suica).

- Levedura Saccharomyces cerevisiae:

Foram utilizadas nos testes de imobilizagdo de biomoléculas nas superficies
internas de microtubos de PP modificados com PANI: extrato de levedura (Vetec),
fermento comercial a base de levedura Saccharomyces cerevisiae liofilizada

(Fermipan®) e levedo de cerveja comercial.

Andlises de superficies por microscopia de for¢ca atomica (MFA)

As analises das superficies dos microtubos de polipropileno; das membranas
poliméricas porosas; e das esferas de silica foram realizadas utilizando um microscopio
de forga atomica modelo SPM-9600 (Shimadzu, Japao). Foram adquiridas imagens em
modo contato ou dinamico, sendo que as dimensdes das areas varridas variaram de 25 a
2500 pm?, dependendo das caracteristicas das superficies de cada material analisado.
Para andlises no modo contato foram utilizados cantilevers com 200 pm de
comprimento, integrados com ponteiras piramidais de nitreto de silicio com constante
de mola de ~0,15 N x m™' e raio de curvatura < 20 nm (Olympus, Japdo). Para aquisi¢io
de imagens no modo dindmico foram utilizados cantilevers retangulares de aluminio,
com 125 um de comprimento, integrados com ponteiras piramidais de silicio com
constante de mola de ~42 N x m™' e frequéncia de ressonancia de ~320 kHz, e raio de
curvatura < 10 nm (Nanosensors PPP-NCHR-20). A area maxima do escaner utilizado ¢
de 125 x 125 x 7 um nas diregdes X, y € z, respectivamente. As imagens foram obtidas
em 512 x 512 pixels com uma frequéncia de varredura de 1 Hz, em diferentes posi¢des
na amostra, obtendo-se informacdes topograficas.

As imagens obtidas foram processadas utilizando o software SPM-9600 off-line,
por meio de um nivelamento no plano horizontal e por um nivelamento automatico da

superficie no plano bidimensional, seguidos por um ajuste de plano de fundo no eixo x.
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Para analise de superficies das amostras utilizou-se a fungao de analise de superficie,

possibilitando a mensuracdo de diversas variaveis de rugosidade.

Espectroscopia de for¢ca

Para avaliagdo das forcas de interagdo entre as superficies e a ponteira de nitreto
de silicio, utilizou-se a MFA em modo contato, por meio do mesmo microscoépio SPM-
9600. Para tanto, utilizou-se cantilever com 200 pum de comprimento (constante de mola
de ~0,15 N x m™' e frequéncia de ressondncia de ~24 kHz), integrados com ponteiras
piramidais de nitreto de silicio (raio de curvatura < 20 nm). A frequéncia de varredura
utilizada foi de 1 Hz e a amplitude de 20 V, com o ponto de amplitude inicial de 3 V.
As curvas de forca obtidas foram processadas utilizando o software SPIP V.5.1.11
(Image Metrology, Dinamarca), com as seguintes condi¢des para obtencdo dos
parametros referentes as curvas de forca: temperatura de 23°C, ajuste da curva de forca
pela média entre as curvas de aproximagao e retracdo, ponto zero automatico e curva de
aproximagdo como linha de base. Foram obtidas pelo menos dez curvas de forca
conclusivas para cada amostra, sendo que as curvas de aproximagao e retragdo as quais
foram inconclusivas (que ndo foi possivel calcular alguns dos parametros) foram

excluidas das analises de dados.

Espectrometria de massa
- Andlises para determinagdo das massas moleculares (MS) e para o sequenciamento
de peptideos (MS/MS)

Nos ensaios de verificacdo dos possiveis efeitos de solventes sobre as superficies
de polipropileno de microtubos, foram utilizados: adgua ultrapura Milli-Q; bicarbonato
de aménio 1 mol x L™ (em agua); acetonitrila P.A. e 4cido trifluoroacético (TFA) 0,1%
(v/v). As superficies internas dos microtubos foram expostas a cada solvente por
diferentes tempos (0, 6, 12, 18 € 24 h). Apos o término de cada intervalo de tempo, uma
aliquota era retirada (10 pL), a qual era utilizada para as andlises por meio de
espectrometria de massa.

As andlises foram conduzidas em espectrometro de massa com ionizagdo/
dessor¢do a laser assistida por matriz e separagao por tempo de voo (MALDI-TOF MS)
(UltraFlex III, Bruker Daltonics, Alemanha) controlado pelo software FlexControl 3.0.
As amostras foram misturadas com uma solugdo saturada de acido alfa-ciano-4-

hidroxicindmico (1:3) e aplicadas (0,5 pL) em duplicata em uma placa tipo MTP
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AnchorChip var/384. A faixa de massas moleculares analisada variou de m/z 600 a
2500, utilizando o modo refletido positivo. Os espectros de massa foram obtidos em
modo automatico, com 200 disparos do laser e uma intensidade relativa fixada em 34%.
Os resultados foram analisados utilizando o software FlexAnalysis 3.0.

Os espectros de fragmentagdo dos ions referentes aos peptideos obtidos
mediante hidrolise enzimatica foram adquiridos utilizando-se o método LIFT®.
Utilizou-se 19 kV como valor do parametro de tensdo da célula, e uma aceleracao final
de 29 kV. A pressdo na célula LIFT foi ajustada para valores em torno de 4 x 107 mbar.
O ion precursor foi selecionado pelo seletor de ion (TIS) e em algumas situagdes
utilizou-se o supressor de ions metaestaveis (PLMS). Os espectros MS/MS foram
adquiridos com aproximadamente 2000 disparos de laser. Foram utilizados os
programas FlexAnalysis 2.4 ou 3.0 (Bruker Daltonics) para interpretar manualmente

espectros de massa.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia Dispersiva
(EDS)

As analises foram conduzidas em equipamento JSM 700-1F (JEOL, Japao), no
Laboratorio de Microscopia Eletronica e Virologia da Universidade de Brasilia. As
amostras foram acondicionadas em suportes de latdo (stubs) e revestidas com ouro em
metalizador Balzers - SCD 050 (Baltec, Austria), a 21°C, em aproximadamente 2,6 x
107 Pa, por 180 segundos. Apds o revestimento com ouro, as amostras foram analisadas
no microscopio eletronico de varredura operado a 15 kV. As aquisi¢des das imagens de
MEV foram realizadas sob atmosfera de pressdo reduzida (1,9 x 10 Pa), e as
magnifica¢des variaram de 20 a 30.000 vezes de aumento. As analises de EDS foram
realizadas apos a aquisicdo de cada imagem de MEV, sendo que os valores de “probe
current” foram ajustados de modo que o “dead time” atingisse valores em torno de

20%.

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas em equipamento FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectrometer) - 4100 (Jasco, Estados Unidos) no Laboratério de Quimica
Analitica Ambiental — LQAA - da Universidade de Brasilia. O niimero de onda foi
variado de 4000 a 500 cm™ (infravermelho proximo). As amostras foram utilizadas em

estado solido, sendo que pequenos fragmentos de cada amostra intacta, ou a amostra
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pulverizada, foram acoplados ao sistema responsavel pela atenuacdo total da
reflectancia (ATR), para posterior aquisi¢do dos espectros. As analises foram realizadas

em triplicata.

Difracao de raios-X (DRX)

Os difratogramas das amostras foram obtidos em um difratometro de p6 da
marca Bruker (Alemanha), modelo D8 Focus, com radiagio CuKa = 1,5406 A a 40 kV
e 30 mA. A varredura foi realizada a 0,5° min™' e os valores de 2  foram analisados na

regido de 20 a 80°.

Anadlise termogravimétrica (TGA)

Os materiais foram caracterizados por TG/DTG e DTA, em um analisador
simultaneo termogravimétrico e termodiferencial DTG-60H/Shimadzu (Japdo),
utilizando cerca de 5 mg da amostra em cadinho de platina, com taxa de aquecimento de
10°C x min™, de 25°C a 750°C, em atmosfera inerte (30 mL x min™'). As temperaturas
em que a velocidade de decomposi¢ao da amostra ¢ maxima (Td) foram obtidas das

curvas DTG.

Imobilizagdo de tripsina em silica normal e silanizada

As esferas de silica foram incubadas em uma solugcdo de 52 pumol X L' de
tripsina com silica, de forma a se manter a proporgdo 0,25 g de suporte x 5 mL™" de
solucdo de enzima. A temperatura de reacdo foi de 4°C. As combinagdes de valores de
pH (entre 5,6 € 9,2; com o uso de: tampao acetato de sodio; fostato de sodio; Tris-HClI e
bicarbonato de sédio 0,1 mol x L") e tempo de reagdo (entre 10 e 110 min) foram
determinadas por planejamento experimental do tipo PCC, posteriormente descrito. A
eficiéncia de imobilizagdo foi determinada de modo indireto (fragdo nao imobilizada)
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa ultra-rapida

(FAST/HPLC).

Imobilizacdo de tripsina nos microtubos de polipropileno funcionalizados
Para imobilizacao de tripsina por adsorcao, incubou-se 250 pL. uma solucao de
52 umol x L™ de tripsina nos microtubos de PP funcionalizados com PANI, em tampio

fosfato de sodio 0,1 mol x L pH 7,6. A temperatura de reagdo foi de 4°C, sob agitacao
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constante de 10 rpm. A eficiéncia de imobilizagdo foi determinada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa ultra-rapida (FAST-HPLC).

Na imobiliza¢ao de tripsina por meio de formagdo de ligacdo quimica covalente,
cada superficie de PP funcionalizada foi ativada pela reagdo com uma solucao aquosa
de glutaraldeido 2% (v/v), por 60 min, a 25°C. Apods a ativagdo das superficies,
lavagens com excesso de agua ultrapura Milli-Q e secagem, seguiu-se o protocolo

descrito para a imobilizag¢do por adsorg¢do.

Quantificacdo da eficiéncia de imobilizacdo por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa ultra-rapida (FAST/HPLC)

Inicialmente realizou-se a separa¢io cromatografica da tripsina 52 pmol x L’
em solucdo aquosa; e coletou-se a fracdo correspondente a tripsina, a qual teve sua
identidade confirmada por meio de espectrometria de massa (MALDI-TOF/ MS). Para a
elaboracdo de uma curva padrdo para determinacdo da concentragdo de tripsina livre
foram preparadas solu¢des com concentragdes relativas a solugdo inicial (52 pmol x L~
Y, que foi considerada como 100%. As concentragdes preparadas foram de 90%; 80%;
70%; 60%; 50%; 40%; 30%; 20%; 10%; 5% ¢ 2,5% em relacdo a solucdo inicial. Em
cada separacdo cromatografica, o volume de injecao foi de 50 pL de amostra, e a
absorbéncia foi monitorada nos comprimentos de onda 216 e 280 nm (Detector UV/Vis
SPD-20?, Shimadzu, Japao). Realizou-se a separacdo e purificacio das amostras em
cromatografia liquida de alta eficiéncia ultra-rapida (FAST-HPLC) utilizando um
equipamento da Shimadzu (modelo LC-20AD, Japao), com uma coluna Shim-pack XR-
ODS 2,0 mmi x 50 mm. O gradiente de concentracdo do solvente apolar escolhido
(solvente B, acetonitrila em 0,1 % de TFA) foi de 5% até os 3 min (condi¢do isocratica),
seguindo do aumento linear em duas faixas: até 65% aos 18 min; e de 65% até 95% aos
20 min, permanecendo nessa condi¢do até os 23 min. O solvente A refere-se a uma
solucdo aquosa de 0,1% de TFA. O fluxo foi de 0,5 mL x min™. As separacdes
cromatograficas foram realizadas a temperatura ambiente.

Ap0s a aquisicdo dos cromatogramas calculou-se as areas sob os picos referentes
a tripsina, utilizando-se o software LC Solution (Shimadzu), sendo que cada valor
absoluto de area sob a curva foi utilizado na elaboragao das curvas-padrao.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ultra-rapida (FAST-HPLC) foi
também utilizada na separagdo de peptideos resultantes da hidrdlise de albumina sérica

bovina (BSA) clivada pela tripsina imobilizada nos diversos suportes. Nessas analises
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foram utilizadas as mesmas condi¢des e ajustes descritos anteriormente para a

quantificagdo da eficiéncia de imobilizagdo.

Imobilizacdo de biomoléculas em microtubos de PP modificados para sintese de
nanoparticulas de prata

As seguintes solugdes, na concentragdo de 6 mg x mL™, foram utilizadas nos
testes de imobilizagdo de biomoléculas nas superficies internas de microtubos de PP
modificados com PANI: extrato de levedura (Vetec), fermento comercial a base de
levedura Saccharomyces cerevisiae liofilizada (Fermipan®) e levedo de cerveja
comercial. As solugdes foram submetidas a ultrassonicagdo por 29 minutos, na presenca
de tampdo fosfato 0,1 mmol x L pH 7. O tempo de imobilizagdo foi de 1 h, a
temperatura de 25°C. Na imobilizagao por adsorc¢ao, cada solucdo foi incubada nos
microtubos funcionalizados com PANI (sem a ativacdo com glutaraldeido), enquanto
que na imobilizagdo covalente incubou-se naqueles previamente ativados pela reagdo

com uma solugo aquosa de glutaraldeido 2% (v/v), por 60 min, a 25°C.

Sintese de nanoparticulas de prata utilizando os microtubos de PP funcionalizados
como reatores

Os microtubos funcionalizados com PANI; aqueles ativados com glutaraldeido;
e aqueles contendo extrato de levedura, Fermipan® e levedo de cerveja comercial
imobilizados por adsor¢do e covalentemente foram testados como reatores para sintese
de nanoparticulas de prata. Para tanto, incubou-se cada microtubo com uma solu¢do de
nitrato de prata 20 mmol x L™, sob agita¢do circular constante de 80 rpm, a 25°C. Os

tempos de reacdo foram de 12 e 24 h.

Anadlises por espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta de superficie das
nanoparticulas de prata sintetizadas

As andlises por espalhamento de luz dindmico para estimacdo das dimensdes das
nanoparticulas de prata (didmetro hidrodindmico) e das cargas superficiais (potencial
Zeta) foram realizadas em equipamento ZetaSizer (Malvern, Reino Unido) no
Laboratorio de Biofisica da Universidade de Brasilia. As amostras foram diluidas em
agua de forma a se obter uma fungdo de correlagdo com intercepgdo entre 0,85 e 1,
juntamente com uma contagem de fotons e indice de polidispersividade (PdI) adequados

para a realizagdo das aquisi¢des. O dngulo de detecgdo do espalhamento de luz utilizado
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nas analises foi de 173°, sendo realizadas em cubetas descartaveis de poliestireno, com
os seguintes ajustes nas medigdes: poliestireno/latex como modelo de material; modelo
geral de andlise; agua como dispersante; duragdo de medida e andlise multimodal
automaticos; temperatura de 25°C e nimero de medidas igual a trés. As analises foram
realizadas em triplicata, considerando-se a relagdo do numero de particulas por

tamanho.

Determinacgdo da condutividade elétrica de solugoes de cloreto de ferro (FeCl3)

Foi utilizado 1 mL de solugdo antes e apds a incubagcdo nos microtubos
funcionalizados com PANI, para a avaliagdo da possivel remocgao/captacdo de ions da
solucdo. As solucdes selecionadas foram de FeCl;.6H,O, com concentragdes variando
entre 5 mg x mL™ a 0,25 mg x mL™. Os tempos de incubagdo foram de 1 h ou 24 h, ¢ as
leituras foram realizadas a 18,2°C, apos 30 segundos de estabilizacdo do valor de
condutividade em condutivimetro microprocessado de bancada modelo Q795M2

(Quimis, Brasil).

Teste colorimétrico de atividade da tripsina livre

Testou-se a atividade da tripsina livre incubando-se 40 pL de tampao Tris-HCl
50 mmol x L contendo CaCl, 20 mmol x L™ (pH 8,2), com 40 pL de soluc¢io de
tripsina 5,2 pmol x L por um intervalo de tempo de 10 minutos. Seguiu-se com o
acréscimo de 400 pL de substrato BApNA 100 pmol x L™ em tampdo Tris-HCI 50
mmol x L' contendo CaCl, 20 mmol x L™, sob agitacio circular de 80 rpm, por um
tempo de 10 minutos de reagdo a 37°C. Para finalizar a reacdo, adicionou-se 30 pL de
solugdo de 4acido acético 30% (v/v). A quantificacio foi realizada
espectrofotometricamente em equipamento UV mini-1240 (Shimadzu, Japao), com

leitura em comprimento de onda de 410 nm.

Teste colorimétrico de atividade da tripsina imobilizada

Nos testes de atividade da tripsina imobilizada em silica, na hidrolise do
substrato BApNA, incubou-se as particulas de silica contendo tripsina imobilizada em
microtubos de PP de 1,5 mL certo volume de tampdo Tris-HCI 50 mmol x L™ contendo
CaCl, 20 mmol x L' (pH 8,2), para se manter a propor¢io de 40 pL de tampdo para
cada 208 mmol de tripsina imobilizada. O tempo de incubagdo foi de 10 min. Seguiu-se

com a adigdo de substrato BApNA 100 pmol x L™ em tampao Tris-HCI 50 mmol x L
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contendo 20 mmol x L de CaCl, (na proporcio de 1:5 em relacdo ao volume inicial de
tampao), sob agitagdo circular de 80 rpm, por um tempo de 10 min de reacdo a 37°C. O
término da reacdo foi determinado pela separagdo do sobrenadante contendo o substrato
hidrolisado da particula de silica contendo a enzima imobilizada (por adsorcao ou
covalentemente). A quantificagdo foi realizada espectrofotometricamente em
equipamento UV mini-1240 (Shimadzu, Japdao), com leitura em 410 nm de
comprimento de onda.

Nos testes colorimétricos de atividade da tripsina imobilizada na superficie
interna de microtubos de PP funcionalizados com PANI, incubou-se em cada microtubo
modificado certo volume de tamp3o Tris-HCI 50 mmol x L' contendo CaCl, 20 mmol
x L' (pH 8,2), para se manter a propor¢do de 40 uL de tampéo para cada 208 mmol de
tripsina imobilizada. O tempo de incubagdo foi de 10 min. Seguiu-se com o acréscimo
de substrato BApNA 100 pmol x L' em tampéo Tris-HCI 50 mmol x L™ contendo 20
mmol x L™ de CaCl, (na proporgdo de 1:5 em relagdo ao volume inicial de tampao), sob
agitacdo circular de 80 rpm, por um tempo de 10 min de reagdo a 37°C. O término da
reacdo foi determinado pela separagdo do sobrenadante contendo o substrato
hidrolisado, da superficie de PP modificada com PANI contendo a enzima imobilizada
(por  adsorcdo  ou  covalentemente). @A  quantificagdo  foi  realizada
espectrofotometricamente em equipamento UV mini-1240 (Shimadzu, Japdo), com

leitura em 410 nm de comprimento de onda.

Teste de hidrolise da albumina sérica bovina utilizando a tripsina imobilizada em
microtubos de polipropileno modificados

Nos testes de atividade da tripsina imobilizada em silica sobre o substrato
proteico albumina, utilizou-se uma solugdo de albumina 1 mg x mL' em tampdo
bicarbonato de aménio 50 mmol x L™, com um volume que mantém a proporgio de
1:10 entre a quantidade de substrato e aquela de enzima imobilizada, respectivamente.
O tempo de reacdo foi de 24 h a temperatura de 37°C. O perfil catalitico foi
determinado por andlise de espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF com
procedimentos idénticos aos descritos previamente.

Nos testes de verificacao do perfil catalitico da tripsina imobilizada por adsor¢ao
e via ligacdo covalente nas superficies internas de microtubos de PP modificados com
PANI, utilizou-se como substrato proteico uma solugdo de albumina 1 mg x mL" em

tampdo bicarbonato de aménio 50 mmol x L', em um volume que mantivesse a
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propor¢ao de 1:10 entre a quantidade de substrato e aquela de enzima imobilizada,
respectivamente. O tempo de reagdo foi de 24 h a temperatura de 37°C. Como controle
(teste da atividade da enzima livre sobre a albumina), foram utilizadas as mesmas
condigdes de reacao descritas para a enzima imobilizada. O perfil catalitico foi
determinado por analise de espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF com

procedimentos idénticos aos descritos previamente.

Andlises estatisticas e planejamento experimental

A andlise de variancia (ANOVA) e os testes estatisticos (teste t e Tukey) foram
realizados utilizando-se o software Origin 8.0. Os dados exibidos nos graficos sdo
referentes as médias e seus respectivos erros-padrao, com nivel de significancia (p) <
0,05. Nos testes de verificagdo da normalidade da distribuicao dos dados (aplicados aos
resultados de ganho de massa dos microtubos de PP apds os ciclos de funcionalizagdo
com PANI), utilizaram-se os valores da diferen¢a de massa entre os microtubos pré- e
pos-funcionalizagdo. Aos valores obtidos para cada microtubo, aplicou-se o calculo de
contagem de frequéncia, ajustando o nimero de pontos para oito; com quatro graus de
liberdade e R-quadrado igual a 0,9.

Os testes de estatistica multivariada, particularmente as analises de componentes
principais referentes as analises por meio de espectrometria de massa de possiveis
componentes de PP liberados frente a exposi¢do a diversos solventes, foram realizados
utilizando-se o software PAST (Hammer; Harper, 2001). Para tanto, os ions foram
inicialmente ranqueados em ordem decrescente de valores de intensidade. Seguiu-se
com a normalizacdo dos dados para valores entre 0 e 1. Somente entdo foi aplicada a
analise estatistica multivariada do tipo componentes principais, com o ajuste do nivel de
confianca de 95% nas elipses obtidas.

O planejamento experimental escolhido foi do tipo Planejamento Composto
Central (PCC), realizado com o uso do software Statistica 8.0. O planejamento
composto central ¢ um planejamento fatorial classico em dois niveis (2k), acrescido de
alguns pontos experimentais (pontos estrela) para a estimacdo dos coeficientes de uma
superficie de 2* ordem (Kaminari, 2002). As vantagens referentes ao uso desse tipo de
planejamento incluem a diminui¢do do nimero de pontos experimentais, com economia
de tempo e reagentes, e a possibilidade de se avaliar o efeito de duas ou mais variaveis

simultaneamente sobre a resposta.
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No presente trabalho, utilizou-se o PCC no planejamento experimental de
verificagdo da influéncia das varidveis pH e tempo da reacdo de imobilizagdo. A faixa
de variagdo do pH do meio reacional variou entre 5,8 ¢ 9,2, enquanto os valores de
tempo ficaram entre 21,9 e 98 min, conforme mostrado na tabela 1. Os ajustes utilizados

2@ cubo + estrela; nimero de fatores igual a

no desenho experimental foram: modelo
2; numero de blocos igual a 1; nimero de corridas igual a 10; numero central (nc) igual
a 4; nimero estrela (ns) igual a 4 e nimero zero (n0) igual a 2. O valor de rotatividade

de a foi igual a 1,4142 e o valor de ortogonalidade de o foi igual a 1,0781.

Tabela 1 - Matriz de planejamento experimental, codificada e ndo codificada, para o
planejamento do tipo composto central (PCC) para as variaveis pH e tempo de

imobilizacao

Nuamero do pH Tempo
experimento (min)
1 6,0 (-1) 30 (-1)
2 6,0 (-1) 90 (+1)
3 8,6 (+1) 30 (-1)
4 8,6 (+1) 90 (+1)
5 5,8 (-1,26) 60 (0)
6 9,24 (+1,26) 60 (0)

7 7,6 (0) 21,98 (-1,26)

8 7,6 (0) 98,01 (+1,26)
9(0) 7,6 (0) 60 (0)
10 (O) 7,6 (0) 60 (0)
11 (C) 7,6 (0) 60 (0)
12 (C) 7,6 (0) 60 (0)
13 (O) 7,6 (0) 60 (0)

Observacao: os valores codificados encontram-se entre parénteses.
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Capitulo I

Anadlise da superficie interna de microtubos de polipropileno
Introducio

A caracterizagdo da estrutura de superficies poliméricas pode revelar
propriedades importantes desses materiais (Magonov e Reneker, 1997). Com isso,
surgem inumeras possibilidades de novas aplicagdes desses produtos, bem como novas
vias para o seu controle de qualidade (Merrett et al, 2002; Cunningham, et al, 2000).
Essa caracterizagdo pode fornecer informacdes acerca da propensdo do material em
possibilitar a imobilizagdo de moléculas, incluindo enzimas, uma vez que estudos
prévios demonstram que a rugosidade de superficies apresenta relacdo direta com a
tendéncia de adsor¢do de materiais (Benz et al, 2001). Além disso, existem diversos
estudos apontando tubos plasticos como uma fonte potencial de contaminagdo de
amostras e de interferéncia em experimentos laboratoriais analiticos. Isso pode
acontecer tanto pela liberagdo de contetido polimérico, quanto pela adsorcdo de
componentes do experimento na superficie do tubo (Li et al, 2010; McDonald et al,

2008; Reingrubera et al, 2010).

Nesse contexto, a microscopia de for¢a atomica (MFA) apresenta-se como uma
ferramenta com elevado potencial de aplicagdo na investigacdo da organizacdo em
nanoescala da superficie desses materiais. Comparada com outras técnicas, a MFA
apresenta diversas vantagens, tais como: preparo da amostra simples; ndo requer vacuo;
possibilidade de andlise em ambiente aquoso, 0 que permite a analise em condig¢des
proximas ao ambiente natural, minimizando artefatos; e pode-se ainda obter dados
quantitativos de rugosidade de superficie. Além desses beneficios, a MFA oferece
informacdes sobre propriedades mecanicas como a viscoelasticidade e dureza das

amostras. Para tanto, basta se selecionar e utilizar um modo de operagdo adequado.

Considerando tais caracteristicas da MFA, foram elaboradas as seguintes
hipoteses, as quais nortearam o delineamento desse primeiro capitulo da Tese: @) A
MFA pode ser considerada como uma ferramenta adequada para verificacdo de padrdes

de homogeneidade ao longo da superficie interna de microtubos de PP? ) Os padrdes
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de organizagdo das superficies poliméricas de PP apresentam alguma relagdo com suas

tendéncias de liberagdo de componentes moleculares?

Para se testar tais hipdteses, esse capitulo teve como objetivos aplicar a MFA
como potencial ferramenta de caracterizagcdo de superficies internas de microtubos de
polipropileno (PP), buscando-se por marcadores de controle de qualidade nos
parametros de nanorrugosidade; analisar a superficie de microtubos de diferentes
marcas e diferentes areas ao longo de um mesmo microtubo; e investigar o efeito da
exposi¢ao a diversos solventes frente a possivel liberacdo de componentes da superficie

polimérica, por meio de analises por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.
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Resultados e Discussao

Para a realizacdo da caracterizacdo e investigacdes das superficies de PP,
iniciou-se com a analise de superficies internas de microtubos plasticos com capacidade
para 1,5 mL de trés diferentes marcas, por meio de MFA. Na figura 1.1 estdo
representadas imagens referentes as diferentes regides dos microtubos (de acordo com o
esquema representado na figura 1, secdo Material e Métodos. Qualitativamente, pode-se
observar heterogeneidade topografica alta quando se compara tanto entre as diferentes
marcas ou até mesmo entre regides distintas ao longo dos microtubos. Por exemplo, nas
areas 1 e 2 referentes ao microtubo A podem-se observar a formacao de estruturas em
forma de blocos, enquanto na area 3 podem-se observar irregularidades em formas de

ondas na superficie. Nos microtubos B e C, observam-se a ocorréncia de ranhuras

retilineas de dimensdes diversas.

5000 x50.00 jum] Z 000 - 325.00 [nm] 50.00 x 50.00 [um] Z 0.00 - 325.00 [nm] 50.00 x 50.00 [um] Z 0.00 - 325.00 [nm]

A-Area 3 B -Area 3 C-Areal

50.00x50.00 fum] Z 0.00 - 325.00 [am) 50.00x50.00 [um] Z 0.00 - 32500 [nm]

A-Area2 B-Area2

50.00%50.00 fum] Z 0.00 - 325.00 [nm]

C-Area2

50.00x 50.00 Z 000 - 325.00
50.00x 5000 [um] Z 0.00 - 32500 [nm] X fum] o) 50.00x5000{um] Z 0.00 - 32500 [nm]

A-Areat B-Area C-Areai
Figura 1.1 — Analises topograficas obtidas por meio de MFA a partir das trés marcas de microtubos A, B
e C. Representacdo em 3D das imagens adquiridas em modo dindmico em areas de 50 x 50 pum’ e
mantendo para fins de comparagdo a amplitude de altura em até 325 nm.
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Adicionalmente a analise qualitativa, foram calculados alguns parametros
quantitativos acerca da rugosidade das superficies dos microtubos investigados: i)
rugosidade média em valores absolutos (Ra); ii) rugosidade quadratica média (Rq); e iii)
rugosidade referente a distancia média entre os principais picos e vales ao longo da
imagem da amostra (Rz).

O parametro Ra ¢ a média aritmética dos valores absolutos das ordenadas dos
afastamentos dos pontos do perfil de rugosidade, em relagdo a linha média, dentro do

percurso de medi¢do. Ra pode ser calculada pela equagao:

1 n
Ra = ;;‘yi

(equagao 1.1)

Rq é um pardmetro correspondente ao Ra. E o desvio médio quadratico. E
denominado RMS (Root Mean Square) em paises de lingua inglesa. A elevacdo ao
quadrado aumenta o efeito das irregularidades que se afastam da média. Rq pode ser

definido pela equagao:

(equagdo 1.2)

O parametro Rz ¢ a média aritmética dos cinco maiores valores da rugosidade
parcial (Z;). A rugosidade parcial Z; ¢ definida como a soma dos valores absolutos das
ordenadas dos pontos de maiores afastamentos (acima e abaixo da linha média)
existentes dentro de um comprimento de amostragem. Graficamente, este valor
representa a altura entre os pontos maximo e minimo do perfil, dentro do comprimento

de amostragem, conforme ilustrado na figura 1.2:

R:=Z1\+7Z>+ 73+ 7Za+ 75

L0 70y Zs zZ
2 2 5
NJ /N A fl L pis W B

v wkv"kfl A

Figura 1.2 — Esquema ilustrativo de determinacdo do parametro de rugosidade Rz (Adaptado de Marcelo
Lima, 2002).
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Os parametros de rugosidade Rp e Rv correspondem aos perfis de altura dos
picos e de profundidade dos vales (ou depressdes), respectivamente. Sao calculados

pelas seguintes formulas:

1 n
Rp = ;;‘y(p)i

(equagao 1.3)

1 n
Ry = ;;‘y(\/)i

(equagdo 1.4)
O parametro Rzjis ¢ obtido a partir do valor médio dos cinco maiores picos (yp)
e dos cinco maiores vales (yy) em relacdo a distancia da linha média, em um intervalo

de comprimento de referéncia “L”, conforme demonstrado na equacao 1.5:

n=>5 n=>5
Z‘y(p)‘ * Z‘yw)
A%

Rzjis = L
/ 5

(equagdo 1.5)

Na figura 1.3, pode-se observar a consideravel heterogeneidade dos valores de
rugosidade apresentada pelas superficies nas diferentes areas ao longo dos microtubos
de polipropileno das trés diferentes marcas. A marca “A” apresentou diferengas
estatisticas significativas (p < 0,05) para todos os parametros, Ra, Rq e Rz, revelando
sua alta heterogeneidade morfologica. E interessante notar que o parametro Rq apontou
diferencas estatisticas significativas entre pelo menos duas areas para cada microtubo.
Esse parametro ¢ comumente considerado como sendo o mais apropriado para descrever

variacao dos perfis topograficos (Barnard et al, 2010).
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Figura 1.3 — Analise das rugosidades (Ra, Rq ¢ Rz) observadas em imagens obtidas por MFA operada em
modo dindmico para diferentes regides das trés marcas de microtubos. O nivel de significancia estatistica
para os testes de analise de variancia (testes Tukey e Fisher de comparacdo de médias) foi de p < 0,05. A
presenca do simbolo (*) indica diferenga significativa entre o termo assinalado e os demais, enquanto o
simbolo (**) indica diferenca estatistica significativa entre os termos marcados com esse simbolo.

Pode-se ainda reforcar a constatacdo da heterogeneidade de valores de

rugosidade observada para a marca “A” quando se considera as médias das areas de

cada marca (figura 1.4).

4500
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Figura 1.4 — Analise das médias das rugosidades das areas ao longo de cada microtubo, considerando-se
os parametros estruturais referentes as trés marcas testadas. A presenca do simbolo (*) indica que A ¢
significativamente diferente entre de B e C, enquanto o simbolo (**) indica diferenca estatistica
significativa entre A e C (testes Tukey e Fisher de comparag@o de médias; p < 0,05).

A elevada heterogeneidade da rugosidade, apresentada principalmente pelo
microtubo da marca A, pode ser considerada como um indicio de falta de um controle
de qualidade de producdo adequado, uma vez que se espera um produto com
homogeneidade ao longo de sua superficie. Esse fato também pode estar relacionado ao
tipo de processamento utilizado na produgdo desse termoplastico, que pode envolver
etapas de moldagem por inje¢do ou extrusdo (Vlachopoulos et al, 2003). Assim sendo,
vislumbrou-se que a nanorrugosidade pode apresentar informagdes suficientes para

atuar como um marcador no controle de qualidade desses microtubos.

Verificacdo do efeito dos solventes (acetonitrila, bicarbonato de amdonio, dcido
trifluoroacético e dgua) sobre a superficie interna dos microtubos de polipropileno

O uso de microtubos de PP pode acarretar alguns problemas relacionados a
liberacdo de polimeros, contaminando amostras e comprometendo experimentos. Para
verificar essa possibilidade, foi testada a possivel liberagdo de fragmentos dos
polimeros por meio de andlises por espectrometria de massa, buscando-se possiveis

componentes moleculares liberados. Para tanto, os tubos foram incubados com solugdes
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contendo solventes comumente utilizados na atividade laboratorial (acetonitrila,
bicarbonato de amonio, &cido trifluoroacético e agua). Incubou-se em diferentes
intervalos de tempo para se testar quanto a possivel liberagdo de polimeros, conforme

apresentado na figura 1.5.
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Figura 1.5 — Analise por espectrometria de massa MALDI-TOF das trés marcas de microtubos, na busca
de possiveis componentes moleculares liberados frente a exposicdo aos seguintes solventes/solucdes:
acetonitrila (P.A.), bicarbonato de aménio (1 mol x L), 4cido trifluoroacético (0,1%) e 4gua ultrapura,
com tempos de exposi¢do de 0 e 24 horas. A faixa de massas moleculares analisada variou de m/z 600 a
1600, utilizando o modo refletido positivo.

Nao foi observada a liberagdo caracteristica de polimeros (multiplas repeti¢cdes
sucessivas de ions correspondentes a mondmeros) pelos microtubos em nenhuma das
condig¢des testadas. Os componentes moleculares detectados sdo oriundos da ionizagao

da propria matriz (alfa-ciano-4-hidroxicindmico) utilizada nos ensaios de espectrometria
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por MALDI-TOF. Entretanto, observa-se notoria supressao de alguns ions na faixa de
m/z 800 a 1600 nas solu¢des dos microtubos contendo bicarbonato de amoénio 1 mol %
L' no tempo de zero hora (figura 1.5 A, B ¢ C), o que foi confirmado pelo perfil
apresentado na analise de componentes principais (figura 1.6 A, C e E). Observa-se a
distingdo desse grupo de ions, comparando-os aos demais. E interessante observar que
apds 24 horas de exposi¢do, as amostras compartilham perfis de componentes
moleculares similares (figura 1.6 B, D e F), provavelmente devido a volatilidade dos
solventes utilizados. Assim sendo, durante os periodos de incubagdo mais longos, os
solventes poderiam progressivamente se volatilizar e dissipar pelo volume interno nao
ocupado do microtubo, passando entdo a ndo interferir nos perfis de ionizacdo dos

componentes moleculares da matriz.

A B

Compontente 2
Compontente 2

Compontente 3
Compontente 3

_4\ 5=

R

3 3 .‘ )

Compontente 3
Compgntente 3

Composntente 2 Compontente 2
Figura 1.6 — Analise de componentes principais dos 28 componentes moleculares mais intensos,
detectados por espectrometria de massa MALDI-TOF nos microtubos de polipropileno expostos por 0 (A,
C e E) e 24 horas (B, D ¢ F) a diferentes solventes/solugdes. Relagdes entre solventes/solugdes e as cores:
agua (azul); bicarbonato de amoénio (vermelho); acetonitrila (verde) e acido trifluoroacético. As elipses
foram ajustadas com nivel de confianca de 95%.
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Conclusoes

O estudo realizado pode ser considerado como uma abordagem alternativa para
investigacdo qualitativa e quantitativa de superficies constituidas por PP. A andlise da
organizacdo nanométrica da superficie interna dos microtubos aponta-se como uma
forma potencial de controle de qualidade dos microtubos, em relacao a heterogeneidade
e liberacdo de polimeros constituintes dos microtubos. As propriedades observadas
podem também fornecer informagdes uteis para futuros testes de imobilizacdo de

moléculas, incluindo enzimas, nessas superficies.

- O trabalho realizado resultou na publicagdo do artigo intitulado “Qualitative and
quantitative topographical surface investigation and solvent effects on internal
surface of polypropylene tubes”, na revista internacional Surface and Interface

Analysis (SIA) DOI 10.1002/sia.3812.
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Capitulo 11

Andlise em nanoescala das superficies internas de microtubos de polipropileno
normais e modificados: uma abordagem considerando pardmetros de espectroscopia

de forca

Introducio

Dispositivos de polipropileno (PP) t€ém sido amplamente utilizados em
laboratorios industriais e académicos (McDonald et al, 2008; 2009). Apds a primeira
concepgdo dos microtubos de PP, no inicio dos anos 80, seu uso se tornou ubiquo em
laboratdrios no mundo todo (McDonald et al, 2008). No entanto, de acordo com alguns
relatos, este material parece nao ser tao inerte quanto se acreditava. No capitulo I dessa
Tese foi descrito que apds a exposicdo de microtubos incolores a diversos solventes,
ndo foi observada a liberagdo de nenhum fragmento ou componente polimérico nas
condigdes testadas. Porém, McDonald et al (2008) descreveu que dispositivos de
plastico, principalmente aqueles coloridos, podem ser uma fonte potencial de
contaminantes bioativos, tais como di-(2-hidroxietil) metildodecilamonio (DIHEMDA)
e 9-octadecenamida (oleamida) (McDonald et al, 2008; 2009). Nesse contexto, alguns
fabricantes tém procurado estratégias para desenvolver modifica¢des em resinas de PP e
etapas de processamento para superar esses inconvenientes, maximizando
caracteristicas desejaveis, tals como materiais com baixa energia superficial e
tendéncias de adesao reduzida. Um exemplo deste tipo de material sdo os microtubos do
tipo Maxymum Recovery” os quais sio descritos pelo fabricante (Axygen) como nio
apresentando nenhum potencial de contaminagdo, além de exibirem caracteristicas de
ligacdo ou adesdo de outras substincias diminuida, levando a consequentes
minimizagdes de perdas de amostras (Axygen, 2012).

Efeitos da estrutura quimica e das propriedades das superficies desses materiais
poliméricos sobre a adsor¢cdo de proteinas sdo descritos como sendo diretamente
relacionados com a rugosidade da superficie (Wang et al, 2004). Superficies com baixa
rugosidade sdo descritas como apresentando menor contribui¢do de forgas de van der
Waals nos processos de adesdao, com consequente diminui¢ao destes eventos (Podczeck,

1999). No capitulo I investigou-se a superficie interna de microtubos de PP com o



52

objetivo de verificar a possivel presenca de padroes de homogeneidade, relacionando
essa informacdo com a nanorrugosidade, no qual se buscou por marcadores de controle
de qualidade. Foram descritas diferengas de rugosidade significativas tanto entre as
marcas diferentes quanto entre areas ao longo de um mesmo tubo (Barbosa e Silva,
2012).

Esse capitulo II apresenta como objetivo investigar a superficie interna de
microtubos modificados pelo fabricante, comparando-os aos nao modificados da mesma
marca. A morfologia, nanorrugosidade, propriedades de elasticidade e rigidez,
tendéncias de atragdo e adesdo, € o ambiente quimico nas superficies poliméricas foram
investigados. A pergunta cientifica ou hipotese testada nesse trabalho foi: “Os
resultados relativos a caracterizagdo das superficies de PP modificados corroboram as
afirmagdes do fabricante sobre este produto?”” Para tanto, foram utilizadas a microscopia
de forca atdmica (MFA); microscopia eletronica de varredura (MEV); espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de energia

dispersiva (EDS) como ferramentas de investigacao.
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Resultados e Discussio

As topografias das superficies internas dos microtubos modificados e nao
modificados (controle) avaliadas por MFA esta apresentada na figura 2.1. Ambos os
grupos mostraram um arranjo similar em suas superficies internas, com estruturas em
forma de cristas que atravessavam as areas varridas. De acordo com Thomann et al
(1996) o aparecimento destas estruturas em forma de cristas estdo relacionadas a
formagao de esferulitas abertas que ocorrem em materiais contendo polipropileno o-
isostatico (Thomann et al, 1996; Lim; Lloyd, 1993).

Em uma observagdo qualitativa, as aparentes discrepancias relacionadas as
alturas das cristas em diferentes areas de uma mesma amostra sugerem a existéncia de
diferengas significativas entre as mesmas (figura 2.1). Entretanto, quando se considerou
quantitativamente os resultados obtidos para nanorrugosidade, nenhuma diferenca
estatistica significativa foi observada entre as diferentes dreas em um mesmo tipo de

microtubo (p < 0,05) (dados ndo apresentados).

0.0 10,00
Figura 2.1 — Analises de MFA da superficie interna dos microtubos de PP ndo modificados ou controle
(A, B e C) e modificados (D, E e F). Representagdo em 3D das imagens adquiridas em modo dinamico
em areas de 50 x 50 pum’. Os microtubos apresentavam capacidade méxima de 0,6 mL.
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As analises por meio de MFA apresentam limitagdes relacionadas as dimensdes
maximas de varredura nos eixos X e Y. Nesse sentido, visando a superar tais limitagdes
e corroborar ou refutar os resultados obtidos por MFA, foram realizadas anélises por
meio de MEV. A figura 2.2 apresenta as imagens das superficies internas dos
microtubos controle e modificados, obtidas por MEV. Tais resultados corroboram as
informagdes qualitativas obtidas por MFA. Os mesmos padrdes de arranjo superficial
(linhas atravessando as areas analisadas) foram observados, os quais provavelmente se

referem as cristas descritas nas analises de MFA (figura 2.1).

3 pm 3um

Figura 2.2 — Imagens topograficas obtidas por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) das
superficies internas dos microtubos de PP ndo modificados ou controle (A) e modificados (B). Os
microtubos apresentavam capacidade maxima de 0,6 mL.

Desde que nenhuma diferenga estatistica significativa foi encontrada entre as
areas de um mesmo microtubo, os resultados quantitativos apresentados na figura 2.3
referem-se a média aritmética das areas de cada tipo de microtubo. Os resultados
obtidos mostram valores diminuidos de rugosidades referentes aos parametros Ra e Rq
nos microtubos modificados, em comparacdo ao controle, enquanto que o valor de
rugosidade relativo ao parametro Rp foi cerca de 20% maior nos microtubos
modificados (p < 0,05). Tais resultados indicam que as superficies do microtubo
modificado sdo mais lisas € homogéneas que o controle. De acordo com Schonherr et al
(1998), valores baixos de Ra para superficies de PP modificadas implicam em uma
reducdo na energia livre de superficie (Schonherr et al, 1998). Eles ainda descrevem que
as variagdes na rugosidade representam uma fun¢do central em medidas de forca
(Schonherr et al, 1998). Os pardmetros Rz, Rzjis e Rv ndo apresentaram diferencas

estatisticas significativas (p < 0,05).
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Figura 2.3 — Resultados de nanorrugosidade dos microtubos ndo modificados (ou controle) e modificados,
obtidos por microscopia de forg¢a atdmica (MFA) operando em modo dindmico. A capacidade maxima em
volume dos microtubos de PP era de 0,6 mL. A presenca do simbolo (*) indica existéncia de diferenca
estatistica significativa entre as superficies dos microtubos controle ¢ modificados (p < 0,05).

A figura 2.5 apresenta os resultados de espectroscopia de for¢a. Nesse ponto da
Tese ¢é relevante esclarecer alguns aspectos teoricos relacionados a obtencao e analises
de curvas de forga. Primeiramente, convém ressaltar que curvas de for¢a (curvas de
forga versus distdncia) mostram a deflexdo do cantilever de MFA durante a
aproximacao e retragcdo verticais, em relacdo a superficie da amostra (Hinterdorfer;
Dufréne, 2006; Meyer; Amer, 1988; Alexander et al, 1989). A deflexdo ¢ convertida em
medidas de forcas de interacdo (atracdo ou repulsdo) sobre o cantilever, quando se
considera a deflexdo conjuntamente a constante de mola do cantilever. “Snap-in force”
¢ o primeiro evento medido em uma curva de forca (figura 2.4). Este parametro ¢
relacionado com a magnitude das forgas de atragdo, envolvendo interagdes entre a
superficie da amostra e a ponteira. As interacdes podem ser do tipo van der Waals e de
capilaridade, por exemplo. O pardmetro “Max Load Force” ¢ a forca maxima de
carregamento aplicada (figura 2.4). Normalmente aparece na extremidade esquerda
superior da curva de forga, e refere-se as propriedades de dureza de cada material.
“Detach force” ¢ a forga que ocorre antes do Ultimo evento na curva de retragdo, que
corresponde ao ponto no qual a ponteira se desprende da superficie da amostra.
Relaciona-se com interagcdes adesivas entre a superficie da amostra e a ponteira. “Max
pull force” ¢ a forga maxima de tracdo. Este parametro muitas vezes apresenta valores
semelhantes aqueles obtidos pelo pardmetro “Detach force”. O moédulo de Young € o

modulo de elasticidade, que ¢ calculado aplicando-se um dos possiveis modelos de
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ajuste de indentacdo na curva de forga versus distancia (Butt et al, 2005). Por fim, o
parametro energia dissipada relaciona-se com uma medida de trabalho em um ciclo de
aproximagdo e retragdo da ponteira do microscopio, se relacionando a trajetoria
dinaminca da ponta ponteira, a histerese posicional e processos locais especificos

(Gauthier; Tsukada, 2000).

Max. Load Force;

E / Mddulo de Young

- ~
S — Retracdo
=2
*g Aproximacdo
= /
s ]
g |7
8 Snap in force Detach force;
- Max Pull force
5
0

T 1 1
Distancia (nm)
Figura 2.4 — Esquema exemplificando uma curva de forca versus distancia obtida por meio de MFA.
Estdo indicadas na figura as linhas relativas a aproximacéo (linha preta) e a retragdo ou distanciamento da
ponteira do MFA em relacgdo a superficie da amostra (linha vermelha). Os principais parametros avaliados
em espectroscopia de forga estdo indicados na figura, sendo que uma seta relaciona-os as regides da curva
aos quais sdo consideradas nos calculos de seus valores.

Apos a apresentagdo dos diversos pardmetros oriundos de uma curva de forga,
segue-se com uma breve abordagem sobre os aspectos tedricos que sdo considerados
para a medida desses parametros. De acordo com Domke e Radmacher (1998), a lei de
Hooke conecta a deflexdo do cantilever (d) com a forga aplicada (F), utilizando-se a
constante de mola do cantilever (k). A forca aplicada pode ser definida pela seguinte

equagdo (Domke e Radmacher, 1998):

F=kd=k(z—-0)
(equagdo 2.1)
Onde z representa o deslocamento da cerdmica piezoelétrica e d representa a indentacao.
Hertz descreveu teoricamente a deformacdo de duas superficies esféricas durante o
contato em aproximacao (Hertz, 1982). Sneddon expandiu tais calculos para outras
geometrias, tais como a indentacdo de um cone em uma superficie plana, exatamente da
mesma forma que sdo utilizadas nas presentes analises (Sneddon,1965). Esse modelo

estabelece a seguinte relacdo entre a indentagdo e a forca de carregamento aplicada (F):
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F=Q/n)[E/1-v*)]6” tan(cx)
(equagdo 2.2)
Onde E representa o modulo de Young (ou modulo de elasticidade); v ¢ a medida do
raio de Poisson da amostra; e o ¢ a metade do angulo de abertura na indentacdo do cone.
Para o célculo do valor do modulo de Young foi utilizado o ajuste do modelo de Hertz

(indentacdo conica) a curva. Combinando-se as equagdes 2.1 e 2.2, obtém:

Z—Zo=d—d0+\/ k(d_dzo)
2/m)[E(—-v7)]tan(ex)

(equagdo 2.3)
O ponto zero de deflexdo (dy) é determinado na regido de nao contato da curva de forca
e assume-se 0,5 como valor do raio de Poisson. Ajustando o modelo de retragdo a cada

evento detectado, desdobra-se na seguinte formula:

k,T 1 s _1
Fypc(s)="=2 "L a
wie(s) l {4(1—5/@) L, 4}

(equagdo 2.4)
Onde Fyrc(s) descreve a forga em fung¢do da separagdo s; Kz € a constante de
Boltzmann; T é a temperatura em Kelvin; /, representa o comprimento de persisténcia; e
Lc o comprimento de contorno. Adicionalmente, a forca maxima de carregamento ¢ a
taxa de aproximagao e separagao foram consideradas.

Em relagdo aos resultados obtidos referentes aos parametros de espectroscopia
de for¢a, ambos os grupos mostraram diferengas significativas entre as areas de um
mesmo microtubo. A modificacdo do PP resultou em uma diminuicao significativa dos
valores referentes aos parametros “snap in force”, enquanto os resultados referentes aos
parametros “max load force, max pull force e detachment force” foram aumentados, em
comparagdo ao controle (p < 0,05). Esses resultados revelaram que os microtubos
modificados apresentam propriedades unicas, tais como: maior rigidez e menor

comportamento adesivo, que podem estar relacionados a sua menor rugosidade.
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Figura 2.5 — Resultados dos parametros de espectroscopia de forga obtidos por microscopia de forga
atdbmica (MFA) a partir das superficies internas dos microtubos controle (A) e modificados (B), operando
em modo contato. A capacidade maxima em volume dos microtubos foi de 0,6 mL. A presenca do
simbolo (*) indica existéncia de diferenga estatistica significativa entre as superficies dos microtubos
controle ¢ modificados (p < 0,05). A presenga do simbolo “a” indica existéncia de diferenga estatistica

significativa com a area 1, enquanto “b” indica existéncia de diferenca estatistica significativa com a area
2.

A tabela 2.1 mostra os resultados referentes aos parametros energia dissipada e
modulo de elasticidade (Young). Os microtubos modificados apresentaram valor do
modulo de Young aproximadamente 3,4 vezes maior que os do controle, enquanto a
energia dissipada foi cerca de 1,5 vezes maior. Os valores aumentados de modulo de
Young evidenciaram que nos materiais mais homogéneos apresentaram uma maior
capacidade de retornar a sua forma original apos sofrer as distor¢des causadas pela
ponteira do MFA durante a aquisicdo de curvas de forga. Os resultados de energia
dissipada sugerem que a superficie mais lisa expde algumas irregularidades as quais
podem ser ocultadas em superficies com maior rugosidade (Schonherr et al, 1998). Isso
resulta numa maior probabilidade de ocorréncia de interacdes secundarias entre a

superficie e a ponteira do MFA, aumentando os processos de dissipacdo de energia.

Tabela 2.1 — Caracterizagdo nanomecanica da superficie interna dos microtubos
controle e modificados
Modulo de Young Energia dissipada
(MPa) (fJ)
Controle 6,9+20 8,5+£0,8
Modificado 23,7+7,5 13,0+ 1,1

Outras técnicas espectroscopicas foram utilizadas na caracterizagdo quimica
dessas superficies de PP, com o objetivo de verificar possiveis diferencas nas

propriedades quimicas que justificassem as descri¢des dos microtubos modificados
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atestadas pelos fabricantes. As figuras 2.6 ¢ 2.7 apresentam o ambiente quimico das
superficies por meio de andlises de EDS e FTIR, respectivamente. Nenhuma diferenga
consideravel foi encontrada entre os resultados de FTIR ou entre os resultados de EDS:

controle (91,0 % =+ 5,7 de carbono) e modificados (93,1 % + 2,7 de carbono).

100+
804
60
404

204

Porcentagem de Carbono (%)

Controle Modificados

Figura 2.6 — Analise de espectroscopia de energia dispersiva (EDS) da superficie interna dos microtubos
de PP controle e modificados. As medidas foram adquiridas concomitantemente as aquisi¢des de imagens
por meio de MEV. A capacidade maxima dos microtubos de PP era de 0,6 mL.
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Figura 2.7 — Andlise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da
superficie interna dos microtubos de PP controle e modificados. As medidas foram adquiridas utilizando
um adaptador de reflectancia total atenuada (ATR). A capacidade maxima dos microtubos de PP foi de
0,6 mL.

Os grupos de microtubos controle e modificados apresentaram ambientes
quimicos similares, caracteristicos de materiais de PP cristalinos. As bandas referentes
as frequéncias 805, 840, 898, 940, 972, 995, 1100 e 1166 cm’™! relacionam ao
movimento de rocking (estiramento simétrico) do grupamento CHy; estiramento C-C; e

CH; nos modos rocking e wagging (estiramento antissimétrico). Em 1255 cm’,
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observa-se a banda que se refere ao twisting (tor¢do) do CH, e deformagdao do
grupamento CH; 1455 cm™ refere-se a deformagdo do grupamento CH, e estiramento
antissimétrico do grupo CHs; 2836 cm™ refere-se ao estiramento do grupo CH; 2867 e
2915 cm’ referem-se ao estiramento simétrico do grupamento CHs, ao estiramento
antissimétrico do grupo CH, e estiramento do grupo CH; ¢ a banda em 2960 cm™
refere-se ao estiramento antissimétrico do CH; (Liang e Pearson, 1960). Esta auséncia
de diferenga entre as amostras analisadas, considerando-se as andlises espectroscopicas
na regido do infravermelho ou de energia dispersiva, sugere fortemente que a
modificagdo dos microtubos estd relacionada somente a etapas de processamento do

polipropileno, as quais interferiram diretamente nos processos de polimerizacido e

consequentemente nas propriedades estruturais, sem alterar propriedades quimicas.

Conclusoes

Os resultados obtidos a partir das analises das superficies internas de microtubos
de PP modificados mostraram melhoramentos significativos em suas propriedades
superficiais. Uma combinagdo de baixa energia superficial e forgas atrativas reduzidas
sugerem que este tipo de material de fato apresenta-se mais eficiente, considerando suas
diversas aplicagdes e seu uso continuo em laboratérios de pesquisa. Pode-se entdo
afirmar que tais materiais conduzem a uma minimiza¢do de perdas de amostras por
adsorcdo/adesdo indesejadas. Os resultados de nanorrugosidade e de espectroscopia de
for¢a mostraram-se como técnicas sensiveis e de alta resolugdo, as quais sdao primordiais
para determinag¢do das propriedades de superficies em nanoescala. A abordagem ou
investigacdo apresentada nesse capitulo II representa uma ferramenta promissora e
potencial para a avaliagdo de outros sistemas, tais como aqueles contendo enzimas ou
outras biomoléculas imobilizadas, principalmente quando se deseja considerar suas
propriedades em nanoescala, suas modificacdes fisicas ou quimicas, e ainda em testes

de controle de qualidade.

- O trabalho desenvolvido nesse capitulo resultou na publicagdo do artigo intitulado:
“Nanoscale analyses of modified polypropylene microtubes internal surface: an
approach covering topographical and force spectroscopic parameters” na revista

internacional Surface and Interface Analysis, em junho de 2013: DOI 10.1002/sia.531.
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- O trabalho desenvolvido nesse capitulo também resultou na publicagdo do capitulo
intitulado: “Nanoscale Approaches Over Polypropylene Plastic Surfaces: An
Alternative Tool for Quality Control Check”, no livro “Polypropylene Synthesis,
Applications and Environmental Concerns”, pela editora Nova Science Publishers,

em 2014. ISBN: 978-1-62417-152-9.
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Capitulo III

Andlise das superficies de membranas poliméricas porosas

Introducio

Membranas poliméricas porosas representam uma classe de materiais
amplamente utilizados tanto em laboratérios de pesquisa cientifica, quanto em
ambientes industriais (Shirazi et al, 2013; Naim et al, 2013; Li et al, 2013;
Kolahdoozan, 2014). Além de suas aplicagcdes em diversas areas, como na filtracao e/ou
transferéncia de biomoléculas (Li et al, 2013), apresentam grande potencial para
aplicacdo em processos de imobilizagdo de enzimas.

As propriedades superficiais das membranas poliméricas porosas influenciam
diretamente seus desempenhos (Wong et al, 2009). Park et al (2005) verificaram que
valores de rugosidade altos em membranas poliméricas resultam em valores aumentados
de area superficial, o que frequentemente resulta em maior adesdo ou incrustagdo de
substancias e consequentemente perdas durante filtragoes.

Além das caracteristicas superficiais, a composicdo polimérica de cada
membrana também influencia diretamente no modo como esses materiais interagem
com outros sistemas moleculares. Membranas de nitrocelulose sdo conhecidas por
apresentarem alta qualidade para ensaios de transferéncia de proteinas e dacidos
nucleicos, apresentando uma solvatabilidade uniforme e facil (Ahmad et al, 2009).
Membranas de nylon apresentam grupos quimicos carregados positivamente, o que
conferem altas taxas de ligacdo de moléculas carregadas negativamente, como, por
exemplo, os lipideos (Zaluzec et al, 1994). Membranas de politetrafluoretileno (PTFE)
apresentam a propriedade de alterar sua hidrofobicidade por um pré-tratamento com
alcodis. Membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) sdo sistemas naturalmente
hidrofobicos (Bessieres et al, 1996).

Durante a realizacdo de um experimento de filtracao, a superficie da membrana
interage diretamente com os componentes do sistema a ser filtrado. Essa interagdo pode
resultar em uma adesdo ou adsor¢do e consequentemente a alteracdo da topografia da
membrana. Esse capitulo III apresenta como objetivo caracterizar as superficies de
membranas porosas de nitrocelulose, nylon, PTFE e PVDF, antes e ap6s um ensaio de

filtragdo de uma solu¢ao de albumina sérica bovina. Para tanto, foram utilizadas as
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técnicas de microscopia de forga atobmica (MFA); microscopia eletronica de varredura
(MEV); espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); e

espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
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Resultados e Discussao

Para investigagdo das caracteristicas morfologicas das membranas poliméricas
porosas antes e apoOs a realizacdo dos testes de eficiéncia de filtracdo, foram obtidas
imagens topograficas por meio de MFA. A face das membranas utilizadas para as

analises de MFA foram as superiores (figura 3.1).

Figura 3.1 — Imagens topograficas obtidas por MFA, em modo dinamico com 4reas de 50 x 50
pum’, das diferentes membranas poliméricas porosas antes (A, B, C e D) e apos (E, F, G e H) o
teste de eficiéncia de filtragdo. Onde: “A e E” representam a topografia das membranas de
nitrocelulose, “B e F”’ nylon, “C e G” PTFE e “D e H” PVDF.
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A figura 3.1 possibilita a visualizacdo de diferencas topograficas entre as
membranas antes dos testes de eficiéncia de filtragdo (figura 3.1 A, B, C e D), e também
quando se compara antes e apos os testes de filtracao (figura3.1 AeE;BeF;Ce G; D
e H). As diferencas entre as membranas antes de submetidas aos testes de eficiéncia de
filtragdo sdo possivelmente causadas pelos padrdes especificos de organizagao de seus
componentes poliméricos. A membrana de nitrocelulose (figura 3.1 A) apresentou na
sua superficie a formagdo de estruturas em forma de “V”, enquanto as membranas de
nylon e PVDF apresentaram a formagao de blocos irregulares (figura 3.1 B e D,
respectivamente). A membrana de PTFE apresentou formas regulares que lembram
trapézios (figura 3.1 C).

Também sdo observadas diferengas nas superficies das membranas poliméricas
porosas entre os resultados obtidos pré- e pos-testes de eficiéncia de filtragdo. Tais
eventos podem ser resultantes da adesao de moléculas nas superficies das membranas,
ou mesmo pelas condigdes fisicas aplicadas a esses sistemas durantes os testes de
filtragao.

As analises de escaneamento por MFA apresentam como limitagdo a dimensao
reduzida da darea percorrida. A amplitude dessa area estd relacionada com as
irregularidades apresentadas pelas superficies analisadas. Para conferir suporte e
validade aos resultados topograficos obtidos por MFA utilizou-se a microscopia
eletronica de varredura (MEV), que abrange regides maiores da amostra. As analises

dessas superficies por meio de MEV estdo apresentadas na figura 3.2.
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Figura 3.2 — Imagens obtidas por MEV das diferentes membranas poliméricas porosas antes (A,
B, CeD)eapos (E, F, G e H) os testes de eficiéncia de filtragdo. Tem-se: “A e E” representam
as superficies das membranas de nitrocelulose, “B e F”’ nylon, “C e G” PTFE e “D e H” PVDF.



68

Observando-se as disposi¢cdes das diferentes malhas poliméricas na figura 3.2,
podem-se sugerir relacdes que corroboram as informagdes topograficas obtidas por
MFA. Por exemplo, as formas em “V” observadas por MFA na membrana de
nitrocelulose (figura 3.1 A) podem ser resultantes do efeito da organiza¢do da malha
constituida por fibras finas (figura 3.2 A e E) sobre a ponteira de nitreto de silicio
durante a varredura (constituindo um artefato). Da mesma maneira, os arranjos das
fibras das membranas de nylon e PVDF (figura 3.2 B e D), que sdo fibras visivelmente
mais espessas, podem ter causado o efeito de formagdo de blocos irregulares,
observados por MFA (figura 3.1 B e D). Os blocos em forma trapezoide observados
para a membrana de PTFE (figura 3.1 C) podem ter sido gerados pelo efeito das finas
fibras ligadas a grumos circulares (figura 3.2 C) sobre a ponteira do microscopio de
for¢a atomica.

Em termos quantitativos, duas situagdes referentes ao comportamento das
membranas analisadas foram discutidas: i) nos testes de eficiéncia de filtragdo (figura
3.3) ndo se observou diferencas significativas entre os grupos testados e o controle; e i)
em todos os valores dos pardmetros de rugosidade avaliados, comparando-se
principalmente entre as membranas antes e apos os testes de filtragdo, observaram-se

diferencas estatisticas significativas (figura 3.4).
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Figura 3.3 — Eficiéncia de filtragdo da solug¢do de albumina. Os resultados sdo apresentados em
relacdo a concentragdo inicial da solugdo de albumina, medida espectrofotometricamente.
Nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada por ANOVA e teste de Tukey
(considerando-se p < 0,05).
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Figura 3.4 — Resultados dos pardmetros de rugosidade das membranas poliméricas porosas
obtidos por MFA operada em modo dindmico. As colunas brancas representam as membranas
antes dos testes de eficiéncia de filtracdo, enquanto as pretas, apds os testes. O simbolo “a”
representa diferenga estatistica significativa quando comparado a membrana de nitrocelulose, ¢
o simbolo “b” representa diferenca estatistica significativa quando comparado a membrana de
nylon (p < 0,05). Asterisco representa diferenca significativa quando comparado a todas outras
membranas (p < 0,05).

Observando-se os resultados obtidos nos testes de eficiéncia de filtracdo (figura
3.3), nota-se que por meio da avaliacao espectrofotométrica, ndo se obteve sensibilidade
suficiente para se verificar diferencas significativas, tanto entre as membranas testadas
entre si, quanto entre as membranas e o controle. Porém isso ndo significa a nao
ocorréncia de eventos de adesdo molecular ou alteragdes topograficas relacionadas ao
processo de filtracdo. Os resultados dos valores de rugosidade (figura 3.4)
demonstraram diferengas topograficas significativas entre os grupos de membranas e
também entre as membranas antes e apds os testes de eficiéncia de filtragdo. As
diferencas topograficas, juntamente a constituicio molecular, podem interferir
diretamente nas propriedades de adesdo de outras moléculas & membrana, assim como
na eficiéncia da atividade filtrante das mesmas (Riedl et al, 1998; Park et al, 2005).

Embora as analises topograficas quantitativas apresentadas na figura 3.4
apontem diferengas na organizacdo superficial das membranas utilizadas quando
comparadas as novas, as informagdes estruturais obtidas por FTIR para as membranas
novas e usadas ndo possibilitam a constatacdo de qualquer diferenca quimica entre
ambas (figura 3.5). Nessa andlise foram observadas somente as bandas referentes as

deformacdes e estiramentos especificos de cada tipo de polimero.
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Figura 3.5 — Analises por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
para as membranas novas ¢ usadas. O esquema de cores representa: preto (membrana de
nitrocelulose nova); vermelho (membrana de nitrocelulose usada); azul (membrana de nylon
nova); verde (membrana de nylon usada); magenta (membrana de PTFE nova); amarelo escuro
(membrana de PTFE usada); azul escuro (membrana de PVDF nova) e vinho (membrana de
PVDF usada). O simbolo * refere-se as membranas apds o teste de eficiéncia de filtracao.

Conforme apresentado na tabela 3.1, a membrana de nitrocelulose apresentou
em seu espectro de FTIR a presenca da banda caracteristica de estiramento referente as
ligagdes do grupamento nitro (em aproximadamente 1660, cm ), presente na estrutura
do mondmero dessa membrana. Também apresentou as bandas referentes ao
grupamento piranose (543, 688, € 1208 ¢ cm'l). A membrana de nylon apresentou
como bandas caracteristicas aquelas em torno de 1650 — 1634yr cm™, referentes ao
estiramento das ligagdes da carbonila, juntamente com a deformacao em torno de 3000,
cm™, relacionada & deformagdes do grupo amida. As bandas tipicas dos fluoropolimeros
PVDF e PTFE sdo aquelas mais fortes, entre 1400 e 1500 cm'l, relacionadas ao
estiramento da ligacao (CF). PVDF, por ser menos substituido que o PTFE, apresenta
uma banda mais deslocada para regido de menor frequéncia (1279 cm™), juntamente
com uma banda evidente entre 778 ¢ 840 cm™, referente ao estiramento da ligagdo do

(CHy).
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Tabela 3.1 — Bandas de FTIR caracteristicas para as membranas de nitrocelulose, nylon,

PTFE e PVDF
Deformacées e Nitrocelulose Nylon PTFE PVDF
estiramentos”
piranose 543 f
(CFy) o 553 m 530 f,615f
7 (NO) 625 f, 638 f
0 (CF) 630 — 640 m
) (CFZ) 720-774 1, 715 mf, o
piranose 688 m
0 (NO,) 747 m
7t (CHy) 778 £, 840
MF
v (NO) 843 L, F
0 (CH) 9151, 947 f
v (CO) 1000 £, 1020 £ 1650-1634
MF
v, (CF,) 1199 MF
va (CO) 1073 m, 1117 m,
1162m
piranose 1208 L, F
0 (CF) 1279 F
v, (CFy) 1299 mf
0 (CHp) 1382 f
0 (C—OH) 1426 £
yw (CHy) 1454 f 812 F
J (N-H) 1550 — 1541
MF
va (NO,) 1660 L, F
v (CO) 1719 m
v (CH) 2900 — 3000
L
(N-H) & 3100-3400 L

Intensidades relativas: mf, muito fraca; f, fraca; m, média; F, forte; MF, muito forte; L, larga; o,
ombro. * Notagdo: v, estiramento; 0, scissoring; y., rock; y., wag; s sobrescrito, simétrico; a
sobrescrito, assimétrico.

Analises por EDS (figura 3.6) evidenciaram a constitui¢cdo elementar de cada
membrana. Altos indices de carbono foram observados para as membranas de
nitrocelulose e nylon, que possuem os monomeros CsH7(NO;);05 e (NH-[CH;],-CO-)y,
respectivamente. Os fluoropolimeros apresentaram contetdos altos de flaor, conforme
previsto. Isso pode ser explicado pelo tipo de monomero de cada polimero: PTFE
apresenta como monomero [-CF,—CF,—],, enquanto PVDF tem [-CH,—CF,—], como
unidade monomérica. Outra informacdo secundaria observada foi a deposi¢ao

diferencial de ouro nas superficies das membranas novas e usadas. As membranas de
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nitrocelulose ¢ PVDF usadas apresentaram os menores indices de deposi¢do desse
metal, possivelmente devido a diminui¢io da rugosidade nessas membranas. E
importante ressaltar que os niveis de &tomos de cobre e zinco detectados referem-se ao
material que constitui o suporte metalico (“stub’’) no qual as amostras sao fixadas para
metalizacdo com ouro e subsequente analise dos materiais por MEV/EDS. Esses niveis

permanecem proporcionalmente constantes em todas as analises.

Composicao elementar (%)

Figura 3.6 — Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) das membranas poliméricas porosas
novas e usadas, representando os percentuais de dtomos presente em cada material. As barras
lisas referem-se as membranas novas, enquanto as hachuradas referem-se as membranas usadas.

Para verificagdo de propriedades relacionadas as interagdes atrativas e adesivas,
bem como com propriedades de elasticidade de cada membrana, foram realizados testes

de espectroscopia de forca (figura 3.7).
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Figura 3.7 — Resultados obtidos a partir de anéalises por espectroscopia de forca utilizando-se
MFA para as partes superiores (colunas brancas) e inferiores (colunas pretas) das diferentes
membranas testadas. A presen¢a do simbolo “a” indica diferenca estatistica significativa para a
membrana de nitrocelulose, “b” para nylon, “c” para PTFE e “d” para PVDF, (p < 0,05).
Diferencas entre as partes superior ¢ inferior estdo assinaladas por um asterisco (¥).

A figura 3.7 representa os resultados obtidos por espectroscopia de forga dos
parametros “Snap in, Maximum Load Force, Maximum Pull Force e Young’s Modulus”,
j& apresentados e explicados no capitulo II. Nessa parte do estudo, inicialmente foi
verificada a possivel existéncia de diferencas entre as partes superiores € inferiores de
cada membrana, uma vez que alguns dos fabricantes ndo descreviam a existéncia de um
lado especifico ou correto para aplicacdo das amostras nas membranas.

Conforme representado na figura 3.7, as membranas de PTFE e nitrocelulose
apresentaram diferengas significativas entre as partes superiores e inferiores. O
resultado para o parametro de for¢a Snap in para a parte superior da membrana de PTFE
foi cerca de sete vezes maior que o valor da parte inferior da membrana. A parte
superior da membrana de nitrocelulose apresentou valor de Snap in cerca de seis vezes
maior que a parte inferior. Esses resultados sugerem a existéncia de diferengas
acentuadas entre as partes superiores e inferiores dessas membranas. Essa discrepancia

possivelmente relaciona-se com etapas de producao de cada membrana polimérica.
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Para esse mesmo parametro de espectroscopia de forga, que envolve os padrdes
de interagdes atrativas entre a ponteira e as superficies dos materiais foram observadas
diferengas significativas entre os grupos de materiais testados. Por exemplo, a
membrana de PTFE, material classificado como fluoropolimero, foi significativamente
diferente (p < 0,05) de todos os outros tipos de materiais, incluindo a membrana de
PVDF, que também pertence a mesma classe polimérica. Para os outros parametros
medidos por espectroscopia de forga, como Maximum load force e Maximum pull force,
a membrana de PTFE também diferiu das outras membranas (p < 0,05).

O ultimo parametro analisado foi o “Young’s modulus”, que representa o modulo
de elasticidade de cada material. A parte superior da membrana de PTFE apresentou
diferenga significativa em relacdo a sua parte inferior ¢ a todas outras membranas,
revelando esse material como o mais elastico, comparando-se aos demais (p < 0,05).

A caracterizagdo de membranas poliméricas porosas por meio de técnicas que
envolvem a observacdo em escala nanométrica pode ser reconhecida como uma
atividade recente na literatura cientifica. Os primeiros relatos encontrados sdo de Chen
et al (1994) e Bessicres et al (1996) os quais apontam o uso de microscopias de
varredura por sonda como potenciais ferramentas para descrever as propriedades
superficiais de rugosidade e textura. Desde entdo, at¢ o ano de 2012, os estudos
utilizando essa ferramenta se referiam basicamente a analise dos aspectos de morfologia
topografica, determinagdo da rugosidade e medida de tamanho dos poros (Rajesh et al.
2011). Nesse ano, a partir da abordagem apresentada nesse capitulo III, Barbosa e Silva
(2012) propuseram a inclusdo de parametros de espectroscopia de forca obtida por meio
de analises de MFA como uma forma mais abrangente de caracterizagdo em nanoescala

de superficies de membranas poliméricas porosas.

Conclusoes

A abordagem experimental realizada nesse estudo possibilitou a obtenc¢do de
informacodes relevantes sobre as caracteristicas topograficas, mecanicas e quimicas das
membranas poliméricas porosas de nitrocelulose, nylon, PTFE e PVDF. Verificou-se a
existéncia de diferencas significativas entre as faces superior e inferior das membranas;
a existéncia de diferencas significativas de rugosidade entre as membranas; constatou-se

que a realizagdo de um experimento de filtracdo pode alterar significativamente a
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rugosidade das membranas; e observou-se que as membranas apresentaram tendéncias
atrativas reduzidas.

As propriedades observadas forneceram informacdes uUteis para caracterizagao
em nanoescala de superficies de membranas poliméricas porosas. Na presente Tese, a
partir dessa caracterizagdo, escolheu-se por ndo prosseguir com experimentos de
funcionalizagdo e imobiliza¢do de biomoléculas nessas membranas devido as forgas de

atragdo reduzida, juntamente com a dificuldade de manuseio desses materiais.

- O artigo referente a esse capitulo foi publicado na revista internacional “Journal of
Membrane Science”, intitulado: “Synthetic polymeric porous membranes
characterization: an approach to scrutinize their stiffness, roughness, and chemical

composition”, em julho de 2012. DOI: 10.1016/j.memsci.2012.03.025.

- Uma perspectiva para futura continuagdo dessa abordagem experimental serd a
realizacdo de um estudo investigando sobre possiveis relacdes entre as massas
moleculares de proteinas imobilizadas nessas membranas com parametros de

rugosidade e espectroscopia de forca obtidos por MFA.
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Capitulo IV

Caracterizagdo estrutural e quimica de esferas de silica antes e apos a modificagdo

por silanizagdo para imobilizacdo de tripsina

Introducio

As investigacdes no campo da protedmica podem ser vistas como uma das areas
da pesquisa cientifica na area de biologia, mais especificamente quimica de proteinas,
que cresceram mais notavel e rapidamente (Aebersold et al, 2003; Ho et al, 2002;
Renella et al, 2014). A caracterizagdo de proteinas e peptideos normalmente requer
etapas de hidrélise enzimatica. Entretanto, o uso de uma enzima proteolitica, como a
tripsina, por exemplo, representa um fator critico de elevagdo de custos desses ensaios.
Nesse contexto, a imobilizagdo enzimatica representa uma tentativa de reduzir os
custos, pois possibilita sua reutilizacdo em varios ciclos, além de minimizar os eventos
de autolise, podendo ainda melhorar padrdes cinéticos da enzima imobilizada, devido ao
microambiente gerado pelo processo de imobilizagdo (Purcena et al, 2009; Talbert ¢
Goddard, 2012).

Uma dificuldade inerente a imobiliza¢do de enzimas refere-se a quantificagdao
precisa da eficiéncia de imobilizacdo enzimatica. As técnicas espectrofotométricas ou
colorimétricas apresentam, em geral, precisdo e reprodutibilidade baixas. Nesse
capitulo, aponta-se a utilizagdo da cromatografia liquida ultrarrdpida como uma
ferramenta vantajosa na analise de quantificagdo indireta da eficiéncia de imobilizagao.
Essa técnica apresenta alta reprodutibilidade e precisio na determinagdo da
concentracdo de proteinas, enzimas e outras biomoléculas, pois permite a analise da
absor¢do na regidao do ultravioleta individualizada dessas moléculas apds sua separagao
em uma coluna cromatografica.

Nesse capitulo a tripsina pancredtica bovina foi imobilizada em superficie de
particulas de silica ndo modificadas (controle) e modificadas por reagcdo de silanizacao
com aminopropil-trietoxisilano (APTS). O planejamento experimental aplicado foi do
tipo composto central (PCC) para a otimizagao das condigdes de imobilizacdo testadas.
As microscopias eletronica de varredura (MEV) e de forca atomica (MFA) foram
utilizadas a para a caracterizagdo microestrutural, nanométrica € nanomecanica. As

silicas controle e silanizada foram caracterizadas quimicamente por meio de
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espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); espectroscopia
de energia dispersiva (EDS); e andlise termogravimétrica/diferencial (TGA/DTA). A
quantificagdo indireta da imobilizagdo da enzima foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia ultrarrapida. Os principais fragmentos
peptidicos gerados apds a hidrolise de albumina sérica bovina (BSA) pela tripsina
imobilizada foram separados cromatograficamente, coletados e identificados por meio
de espectrometria de massa com ionizacdo a laser assistida por matriz € com analisador
por tempo de voo (MALDI-TOF MS e MS/MS). A hipétese testada nesse capitulo foi:
“A modificagdo quimica da silica com APTS pode modificar a nanorrugosidade e
nanomecanica da superficie desse material, assim como as propriedades de imobiliza¢ao

de tripsina e a atividade da tripsina imobilizada?”.
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Resultados e Discussao

Na figura 4.1 estdo apresentadas as imagens referentes as superficies das
particulas de silica controle (sem modificagdo por silanizagdo) e silanizada obtidas por
MEV. Pode-se observar claramente, nas diversas magnificagdes, que a silanizacdo
alterou drasticamente as caracteristicas topograficas da superficie das particulas de silica

(E,F,GeH).

0,66 um 0.66 um

Figura 4.1 — Imagens topograficas obtidas em analise por microscopia eletronica de varredura
das superficies de silica controle (A, B, C e D) e silanizada (E, F, G e H), em ordem crescente
de magnificagdes.
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As imagens obtidas por meio de andlise de MFA também evidenciam as

alteragdes morfologicas causadas pelo processo de silanizagao (figura 4.2).

0.00
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Figu[u 4.4 — HIAECIIS UTUHLIICIISIONdIS dd LUpUgrdlld dd S111Cd COnuoulc © siidillZzdaud oovudds por
analise de microscopia de forga atdmica em modo dinamico. (A e B) referem-se a silica
controle, enquanto (C e D) referem-se a silica silanizada.

Os valores dos resultados referentes aos parametros de rugosidade (Ra, Rz,
Rzjis, Rq, Rp e Rv) estdo representados na figura 4.3. As médias dos resultados de
rugosidades referentes a silica modificada foram em torno de 3,5 vezes maiores que
aquelas observadas para os controles, sendo que todos os pardmetros analisados
apresentaram diferencgas estatisticas significativas (p < 0,05). Os valores dos parametros
Ra, Rq, Rz e Rv foram cerca de 2 vezes maiores na silica modificada; Rzjis foi 6,5

vezes maior ¢ Rp foi aproximadamente 7 vezes maior.
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Figura 4.3 — Representacdo grafica dos valores dos pardmetros de rugosidade (Ra, Rz, Rzjis,
Rq, Rp e Rv) referentes a silica controle e silanizada, obtidos por MFA. A presenca do simbolo
(*) indica diferenga estatistica significativa (p < 0,05).

As imagens topograficas (figuras 4.1 e 4.2) podem sugerir que a silica silanizada
apresenta em sua superficie trechos com platos mais planos, quando comparadas com as
superficies ndo silanizadas, as quais aparentement apresentam maior quantidade de
irregularidades. Porém, considerando o nano-ambiente analisado nas varreduras, foi
verificado que o processo de silanizacdo na realidade aumentou significativamente o
valor de todos os parametros de rugosidade, além de aumentar claramente a
heterogeneidade dos valores de rugosidade das superficies, como pode ser observado
pelo aumento dos valores dos erros padrdo associado a cada parametro de rugosidade na
silica modificada.

A partir da década de 60, pode-se encontrar na literatura inumeros estudos
envolvendo a silanizacao de particulas de silica (Snyder e Ward, 1966; Karger e Sibley,
1973; de Venne et al, 1980; Porsch, 1991; Weetall, 1993). A principal area de aplicagdo
desses materiais funcionalizados relacionava-se até pouco tempo atrds ao uso em
colunas de separacdo de sistemas cromatograficos liquidos e gasosos, considerando-se
suas propriedades de hidrofobicidade, rugosidade e area superficial (Snyder e Ward,
1966; Karger e Sibley, 1973; Pellizzari, 1974; de Venne et al, 1980; Khalil, 1981; Chen
e Brauer, 1982; Schomburg, G., et al, 1984; Pesek e Cash, 1989; Porsch, 1991; Weetall,
1993).

Outro campo no qual os materiais de silica silanizados receberam uma atencao
especial mais recentemente foi na drea de materiais odontoldgicos (Xu, 1999; Xu et al,

2000; Rinastiti et al, 2010; Han et al, 2013). Nessas investigagdes, os Unicos estudos
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que nao observaram um aumento significativo na rugosidade foram Xu (1999) e Xu et
al (2000). Eles utilizaram compositos contendo particulas de silica silanizada para
melhorar as propriedades mecanicas e quimicas de resinas utilizadas em restauragdes
dentarias. Nesses estudos, ndo foram observadas diferengas de rugosidade significativas
entre os materiais silanizados e os ndo silanizados (Xu, 1999; Xu et al, 2000).

Os demais estudos relacionados apresentaram resultados referentes a rugosidade
similares aos apresentados nesse capitulo, com aumento significativo de rugosidade
considerando particulas de silica silanizadas em comparagdo as nao silanizadas. Tsai et
al (2006) formaram um filme automontado a partir da deposi¢ao de particulas de silica
silanizadas para a obten¢do de uma superficie com propriedades hidrofébicas. Eles
demonstraram que a silaniza¢do aumentou significativamente (em torno de 1,9 vezes) a
rugosidade dos filmes em comparagdo aqueles ndo silanizados (Tsai et al, 2006). Li et al
(2008) descreveram a obtencdo de uma superficie ultra-hidrofébica e com maior
rugosidade pela utilizagdo de particulas de silica silanizadas. Rinastiti et al (2010)
obtiveram resinas dentdrias a partir de compoésitos contendo particulas de silica
silanizada com rugosidade vérias vezes maior em relacdo aquelas ndo modificadas.
D'Acunzi et al (2010) apontaram o uso de particulas de silica silanizadas como forma
de obteng¢ado de superficies super-hidrofobicas com rugosidades ajustadas pelo processo
de secagem. Finalmente, Han et al (2013) compararam trés sistemas de resinas para
reparo dentario, sendo que aquele obtido a partir de silica silanizada apresentou
rugosidade significativamente maior.

A figura 4.4 mostra os resultados de medidas mecénicas obtidas por meio de
espectroscopia forca das particulas de silica controle e modificada. Em contraste com
os resultados quantitativos de rugosidade, todos os resultados da espectroscopia de forca
foram em média cerca de 20% menores que o controle, sendo portanto
significativamente diminuidos (p < 0,05). Isso implica que a superficie de silica
modificada apresentou menor dureza (considerando o parametro Max Load force, que
foi 29% menor em relagdo a superficie de silica controle), menores tendéncias de adesao
(considerando o parametro Max Pull force e Detachment force, que foram 15 e 10%
menores em relacdo a superficie de silica controle) e forcas atrativas reduzidas
(considerando o parametro Snap in force, que foi 10% menor em relacao a superficie de

silica controle.
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Figure 4.4 — Resultados obtidos por meio de analises de espectroscopia de forca a partir de
curvas de forca versus deslocamento em microscopio de forca atomica operado em modo
contato. A presencga do simbolo (*) indica diferenca estatistica significativa entre silica controle
e modificada (p < 0,05).

Considerando-se as aplicagdes médicas/odontologicas de compdsitos contendo
particulas de silica silanizadas, pode-se dizer que em geral, foram relatados maiores
valores de forga de cisalhamento obtidos apds a silanizacdo (Ozcan et al, 2006; Rinastiti
et al. 2011; Stawarczyk et al, 2013; ). Esses resultados ndo corroboram aqueles obtidos
e apresentados no presente capitulo IV, principalmente quando se considera o parametro
Max Load Force, que foi significativamente menor para a silica silanizada (p < 0,05).
Tal fato pode estar relacionado as diferencas nos métodos de afericdo, juntamente as
complexas composicdes das particulas avaliadas nos estudos médicos/odontologicos
descritos.

Na figura 4.5 estdo representados os resultados de EDS mostrando os
percentuais de composi¢do elementar da silica antes e apoOs a silanizagdo. Observa-se
que os niveis de silicio se mantém praticamente inalterados, com um aumento notorio
na composic¢ao de carbono na superficie das particulas de silica.

IOD_E [ Jcontrole
Il modificada

10 4

Elemento (%)

Si Al S H C
Figura 4.5 — Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) das superficies das esferas de silica
controle e silanizadas, representando os percentuais de atomos detectados em cada material. As
medidas de EDS foram adquiridas concomitantemente as analises de MEV.
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Na figura 4.6 pode-se observar o ambiente quimico nas superficies das silicas
controle e silanizada, obtidas por meio de analises de FTIR. Em uma primeira visao
geral, observa-se que a silica modificada apresenta bandas de transmitancia com
maiores intensidades quando se compara ao controle. As bandas entre 1100 ¢ 960 cm
sao referentes a silica gel e podem ser encontradas em ambos espectros (relacionam aos
estiramentos das ligacdes entre Si—O-Si e Si—O—H, respectivamente). As bandas com
transmitancia por volta de 3455, 3010, 2969 e 2940 cm’! aparecem somente na amostra
de silica modificada, sendo resultantes do processo de modificacdo quimica por APTS,
similarmente aos resultados obtidos por Ramos et al (1998). A presenca de agua
adsorvida foi evidenciada pela banda observada em aproximadamente 3455 cm’,
principalmente na amostra de silica modificada. Nessa mesma amostra foram

observadas bandas caracteristicas da presenga do grupamento amino (ligagdo NH, por

volta de 1560 cm™).

v . —
- | modificado ,

o~

£ r | .

@

o

c 1 1 L 1 L 1

£

£ ~ | controle -

w

S — M~ 1

i \ IU'I .

= - Ili-' | | '-b.’c
W[

3500 3000 2500 2000 1500 1000

numero de onda (cm™)

Figura 4.6 — Analise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da
superficie das esferas de silica controle e silanizadas. As medidas foram adquiridas utilizando um
adaptador de reflectancia total atenuada (ATR).

Na figura 4.7 estdo representados os resultados obtidos por meio de andlise

termogravimétrica, com variagao de temperatura entre 25 a 850° C para as amostras de
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silica controle e silanizada. Nessa faixa de temperatura foi possivel observar duas etapas
de decomposicdo, sendo que ambas amostras apresentaram um processo de perda de

massa similares na primeira etapa de perda de massa (tabela 4.1).
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Figure 4.7 — Analise termogravimétrica (TG) das amostras de silica controle e quimicamente
modificadas por APTS. A faixa de variacdo da temperatura foi de 25 a 850°C.

Tabela 4.1. Resultados da analise das curvas obtidas por TG e DTG para as

amostras de silica controle e modificada

Amostra Temperatura de Perda de massa
decomposicao (%)
Tq (°O)
1? etapa
Silica controle 63,35 19,7
Silica modificada 58,21 21,3

Na tabela 4.2 estdo representadas as perdas de calor referentes as amostras de
silica controle e silanizada. Pode-se considerar o pico exotérmico da amostra silica
modificada, na segunda etapa, como sendo um evento diferencial e referente a

silanizagdo, pois a amostra silica controle ndo apresenta esse evento.
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Tabela 4.2 — Resultados da analise das curvas obtidas por TG e DTG para as

amostras de silica controle e modificada por anélise termogravimétrica diferencial

(DTA).

Amostra Calor (J/g)
1" etapa

Silica controle -897,37

Silica modificada -930,25
2% etapa

Silica controle

Silica modificada 37,86
3" etapa

Silica controle -125,05

Silica modificada -117,14
4" etapa

Silica controle -29,43

Silica modificada

Resultados semelhantes relacionados as caracterizagdes por EDS, FTIR e TGA
de particulas de silica silanizadas e ndo silanizadas foram observados por Kursunlu et al
(2009). Eles relataram o aumento de carbono na superficie de silica silanizada por meio
de analises de EDS, assim como o aparecimento das bandas caracteristicas da presenca
de APTS na superficie das particulas de silica silanizada (por meio de andlises de
FTIR), assim como a ocorréncia de duas etapas de decomposi¢dao na analise por TGA.
Os mesmos autores descreveram que o primeiro pico ocorreu em temperaturas menores
que 100°C, sendo relacionado a perda de 4gua adsorvida, e o segundo pico, entre 397-
807°C, sendo atribuido a condensagdo dos silanois, para produzir grupos siloxano, que
resultam na perda de agua. Resultados semelhantes de TGA foram obtidos por Prado et
al (2002) e Sales et al (2004).

A quantificagdo da eficiéncia de imobilizagdo, assim como da propria
concentragdo de solugdes contendo enzimas, constitui um fator de imprecisdo, pois 0s
métodos tradicionais, geralmente colorimétricos, apresentam altos indices de erro
experimental associado. Nesse sentido, foi utilizada a cromatografia liquida de alta

eficiéncia, devido a sua elevada precisdo e reprodutibilidade. Em seguida, foi elaborada



87

uma curva padrdao, a partir de concentragdes relativas a concentracdo enzimatica
utilizada no ensaio de imobilizacdo. Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na

figura 4.8, sendo que as concentracdes de solugdo de tripsina variaram de 52 puM
(100%) a 1,3 uM (2,5%).
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Figura 4.8 — Cromatogramas obtidos por FAST-HPLC com diferentes concentragdes de solugdo
de tripsina, variando-se de 52 puM (considerada 100%) a 1,3 uM (representando 2,5%),
conforme ilustrado na escala de cores. O gradiente de concentracdo de acetonitrila variou
linearmente de 5 a 65 % em 15 minutos.

As areas sob as curvas, referentes em cada concentragdo ao pico correspondente
a fracdo contendo a enzima, foram integradas (o tempo de retencdo foi de
aproximadamente 12 minutos, com concentracdo de acetonitrila em torno de 42%). Os
valores das integracdes das areas foram representados graficamente relancionando-os as
concentragdes relativas. Uma alta linearidade entre os valores integrados das areas e as

concentracoes relativas foi observada (R2 = 0,9974), conforme representado na figura

4.9.
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Figura 4.9 — Curva padrdo obtida pela integracdo da area sob os picos referentes a fracdo
correspondente & tripsina nos cromatogramas obtidos e apresentados na figura 4.8.

O proximo passo foi a realizagdo dos ensaios de imobilizagdo de tripsina nas
particulas de silica controle e silanizada. O experimento foi planejado segundo a
metodologia de Planejamento Composto Central (PCC), utilizando-se o software
Statistica 8.0. Esse planejamento possibilitou a verificacdo simultanea dos efeitos do pH
e tempo de imobilizagdo sobre a eficiéncia de imobilizacdo, conforme mostrado na
figuras 4.10 e 4.11. A tabela 1 (se¢@o Material e Métodos) representa as matrizes de
planejamento com as variaveis ndo codificadas e codificadas, respectivamente. Cada
linha da matriz de planejamento corresponde a uma combinacdo de variaveis que
representam um ponto experimental.

A partir dos pontos experimentais obtidos pelo planejamento experiemental,
foram realizados os testes de imobilizacdo para silica normal e silanizada, para cada
combinacdo de variaveis (pH e tempo de imobilizacdo). Pelos resultados obtidos
(eficiéncia de imobilizacdo), foram elaborados os graficos de superficie de resposta,
apresentados nas figuras 4.10 e 4.11.

Observa-se uma eficiéncia de imobilizagdo de tripsina alta nos sistemas testados
(entre 80 e 98%). Ambos apresentaram picos de eficiéncia de imobilizacdo nos
extremos de tempo, porém, analisando a superficie de resposta para a silica controle
(figura 4.10), pode ser observada uma faixa mais ampla de valores de pH das zonas de
maior eficiéncia de imobilizagdo. Apds a silanizagdo observa-se que a regido maxima de
imobilizacao de tripsina foi limitada aquela com valores de pH menores, associada a

tempos menores de imobilizagdo. Esse efeito pode ter sido causado pela presenca do
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APTS na superficie da silica, criando um ambiente com propriedades hidrofobicas mais
significativas, que podem ter desestabilizado o processo de imobilizacdo em condic¢des
de valores de pH maiores.

Diaz e Balkus Jr (1996) imobilizaram a tripsina e outras proteinas em silica
mesoporosa por adsor¢do fisica e obtiveram resultados similares aos apresentados nesse
capitulo. Eles concluiram que a imobilizagdo era dependente do pH, sendo favorecida
em condi¢des de valores de pH do meio menores que 7. Eles ainda modificaram a silica
pelo processo de silanizagdo, porém o fizeram apds o processo de imobilizacao de

tripsina, com o objetivo de aumentar o aprisionamento de enzima e diminuir perdas por
lixiviagao.
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Figura 4.10 — Grafico da superficie de resposta referente a eficiéncia de imobilizagdo da tripsina
em silica controle. Eixo “x” representa o pH, “y”

y” o tempo ¢ “z”a efici€ncia de imobilizagdo. Os
pontos brancos indicam os pontos experimentais testados, cujos resultados se encontram acima
da superficie de resposta.
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Figura 4.11 — Grafico da superficie de resposta referente a eficiéncia de imobilizagdo da tripsina

em silica silanizada com APTS. Eixo “x” representa o pH, “y”

encontram acima da superficie de resposta.

Os sistemas contendo a tripsina imobilizada foram utilizados em testes de
hidrolise de uma solugdo de albumina sérica bovina 1 mg x mL™. Os produtos das
hidrélises foram separados por cromatografia liquida ultrarrdpida em fase reversa

(figura 4.12) e cada fracao foi analisada por meio de espectrometria de massa MALDI-
TOF.
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Figura 4.12 — Analise por cromatografia liquida ultrarrapida das amostras de albumina sérica
bovina 1 mg x mL™" hidrolisadas por tripsina imobilizada em silica modificada por silanizagio.
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Nas figuras 4.13 e 4.14 estdo representados os espectros de massa referentes as
hidrolises de albumina sérica bovina realizadas por tripsina imobilizada em silica
controle e silanizada, respectivamente. O perfil de massas moleculares dos ions
resultantes dos peptideos obtidos a partir das hidrolises € similar, sendo que a tripsina
imobilizada na silica ndo modificada (controle) produziu alguns ions que nao foram
observados nas hidrolises pela tripsina imobilizada em silica modificada com APTS
(silanizada). A figura 4.15 exemplifica o procedimento de sequenciamento dos
peptideos obtidos apos a hidrolise enzimatica.

A figura 4.16 evidencia os principais fragmentos peptidicos gerados pela
hidrélise da albumina sérica bovina pela tripsina imobilizada em silica modificada,
indicando sua atividade preferencial de clivagem por algumas regides especificas do
substrato albumina, o que pode ter sido resultante da alteragdo da hidrofobicidade da

superficie da silica modificada, causada pela presenca do APTS.

Intens.
[au]
=104

=
5
=

1567.7

14249

; 1638.8 0853

12837 : 0 2045.0 2567.0 _

10836 ; : N 18239 ; 24882 |
Lo b ) s l h f\

750 1000 1350 1500 1750 2000 2750 2500 2750 3000 3350

Figura 4.13 — Espectro de massa (MALDI-TOF) das amostras de albumina sérica bovina a 1 mg
x mL™" hidrolisadas por tripsina imobilizada em silica controle. A faixa de massa analisada
variou de (m/z) 600 a 3500, utilizando o modo refletido positivo.
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Figura 4.14 — Espectro de massa (MALDI-TOF) das amostras de albumina sérica bovina a 1 mg
x mL™ hidrolisadas por tripsina imobilizada em silica silanizada. A faixa de massa analisada
variou de (m/z) 600 a 3500, utilizando o modo refletido positivo.
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Figura 4.15 — Sequenciamento do componente molecular de massa [M+H]" = 1567,7 Da obtido
pela hidrélise de albumina sérica bovina em uma solu¢do a 1 mg x mL™" utilizando a tripsina
imobilizada em silica modificada. Os ions de série y estdo assinalados na sequéncia obtida.
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Figura 4.16 — Representag@o tridimensional da molécula monomérica de albumina sérica
bovina, evidenciando em representacdo spacefill as regides na molécula que foram
preferencialmente clivadas pela tripsina imobilizada em silica silanizada. Utilizou-se o codigo
PDB ID: 1E71 ¢ a ferramenta grafica molecular PyMOL para produgao da imagem.

Wang et al (2000) imobilizaram tripsina a uma laminula de vidro, em um
dispositivo microfluidico integrado a um espectrometro de massa e obtiveram um perfil
de massas moleculares similares aos encontrados no grupo controle do presente estudo.
Tal fato aponta uma possivel selecdo de sitios de clivagem para a tripsina imobilizada
em silica modificada, possivelmente criada pelo ambiente mais hidrofobico da

superficie silanizada.

Conclusoes

Observou-se que a modificacdo quimica da silica por meio de reagdo com APTS
resultou em alteragdes morfologicas significativas na superficie das esferas de silica. A
caracterizacdo quimica evidenciou as alteragdes na composi¢do elementar, ambiente
quimico e degradacao térmica diferencial para as amostras de silica silanizadas. Tais
superficies foram utilizadas como suporte para a imobilizacao de tripsina, sendo que se
observou maior eficiéncia em tempos menores de imobilizacdo, e em condi¢des mais
acidas para a silica modificada. A quantificacdo indireta da imobiliza¢do por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa mostrou-se como uma técnica
apropriada, devido as altas linearidade e sensibilidade observadas. As atividades da
tripsina imobilizada em silica normal e modificada com APTS apresentaram potencial
para aplicagdes em estudos de elucidacdo da estrutura primaria de proteinas, sendo que
no sistema contendo silica modificada observou-se uma restricdo no numero de
peptideos gerados, provavelmente devido ao microambiente com maior hidrofobicidade

condicionado pela modificagdo por silanizacao.
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Capitulo V

Processo de funcionalizacdo de superficies de polipropileno baseado na

polimerizagdo de anilina para imobilizacdo de enzimas e outras biomoléculas

Introducio

O polipropileno (PP) ¢ um polimero semicristalino, derivado da polimerizagao
do gas propeno ou propileno (C3Hg), insoluvel em agua, com ponto de fusdo na faixa de
165 a 175°C. Podem ser destacadas as seguintes propriedades desse material: densidade
na ordem de 0,905 g x cm'l; alta rigidez, superior a da maioria dos plasticos comerciais;
elevada resisténcia ao impacto a temperatura ambiente; equilibrio entre resisténcia ao
impacto (tragdo) e rigidez; alta dureza superficial; alta resisténcia quimica; baixa
absor¢cdo de agua; baixa permeabilidade ao vapor de 4gua; e baixa condutividade
elétrica (Salomon, 2010). O principal método de processamento do PP ¢ por meio da
extrusdo, que consiste no tratamento de resinas precursoras por meio de friccdo e calor
(Ashland et al, 2001).

O PP, assim como varios outros polimeros plasticos (Caramori e Fernandes,
2004; 2008), podem ter suas superficies modificadas ou funcionalizadas com polianilina
(PANI). A polianilina (PANI) compreende uma familia de polimeros constituidos por
1000 ou mais unidades repetitivas de p-fenilenoimina, existindo em varios estados de
oxidacdo e com diferentes valores de condutividade elétrica (Nalwa, 1997). A PANI
sintetizada quimicamente tem sido utilizada como suporte para imobiliza¢do de varios
tipos de moléculas devido as suas propriedades como estabilidade de armazenamento;
condutividade elétrica; significativa reatividade quimica; capacidade de retengdo
elevada; e estabilizagdao de biomoléculas (Fernandes, 2005).

Tais caracteristicas propiciaram a aplicagdo da PANI como suporte na
imobilizacao de inimeras enzimas: peroxidase (Barbosa et al, 2012; Morrin et al, 2005;
Kathleen et al, 2006; Mathebe et al, 2004); glicose oxidase (Parente et al, 1992;
Bayramoglu et al, 2010); tripsina (Wang et al, 2008; Purcena et al, 2009); lipase
(Gowoun et al, 2007; Datta et al, 2013); urease (Lakard et al, 2011; Laska et al, 1999);
invertase (Barbosa, 2009; Giilay et al, 2009); xantina dismutase e superoxido dismutase
(Nadruz et al, 1996); colina oxidase (Ding et al, 2009); lactato desidrogenase (Gerard et
al, 1999; Halliwell et al, 2002) e quitinases (Silva et al, 2011). Além dessas enzimas,
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varias outras biomoléculas tém sido imobilizadas em PANI no intuito de obter
biossensores, como por exemplo: acido desoxirribonucleico (Hu et al, 2013), anticorpos
(Sai et al, 2006) e peptideos (Yemini et al, 2006).

A funcionalizagdo de superficies de PP representa uma area de interesse
industrial crescente pois possibilita a obtencdo de materiais com propriedades
estruturais Unicas e hibridas ou intermedidrias aquelas apresentadas pelos componentes
individuais (Ruggeri et al, 1983). Grande parte das modificagdes ou funcionalizacdes
aplicaveis as superficies de PP refere-se a modificagdes nas resinas ou materiais de
partida para sintese do material polimérico (Evans et al, 1998). Tais reagdes tém sido
realizadas em solugdo, no estado fundido e no estado sélido (Sonia et al, 1995).

As modificagcdes realizadas em solu¢do ou em estado fundido podem
comprometer as propriedades fisicoquimicas requeridas pelo processo de extrusdo, o
que representa limitagdes dessas modificagdes, uma vez que a extrusdo constitui a
técnica mais amplamente aplicada no processamento de polimeros plasticos (Mohanty
et al, 2001). As modificagdes realizadas em estado so6lido apresentam como
caracteristica comum o requerimento da aplicacdo de técnicas altamente energéticas,
como ataque com plasma ou ultrassom, para romper a barreira de estabilidade quimica
do PP (Galimbert et al, 1998).

Nesse contexto, o presente capitulo propde a via alternativa de funcionalizagao
em estado solido de superficies de PP com PANI, pelo processo de
oxidacao/polimerizacdo da anilina e adesdo das cadeias de PANI as cadeias de PP das
superficies internas de microtubos e ponteiras de micropipetas. Uma vez que essa
funcionalizagdo ocorre posteriormente ao processamento do PP, as limitagdes
relacionadas as alteragdes quimicas que comprometem a extrusdo da resina de PP sdo
superadas. A superficie de PP funcionalizada com PANI pode também ser considerada
como quimicamente ativada, uma vez que a PANI apresenta reatividade quimica
superior ao PP, sendo susceptivel as inumeras reagdes quimicas caracteristicas dos
grupos amino-benzeno. A presenca da PANI possibilita que a superficie de PP se torne
um material com condutividade elétrica, ampliando as potencialidades de aplicagdes
dessa blenda polimérica. A funcionalizagdo do PP por meio de ciclos de polimerizagao
da anilina pode permitir ainda a obtengdo de superficies com nanorrugosidade e
propriedades nanomecanicas controladas, que podem ser monitoradas por meio de
analises de microscopia de forga atomica (MFA), dependendo do niimero de ciclos de

polimerizacdo/funcionalizagdo aplicados.
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O presente capitulo V apresenta como objetivo investigar a superficie interna
microtubos funcionalizados com PANI, comparando as propriedades obtidas apo6s cada
ciclo de polimerizacdo. A morfologia, nanorrugosidade, propriedades de elasticidade e
rigidez, tendéncias de atragao/adesdo e o ambiente quimico nas superficies poliméricas
foram investigados. A hipodtese testada nesse capitulo foi: “A polimerizagdao da anilina
sobre o PP altera a nanorrugosidade e as propriedades nanomecanicas dessas
superficies, possibilitando aplicagdes diversas, como em sistemas de captura de ions;
suporte para imobilizagdo de enzimas e biomoléculas para obtengdo de reatores para
sintese de nanoparticulas?”. Para tanto, foram utilizadas as técnicas de microscopia de
forca atdmica (MFA) e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Para andlise das nanoparticulas produzidas a partir desses sistemas, foi utilizada
a técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS). A atividade da tripsina livre e

imobilizada foi determinada espectrofotometricamente.
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Resultados e Discussiao

A figura 5.1 mostra que os ganhos de massa de 120 microtubos de PP
funcionalizados com PANI, apds quatro ciclos de polimerizagdo, apresentaram uma
distribuicio normal, com ajuste para curva gaussiana apresentando R” = 0,9 e variacio
de ganho de massa entre 0,5 ¢ 4,0 mg. As maiores frequéncias de ganho de massa estao

situadas na faixa de valores entre 2,0 e 3,0 mg.
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Figura 5.1 — Representacao da distribuicdo de frequéncia do ganho de massa dos microtubos de
polipropileno de 1,5 mL de capacidade apds quatro ciclos de polimerizagdo in situ da anilina.

Na figura 5.2 estdo representados os espectros de FTIR referentes as superficies
de PP apo6s cada ciclo de funcionalizagdo. Pode-se observar que apos o primeiro ciclo as
bandas apresentaram maior intensidade de transmitincia e consequentemente uma
maior resolu¢do dos espectros, permitindo a confirmag¢do da presenga de PANI nas
superficies de PP ap6s a funcionalizagdo. A banda com transmitancia por volta de 1500
cm’ refere-se ao grupamento NH presente no anel benzoide, enquanto a banda em torno
de 1600 cm™ refere-se a presenca do mesmo grupamento NH no anel quinoide. A banda
em 1100 cm™ relaciona-se com o grau de dopagem da PANI, enquanto a banda em 2740
cm’ relaciona-se ao estiramento do carbono presente nos grupamentos CH, (Sherman;

Waite, 1985; Azevedo et al 1999).
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Figura 5.2 — Analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da
superficie interna dos microtubos de PP funcionalizados com ciclos de polimerizagdo da anilina. As
medidas foram adquiridas utilizando um adaptador de reflectancia total atenuada (ATR). O volume dos
microtubos era de 1,5 mL.

Na figura 5.3 estdo representados os resultados dos valores de nanorrugosidade
dos microtubos de PP apds cada ciclo de polimerizagao. Nota-se uma clara tendéncia de
aumento dos valores de rugosidade para os pardmetros Ra e Rq nos ciclos 1, 2 e 3;
seguindo de uma tendéncia de estabilizacdo do aumento no quarto ciclo. Para os demais
parametros de rugosidade (Rz, Rzjis, Rp e Rv), pode-se observar uma tendéncia de
aumento apos cada ciclo. Quando analises semelhantes foram realizadas para as
ponteiras de micropipetas de PP, estas apresentaram um aumento similar aquele
observado nos microtubos de PP, considerando-se os parametros relacionados a
nanorrugosidade Ra e Rq (figura 5.4). Porém, para os demais parametros de
nanorrugosidade (exceto Rzjis) observa-se para as ponteiras uma tendéncia de
estabilizacao de aumento no valor observado ap6s o terceiro ciclo de funcionalizacdo, o
que sugere que a superficie atingiu um maximo de rugosidade. Tal fato provavelmente
estd relacionado a geometria da superficie internas das ponteiras de PP, as quais
apresentam didmetro reduzido devido ao angulo de curvatura caracteristico, que ¢é
diferente do angulo de curvatura apresentado pelos microtubos de polipropileno.

Semelhantemente aos resultados obtidos na funcionaliza¢dao das ponteiras de PP,
Buckley et al (1994) e Xie et al (1994) verificaram que apos trés ciclos de

polimerizacdo da anilina, utilizando o mesmo agente oxidante utilizado na
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funcionalizacdo dos microtubos e ponteiras de PP (persulfato de amonio em HCI),

ocorreu a estabilizacdo dos valores de rugosidade avaliados por meio de MFA.
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Figura 5.3 — Representa os resultados quantitativos relativos aos parametros de rugosidade em
A (Ra e Rq) e B (Rz, Rzjis, Rp e Rv) referentes as superficies internas dos microtubos de PP
controle (ciclo 0) e funcionalizados (ciclos 1 ao 4), obtidos por MFA operada em modo contato.
Os microtubos utilizados apresentavam capacidade maxima de 1,5 mL.
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Figura 5.4 — Representa os resultados quantitativos relativos aos parametros de rugosidade (em
A (Ra e Rq) e B (Rz, Rzjis, Rp e Rv) referentes as superficies internas das ponteiras de PP de
micropipetas (ciclo 0) e funcionalizadas (ciclos 1 ao 4), obtidos por MFA operada em modo
contato. As micropipetas utilizadas apresentavam capacidade de 200 pL.

Os resultados de espectroscopia de forga demonstraram que os ciclos de
funcionalizagdo causaram uma tendéncia de diminui¢do das forgas atrativas entre os
microtubos e a ponteira do microscopio de forca atdmica (figura 5.5). A mesma
tendéncia foi observada nas ponteiras de PP de micropipetas, exceto para o quarto ciclo
(figura 5.6). Para o parametro que reflete as propriedades adesivas da superficie (Detach
force) observa-se uma tendéncia de aumento nos microtubos de PP apods cada ciclo de
funcionalizacdo (figura 5.6). Considerando os resultados referentes aos aspectos

nanomecanicos relacionados a alteragdes na dureza da superficie dos microtubos de PP
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funcionalizados, observa-se uma tendéncia de diminuicdo apo6s cada ciclo de
funcionalizacdo, com uma pequena amplitude de variacdo total dos valores obtidos para
esse parametro. O parametro médulo de Young representa o mddulo de elasticidade de
cada superficie. Observa-se que os resultados para esse parametro apontaram um valor

maximo encontrado no segundo ciclo de funcionalizagao (figura 5.5).
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Figura 5.5 — Representacdo dos resultados quantitativos relativos ao parametro de

espectroscopia de forga “Snap in force” (A); “Detachment force” (B); “Maximum Load force”
(C) e modulo de Young (D), referentes as superficies internas dos microtubos controle (ciclo 0)
e funcionalizados (ciclos 1 ao 4), obtidos por MFA operada em modo contato. A unidade dos
graficos A, B e C é nano Newton, ¢ a do grafico D estd em mega Pascal. Os microtubos
utilizados apresentavam capacidade maxima de 1,5 mL.

Nas ponteiras de PP de micropipetas funcionalizadas foi observada uma
diminuicdo nas forgas adesivas (Detach force) apds o primeiro ciclo de cobertura com
PANI, seguindo com aumento relativo ao primeiro ciclo nos ciclos seguintes (figura
5.6). Observa-se uma diminui¢ao no valor da forca maxima (Max load force) aplicada a
superficie com apenas um ciclo de funcionaliza¢do, em comparagdao ao controle. Os
valores observados para os outros ciclos apresentaram pequena amplitude de variagdo

entre si, porém foram maiores que os resultados referentes ao primeiro ciclo de
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funcionaliza¢do. Observou-se um valor maximo para o parametro médulo de Young no

terceiro ciclo de funcionalizag¢do, conforme mostra a figura 5.6.
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Figura 5.6 — Representacdo dos resultados quantitativos relativos aos parametros de

espectroscopia de forga: “snap in force” (A); “detachment force” (B); “Maximum Load force”
(C) e Modulo de Young (D) referentes as superficies internas das ponteiras de PP controle (ciclo
0) e funcionalizados (ciclos 1 ao 4), obtidos por MFA operada em modo contato. A unidade dos
graficos A, B e C é nano Newton, ¢ a do grafico D estd em mega Pascal. As micropipetas
utilizadas apresentavam capacidade de 200 pL.

Aplicagoes dos microtubos de PP funcionalizados com PANI

Imobilizagdo de tripsina

Imobilizou-se covalentemente a tripsina nas superficies de microtubos de PP
modificadas por PANI e ativadas por glutaraldeido. A imobilizag@o de tripsina em uma
solugdo 52 pmol x L' em tampdo fosfato de sédio 100 mmol x L, pH 7.6 em uma
superficie previamente ativada com glutaraldeido 2% (v/v) possibilitou a reutilizacdo do
sistema contendo a enzima imobilizada covalentemente por até vinte ciclos com
reten¢do e manuten¢do de aproximadamente 60% da atividade inicial, conforme mostra

a figura 5.7.
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Figura 5.7 — Retencdo de atividade da enzima tripsina imobilizada covalentemente via ligagdo
cruzada com glutaraldeido, apos até 20 ciclos de reutilizagdo do sistema. A quantificagdo da
atividade sobre o substrato BApNA (100 umol x L™ em tampdo Tris-HCI 50 m pmol x L’
contendo CaCl, 20 mmol x L'l) foi realizada espectrofotometricamente com leitura em
comprimento de onda de 410 nm.

A enzima tripsina também foi imobilizada na superficie de microtubos de PP
modificada por meio de adsor¢do. A imobilizagdo de uma solucdo 52 pmol % L' de
tripsina em tampdo fosfato de sodio 100 mmol x L' pH 7,6 possibilitou a reutilizagio
do sistema contendo a enzima imobilizada por adsor¢dao por 9 ciclos com manutengao
acima de 60% de retencdo da atividade inicial, conforme mostra a figura 5.8. A maior
reteng¢do de atividade observada no sistema contendo tripsina imobilizada por meio de
ligacdo covalente estd possivelmente relacionada com a maior estabilidade da ligacao
formada entre a molécula da enzima e a PANI, via ligagdo cruzada com o glutaraldeido
como ja observado em estudos anteriores (Oliveira et al, 2008; Barbosa, 2009). Na
imobilizagdo por adsor¢do, os eventos de maior perda de enzimas possivelmente estdo
relacionados aos processos de lavagens pelos quais os microtubos de PP devem ser

submetidos, antes de um novo ciclo de catalise enzimatica.
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Figura 5.8 — Resultados de retencdo de atividade da enzima tripsina imobilizada por adsorgdo. A
quantificagio da atividade sobre o substrato BApNA (100 pmol x L™ em tampéo Tris-HCI 50 m
umol x L™ contendo CaCl, 20 mmol x L) foi realizada espectrofotometricamente com leitura
em comprimento de onda de 410 nm.

Reatores baseados em PANI tém sido amplamente utilizados como sistemas
cataliticos os quais podem ser reaproveitados em vdrios ciclos. Singh et al (2013)
imobilizaram alfa-amilase covalentemente (via glutaraldeido) em um filme baseado em
PANI, no qual resultou em retengdao de aproximadamente 60% de atividade apos 30
ciclos de reutilizagdo. Pascoal et al (2011) imobilizaram essa mesma enzima em
particulas de PANI ativadas com glutaraldeido, obtendo valores de retengdo de
atividade catalitica elevados apds 15 ciclos em um reator de batelada. Rawal et al
(2011) imobilizaram a enzima lacase em um eletrodo contendo nanoparticulas de prata
associadas a nanotubos de carbono e PANI para a produg@o de um detector de polifenol.
O biossensor foi reutilizado 200 vezes ao longo de quatro meses quando armazenado a
4°C. Caramori e Fernandes (2007) imobilizaram tripsina em tiras de polietileno
tereftalato (PET) funcionalizadas com PANI e ativadas com glutaraldeido, sendo que a
enzima apresentou 100% de reteng¢do enzimatica apos 4 ciclos de reutilizagcao. Caramori
e Fernandes (2004) também imobilizaram a enzima peroxidase, obtendo uma reten¢do
de 70% de atividade apos 5 ciclos de reutilizacdo. Barbosa et al (2012) imobilizaram
essa mesma enzima em particulas de PANI recobertas com magnetita e ativadas com
glutaraldeido, apresentando em torno de 50% de retencdo de sua atividade inicial apos

13 ciclos de reutilizacao.
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Uso dos microtubos de PP funcionalizados com PANI como sistemas de remog¢do de
lons em solucdo

Os microtubos de PP funcionalizados com PANI também foram utilizados como
possiveis sistemas de remocdo de ions em solucdo. Apds a incubagdo de solugdes de
cloreto férrico em diferentes concentragdes por 1 hora e 24 horas, observou-se uma
diminui¢do significativa da condutividade elétrica da solugcdo apds 24 horas de
incubagdo, indicando que o sistema atuou ativamente como sequestrador de ions,

conforme mostra a figura 5.9.
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Figura 5.9 — Valores padrao de condutividade elétrica de diversas concentragdes de solugdes de
cloreto férrico (FeCls), juntamente com os resultados observados ap6s 1 e 24 horas de
incubag¢@o no microtubo de polipropileno funcionalizado com PANI.

Pode-se encontrar na literatura alguns outros estudos relatando a aplicacdo de
sistemas contendo PANI como agente quelante de diversos ions. Querner et al (2004)
utilizaram as propriedades quelantes da PANI para a funcionalizagdo de nanocristais de
seleneto de cadmio (conhecidos como quantum dots), resultando na extingdo completa
da fluorescéncia dos constituintes desse sistema. Singh e Contractor (2005)
desenvolveram um sensor baseado em PANI para o monitoramento dos niveis do ion
mercurio em diversos meios. Sowa et al. (2012) funcionalizaram particulas de silica
com uma camada de PANI para producdo de um sistema quelante ou sequestrador de
diversos ions metalicos, que pode ser reutilizado em varios ciclos. Recentemente,

Rashidzadeh e Olad (2013) produziram um sistema contendo PANI para a remocao de
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corantes presentes em solugdes aquosas. No presente estudo utilizou-se os ions ferro
como um prototipo para testar as propriedades sequestradoras e/ou quelantes dos
sistemas representados pelas superficies de PP funcionalizadas com PANI. De acordo
com as propriedades na literatura e com os resultados obtidos, sugere-se expandir os
testes de aplicacdo dos microtubos funcionalizados para varios outros ions ou metais
pesados, como por exemplo na captura de mercurio, chumbo e cddmio, na remediagao

de solos e aguas.

Uso dos microtubos de PP funcionalizados com PANI como reatores para sintese de
nanoparticulas de prata

Os microtubos funcionalizados com PANI também foram testados em ensaios de
avaliagdo do potencial de reducao de ions prata para sintese de nanoparticulas metalicas.
A exposicdo de uma solugdo de nitrato de prata ao ambiente quimico gerado pela
funcionalizagdio do microtubo de PP com PANI desencadeou a produgdo de
nanoparticulas de prata com raio hidrodindmico menor que 50 nm, conforme mostra a

figura 5.10.

11. PANI
1 1. PANI ativada

100
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Figura 5.10 — Representacdo dos valores de raio hidrodinamico das nanoparticulas de prata
obtidas por 24 horas de incubagio de nitrato de prata 20 mmol x L™ nos microtubos de PP
funcionalizados com PANI. O primeiro representante de cada ciclo refere-se a sintese realizada
em microtubos de PP funcionalizados com PANI, enquanto o segundo representante refere-se a
sintese realizada em microtubos de PP funcionalizados com PANI e ativados com glutaraldeido.
Nessa forma de representag@o grafica o indice de polidispersividade (PDI) est4 relacionado as
barras de desvios dos valores médios.
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As classes mais estudadas de suspensdes de nanoparticulas metalicas sdo aquelas
constituidas de ouro, cobre e prata. A prata coloidal ¢ de interesse particular por causa
de propriedades distintivas, tais como sua condutividade elétrica e térmica, estabilidade
quimica, atividades catalitica e antibacteriana (Kearns et al, 2006).

Grande parte dos novos métodos de sintese de nanoparticulas ¢ baseada no uso
de reagentes quimicos, que na maioria das vezes apresentam toxicidade ao homem e ao
meio ambiente. Devido as crescentes demandas de sintese e producdo de nanomateriais,
sa0 necessarias vias produtivas alternativas. Essas novas vias devem apresentar dejetos
ou restos quimicos de sintese que apresentem toxicidade reduzida e menor impacto
ambiental. Nesse contexto surgiu a chamada “quimica verde” ou “sintese verde”, cujo
objetivo principal ¢ minimizar os impactos gerados pelos dejetos toxicos resultantes da
sintese quimica tradicional. A sintese verde geralmente envolve trés etapas principais:
(1) selecdo do solvente, (2) sele¢do do agente redutor ambientalmente compativel, e (3)
selecdo de substancias ndo toxicas para a estabilizagdo das nanoparticulas de prata
(Raveendran et al, 2003). No presente capitulo, o solvente utilizado foi a agua e o
agente redutor das nanoparticulas foram as superficies de PP interna dos microtubos
funcionalizadas com PANIL

Embora o mecanismo pelo qual os microtubos de PP funcionalizados com PANI
reduziram os ions Ag' em solugdo ndo tenha sido ainda elucidado, esses resultados
apontam para essa aplicacdo alternativa desses sistemas reacionais na sintese de
nanoparticulas de prata. Provavelmente as nanoparticulas obtidas ndo apresentam
nenhum recobrimento em suas superficies, o que pode leva-las a possuir propriedades e
aplicacoes diferentes daquelas obtidas pelas rotas classicas de sintese.

Estudos adicionais sdo requeridos para verificacdo dos parametros que podem
influenciar nessas condi¢des de sintese, o que pode inclusive conduzir a uma elucidagao
de aspectos relacionados aos mecanismos de reducao dos ions de prata e formacao de

nanoparticulas.

Uso dos microtubos de PP funcionalizados com PANI para imobilizag¢do de extrato de
levedura para posterior sintese de nanoparticulas de prata

Esse mesmo sistema de microtubos de PP funcionalizados com PANI foi
utilizado para imobiliza¢dao de células intactas e extrato de levedura com o objetivo de
otimizar a redu¢do de ions prata na tentativa de sintetizar nanoparticulas de prata por

meio de rota de sintese bioldgica. Esta tem sido uma rota sintética alternativa a sintese
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quimica, sendo estudada e desenvolvida por diversos grupos de pesquisa (Raveendran et
al, 2004). Ela representa uma das vertentes da chamada quimica verde, na qual se utiliza
do poder redutor de algumas biomoléculas presentes em extratos de células para a
redugdo de ions livres em solucgdo, seguido da estabilizagdo dessas nanoparticulas pelo
recobrimento com as biomoléculas presentes, resultando na sintese de nanoparticulas
funcionalizadas e estabilizadas, que podem apresentar diversas atividades. As principais
biomoléculas relatadas como agentes ativos na redu¢@o de ions de prata em solugdo sdo
as proteinas (Sharma et al, 2009; Raveendran et al, 2004).

A exposicao de uma solugdo de nitrato de prata ao ambiente quimico gerado pela
funcionalizacdo do microtubo de PP com PANI contendo biomoléculas, imobilizadas
por adsor¢io ou covalentemente (extrato de levedura, Fermipan® ou levedo de cerveja),
propiciou a producao de nanoparticulas de prata com raio hidrodinamico menor que 50
nm; e polidispersividades (PDI) menores do que as observadas para as nanoparticulas
sintetizadas nos sistemas com auséncia de biomoléculas imobilizadas (figura 5.10),

conforme mostra a figura 5.11.
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Figura 5.11 — Valores de raio hidrodinamico das nanoparticulas de prata obtidas por 12 e 24
horas de incubagdo nos microtubos funcionalizados com PANI contendo extrato de levedura,
Fermipan” e levedo de cerveja imobilizados por adsor¢io e covalentemente. O primeiro
representante de cada cor, em cada ciclo, refere-se ao tempo de 12 h de sintese, enquanto o
segundo representante dessa mesma cor refere-se ao tempo de 24 h. Nessa forma de
representacdo grafica o indice de polidispersividade (PDI) esta relacionado as barras de desvios
dos valores médios.
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Considerando as diversas aplicagdes na area médica, as nanoparticulas ocupam
uma posi¢ao de destaque, tanto pelo seu uso em exames diagnosticos, participando da
composi¢ao de biossensores ou em exames de obtencdo de imagens, quanto no
tratamento de diversas patologias (Kearns et al, 2006).

Esse tipo de abordagem representa uma inovacao tecnoldgica e metodologica na
nova area do conhecimento chamada de nanotecnologia verde pelo fato de ser pioneira
no uso de microorganismos/biomoléculas imobilizadas como sistemas reciclaveis de

produgdo de nanoparticulas.

Conclusoes

A abordagem experimental sugerida nesse capitulo descreve a modificacdo ou
funcionalizacdo de superficies de polipropileno (PP) por meio da adsor¢do de camadas
de cadeias de polianilina (PANI). Essa funcionalizacdo decorre por meio de ciclos de
tratamento das superficies com solugdes contendo os mondmeros de anilina e o agente
oxidante persulfato de amoénio. Apds cada ciclo de deposicdo, obtém-se superficies
modificadas com propriedades nanomecanicas e de nanorrugosidade especificas. Esses
sistemas podem ser aplicados para a imobilizacdo de intimeras biomoléculas com
aplicacdes laboratoriais e industriais, como por exemplo, para a imobilizagdo covalente
de enzimas; como sistema de captura/remog¢ao de ions e como reatores reutilizaveis para

sintese de nanoparticulas.

- O trabalho realizado resultou na redagdo do pedido de registro de patente intitulado:
Processo de funcionaliza¢do e aplicacdes de superficies de polipropileno baseado
na polimerizacdo de anilina, que estd em fase final de elaboracdo de relatério de
patenteabilidade com vistas a depdsito junto ao INPI pela Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e pela Universidade de Brasilia.
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Consideracoes finais

Na busca pela compreensdo das caracteristicas da organizagao das diversas
superficies analisadas, e dos microambientes gerados pelo processo de imobilizagdo de
biomoléculas, foram aplicadas as varias técnicas de caracterizagdo em nanoescala nos
diversos materiais apresentados nessa Tese. O estudo realizado nas superficies de PP
pode ser considerado como uma abordagem alternativa para investigacao qualitativa e
quantitativa dessas superficies, com potencial aplicacdo no controle de qualidade em
industrias de processamento de polimeros. A analise da organizagdo nanométrica da
superficie interna dos microtubos aponta-se como uma forma potencial de controle de
qualidade dos microtubos, em relagdo a heterogeneidade, propensao a ligacao ou adesdo
de moléculas e liberacao de polimeros constituintes dos microtubos.

A abordagem experimental realizada nas membranas poliméricas porosas
possibilitou a obten¢do de inumeras informagdes inéditas e relevantes sobre as
caracteristicas topograficas, mecéanicas e quimicas das membranas poliméricas porosas
de nitrocelulose, nylon, PTFE e PVDF. Esses sistemas nao foram utilizados como
suportes para imobilizacdo de enzimas e biomoléculas devido a algumas propriedades

indesejaveis, tais como forgas atrativas reduzidas e dificuldade no seu manuseamento.

Em relagdo as particulas de silica silanizadas e nao silanizadas, observou-se que
a modificacdo quimica da silica por meio de reacdo com APTS resultou em alteragdes
morfolodgicas significativas na superficie das esferas de silica. A caracterizagdo quimica
evidenciou as alteragdes na composi¢do elementar, ambiente quimico e degradagdo
térmica diferencial para as amostras de silica silanizadas. Tais superficies foram
utilizadas como suporte para a imobiliza¢do de tripsina, sendo que se observou maior
eficiéncia em tempos menores de imobilizagdo, e em condigdes mais acidas para a silica
modificada. A quantificacdo indireta da imobiliza¢ao por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa ultrarrapida mostrou-se como uma técnica apropriada,
devido as altas linearidade e sensibilidade observadas. As atividades da tripsina
imobilizada em silica normal e modificada com APTS apresentaram potencial para
aplicagdes em estudos de elucidacdo da estrutura primaria de proteinas, sendo que no
sistema contendo silica modificada observou-se uma restrigdo no numero de peptideos
gerados, provavelmente devido ao microambiente com maior hidrofobicidade

condicionado pela modificagao por silanizagao.
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A abordagem experimental apresentada no ultimo capitulo reune todo o conjunto
de conhecimentos técnicos e metodoldgicos adquiridos ao longo dos demais estudos,
culminando com a descricdo da modificagdo ou funcionalizagdo de superficies de
polipropileno (PP) por meio da adsor¢ao de camadas de cadeias de polianilina (PANI),
resultando na obtencdo de sistemas reacionais com potenciais aplicagdes para
imobilizacdo de inimeras biomoléculas com aplicag¢des laboratoriais e industriais, como
por exemplo, para a imobilizagdo covalente de enzimas; como sistema de

captura/remocao de ions e como reatores reutilizdveis para sintese de nanoparticulas.
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Perspectivas

A partir das abordagens experimentais aplicadas e dos sistemas desenvolvidos
nessa Tese, pode-se apontar os seguintes desafios ou perspectivas:

- Escalonar a utilizagdo da técnica de microscopia de forca atomica,
considerando a analise dos parametros de nanorrugosidade e de espectroscopia de forga,
para testes de controle de qualidade de superficies poliméricas em industrias de
processamento de resinas termoplasticas;

- Imobilizar diferentes enzimas hidroliticas nas superficies de silica silanizada e
em microtubos de PP funcionalizados com PANI para a obtencdo de reatores que
possibilitem uma digestdo mais completa de proteinas e peptideos, visando aplicagdes
em protedmica e quimica de proteinas;

- Testar os sistemas constituidos dos microtubos de PP funcionalizados com
PANI na desalinizagdo de biomoléculas e na remediacao de aguas;

- Testar os sistemas constituidos dos microtubos de PP funcionalizados com
PANI em hidrolises enzimaticas com tampdes incompativeis com andlises de
espectrometria de massa do tipo MALDI, com o intuito de remogao desses sais da
solucdo e consequente diminuir sua interferéncia nesses ensaios;

- Verificar quais parametros podem influenciar nas condigdes de sintese de
nanoparticulas de prata obtidas a partir de reatores baseados em superficies de PP
funcionalizadas com PANI e superficies de PP funcionalizadas com PANI contendo
células e/ou biomoléculas imobilizadas.
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Anexos
Publicacdes realizadas e eventos participados durante o periodo do doutoramento:
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Qualitative and quantitative topographical
surface investigation and solvent effects on
internal surface of polypropylene tubes

Eduardo F. Barbosa®® and Luciano P. Silva®®"

An alternative way for plastic tubes surface analysis was presented, and the time course of the effects of solvent exposure was
evaluated. Atomic force microscopy was used to qualitatively and quantitatively analyze internal tubes topography.
Differences in nanoroughness parameters were shown as potential markers for quality control check to detect differences
among brands and areas along each tube. Mass spectrometry analysis was carried out to evaluate the effects of some solvents
after the intrinsic contact with the polymer. The obtained spectra did not allow the visualization of any leaching component,
suggesting a low rate of some possible reaction or dissociative interaction caused by polymer and tested solvent interactions
that were in concordance with principal component analysis. The use of these techniques as tools for quality control
evaluation, or search for new support to biomolecules immobilization can be seen as important innovations and can be

applied in several other investigative and developmental approaches. Copyright © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Advanced technological tools allow researchers to analyze and
scrutinize polymeric surfaces, being largely used on applied
research and quality control processes.” Polymers surface can
reveal interesting features and point out a lot of possibilities
regarding such materials applications.”*! Enzyme immobilization
technologies have been developed and can be achieved onto
several polymeric surfaces, being applied in a range of fields from
basic proteomics research to food industry and bioremediation.””)
In this background, synthetic polymers like polypropylene have
been mainly used as a solid support for protein immobilization, as
well as in enzyme-linked immunosorbent assay and cell culture® A
remarkable number of immobilization methods have been devel-
oped to allow proteins to be attached on a variety of solid supports
while retaining their activity.” '

Detailed investigations of physical and chemical features of
polymeric surfaces increase the control of its potential reactivity
according to specific interests, optimizing investigations and
applications using these materials. Atomic force microscopy
(AFM) has been used to study topographic alterations of chemically
modified plastic surfaces.""? Evaluation of supramolecular organi-
zation can be performed through analysis of topographical
parameters of polymers surface, enabling their association with
material synthesis and quality. In this sense, AFM analysis in addition
to allowing an exploration of the potential application of
nanodevices on such surfaces, also contributes to the quality
control check of materials.

Compared with other techniques, AFM analysis presents several
advantages; as easy and simple sample preparation, scanning does
not require vacuum condition, allows analyses in liquid environment,
and allows the acquisition of quantitative roughness values. Beyond
these benefits, AFM offers information about viscoelasticity or
hardness of the sample, as well as specific interaction forces.

Applications of AFM methods to elucidate surface and near-
surface structure of polymeric solids are widely used and well
described ! However, the investigation of internal surface of
polypropylene tubes as a tool for quality control check or potential
biotechnology applications of this material still remains unexplored.

Currently, some reports of contents leaching from disposable
plasticware have drawn attention to plastics as potential sources
of contaminants."'? Plastics are broadly used in almost all fields
of scientific research. Accordingly, there are several studies that
have investigated the plastic contamination problem'?'>'®
Analytical methods like matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) have been used
to show the leaching of polymeric compounds from laboratory
plastic test tubes into the standard solvents used for sample
preparation.'®"7!

The present study conducted a close observation of different
brands of polypropylene tubes investigating the topography
obtained by AFM analysis and verifying the effect of some
solvents on these surface components by MALDI-TOF MS, We
aimed to observe some quality parameters by these approaches
and the potential applications of such polymeric surface for
enzyme immobilization.
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Synthetic polymeric porous membranes (PPMs) have been widely used in several areas. Here, PPMs were
scrutinized in a systematic approach over their mechanostructural features, chemical composition and fil-
tration efficiency. Four types of PPMs (nitrocellulose, nylon, PTFE, and PVDF) were analyzed by single point
force spectroscopy (FS), atomic force microscopy (AFM), scanning electron microscopy (SEM), Fourier
transform infrared (FTIR), and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS). PTFE membrane showed dis-
crepancy between top and bottom parts related to FS parameters. The most irregular topography assessed

Keywords:

Syﬁrhetic polymeric porous membranes by AFM was presented by nylon membrane showing out values for roughness parameters (Ra, Rz, and Rp)
Roughness higher that all other membranes. Determination of filtration efficiency by spectrophotometric measure-
Stiffness ments did not allow us to visualize tendencies for incrustation of compounds. Nevertheless, AFM and SEM

images of PPMs before and after filtration tests showed significant topographical differences. FTIR and
EDS analyses also evidenced PPMs chemical and elemental composition, respectively. The use of these
approaches focusing on nanometric aspects of each membrane can reveal new possibilities concerning
their characterization and applications. It arises as an alternative tool for quality control evaluation, or
search for support for biomolecules immobilization.

Filtration efficiency

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Polymeric porous membranes (PPMs) are largely used in several
fields ranging from physical-chemical processes of water desalin-
ization [1] to molecular biology and biochemistry researches, like
in transference/immobilization of RNA or northern blot [2], DNA
or southern blot [3], lipids or eastern blot [4], and protein or
western-blot [5]. We can still point out the extensive use of
polymeric synthetic porous membranes as filters for molecular
separation, like in separation processes for liquid and gaseous
mixtures (gas separation, reverse osmosis, pervaporation, micro-
filtration, nanofiltration, and ultrafiltration) [6]. Such materials
have also been applied in biosensors development and enzyme
immobilization processes [7] and catalysis including fuel cell
systems [8].

Membrane surface properties have been described as a direct
influencing factor on their performance [9]. For example, an
increased surface roughness commonly exhibits an increased sur-
face area and consequently it fouls more easily [10]. In fact,

* Corresponding author. Tel.: +55 61 34484794; fax: +55 61 33403658,
E-mail addresses: lucianopaulinosilva@gmail.com,
paulinol@cenargen.embrapa.br (L.P. Silva).

0376-7388/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.memsci.2012.03.025

according to the membrane applications, different behaviors and
properties are required.

Membrane filtering features are mainly determined by their
polymeric composition. Nitrocellulose membranes are high qual-
ity membranes for blotting of proteins and nucleic acids displaying
a uniform and easy wettability [11]. Nylon membranes present
positively charged groups that confer to it an enhanced binding
of negatively charged molecules like lipids [12], and it is also
hydrophilic and has high surface area [6]. Polytetrafluoroethy-
lene (PTFE) membranes have an interesting property of change its
hydrophobic surface into hydrophilic by a simple alcohol surface
pre-treatment. Poly(vinylidene fluoride) (PVDF) forms naturally
hydrophobic membranes [13].

There are lots of research studies using scanning electron
microscopy (SEM) and mainly atomic force microscopy (AFM) anal-
yses to describe surface features and some changes caused by
chemical or physical modifications [14-19]. AFM is a scanning
probe microscopy technique that allows to investigate surface
properties and features by measuring atomic interactions between
a surface and a small tip while a scanning process occurs, creating
a high-resolution image. Another important application of AFM is
force spectroscopy, the direct measurement of tip-sample interac-
tion forces as a function of the gap between the tip and sample in
a vertical displacement. For this method, the AFM tip is extended
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Nanoscale analyses of modified polypropylene
microtubes internal surface: an approach
covering topographical and force
spectroscopic parameters

Eduardo F. Barbosa®® and Luciano P. Silva®P*

A nanoscale characterization of modified and unmodified polypropylene (PP) microtubes internal surface was performed to
investigate their structural, chemical, and physical properties. Nanoroughness, stiffness, elasticity, attraction behavior, adhe-
sion forces, and chemical environment were investigated to test some manufacturer statements regarding Axygen MAXYMum
Recovery® products. They announced that this class of material presented special features, originated from a modification to
the original PP resin and by using a diamond polished mould, providing lower retention and minor interference on
laboratorial tests, such as low roughness and little interaction tendency. Then, in this study, modified and control internal sur-
faces of PP microtubes were compared by atomic force microscopy, scanning electron microscopy, and Fourier transform in-
frared spectroscopy. Nanoroughness and force spectroscopy parameters assessed by atomic force microscopy showed out as a
sensible and high-resolution technique, crucial to discriminate differences between the surfaces. This type of investigation can
be considered as a promising approach that can be applied to other polymeric systems, considering nanoscale properties,
physical/chemical modifications, and as an alternative route for quality control checking concerning polymeric surfaces. Copy-
right © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

Supporting information can be found in on line version of this article.

Keywords: polypropylene modification; microtube; atomic force microscopy; force spectroscopy; nanoroughness

Introduction

Polypropylene (PP) devices have been widely applied in world-
wide industrial and academic laboratories "' After microtubes
and pipette tips first conception, in the early 80s, their use
became ubiquitous in laboratories worldwide*’ Nevertheless,
this material is not as inert as once thought. McDonald et al.
(2008) described plasticware, mainly the colorful ones, as a poten-
tial source of bioactive contaminants, such as di (2-hydroxyethyl)
methyldodecylammonium and 9-octadecenamide (oleamide).""”
Then, some manufacturers have been looking for strategies to
develop modifications on PP resins and processing steps to over-
come these drawbacks: increasing desirable features such as low
surface energy and reduced adhesion behavior. Axygen MAXYMum
Recovery® microtubes are described by manufacturer as without
any potential contaminating coating, by presenting a special
polymeric internal surface, which creates low binding features.”
Chemical structure effects and surface properties of polymeric
materials concerning protein adsorption were described as been
strongly related to surface roughness.”’ Lower surface roughness
means smaller van der Waals contribution to the adhesion force
and consequent decreasing of these events® Considering this
aspect, Barbosa and Silva investigated PP microtubes internal
surface aiming to verify the possible presence of any homogeneity
patterns and to relate such information with roughness, adhesion
features, and quality control markers.>” They described significant
roughness differences both among brands and among the areas
along each tube (equal sizes)”! When comparing tubes with

different sizes, the bigger ones presented more heterogeneous sur-
face morphology, which could be related to the adhesion events on
polymer surface, since the contact surface area can predicts some
reactivity or leaching tendencies considering other materials.”!

The present study aimed to investigate modified microtubes in-
ternal surface, compared to unmodified ones. Morphologies,
roughness, stiffness, elasticity, attraction, adhesion, and chemical
environment were investigated to test the following hypothesis:
‘Would PP modified microtubes characterization outcomes corrob-
orate the manufacturer statements about this product (Axygen
MAXYMum Recovery®)?” Atomic force microscopy (AFM), scanning
electron microscopy (SEM), and Fourier transform infrared spectros-
copy (FTIR) were used to assess these properties.
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Abstract: Brosimum gaudichaudii Tréc, (Moraceae) is a common Brazilian Cerrado plant known by its pharmaceutical industry
relevance. The authors investigated the latex protein components and potential biotechnological applications. Some protein
fragments had their sequences elucidated, presenting similarities to jacalin and Kunitz-type trypsin inhibitors. Amino acid
residue modifications were found, such as glutamine N-terminal residue cyclisation into pyroglutamic acid residue, and mass
differences corresponding to hexoses and N-acetylhexosamine presence. The latex was used to produce a nanoscale structured
film, which presented an increased attraction and reduced adhesion behaviours. The film presented high homogeneity, as
observed by low nanoroughness values, probably because of its intrinsic components, such as the jacalin-like protein that has
known agglutination properties. The immobilised Kunitz-type trypsin inhibitor presence in the latex film allow us to point out
to applications related to this inhibition, as in active food packaging, since these peptidase inhibitors are able to inhibit pests

and microorganism proliferation.

1 Introduction

Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) occurs in the
Atlantic and Amazon forests [1] and it is the only occurring
species of the genus Brosimum in the Brazilian Cerrado [2].
This plant species has been largely employed by the
pharmaceutical industry because of its considerable
accumulation of furocoumarins derivatives [3] such as:
xanthyletine, psoralen, bergapten (or 5-methoxypsoralen),
luvangentine and the gaudichaudione, present in the bark of
trunks and subterranean system. These [urocoumarin
derivatives have been isolated and used for the treatment of
skin disorders such as vitiligo [4-7] because of their
photosensitising and photochemotherapeutic properties [8, 9].

Even though some of the biomedical uses of Brosimum
vegetal structures have been elucidated, there is no study
related to plant secretions, such as latex extracted from
B. gaudichaudii, much less conceming their protein
content. Latex can be defined as a stable milky suspension
or emulsion of polymer particles in an aqueous fluid,
usually held under pressure in living plant cells known as
lacticifers. This plant secretion exudes upon damage from
specialised canals in about 10% of flowering plants and has
no known metabolic function related to plant resource
acquisition and allocation; however, it has been strongly
implicated in defense against herbivorous insects [10, 11].
Latex from various plant species contain bioactive

IET Nanobiotechnol., pp. 1-8
doi: 10.1049/iet-nbt.2013.0042

compounds including alkaloids such as: morphine in
Papaver spp. (Papaveraceae); cardiac glycosides in
Asclepias spp. (Apocynaceae); terpenes such as the

sesquiterpene lactone, lactucin from lettuce (Lactuca spp.
Asteraceac); and digestive cysteine proteases in Carica
genus (Caricaceac) and Ficus spp. (Moraceae) [12, 13].
Phenolic compounds and proteins have also been detected
in latex from other species [14, 15]. The fact that latex is
often highly rich in secondary metabolites, carbohydrates
and enzymes suggests that it is not a waste product and can
be considered a potential candidate for biotechnological
applications [12].

Romaniuc Neto and Wanderley [16] emphasised the
presence of abundant lacticifers in specimens belonging to
Moraceae family. According to Lewinsohn [17], lacticifer
plants are common in the Brazilian Cerrado vegetation,
where the presence of latex provides resistance to
herbivores via toxicity or anti-nutritional effects. and also
through its stickiness, which can mire insect herbivores.
Agrawal and Konno [12] pointed out that all plant parts can
contain latex; however, the most commonly examined
tissues of latex-bearing plants are stem and leaf tissues. In
the case of B. gaudichaudii, latex is abundant in the bark of
the subterrancan system. In stems, latex is only abundant
i the bark and pith of young stems and branches. Latex is
scarce in both bark and pith of older stem parts and not
present in B. gaudichaudii wood [18].

1
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Chapter 15

NANOSCALE APPROACHES OVER POLYPROP
PLASTIC SURFACES: AN ALTERNATIVE TO

QUALITY CONTROL CHECKI%

AQiPVQ
Materials and composites containing po lene (PP) can be considered as the

most widely applied i industrial es and also i scientific research labware. This
wide range of uses is s 1mes by the drawbacks of plastic contamination or
sample adhesion to the plas . In this context, investigative approaches of this
type of polymeric evedl important information concerning the drawbacks. In
this chapter, some s ies of PP materials using atomic force microscopy
(AFM) and Fourner mfrared spectroscopy (FTIR) were tested. These tools
3 #- 1 information about morphology, nanoroughness, mteraction

forces and The d wronment of the tested matenals (plastic tips and mucrotubes
i e, PP¥ips with different sizes were tested revealing considerably low
alues (Ra and Rq). However, statistically significant differences were
7 the sample values for these parameters that can be related to manufacturing
e spectroscopy (FS) results demonstrated an increased homogeneity between
er samples, while the biggest plastic tip presented different patterns of
with the AFM probe, mainly related to adhesion forces. FTIR results showed
a typical PP crystalline form in all evaluated samples. PP microtubes with different
lume capacities were also analyzed, revealing high homogeneity (Ra and Rq). The
est microtube also presented discrepancies compared to the smaller ones (Rz, Rzjs,
and Rv). FS results suggested a different scenario, highlighting a heterogeneous behavior
of the plastic microtubes considening their pattemns of interaction with the AFM probe.
These expenmmental approaches can be seen as a potential route for quality control
checking, applicable to matenials denived from PP and this information can be largely
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APPLICATIONS OF OLEIC ACID
ON NANOTECHNOLOGY CONCERNING ENZYME
IMMOBILIZATION TECHNIQUES
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ABSTRACT

This chapter describes a review about oleic acid applications in magnetic systems structured
at billionth part of matter, related to enzymes immobilization. Basically, it is shown the oleic
acid stabilizing effects over magnetic nanoparticles, mainly those derived from iron. Some oleic
acid properties are discussed specifically concerning the reducing effects in magnetic
nanoparticles magnetization saturation, as well as size control improvements. Protocols for
nanostructures production were gathered to provide compact information about different routes
to obtain controllably nanostructured systems, allowing the reader to compare some synthesis
strategies. A compilation of studies related to enzyme immobilization (mainly lipases from
different organisms) using oleic acid based materials was presented, highlighting the benefits
obtained from this technique, such as a better tolerance against adverse catalysis conditions and
kinetic parameters. Other oleic acid based materials applications were described, showing the
high versatility of these materials. Finally, this chapter points out the use of nanostructured oleic
acid based systems as support for enzyme immobilization like an opened research field, which
requires extensive investigations to whole clarify its application and potentialities on
biotechnology.
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