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RESUMO

Materiais carbonaceos sdo atrativos devido a versatilidade e abundancia do elemento carbono,
caracteristicas que possibilitam o desenvolvimento de novas estruturas, por diversas metodolo-
gias de preparagdo, dotadas de propriedades fisico-quimicas variadas e que, deste modo, ofere-
cem possibilidades de aplicagdo em diversos ramos da ciéncia e da tecnologia. Dentre estas
técnicas de preparagdo, a carbonizacdo hidrotérmica tem se destacado por possibilitar a obten-
¢do de micro e nanoestruturas carbonaceas de forma sustentavel e rapida, através do uso de
biomassa, residuos de biomassa e carboidratos como precursores, sem o uso de reagentes toxi-
cos. Tal fato torna os materiais carbonaceos produzidos por esta metodologia alternativas po-
tenciais para aplicagdes biologicas como, por exemplo, para o desenvolvimento de biodisposi-
tivos e suporte para biocatalisadores. Nesta Tese, micro e nanoparticulas de carbono foram pre-
paradas por carbonizagdo hidrotérmica de glicose, caracterizadas fisico-quimicamente e sub-
metidas a interagdo com a lectina ConBr, por meio de metodologias covalente e ndo covalente,
a fim de verificar a possibilidade de utilizacdo destes materiais como suporte para a biomolé-
cula. A lectina ConBr ¢ uma proteina vegetal que possui a capacidade de aglutinar eritrocitos.
ApOs as preparacdes, as microparticulas foram submetidas a lavagem com agua e secagem em
estufa, enquanto as nanoparticulas foram purificadas por dialise. As analises realizadas indica-
ram que as microparticulas sdo constituidas por esferas individualizadas e coalescidas, dotadas
de potencial zeta negativo, didmetro hidrodinamico médio de, aproximadamente, 1 um, com-
postas por carbono, hidrogénio e oxigénio. As nanoparticulas, obtidas utilizando diferentes pa-
rametros reacionais, apresentam-se em aglomerados nanométricos com diferentes diametros
hidrodinamicos e potencial zeta negativo. Dependendo dos referidos parametros, as nanoparti-
culas apresentam fotoluminescéncia na regido do visivel e suspensdes aquosas sem precipitagao
ou turbidez por, pelo menos, dois meses. Aquelas com didmetro hidrodindmico médio em torno
de 30 nm mostraram-se estaveis sob variacdo de pH entre 4,35 ¢ 9,44 ¢ nas solugdes salinas
tampao fosfato (PBS) e NaCl 0,9%. Ambos os materiais foram submetidos a interagdo com a
lectina ConBr por reagdo de amidag@o com auxilio de carbodiimida e por adsor¢do. Os resulta-
dos obtidos, tanto para os conjugados com microparticulas quanto para aqueles com nanoparti-
culas, indicaram que foi possivel imobilizar a lectina nas particulas de modo que esta manti-

vesse sua atividade biologica de aglutinacdo de eritrocitos.

Palavras-chave: carvao hidrotérmico, carbonizacao hidrotérmica, lectina ConBr, amidacdo, ad-

sor¢do, hemaglutinagdo, C-dots, nanoparticulas de carbono, fotoluminescéncia.



ABSTRACT

Carbonaceous materials are attractive due to the versatility and abundance of the carbon
element, characteristics that enable the development of new structures, by different preparation
methods, with a manifold of physicochemical properties. In this way, this type of material could
offer possibilities of application in different branches science and technology. Among the
preparation techniques, hydrothermal carbonization has been outstanding on the attainment of
carbonaceous micro and nanostructures in a sustainable and fast way, through the use of
biomass, biomass residues and carbohydrates as precursors, without toxic reagents. This makes
carbonaceous materials produced by this methodology potential alternative for biological
applications such as development of biodevices and support for biocatalysts. In this thesis,
carbon micro and nanoparticles were prepared by hydrothermal carbonization of glucose,
physically and chemically characterized and their use as support for ConBr lectin was evaluated
using covalent and non-covalent methodologies. ConBr lectin is a plant protein that has the
ability to agglutinate erythrocytes. After the preparations, the microparticles were washed with
deionized water and dried in an oven, while the nanoparticles were purified by dialysis. The
analyses performed indicated that the microparticles were formed by individualized and
coalesced spheres with negative zeta potential, average hydrodynamic diameter of
approximately 1 um and were composed of carbon, hydrogen and oxygen. The nanoparticles,
obtained using different reaction parameters, appeared as nanometric agglomerates with
different hydrodynamic diameters and negative zeta potential. Depending on these parameters,
the nanoparticles had photoluminescence in the visible region and aqueous suspensions without
precipitation or turbidity for at least two months. Those with a mean hydrodynamic diameter
around 30 nm were stable under pH variation between 4,35 and 9,44 and in saline solutions
phosphate buffer (PBS) and NaCl 0,9%. Both materials were subjected to interaction with
ConBr lectin by amidation reaction with the aid of carbodiimide and by adsorption. The results
obtained for both the microparticle and nanoparticle conjugates indicated that it was possible
to immobilize the lectin in the particles so that it maintained its biological activity of

erythrocyte's agglutination.

Keywords: hydrochar, hydrothermal carbonization, ConBr lectin, amidation, adsorption,

hemagglutination, C-dots, carbon nanoparticles, photoluminescence.
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1INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnoldgico sustentavel ¢ imprescindivel para garantir a preser-
vacdo do meio ambiente e, por conseguinte, a conservagdo dos recursos naturais e a qualidade
de vida das pessoas, tanto para a geracao atual quanto para as futuras. Desta forma, a busca por
tecnologias “limpas”, que consumam o minimo de energia, produzam a menor quantidade e
tipos possiveis de residuos e fagam uso de recursos renovaveis, torna-se primordial para con-
tribuir com a reducdo dos impactos ambientais, uma vez que buscar solugdes para os prejuizos
finais causados por tecnologias ja existentes constituem agdes apenas paliativas.

A elaboragdo e a producdo de novos materiais constituem um setor de destaque na
ciéncia e tecnologia, uma vez que alicercam pesquisa e desenvolvimento de produtos destinados
a atender as demandas da sociedade nas mais diversas areas do conhecimento. Desde a cons-
trucdo de um nanosensor até estruturas mais resistentes para um “arranha-céu”, por exemplo,
varios fatores devem ser considerados. Dentre eles o custo-beneficio da producao, o rendimento
e a possibilidade da obtencao em larga escala dos materiais necessarios, além da complexidade
dos procedimentos realizados para gerar o produto final. Para alguns destes aspectos, apostar
na sustentabilidade representa mais que preservacdo ambiental, tendo em vista que o uso de
recursos naturais abundantes e renovaveis, ou mesmo de residuos, para a produ¢do de materiais
poderia representar redugdo ou solucdo de problemas de custo e rendimento e, dependendo do
método de processamento, de dificuldades de escalonamento.

Materiais de carbono, sobretudo nanocarbonos (nanotubos, grafeno e pontos quan-
ticos), sdo atrativos para ampla gama de aplicagdes devido a sua versatilidade e propriedades
fisico-quimicas tnicas (BAGHERI; JULKAPLI, 2016; HAN et al., 2016; TITIRICI et al.,
2012). Além disso, o carbono ¢ um elemento abundante na natureza, o que possibilita a elabo-
racdo de diferentes rotas para a sintese de materiais carbonéceos, utilizando diferentes matérias-
primas. Dentre as rotas de sintese existentes, a carbonizacdo hidrotérmica destaca-se por possi-
bilitar a obten¢do de materiais funcionais de carbono de forma ambientalmente adequada. Esta
técnica possibilita a sintese de micro e nanomateriais de carbono a partir de biomassa, residuos
de biomassa e carboidratos, sem a necessidade do uso de reagentes toxicos ou caros, ou de
preparacdes elaboradas e dispendiosas dos precursores, com baixo consumo de energia e ele-
vado potencial de escalonamento (HU et al., 2010; TITIRICI et al., 2012; WANG et al., 2012;
YU et al., 2012). Outra grande vantagem da metodologia é que os materiais gerados sdo intrin-

secamente funcionais, isto €, apresentam grupos funcionais em sua superficie, ndo exigindo
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tratamentos quimicos ou fisicos adicionais para torna-los reativos (HU et al., 2010; TITIRICI
etal.,2012; WANG et al., 2012; YU et al., 2012).

No caso do uso de carboidratos como precursores na carbonizagdo hidrotérmica,
dois tipos de materiais podem ser gerados, micro e nanoparticulas esféricas de carbono. As
microparticulas esféricas, denominadas na literatura como carbono hidrotérmico ou hydrochar,
sdo obtidas na forma de p9d, de cor marrom ou preta e sua porosidade e funcionalidade os tornam
alvo de investigagOes para variadas aplicacdes, destacando-se nas areas de remediagcdo ambien-
tal (purificacdo de agua, captura de gas carbonico (COz), armazenamento de energia, etc.) e
catalise (HU et al., 2010; TITIRICI et al., 2012). Por outro lado, as nanoparticulas de carbono,
sdo obtidas dispersas no meio reacional, isto €, em fase coloidal. De modo geral, ¢ descrito na
literatura que tais nanoparticulas apresentam fotoluminescéncia combinada & biocompatibili-
dade e baixa toxicidade, propriedades que as tornam promissoras para bioaplicagdes e alvo de
estudos como o desenvolvimento de biossensores e marcadores fotoluminescentes para image-
amento e diagnodstico, por exemplo (DING; ZHU; TIAN, 2014; LIM; SHEN; GAO, 2015;
WANG; QIU, 2016; ZHAO et al., 2015).

Muitas aplicagdes em biomedicina e biotecnologia tem a imobilizagdo de biomolé-
culas (proteinas, farmacos, acidos nucleicos, etc.) em suportes (filmes, particulas, polimeros,
etc.) como etapa fundamental do processo, especialmente a elaboracdo de biossensores e bio-
catalisadores. Tal procedimento pode ser empregado na tentativa de aliar propriedades indivi-
duais atrativas do suporte e da biomolécula, ou aprimorar propriedades de cada um dos materi-
ais, de modo a superar alguma limitagdo em manipulacdo ou propriedade fisico-quimica. Para
isto, dentre os métodos mais comuns de imobilizagdo, os materiais podem ser submetidos a
interacdo covalente (direta ou por cross-linking), ndo-covalente (ligacdes de hidrogénio, inte-
racdes eletrostiticas e hidrofobicas) ou encapsulamento (PRIETO-SIMON; CAMPAS;
MARTY, 2008; SHELDON; VAN PELT, 2013).

Entretanto, um grande desafio no que tange a imobilizagdo de biomoléculas ¢ ga-
rantir a preservagao das propriedades individuais dos componentes, uma vez que, a exemplo do
que ocorre com proteinas (NELSON; COX, 2002), parametros reacionais como velocidade de
agitacdo, pH, temperatura e tipos de reagentes podem ocasionar alteragdes estruturais e/ou es-
tereoquimicas, tanto na biomolécula quanto no substrato/suporte utilizado. Desta forma, além
de fatores como custo, tempo e complexidade de reagdo, reprodutibilidade e rendimento da
amostra final, a metodologia de imobilizagao escolhida deve possibilitar a manutencao das pro-
priedades dos componentes do conjugado.

Assim, nesta Tese, micro e nanoparticulas de carbono foram sintetizadas a partir da
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carbonizacgdo hidrotérmica da glicose. Ambos os materiais carbonaceos foram caracterizados
morfoldgica e estruturalmente e submetidos a interagdo com a lectina ConBr por meio de me-
todologias que promovem ligagdes covalente e ndo-covalente, visando avaliar a possibilidade
de uso das particulas como suporte para biomoléculas, de modo que estas mantenham sua ati-
vidade bioldgica. No caso da ConBr, a atividade investigada foi a de hemaglutinacao, a qual foi
avaliada nas amostras conjugadas resultantes dos procedimentos de interagdo com as micro e
nanoparticulas de carbono.

Na obtengdo das nanoparticulas de carbono foram realizados estudos para avaliagdo
dos efeitos de parametros reacionais ¢ da metodologia de purificac@o, sobre a quantidade de
material recuperada e propriedades fisico-quimicas, tais como: tamanho de particula e fotolu-
minescéncia. Além disso, foram realizados ensaios para a avaliacdo da estabilidade de nano-
particulas de carbono coloidais, em fungdo do tempo e da temperatura de acondicionamento
(estabilidade acelerada) e em funcdo da variag¢ao de pH.

De modo a estimar o comportamento das nanoparticulas de carbono em meios bio-
logicos, vislumbrando sua utilizagdo em aplicagdes biomédicas in vitro e in vivo, as nanoparti-
culas de carbono também foram submetidas a testes de estabilidade quando dispersas em tam-
pao fosfato salino (Phosphate Buffered Saline — PBS) e soro fisiologico (solu¢do aquosa de
NaCl 0,9% (m:v)). Tais solucdes salinas sdo bastante utilizadas em ensaios bioldgicos, uma vez
que sdo isotonicas, isto €, possuem osmolaridade e concentragdo idnica coincidentes com as do
corpo humano, além de serem ndo toxicas para as células humanas (MULDER et al., 2002;
SIGMA-ALDRICH, 2016a, 2016b; ZHOU et al., 2015). Por fim, bioensaios utilizando Artemia
salina como modelo experimental foram realizados para a avaliagdo preliminar da toxicidade
de nanoparticulas de carbono produzidas nesta Tese.

E importante destacar que o trabalho desenvolvido apresenta como contribuigdes a
literatura: 1) estudo do carbono hidrotérmico (microparticulas de carbono) como suporte para
biomolécula, uma vez que o material € pouco explorado em estudos em biotecnologia; ii) estudo
pioneiro de imobilizacdo da lectina ConBr em materiais carbonaceos; iii) estudo sistematico de
aspectos fisico-quimicos e toxicidade em art€émias de nanoparticulas de carbono coloidais ob-

tidas por carbonizagdo hidrotérmica de glicose.

1.1 Carbonizac¢io hidrotérmica

Denomina-se carbonizag@o hidrotérmica o processo em que precursores contendo

carbono, dispersos ou solubilizados em meio aquoso, sdo convertidos em materiais carbonaceo
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apos serem submetidos a determinadas condi¢des de temperatura e, normalmente, pressao au-
togerada em reatores fechados. A metodologia de tratamento hidrotérmico ¢ bastante explorada
para a sintese e modificagdo de materiais de diferentes naturezas quimicas, destacando-se, prin-
cipalmente, por sua versatilidade e por ser ambientalmente adequada.

A palavra hidrotérmico tem origem geologica e foi utilizada pela primeira vez pelo
geodlogo britanico Roderick Murchison para descrever a acdo da agua, a elevadas temperatura e
pressdo, na formac¢do de minerais e rochas (BYRAPPA; ADSCHIRI, 2007, SHANDILYA;
RAI; SINGH, 2016). Com o desenvolvimento de estudos a cerca destas formagdes geologicas
em laboratorio, as quais procuravam simular as condi¢des naturais, o termo hidrotérmico tam-
bém passou a designar todo experimento realizado em condi¢des semelhantes (BYRAPPA;
ADSCHIRI, 2007; RABENAU, 1985; SHANDILYA; RAI; SINGH, 2016). Reunindo as defi-
ni¢des de Byrappa e Yoshimura (BYRAPPA; ADSCHIRI, 2007) e Rabenau (1985), o termo
hidrotérmico denomina toda reacdo quimica homogénea ou heterogénea, que se processa em
meio aquoso ou ndo, a temperaturas maiores que 100 °C e pressdes maiores que 1 atm, em
sistema fechado. Na literatura podem ser encontradas variacdes deste termo, dependendo do
solvente utilizado na reacdo, como solvotérmico (solvente ndo-aquoso), alcotérmico (alcool),
glicotérmico (glicol), amonotérmico (amoénia), etc. (BYRAPPA; ADSCHIRI, 2007).

A sintese de materiais por técnicas hidrotérmicas data do século XIX, tendo os ex-
perimentos de Bunsen e Schathiutl como pontos de partida. O primeiro produziu agulhas cris-
talinas milimétricas de carbonatos de bario e estréncio em temperaturas maiores que 200 °C e
pressoes maiores que 98 atm (RABENAU, 1985; SHANDILYA; RAI; SINGH, 2016). O se-
gundo observou a formagdo de pequenos cristais de quartzo pela precipitagcdo de acido silicico
em um digestor a vapor (digestor de Papin), precursor da autoclave (RABENAU, 1985; SHAN-
DILYA; RAIL SINGH, 2016).

O uso da técnica hidrotérmica para a obtengdo de materiais carbonaceos teve inicio
com os estudos de Friedrich Bergius, em 1913, sobre a decomposicdo da celulose, por aqueci-
mento. Durante as pesquisas, ele descobriu que o precursor deveria estar inteiramente em con-
tato com agua e ser aquecido a temperaturas médias (cerca de 200 °C), em recipiente a alta
pressdo, para que a celulose ndo sofresse decomposi¢cdo em gases e fosse possivel a sua con-
versdo em material cuja composi¢ao era similar aquela do carvao (LI; WANG; SHAHBAZI,
2015; TITIRICL 2012; YU et al., 2012).

Em 2001, o tratamento hidrotérmico passou a se destacar como metodologia para a
preparacdo de esferas de carbono. Tal uso teve inicio com o trabalho de Wang et al. (2001), que

empregaram a metodologia para a obtengdo de esferas de carbono a partir de sacarose. Com o



29

desenvolvimento das pesquisas na area de preparacdo de materiais carbonaceos, o processo
recebeu o nome de carbonizagao hidrotérmica (HTC) e estudos utilizando diferentes precurso-
res, temperaturas, tempos de reagdo e adigdo de substancias, como metais e polimeros, destina-
dos a catalisar a reagdo, ou entdo, para obter materiais hibridos ou compositos, podem ser en-
contrados na literatura (HU et al., 2010; TITIRICI ez al., 2012). A combinagao destes diferentes
parametros reacionais resulta na obtencao de materiais com diferentes propriedades fisico-qui-
micas, o que, aliado a possibilidade de uso de precursores provenientes de fontes renovaveis
(biomassa, residuos de biomassa e carboidratos) torna a HTC uma técnica em destaque para a
obtencao de materiais que permitem vislumbrar aplicacdes em diversas areas tecnoldgicas e de

forma sustentavel (FIGURA 1).

Figura 1 - Imagem ilustrando que carboidratos e diferentes tipos de biomassa podem ser utili-
zados como precursores de carbono para a obtencdo de materiais carbonaceos nanoestruturados
e materiais hibridos por carbonizagdo hidrotérmica.
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Fonte: adaptada de Titirici Group (2016).

Considerado um processo rapido e simples, a HTC possui, ainda, a grande
vantagem de ndo exigir uma preparacao sofisticada para os precursores utilizados, tdo pouco a
secagem dos materiais, uma vez que ocorre na presenca de agua. Além disso, a amostra final é
facilmente separada do restante do produto gerado, reduzindo ainda mais o tempo de processo,
o consumo de energia e, consequentemente, os custos com procedimentos dispendiosos

(TITIRICI et al., 2007). A possibilidade de obten¢do de nanoestruturas utilizando temperaturas
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relativamente baixas (< 200 °C), o que consiste em mais economia de energia, além de nao
necessitar o uso de precursores toxicos sdo outras vantagens da carbonizagdo hidrotérmica.

A HTC ¢ um processo termoquimico exotérmico que ocorre em ambiente fechado
e sob pressdo autogerada. A mistura do material precursor de carbono e agua ¢ disposta em
reator (autoclave), que ¢ vedado e submetido a temperaturas, em geral, entre 130 e 250 °C
(TITIRICI et al., 2012; YU et al., 2012). A pressdo ¢ gerada pela saturagdo da pressdo de vapor
de 4gua, o que depende da temperatura escolhida para a reacdo, geralmente, variando entre 2 a
6 MPa (19,74 a 59,22 atm) (KAMBO; DUTTA, 2015).

No Grafico 1, o intervalo de valores de temperatura e pressdo que devem ser utili-
zadas para favorecer a obten¢do de materiais carbonaceos solidos a partir de HTC ¢ indicado
no diagrama de fase da 4gua. Verifica-se que, para isso, o processo HTC deve ser realizado em
condicdes subcriticas, isto ¢, em que a 4gua se mantém no estado liquido sob temperaturas entre

100 e 374 °C e pressdes maiores que a pressao atmosférica.

Grafico 1- Digrama de fase da agua, onde se destaca a regido apresentando as condi¢des de
temperatura e pressdo da agua que favorecem a sintese de materiais carbonaceos soélidos por
carbonizacdo hidrotérmica.
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Fonte: adaptado de Kambo e Dutta (2015) e Feltre (2004).

Em condigdes subcriticas, a agua apresenta propriedades diferentes daquelas co-
nhecidas para a agua a temperatura ambiente. Por exemplo, a alta pressao e a alta temperatura
afetam a ionizagdo, viscosidade, comportamento dielétrico ¢ densidade da agua. Concomitan-
temente ao aumento da pressdo e temperatura ocorre o aumento do grau de ioniza¢do da agua.
Esta se dissocia em ions hidronio (H3O0™") e hidroxido (OH"), o que favorece reacdes catalisadas

por acidos e bases, como a hidrdlise do precursor, as quais sdo aceleradas. Além disso, a agua
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passa a atuar como solvente ndo polar, aumentando o grau de solubilizagdo de compostos or-
ganicos hidrofobicos. A viscosidade decresce com o aumento da temperatura, o que aumenta a
mobilidade das moléculas e ions e ocasiona o decréscimo da constante dielétrica da agua. J4 a
densidade da dgua, encontra-se no intervalo entre aquelas observadas nas condi¢des ambiente
¢ supercritica. Assim, as propriedades da agua em condigdes subcriticas tornam-na um meio
reacional apropriado para o desenvolvimento do processo de (KAMBO; DUTTA, 2015;
RABENAU, 1985; TOOR; ROSENDAHL; RUDOLF, 2011).

Dependendo dos parametros reacionais, a HTC pode gerar diferentes materiais car-
bonaceos so6lidos: um denominado carbono hidrotérmico ou Aydrochar (pela literatura interna-
cional) com tamanhos de particulas e agregados micrométricos, e outro disperso no meio rea-
cional, com tamanhos de particulas de poucos nanémetros denominado ponto quantico de car-
bono, C-dots (pela literatura internacional) ou nanoparticula de carbono (HU et al., 2010;
TITIRICI et al., 2012, 2015).

O mecanismo de formacao destes materiais ainda esta sob investigacdo (FALCO et
al,, 2011; HU et al., 2010; LI; WANG; SHAHBAZI, 2015; TITIRICI; ANTONIETTI;
BACCILE, 2008), uma vez que as reacdes quimicas que se processam durante a carbonizagio
sdo bastante complexas e tornam-se ainda mais, dependendo da heterogeneidade da estrutura
do precursor. Entretanto, sabe-se que os materiais gerados sdo dotados de grupos funcionais
superficiais, o que constitui outra vantagem da técnica de HTC. Nenhum processo adicional de
preparacdo ¢ exigido para garantir a reatividade destes materiais em aplicagdes, como ocorre
com os nanotubos de carbono e o grafeno, por exemplo.

Tendo em vista a necessidade de um melhor entendimento das propriedades ¢ do
mecanismo de formacdo dos materiais carbondceos gerados através de HTC, os agucares t€m
sido bastante explorados como fontes de carbono para estudos neste sentido, principalmente,
por serem as unidades mais simples da constituigdo estrutural da biomassa. Ainda, o uso destas
substancias como modelo de precursor pode ser justificado por serem substancias abundantes
na natureza, serem obtidos por processos sustentaveis e alguns apresentarem alta solubilidade

em agua.

1.2 Carbonizacao hidrotérmica de carboidratos

1.2.1 Carboidratos

Carboidratos sdo biomoléculas formadas, principalmente, por carbono, hidrogénio
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e oxigénio, também chamados de hidratos de carbono ou agucares. Sendo as mais abundantes
no planeta, estas biomoléculas atuam de diversas formas em organismos vivos, como armaze-
nadores de energia quimica, compondo acidos nucleicos, paredes celulares de bactérias e vege-
tais, tecido conjuntivo de animais, carapagas de crustaceos e participando de intera¢des célula-
célula, como reconhecimento e coesdo (BETTLELHEIM et al., 2013; NELSON; COX, 2002).

Em sua maioria, os carboidratos sdo representados pela formula molecular (CH20)n
(FIGURA 2), onde n pode assumir valores de 3 a 7. Entretanto, existem carboidratos compos-
tos, ainda, por nitrogénio, enxofre e fosforo. A classificagdo destas biomoléculas ¢ feita de
acordo com o tamanho da molécula que forma sua estrutura (FIGURA 2). Os mais simples sao
denominados monossacarideos. Dois ou mais monossacarideos reunidos por ligacdes glicosi-
dicas ddo origem aos oligossacarideos. A estrutura formada pela ligacdo entre duas unidades de
monossacarideos também pode ser denominada de dissacarideo, enquanto aquela formada por
trés unidades ¢ um trissacarideo (FIGURA 2). Estruturas resultantes da ligacdo de mais de 20

monossacarideos sdo chamadas polissacarideos (NELSON; COX, 2002).

Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura ciclica de alguns monossacarideos, dissaca-
rideos e trissacarideo.
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Fonte: elaborada pela autora.

Os monossacarideos sdo nomeados de duas formas: pelo numero de atomos de car-

bono em sua estrutura, sendo denominados trioses, tetroses, pentoses, hexoses e heptoses, para
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aqueles que contém 3, 4, 5, 6 e 7 carbonos, respectivamente, e pela presenga do grupo funcional
aldeido ou cetona na estrutura, em aldoses ou cetoses (BETTLELHEIM et al., 2013; NELSON;
COX, 2002).

A glicose, utilizada nesta Tese como fonte de carbono para a obten¢do de micro e
nanoparticulas de carbono por HTC, ¢ o carboidrato mais simples e abundante na natureza. E
um monossacarideo classificado, também, como aldoexose, por possuir seis atomos de carbono
em sua cadeia principal e aliar os grupos funcionais alcool e aldeido quando em cadeia aberta.
Sua férmula molecular ¢ CsHi1206 (massa molar: 180,1559 g/mol) e sua estrutura quimica pode
se apresentar nas formas aberta e ciclica (glicopiranoses), sendo esta tltima mostrada na Figura

2. Em solugdes aquosas, as formas ciclicas sdo predominantes (NELSON; COX, 2002).

1.2.2 Carboidratos como precursores para a carbonizacdo hidrotérmica

O trabalho de Wang et al. (2001) destacou a carbonizagdo hidrotérmica de carboi-
dratos como método de obteng@o de materiais carbonaceos funcionais, em geral, com morfolo-
gia esférica. Os autores utilizaram a sacarose, que foi carbonizada a 190 °C durante diferentes
tempos de reagdo (1, 2 e 5 h) e distintas concentracdes do carboidrato (0,15; 1,5 e 3,0 mol/L).
O solido resultante foi submetido a tratamento térmico a 1000 °C. Os processos levaram a um
solido, contendo microesferas densas, com superficie regular, cujo didmetro variou entre 0,25
e 5 um, dependendo das condi¢des utilizadas para as HTCs.

Em 2004, Sun e Li relataram a obtencao de esferas de carbono coloidais monodis-
persas por carbonizacdo hidrotérmica de glicose a 160 ¢ 180 °C. Os autores observaram que o
diametro das esferas depende primordialmente do tempo de reacdo. Tempos reacionais de 2, 4,
6, 8 ¢ 10 h, sob temperatura e concentracdo do carboidrato constantes, conduziram a obtenc¢do
de esferas com didametros que variaram de 0,2 a 1,5 pm.

A carbonizag@o hidrotérmica de pentoses e hexoses foi investigada e comparada
por Titirici, Antonietti e Baccile (2008). Utilizando parametros reacionais iguais e os carboi-
dratos glicose, xilose, maltose e amilopectina no processo HTC, os autores reportaram que he-
xoses primeiramente decompdem-se em hidroximetilfurfural (HMF), enquanto pentoses de-
compdem em furfural. Tal fato conduz a formacdo de materiais carbonaceos com estruturas
relativamente diferentes.

As influéncias dos parametros de preparacdo e do tipo de carboidrato utilizado
como precursor sobre caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas geradas também fo-

ram observadas por Sevilla e Fuertes (2009a) em trabalho em que comparam tais aspectos dos
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produtos gerados pela carbonizacdo hidrotérmica de glicose, sacarose e amido. Os autores uti-
lizaram diferentes concentracdes dos carboidratos para a sintese por HTC em diferentes tempe-
raturas e tempos de reacdo e obtiveram como produtos materiais carbonaceos formados por
microesferas com didmetros entre 0,4 ¢ 6 pm. Foi observado que os didmetros aumentavam
quanto maior a concentracdo do carboidrato, a temperatura ¢ o tempo de reagdo. Além disso,
observaram que, sob condi¢des de sintese semelhantes, o didmetro médio das microesferas de-
pende do carboidrato utilizado, de modo que glicose < amido < sacarose. Segundo os autores,
isto se deve ao nimero de espécies em decomposicdo no processo HTC, que ¢ maior para o
amido, polissacarideo que se decompde em glicose, ¢ para a sacarose, dissacarideo que se de-

compode em glicose e frutose.

1.2.3 Mecanismo de formacdo dos materiais carbondceos obtidos por carbonizacdo hidrotér-

mica de hexoses

O mecanismo de formacgao dos materiais obtidos por HTC de carboidratos ¢ bas-
tante abordado na literatura. Varios pesquisadores tém desenvolvido trabalhos em que utilizam
diferentes tipos de carboidratos como precursores em HTC e, além da caracterizacdo do mate-
rial carbonaceo obtido, apresentam estudo em que sugerem possiveis mecanismos de formagao
destes materiais. Como exemplos de trabalhos que abordam mais amplamente o assunto, pode-
se citar aqueles de Sevilla e Fuertes, que propdem o mecanismo de formagao de carbono hidro-
térmico a partir da celulose (SEVILLA; FUERTES, 2009b) e de sacarideos tais como glicose,
sacarose ¢ amido (SEVILLA; FUERTES, 2009a), além do trabalho de Titirici, Antonietti e
Baccile (2008) - citado na secdo anterior - e de Qi ef al. (2016), que aborda o assunto quando a
sacarose ¢ o carboidrato precursor.

Apesar das discussoes na literatura a respeito do mecanismo detalhado de formagao
do carbono hidrotérmico, algumas etapas ja estdo bem estabelecidas. Todos os trabalhos supra-
citados sugerem que o processo inicia com a hidrdlise da estrutura do precursor, seguida por
isomerizacdo, desidratagdo e, a partir dai, inimeras reagdes em cascata que conduzem a poli-
merizagdo, condensagdo e aromatizacdo das cadeias carbdnicas através de abertura de anéis,
substitui¢des e/ou cicloadi¢des (YU et al., 2012) que formam a estrutura do material carbonaceo
final.

A Figura 3, mostra um esquema representativo do mecanismo de reacdo, proposto

por Qi et al. (2016), quando a fonte de carbono ¢ a sacarose. Este carboidrato ¢ um dissacarideo,
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cuja unidade estrutural ¢ formada pela unido de uma molécula de glicose e uma de frutose
(FIGURA 2).

Na primeira etapa da carbonizag@o hidrotérmica a sacarose sofre hidrélise. Em se-
guida, a glicose (glicopiranose) sofre isomerizacdo, produzindo frutose (frutopiranose). Tanto
para a glicose quanto para a frutose o principal produto da desidratagdo ¢ a molécula de HMF.
No mecanismo sugerido por Qi et al. (2016), o HMF resulta da desidratac@o intramolecular da
frutofuranose, existente no meio reacional pela tautomerizagdo da frutopiranose (FIGURA 3).
Assim, como a isomeriza¢ao da glicopiranose em frutopiranose ocorre paralelamente a tauto-
merizacdo da frutopiranose em frutofuranose, ha liberagdo continua da molécula de HMF no
meio reacional.

A partir dai, iniciam-se os processos de polimerizac@o e condensacao, que ocorrem
com a desidratacdo da molécula de HMF e resultam em cadeias furanicas tridimensionais. Neste
estagio, os primeiros nacleos para a formacdo do material carbonaceo sdo formados. Quanto
maior o tempo de reacdo, maior a desidratacdo destas cadeias, que aumentam em tamanho e em
volume, perdendo grupos oxigenados e, consequentemente, causando a formacao de nucleos
aromaticos hidrofobicos.

Estes nucleos s@o o ponto de partida para a formacao de particulas primarias, que
tendem a agregar, de modo a reduzir a energia livre de superficie, por meio de reagdes entre 0s
grupos funcionais superficiais (FIGURA 3b). As particulas e agregados formados coexistem
com HMF e com 4cidos orgénicos gerados pela reidratagdo do HMF e pela decomposicdo da
frutofuranose (acidos levulinico, férmico, acético, etc.). A presenca destes acidos no meio rea-
cional catalisa a desidratacdo da frutose, o que mantém o fluxo de HMF no meio e conduz a
formag@o de novas particulas primarias. Desta forma, ao fim do primeiro estagio da formacao
de material carbonaceo por HTC de sacarideo, tem-se um primeiro conjunto de agregados mai-
ores e um segundo conjunto de agregados menores, provenientes das particulas primarias gera-
das em diferentes tempos de reacio.

O segundo estagio de crescimento dos agregados, ocorre apds a saturagdo da for-
macao de particulas primarias, de modo que o aumento do didmetro dos agregados acontece
apenas devido a reacdo destes com as moléculas de HMF. No terceiro e ultimo estagio, conco-
mitantemente as reacdes com o HMF, ocorrem reagoes da superficie porosa destes agregados
com os acidos orgénicos presentes no meio reacional, o que conduz a formagao do carbono
hidrotérmico como uma estrutura core-shell (FIGURA 4), dotada de ntcleo hidrofébico e uma
camada hidrofilica, formada pelos grupos funcionais oxigenados reativos (HU et al., 2010;

SEVILLA; FUERTES, 2009a, 2009b).



Figura 3 - Esquema representativo do mecanismo de formacdo do material carbonaceo obtido
através da carbonizagdo hidrotérmica de sacarose.
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Figura 4 — (a) Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) de microesfera de
carbono obtida pela carboniza¢@o hidrotérmica de amido. (b) Representagdo esquematica da
estrutura casca-carogo (core-shell) de microesferas obtidas pela carbonizagio de sacarideos.
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Fonte: adaptada de Sevilla e Fuertes (2009a).

1.3 Materiais carboniceos obtidos por carbonizacio hidrotérmica de carboidratos: pro-

priedades e aplicagdes

1.3.1 Microparticulas de carbono (carbono hidrotérmico)

O carbono hidrotérmico, doravante denominado microparticulas de carbono
(MPCs), gerado pela carbonizagdo hidrotérmica de carboidratos possui, geralmente, particulas
esféricas de tamanho micrométrico cuja estrutura é do tipo core-shell, dotada de um nucleo
hidrofébico e uma camada superficial hidrofilica (conforme j& destacado na Figura 4).

Investigacdes por meio de diferentes técnicas de caracterizagdo sugeriram trés di-
ferentes modelos de organizagdo estrutural das microparticulas (FALCO et al., 2011). Na Fi-
gura 5, o esquema (a), sugerido por Sevilla e Fuertes (2009a) e baseado em analises de Espec-
troscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Fotoelé-

trons Excitados por Raios X (XPS) e Espectroscopia Raman, mostra que o nticleo das MPCs ¢
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formado por unidades de anéis benzénicos condensados entre si, ¢ tais unidades sdo conectadas
por atomos de oxigénio ou cadeias ciclicas contendo oxigénio como heterodtomos. Por outro
lado, a proposta descrita em (b), resulta de caracteriza¢des por Espectrometria de Ressonancia
Nuclear Magnética (NMR) de carbono 13 (13C) e sugere que a estrutura é composta por anéis
furanicos e arenos (BACCILE et al., 2009). O terceiro modelo, mostrado no esquema (c), su-
gerido por Chuntanapum e Matsumura (2009), indica que o material carbonaceo ¢ composto
por anéis aromaticos e furanicos, sendo os primeiros mais abundantes na estrutura. Tal avalia-

cdo foi realizada por FTIR e Espectroscopia Raman.

Figura 5 — Modelos propostos para a estrutura do carbono hidrotérmico.
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Fonte: adaptada de Falco et al. (2011).

Microparticulas provenientes de carboidratos, geralmente, possuem baixo ordena-
mento estrutural, similar ao carbono amorfo, e com baixa porosidade, o que pode ser melhorado
submetendo as MPCs a tratamentos térmicos. Yu et al. (2012) concluiram que a porosidade
desenvolve com o aumento da temperatura do tratamento térmico, apds estudo utilizando tem-
peraturas entre 350 e 950 °C para tratar termicamente carbonos hidrotérmicos provenientes de
glicose, amido, sacarose e xilose.

Em relagdo a composi¢do quimica elementar, as microparticulas de carbono apre-
sentam, em geral, 60 a 70% de carbono e de 20 a 30% de oxigénio em sua estrutura. Analises
de FTIR, XPS e potencial zeta revelam que a superficie deste material ¢ altamente funcional,
devido a existéncia de grupos funcionais oxigenados, como acidos carboxilicos, ésteres, cetonas
e aldeidos, que possibilitam a modificacdo da superficie das microparticulas com outras espé-
cies quimicas para aplicagdes em diferentes areas (JAGADEESAN; ESWARAMOORTHY,
2010; SEVILLA; FUERTES, 2009a; YU et al., 2012).

Uma ampla gama de funcionalidades também pode ser fornecida a estas micropar-

ticulas durante o processo de preparagdo, em que a adi¢do de espécies quimicas, como cations



39

metalicos, polimeros e femplates ao meio reacional possibilitam a obtencdo de microparticulas
e materiais hibridos com propriedades fisico-quimicas diferenciadas. Na Figura 6, imagens de
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) mostram exemplos de microparticulas carbona-
ceas obtidas por carbonizagdo hidrotérmica de carboidratos, com e sem a adi¢@o de outras es-
pécies quimicas ao meio reacional. Na Figura 6i, observam-se em (a e b) microparticulas densas
e com diferentes didmetros provenientes de sacarose (WANG et al., 2001) e glicose (SUN; LI,
2004), respectivamente, em (c) microparticulas com maior porosidade resultante de HTC de
glicose e acido acrilico (DEMIR-CAKAN et al., 2009) e, em (d), esferas ocas obtidas pela HTC
de amido e ions ferro (CUI; ANTONIETTI; YU, 2006). Na Figura 6ii, as imagens mostram o
composito de carbono e dioxido de silicio (SiO2) gerado pela carbonizagdo hidrotérmica de

amilose na presenga de tetraetilortosilicato em diferentes razdes massicas (LI et al., 2016a).

Figura 6 — Imagens SEM de (i) microparticulas de carbono obtidas por HTC de (a) sacarose,
(b) glicose, (c) glicose e acido acrilico, (d) amido e ions ferro; (ii) compdsito carbono/SiO2
obtido por HTC de amilose na presenga tetraetilortosilicato nas razdes massicas (a) 1/1 e (b)
1/2,5.

(i)

Fonte: (i) Hu et al. (2010); (ii) adaptada de Li et al. (2016a).

Para aplicacdes em adsorcdo de gases e armazenamento de energia, a porosidade
do material carbonaceo é primordial e, desta forma, as MPCs sdo submetidas a tratamento tér-
mico e/ ou ativagcdo quimica, como reportado por Sevilla, Fuertes e Mokaya (2011) no preparo
de microparticulas de carbono para armazenamento de hidrogénio (Hz2) e por Li ef al. (2016b)
para adsorcao de CO», metano (CHs4) e Hz. No primeiro trabalho, microparticulas obtidas por

HTC de glicose, amido e celulose foram ativadas quimicamente com hidroxido de potéssio
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(KOH) e termicamente em temperaturas entre 600 e 800 °C. O processo de ativagdo das micro-
particulas conduziu a obtencdo de um material carbonaceo ativado com aumentada area super-
ficial e volume de poros, cuja captacdo de H» foi superior ao normalmente verificado para car-
bonos ativados obtidos por outras metodologias. No segundo trabalho, MPCs porosas foram
obtidas por HTC de amido e ativadas por tratamento térmico a 1000 °C sob fluxo de CO; du-
rante 150 min. Estas MPCs apresentaram grande 4rea superficial e volume de poros, maiores
que os geralmente exibidos por carbonos fisicamente ativados. Testes de adsor¢do de CO», H»
e CH4, a 20 atm, mostraram que a captagdo destes gases pelas MPCs ativadas foi maior que os
jaregistrados para carbonos ativados, sendo a performance de adsor¢do deste ultimo gas a maior
ja registrada. Além disso, os autores verificaram que a redug@o da pressdo conduz a dessor¢ao
dos gases.

J& para aplicacdes em tratamento de dgua e catalise ¢ comum a modificagdo da
superficie das particulas ou o encapsulamento de diferentes espécies quimicas para intera¢ao
com o material de interesse. Lai et al. (2016) modificaram a superficie de MPCs obtidas por
HTC de glicose com (bis-3,4-dihidroxibenzil) p-fenilenodiamina para a remog¢ao de uranio de
solug¢do aquosa por adsor¢do. Yan, Street € Yu (2015) prepararam MPCs com nanoparticulas
de ferro encapsuladas, através do HTC de solugdo de cloreto de ferro II (FeCl») com agticares
derivados de madeira, para uso como catalisadores na conversao térmica do gas de sintese em
hidrocarbonetos liquidos.

Microesferas de carbono sdo pouco exploradas para aplicagdes biologicas. Entre-
tanto, a existéncia dos grupos funcionais de superficie permite vislumbrar aplicacdes das MPCs
como suportes para biomoléculas, como enzimas, para biocatalise, ¢ farmacos, para ensaios
bioldgicos in vitro.

Outro tipo de possivel aplicacdo bioldgica foi apresentado por Jagadeesan et al.
(2008). Os autores utilizaram MPCs provenientes de glicose ¢ n-octano e pluronic P123 na
composi¢do de um vidro bioativo (silica sol contendo célcio e fosforo) hierarquicamente po-
roso. Vitrocerdmicas bioativas sdo materiais muito utilizados para engenharia de tecidos devido
estabelecerem ligagcdes quimicas com ossos por meio da formacao de hidroxicarbonato apatita
(HCA) biocompativel em sua superficie, quando em contato com fluidos corporais. Entretanto,
a eficiéncia destes materiais depende da taxa de formagdo da HCA, pois, se for muito lenta,
nenhuma ligacdo ¢ formada. Neste sentido, o uso das MPCs teve o objetivo de aumentar a
porosidade do vidro e promover o aumento da taxa de crescimento do HCA. Testes in vitro com
fluidos corporais simulados mostraram que a adi¢do das MPCs possibilitou o desenvolvimento

dos nucleos de HCA, aumentando a bioatividade do material. Além disso, testes preliminares
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de biocompatibilidade em células de fibroblastos humanos mostraram que a vitroceramica bio-

ativa com as MPCs ndo ¢ toxica para estas células.

1.3.2 Nanoparticulas de carbono

Nesta Tese consideram-se nanoparticulas de carbono (NPCs) obtidas por carboni-
zac¢do hidrotérmica de carboidratos os materiais carbonaceos que compreendem desde as parti-
culas primarias geradas durante o processo de formagao das MPCs, os quais, segundo Qi ef al.
(2016), apresentam, aproximadamente, 5 nm de didmetro, até¢ aquelas com cerca de 100 nm de
diametro.

Nanoparticulas de carbono, principalmente, aquelas com diametros inferiores a 10
nm, denominadas C-dots, t€m sido alvo de intensas pesquisas que visam sua aplicagdo nas areas
de biotecnologia e biomedicina devido as suas propriedades singulares de fotoluminescéncia,
boa biocompatiblidade, baixa toxicidade, dispersividade em agua, facilidade de obtengao e mo-
dificagdo, além de estabilidade quimica. Dentre as aplicacdes mais vislumbradas deste material
estdo imageamento, biosensoreamento, diagnostico, carreamento de fairmacos, biomarcagéo e
como componentes de dispositivos optoeletronicos (DING; ZHU; TIAN, 2014; Ll et al., 2012a;
RUEDAS-RAMA et al.,2012; YAN et al., 2013; ZHAO et al., 2015).

As propriedades supracitadas tornam as NPCs possiveis alternativas aos tradicio-
nais fluor6foros organicos (corantes, proteinas, complexos metalicos), pontos quénticos de se-
micondutores ¢ nanoparticulas de silicio, ouro e prata, por exemplo. Os primeiros possuem
baixa resisténcia a fotodegradacao e baixa intensidade de sinal (RUEDAS-RAMA et al., 2012).
Os pontos quanticos de semicondutores apresentam fotoluminescéncia com caracteristicas im-
portantes, como alto rendimento quantico, alta estabilidade e espectros de emissdo ajustaveis
com o tamanho das particulas, entretanto, necessitam de precursores toxicos para sua prepara-
¢do e podem conduzir a lixiviagdo dos metais pesados (DING; ZHU; TIAN, 2014; HSU et al.,
2012; YAN et al., 2013; YANG et al., 2011). Ja as nanoparticulas de silicio apresentam como
limitacdo a tendéncia a degradagdo oxidativa em sistemas biologicos (HSU et al., 2012), en-
quanto as nanoparticulas de ouro e prata necessitam de precursores caros para a sintese e apre-
sentam baixa fotoestabilidade em sistemas biologicos (HSU et al., 2012, 2013).

Assim como as MPCs obtidas por carbonizagdo hidrotérmica de carboidratos, as
propriedades fisico-quimicas das NPCs também dependem dos pardmetros de reacdo e dos pre-

cursores utilizados. Caracteristicas como tamanho de particula, dispersividade em meio aquoso,
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composi¢do, rendimento quantico de emissao e a existéncia de grupos funcionais na estrutura
estdo fortemente relacionados aos parametros do processo de preparacao.

Yan et al. (2013) reportaram a sintese de nanoparticulas de carbono a partir de HTC
de celulose e de ciclodextrina (FIGURA 7i) em hidroxido de sodio e dgua para imageamento

de células de melanoma de ratos.

Figura 7 — (i) Esquema da preparacdo de NPCs a partir da carbonizagdo hidrotérmica de celu-
lose e ciclodextrina. (ii) Imagens TEM e os respectivos histogramas de distribuicdo de tamanho
das NPCs fluorescentes preparadas de (a) celulose e (b) ciclodextrina. (iii) Espectros FTIR das
NPCs obtidas por HTC de celulose (Cel-NPCs) e ciclodextrina (Cic-NPCs). (iv) Espectros de
Absor¢do na regido do Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) e de emissdo de fluorescéncia de NPCs
provenientes de (a) celulose e (b) ciclodextrina em agua. (v) Imagens de células de melanoma
de ratos incubadas com NPCs provenientes de celulose durante 5 h, utilizando filtros de exci-
tagdo nos comprimentos de onda (a) 330-380 nm, (b) 450-490 nm ¢ (c) 510-560 nm.
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As NPCs obtidas apresentaram morfologia esférica e boa dispersividade em agua
(FIGURA 7ii). Aquelas obtidas a partir de celulose apresentaram didmetros entre 85 e 123 nm,
enquanto aquelas provenientes de ciclodextrina, entre 62 e 92 nm. Analises de FTIR mostraram
que a estrutura das NPCs contém grupos hidroxila e carboxila, o que foi corroborado pelo valor
negativo obtido para o potencial zeta (FIGURA 7iii).

Os comprimentos de onda dos maximos de emissdo destas NPCs apresentaram
comportamento de variagdo em fungdo do comprimento de onda de excitagdo, de modo que
quanto maior o comprimento de onda de excitagdo, maior o comprimento de onda do maximo
de emissdo (FIGURA 7iv). A maior intensidade de emissdo foi observada para excitacdo a 360
nm para ambos os conjuntos de NPCs, entretanto, com maximos de emissdo diferentes (439 nm
para NPCs provenientes de celulose e 405 nm para aquelas provenientes de ciclodextrina),
como consequéncia da diferenga de precursor (FIGURA 7iv).

As NPCs provenientes de celulose foram submetidas a ensaios in vitro para image-
amento de células de melanoma de ratos (B16-F10), sob excitacdo com comprimentos de onda
nos intervalos 330 a 380 nm, 450 a 490 nm e 510 a 560 nm, e apresentaram fluorescéncia nas
cores azul, verde e vermelha, respectivamente (FIGURA 7v).

No trabalho de Yang et al. (2011), NPCs obtidas pela carbonizacdo de glicose na
presenga de fosfato monopotassico (KH2PO4), em duas razdes molares glicose/ KH2PO4 distin-
tas, apresentaram morfologia quasi-esférica, boa dispersao e distribuicdes de tamanhos e emis-
sdo de fluorescéncia dependentes da concentragcdo do sal. Para a razdo molar 1/36, as NPCs
apresentaram didmetro médio de 1,83 nm, enquanto para a razdo molar 1/26, o didmetro médio
das NPCs ficou em torno de 3,83 nm.

As NPCs com maiores tamanhos apresentaram estrutura cristalina e emissao de fo-
toluminescéncia na cor verde e as primeiras, estrutura amorfa e emissdo na cor azul. Para ambos
os conjuntos de NPCs, a emissdo de fotoluminescéncia apresentou, muito sensivelmente, o
comportamento do deslocamento dos maximos em fun¢do do comprimento de onda de excita-
¢do, sendo os maiores deslocamentos (~ 20 nm) observados para a amostra dotada de NPCs
com o0s maiores tamanhos.

Segundo os autores, a presenca de atomos de oxigénio em combinagdo com molé-
culas aromaticas conjugadas ¢ responsavel pela emissao de fluorescéncia das NPCs, de modo
que, diferentes graus de oxidacdo conduzem a comportamentos de emissdo distintos. Desta
forma, como o grau de oxidagdo ¢ maior em NPCs com didmetros maiores, ha maior desloca-
mento dos maximos de emiss@o para maiores comprimentos de onda e quanto mais ampla a

distribuicdo de tamanhos das NPCs na amostra mais perceptivel o deslocamento batocromico.
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As NPCs que apresentaram emissdo de fluorescéncia na cor verde foram testadas
como marcadores bioldgicos, utilizando células de cancer de figado humano (HepG2). As ima-
gens obtidas revelaram que as NPCs foram internalizadas sem atingir o niicleo das células,
sendo a fluorescéncia verde observada apenas na regido do citoplasma das células. Além disso,
apos 72 h de ensaio, os autores concluiram que ndo houve citotoxicidade consideravel, o que
sugere a viabilidade das NPCs.

Yang, Li e Wang (2011) utilizaram glucosamina-HCI como precursor para a prepa-
racdo de NPCs por HTC. As NPCs apresentaram morfologia quasi-esférica, boa dispersividade
em agua e diametros entre 15 ¢ 70 nm e estrutura dotada de dominios cristalinos e amorfos.
Como a glucosamina apresenta um grupo amina em sua composi¢ao quimica, analises por Es-
pectroscopia Raman, FTIR e XPS indicaram a presenca de aminas aromaticas e ligagdes C-N
na estrutura das NPCs, além dos grupos hidroxila e carboxila esperados.

Fluorescéncia na cor verde foi observada para as NPCs sob luz ultravioleta (365
nm), cujo maximo de emissdo ndo desloca significativamente com a variagdo do comprimento
de onda de excitagdo. Segundo os autores, tal comportamento ¢ resultado da passivacdo da
superficie das NPCs, ou seja, da modificacao da superficie do material pelos grupos nitrogena-
dos da glucosamina, que criam sitios de defeitos adicionais aqueles formados pelos grupos oxi-
genados. Tais sitios consistem em diferentes armadilhas para a energia de excitacdo e, em con-
junto, causam a redugdo do deslocamento batocromico.

Como observado nos trabalhos supracitados, os parametros de reagdo impactam di-
retamente no comportamento e no rendimento quantico da fotoluminescéncia das NPCs e dife-
rentes mecanismos sdo sugeridos na tentativa de entender, melhorar e ajustar a emissdo para
aplicagdes especificas.

Embora bastante celebrada, a fotoluminescéncia das NPCs ainda ndo tem origem
esclarecida (CHEN et al., 2013; DING et al., 2016; LI et al., 2012a; LIM; SHEN; GAO, 2015;
VAZ et al., 2015; YAN et al., 2013; YANG; LI; WANG, 2011). A hipotese mais difundida e
aceita ¢ a existéncia de armadilhas emissivas na superficie das NPCs, inseridas pela passivagao
destes materiais carbonaceos. Outro possivel mecanismo bastante discutido ¢ a emissdo por
dominios 7 conjugados.

A superficie da NPC, quando dotada de grupos funcionais oxigenados ou de outras
espécies quimicas ¢ dita passivada ou funcionalizada, uma vez que tais grupos dao funcionali-
dade ao material carbonaceo. A existéncia destes grupos na superficie das NPCs gera defeitos
que funcionariam como armadilhas de energia ou centros de captura de éxcitons, que criam

estados de superficie responsaveis pela fotoluminescéncia por recombinagao radiativa (DING
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et al., 2016). A existéncia destes grupos funcionais na superficie das NPCs insere niveis de
energia entre o mais alto orbital molecular ocupado (HOMO) e o mais baixo orbital molecular
desocupado (LUMO) dos estados C=C do ntcleo das NPCs, de modo que, quanto mais grupos
funcionais, menor o gap de energia entre estes orbitais (DING et al., 2016; SAHU et al., 2012;
VAZ et al., 2015). Este mecanismo explica o comportamento de dependéncia do comprimento
de onda de emissdao com o comprimento de onda de excitacdo, geralmente observado para a
emissdo das NPCs. Quanto maior a quantidade e a variedade de grupos funcionais na superficie
maior ¢ o deslocamento batocromico da emissdo, uma vez que diferentes espécies quimicas
inserem diferentes defeitos na superficie. Da mesma forma, uma grande quantidade de grupo
funcionais semelhantes poderia conduzir a uma emissdo independente da excitacdo (CHEN et
al., 2013; DING et al., 2016; SHEN et al., 2013; VAZ et al., 2015).

O segundo mecanismo diz respeito a transi¢des n-n* em dominios hibridizados sp?
isolados, ou clusters. Segundo Li ef al. (2012b), a existéncia destes pequenos clusters dentro de
uma matriz sp? de carbono e oxigénio cria estados de energia fortemente localizados, que geram
gaps de energia responsaveis por emissdes na cor azul. Estes gaps dependem do tamanho, da
forma, dos defeitos, da composigdo e da quantidade de dominios sp?, o que conduz a emissdes
também dependentes do comprimento de onda de excitagdo (EDA et al., 2010; SANTIAGO et
al., 2016).

1.4 Imobiliza¢ao de biomoléculas em materiais

A imobilizacdo de biomoléculas (ex: proteinas, lipidios, acidos nucleicos, farma-
cos) em materiais e particulas ¢ um procedimento fundamental para o desenvolvimento de pes-
quisas em biotecnologia e biomedicina, em especial para a construgdo de biodispositivos e bi-
ocatalisadores. Além disso, o ancoramento de biomoléculas em materiais ¢ uma alternativa para
aperfeicoar propriedades, tanto do suporte quanto da biomolécula suportada. Considerando as
enzimas, por exemplo, sua imobilizagdo constitui um modo de superar problemas como estabi-
lidade, manipulagdo e, at¢ mesmo, descarte (BENEéOVA; KRALOVA, 2012; SHELDON;
VAN PELT, 2013). Por outro lado, para substratos, como, por exemplo, os nanotubos de car-
bono, a modificacdo da superficie com a biomolécula pode melhorar sua dispersdo em agua e
promover a reducdo de sua citotoxicidade (CALVARESI; ZERBETTO, 2013; VARDHARA-
JULA et al., 2012).

Contudo, a preservacdo das propriedades fundamentais do substrato e da biomolé-

cula ap6s a imobilizacdo constitui um desafio, uma vez que, pelas metodologias existentes ndo
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ha como garantir que modifica¢des estruturais e estereoquimicas da biomolécula, bem como a
aglomeracao do substrato, se for particulado, ndo ocorram durante o processo de conjugacao.

As diferentes metodologias de imobilizagao envolvem ligagdes covalentes (ex: ami-
dac@o, interagdes através de moléculas ligantes intermediarias), ndo-covalentes (ex: adsor¢ao
por forgas de van de Waals, interagdes eletrostaticas e hidrofobicas) e/ou encapsulamento (FI-
GURA 8).

Figura 8 — Estratégias de imobiliza¢ao de enzimas em nanotubos de carbono de paredes simples
(SWCNTS). (a) ligacdo covalente via acoplamento amida com grupos acidos carboxilicos de
nanotubos oxidados; (b, ) imobilizagdo via interagdes sobre nanotubos funcionalizados com
diferentes moléculas ligantes; (c) adsor¢do de enzimas em nanotubos via interagdes eletrostati-
cas e hidrofobicas; (d) aprisionamento de enzimas em matriz polimérica formada em torno dos
nanotubos.
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Fonte: adaptada de Oliveira ef al. (2015).

A imobilizacao por ligacdo covalente apresenta a vantagem de gerar sistemas mais
estaveis, limitando ou evitando a lixiviagio de seus componentes, por exemplo (BENESOVA;
KRALOVA, 2012; ELNASHAR, 2010). Em geral, as metodologias baseadas neste tipo de in-
teracdo requerem a modifica¢do da superficie do material, de modo a gerar espécies quimicas
que permitam a formacg@o das ligagdes quimicas desejadas. Contudo, as condigdes experimen-

tais exigidas para esse processo podem afetar a estrutura e as propriedades da biomolécula e do
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substrato. Este problema ¢ minimizado com a imobiliza¢cdo de espécies ativas por interagdes
ndo-covalentes. Metodologias baseadas neste tipo de interacdo sdo simples, rapidas e de menor
custo, em comparagdo as covalentes, uma vez que tais interagdes podem ser promovidas sem o
uso de reagentes quimicos capazes de impactar na estrutura do adsorbato e do adsorvente. En-
tretanto, interagdes ndo-covalentes sdo baseadas em ligacdes fracas e de curto alcance, o que
pode causar a instabilidade dos conjugados frente a diferentes condi¢des fisico-quimicas.

Uma vasta gama de biomoléculas, em especial as enzimas, ¢ explorada em proce-
dimentos de imobilizagdo, visando, principalmente, a construgdo de biossensores, biocatalisa-
dores e para a remediagdo ambiental (BHAKTA et al., 2015; BILAL et al.,2016; ENSUNCHO;
ALVAREZ-CUENCA; LEGGE, 2005; ES; VIEIRA; AMARAL, 2015; KAUSHIK et al.,
2016; OLIVEIRA et al., 2015; ZHAO et al., 2015).

Em relacdo aos substratos, materiais de carbono constituem alternativas atrativas
para atuacdo como suportes para biomoléculas, tendo em vista a abundancia do carbono na
natureza que permite a obtencdo de materiais carbonaceos de diferentes fontes de carbono e
diferentes metodologias de preparagao.

Devido as suas dimensdes semelhantes aquelas das biomoléculas, como proteinas
e DNA, sistemas hibridos nanomateriais-biomoléculas sdo estruturalmente compativeis e apre-
sentam-se muito atrativos para o desenvolvimento de biodispositivos que integrem as proprie-
dades eletronicas, Opticas e cataliticas singulares dos nanomateriais com a capacidade de reco-
nhecimento, inibi¢do e catalise das biomoléculas (KATZ; WILLNER, 2004). Desta forma, na-
nocarbonos, como nanotubos (NAGARAJU; REDDY; REDDY, 2015), grafeno (YANG et al.,
2013) e C-dots (DING; ZHU; TIAN, 2014) sdo amplamente explorados em estudos de interagdo
com biomoléculas devido as suas propriedades Opticas e eletronicas singulares resultantes do
confinamento quantico.

Alguns nanomateriais apresentam limitadas aplicagdes em meios biologicos por
possuirem estruturas muito estaveis quimicamente e que dificultam processos fundamentais
para aplicacdes bioldgicas, como a dispersdo em solventes. Nanomateriais de carbono com es-
trutura hibridizada sp?, tais como os nanotubos e o grafeno, sio exemplos de nanomateriais de
baixa reatividade e que necessitam ser modificados para tornarem-se mais reativos e reduzir
sua hidrofobicidade (HAN e al., 2016; NAGARAJU; REDDY; REDDY, 2015; SOUZA FI-
LHO; FAGAN, 2007; VARDHARAIJULA et al., 2012).

Segundo Lynch e Dawson (2008) ¢ quase uma regra universal que um material seja
coberto por proteinas, logo apds o contato com um ambiente fisiologico. Desta forma, como

sdo as biomoléculas mais abundantes da matéria-viva e exercem grande variedade de fungdes
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celulares, o estudo da imobilizacdo de proteinas em materiais pode também auxiliar no enten-
dimento de possiveis interagdes que possam ocorrer quando da inser¢do de materiais em meio
bioldgico em diferentes condigdes.

Na literatura sdo encontrados muitos estudos relatando a imobiliza¢ao de proteinas
a materiais de carbono. Como exemplos, tém-se os trabalhos de Jiang et al. (2004) sobre o
ancoramento da proteina albumina de soro bovino a nanotubos de carbono de paredes multiplas,
de Awasthi, Singh e Singh (2009), no qual albumina de soro bovino ¢ DNA foram anexados a
nanotubos de carbono de paredes multiplas modificados com grupo amina, além do trabalho de
Zhou et al. (2012), onde 6xido de grafeno foi funcionalizado com a enzima glicose oxidase e a
lectina ConA. No caso das particulas carbonaceas esféricas, podem-se citar os trabalhos de
Wang et al. (2011), no qual é relatada a imobiliza¢do da enzima a-quimotripsina e Muthukumar
et al. (2014), em que a albumina de soro bovino ¢ imobilizada. Em ambos os trabalhos, as

proteinas sdo imobilizadas por adsorgao.

1.4.1 Metodologias de imobilizacdo covalente e ndo-covalente entre biomoléculas e materiais

Como mencionado anteriormente, existem diferentes metodologias para a imobili-
zacdo de biomoléculas em materiais, as quais sdo classificadas de acordo com o tipo de intera-
cdo que privilegiam. Mais comumente, as estratégias visam estabelecer ligagdes covalente e
ndo-covalente especificas entre as biomoléculas e os suportes, através da interacdo entre espé-
cies quimicas reativas em cada um dos materiais. Entretanto, o procedimento mais adequado a
ser utilizado dependera, ainda, de fatores como tamanho, morfologia, estrutura, quimica de su-
perficie, estabilidade e dispersividade dos materiais, além da finalidade proposta para o biocon-
jugado gerado (SAPSFORD et al., 2013).

Ligacdes covalentes podem ser promovidas pelo contato direto da superficie do su-
porte com a biomolécula ou pela inser¢do de espécies quimicas que atuam como conectores
entre as biomoléculas e a superficie do material. Na primeira possibilidade, geralmente, a inte-
ragdo ocorre por ligagdo covalente dativa (ou covalente coordenada) entre os a&tomos na super-
ficie da nanoparticula e da biomolécula. Entretanto, este tipo de ligacdo ndo é muito estavel e
pode ser desestabilizada por variagdes de pH e oxidagdo, por exemplo (SAPSFORD et al.,
2013). A segunda estratégia consiste em promover a ligacdo entre os dois materiais por meio
de uma espécie quimica intermediaria, que pode ser uma molécula reativa bifuncional (cross-
linking) ou um grupo funcional gerado através da modificagdo da superficie do suporte. No

primeiro caso, a molécula intermedidria tem uma de suas extremidades ligada ao substrato,
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enquanto a outra extremidade estabelece a ligagdo covalente com a biomolécula (FIGURA 8e).
No segundo caso, agentes de acoplamento sdo utilizados de modo a gerar grupos na superficie
do suporte, os quais permitam ou facilitem a imobilizacdo da biomolécula (FIGURA 8b). A
formacao de ligagcdo amida, pela ativacdo de grupos carboxilicos na superficie do suporte para
a ligacdo com grupos amina da biomolécula, ¢ um exemplo classico deste tipo de interacdo

(FIGURA 9).

Figura 9 - Esquema da reacdo de amidagdo por carbodiimida (EDC). As substancias (1) e (2)
podem ser peptideos, proteinas ou qualquer espécie quimica que tenha grupos carboxilato e
aminas primarias. Quando sdo peptideos ou proteinas, essas moléculas sdo dezenas a milhares
de vezes maiores que o agente de acoplamento e a conjugagdo ocorre como no diagrama.
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Fonte: adaptada de Thermo Scientific Pierce (2012).

Esta metodologia, geralmente denominada amidagdo, baseia-se na ativagdo de gru-
pos carboxilicos, presentes na estrutura do material, por meio dos agentes de acoplamento, con-
vertendo-os em fungdes que reagirdo de forma mais efetiva com os grupos amina na estrutura
da biomolécula, através da formagdo de ligagdes amida.

Muito comumente, o agente de acoplamento consiste em uma carbodiimida, grupo
organico caracterizado pela ligagdo RN=C=NR, como o cloreto de N-etil-N-(3-dimetilamino-
propil) carbodiimida (EDAC ou EDC) e o N,N-diciclohexil-carbodiimida (DCC). Estes agentes
reagem com acido carboxilico para gerar o éster O-acilisourea que se liga com a amina da bio-
molécula. Entretanto, segundo Jiang et al. (2004), esta metodologia promove muitas reacdes
intermoleculares indesejadas, uma vez que a carbodiimida pode, também, ativar os grupos car-
boxilicos presentes na estrutura da biomolécula e estes reagirem com as aminas livres na propria

biomolécula. Além disso, o éster O-acilisourea é um intermediario instavel.
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Uma alternativa para evitar este problema ¢ utilizar os compostos quimicos N-hi-
droxisuccinimida (NHS) ou N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS), que geram ésteres mais
estaveis, o succinimidil éster ou o sulfo-succinimidil éster, respectivamente. Estes reagirdo com
a amina na estrutura da biomolécula, formando uma liga¢ao amida.

Em relag@o as interagdes ndo covalentes, a mais comum e simples de ser promovida
¢ a conjugacdo por interagdo eletrostatica. Neste caso, ¢ necessario, apenas, garantir que a na-
noparticula ¢ a biomolécula tenham grupos funcionais de cargas opostas.

Nesta Tese, a interagdo eletrostatica foi uma das metodologias escolhidas para pro-
mover a interagdo entre micro e nanoparticulas de carbono e a lectina ConBr. A carga elétrica
superficial das particulas e da lectina, no pH do meio de interagdo, foi obtida por meio de me-
didas de potencial zeta. Em contrapartida, como estratégia de ligagao covalente utilizou-se nesta
Tese a metodologia de amidagdo ativada por carbodiimida baseada naquelas descritas nos tra-

balhos de Jiang et al. (2004) e Zhou et al. (2012).

1.5 Lectinas: A ConBr

Lectinas sdo proteinas de origem nao imune, capazes de reconhecer e se ligar a
estruturas de carboidratos especificas (DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015). Estas proteinas
sdo encontradas amplamente na natureza, em microrganismos, animais e plantas (CAVADA et
al.,2001; FAHEINA-MARTINS et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2012).

As lectinas mais estudadas sdo aquelas de origem vegetal, principalmente, as da
familia Leguminosae, as quais possuem a destacada propriedade de aglutinar eritrocitos e, al-
gumas, podem até distinguir entre seus diferentes tipos (SHARON; LIS, 2004). Entretanto, sua
fungdo nas plantas ndo esta bem esclarecida, sendo hipoteticamente atribuida a participagdo nos
mecanismos de defesa e na simbiose microrganismo-planta (CAVADA et al., 2001; MOREIRA
etal., 1991).

Lectinas em geral, podem ser usadas para diagndstico de tumores, uma vez que ha
diferencas entre os perfis de glicosilagdo de cé¢lulas malignas e benignas e seu grau esta relaci-
onado a metastase. Além disso, estas proteinas apresentam propriedades que inibem a prolife-
racdo de células cancerosas, observadas in vitro e in vivo. Para esta abordagem destacam-se as
lectinas de plantas que apresentam propriedades antitumorais mais destacadas, como, por exem-
plo, a indugdo de apoptose e autofagia de células cancerosas pela lectina Concanavalina A
(FAHEINA-MARTINS et al., 2012).

As lectinas sdo encontradas em quase todas as plantas comestiveis (MOREIRA et
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al., 1991). A Concanavalina-Br (ConBr) é encontrada em sementes de Canavalia Brasiliensis,
ou feijao bravo do Ceara (FIGURA 10a). Esta lectina pertence a subtribo Diocleinae, da familia
Leguminosae, e possui afinidade pelos agucares glicose e manose. Seu mondmero ¢ formado
por 237 aminoacidos e os ions metalicos Mn?* e Ca?*, os quais compdem o sitio de ligagdo da
lectina com os carboidratos. A presenca dos ions na estrutura da lectina € essencial, uma vez
que, embora ndo interajam com os carboidratos, eles mantém a estrutura em configuracdo ideal
para a interacdo (CAVADA et al., 2001).

A estrutura da lectina ConBr pode adquirir conformagdes dimérica (2 mondmeros
de 25,5 kDa) ou tetramérica (FIGURA 10b) de acordo com o pH do meio no qual esta inserida.
O equilibrio entre estas duas configuragdes ocorre no intervalo de pH 5,0 a 8,5, com o nimero
de tetrameros aumentando de acordo com o aumento do pH (GRANGEIRO et al., 1997; NAS-
CIMENTO et al., 2010). O ponto isoelétrico tedrico desta lectina encontra-se no pH 5,84
(ExPASy: SWISS INSTITUTE OF BIOINFORMATICS RESOURCE PORTAL, 2016).

Figura 10 - (a) Vagens e sementes de Canavalia Brasiliensis ou feijao bravo do Ceara. (b) Es-
trutura tridimensional do tetramero da lectina ConBr. As cores azul e vermelha destacam os
aminoacidos lisina e arginina, respectivamente, na estrutura da lectina.
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Fonte: (a) Cook et al. (2005); (b) adaptada de Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data
Bank (1997).

E possivel citar varios exemplos de trabalhos cientificos em que foram determina-
das diferentes atividades bioldgicas da lectina ConBr (TABELA 1). Desta forma, ¢ possivel
afirmar que esta ¢ uma proteina bastante investigada e caracterizada, com varias vias de admi-

nistracdo ja estudadas em bioensaios in vivo (oral, intravenosa, etc.). Além disso, ela possui
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maior potencial de agdo em relacdo as atividades biologicas que outras lectinas ja estudadas.
Todos estes aspectos influenciaram em sua escolha para o estudo das interacdes com as micro

e as nanoparticulas carbonaceas investigadas nesta Tese.

Tabela 1 - Exemplos de atividades biologicas determinadas para a lectina ConBr.
Atividade biologica da lectina ConBr | Referéncia
Indugéo in vitro da proliferacao de linfocitos com a
producao de interferon-y

Barral-Netto et al. (1992)

Indugdo de edema de pata Bento et al. (1993)
Indugdo de apoptose celular Barbosa et al. (2001)
Efeito antidepressivo em ratos Barauna et al. (2006)

Inducdo da sintese de proteases durante a cicatrizagdo

de lesdes cutaneas em camundongos siviaies ()

Fonte: elaborada pela autora.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Preparar micro e nanoparticulas de carbono, utilizando a metodologia de carboni-
zacdo hidrotérmica, e promover suas respectivas interagdes com a proteina extraida das semen-
tes de Canavalia Brasiliensis (lectina ConBr), de modo a gerar sistemas hibridos nos quais a

atividade bioldgica da lectina seja mantida.

2.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar micro e nanoparticulas de carbono através da carbonizagdo hidrotér-
mica de glicose;

b) Purificar as nanoparticulas de carbono coloidais e determinar a concentracao de
material carbonéaceo disperso antes e apds o processo de purificacao;

c) Promover interacdo covalente entre as micro e as nanoparticulas de carbono e a
lectina ConBr, através da metodologia de amidacdo ativada por carbodiimida;

d) Promover interagdo nao covalente entre as micro e as nanoparticulas de carbono
e a lectina ConBr, através de metodologia de adsorcao;

e) Caracterizar as propriedades fisicas e quimicas das microparticulas de carbono
e dos sistemas gerados pelas interacdes com a lectina ConBr.

f) Caracterizar propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas de carbono e dos
sistemas gerados pelas interagcdes com a lectina ConBr.

g) Avaliar a estabilidade das nanoparticulas de carbono quanto ao tempo de acon-
dicionamento, variagdo de pH e dispersdo em solugdes salinas (tampao fosfato sa-
lino (PBS) e soro fisiologico - NaCl 0,9%);

h) Avaliar o efeito de variacdo do pH e da purificacdo por dialise sobre a fotolumi-
nescéncia das nanoparticulas de carbono;

i) Avaliar a atividade de hemaglutinacao da lectina ConBr quando imobilizada so-
bre as micro e as nanoparticulas de carbono;

j) Avaliar a toxicidade das nanoparticulas de carbono através de bioensaio com o

modelo experimental Artemia salina.
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3METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e materiais

Os reagentes D(+)glicose anidra (dextrose), acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico
(MES), N-hidroxisuccinimida (NHS), hidrocloreto de 1-etil-3-[3-dimetil-amino-propil] carbo-
diimida (EDAC), hidréxido de sodio (NaOH), cloreto de sodio (NaCl) e tampao fosfato salino
(PBS) foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. O hipoclorito de sodio (NaClO) foi adqui-
rido da empresa Vetec.

A lectina ConBr foi fornecida pelo Laboratério de Moléculas Biologicamente Ati-
vas (Biomol - Lab) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceara.

Todos os procedimentos foram realizados utilizando adgua ultrapura. Para as filtra-
coes foram utilizadas membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF), Merck Milipore, do-
tada de poros com 0,22 pum de diametro. Os procedimentos de dialise foram realizados utili-
zando membranas de celulose regenerada (celulose natural reconstituida de fibras de algodao)

Spectra/Por® 7, com poros de peso molecular de corte (MWCO) de 1 kDa.

3.2 Preparacio das micro e nanoparticulas de carbono

3.2.1 Preparacgdo das micro e nanoparticulas de carbono através da carbonizacio hidrotér-

mica de glicose

Para a carbonizag¢ao hidrotérmica, primeiramente, a glicose e a 4gua ultrapura foram
pesadas em balanca semianalitica (modelo AUW220D da Shimadzu) (TABELA 2). Em se-
guida, a glicose foi dissolvida na dgua ultrapura com auxilio de bastdo de vidro. A solucdo
homogénea gerada teve seu pH determinado (pHmetro modelo Q-400AS da Quimis) ¢ foi trans-
ferida para um copo de Teflon®, de volume igual a 55,0 mL, o qual foi inserido em um reator
de aco inox (autoclave) (FIGURA 11).

As reacdes de carbonizag@o hidrotérmica de glicose foram promovidas em forno
mufla (forno mufla microprocessado 7000 — 10P da EDG), a 180 = 5 °C por diferentes tempos
predeterminados (TABELA 2). O reator foi inserido no forno ainda frio e este foi aquecido com
velocidade de 10 °C/min. A contagem do tempo de reagdo iniciou-se ap6s atingida a tempera-

tura desejada.



55

Ao fim dos tempos reacionais estipulados, o reator resfriou dentro do forno até que
este indicasse 150-100 °C, quando foi retirado e submetido a banho de gelo.

As amostras obtidas foram filtradas em sistema de filtracdo de vidro sob vacuo
(bomba de vacuo modelo TE — 058 da Tecnal) (FIGURA 12). Esta etapa foi realizada de modo
a separar a amostra em fase solida (microparticulas) daquela em fase coloidal (nanoparticulas)
(FIGURA 12).

Tabela 2 - Relagdo de experimentos de carbonizagdo hidrotérmica de glicose e as respectivas
variagOes de pardmetros reacionais.

Parametros reacionais

Amostras Experimentos | Massa de Massa de Tempo de

glicose (g) agua (g) reacao (h)
Reacdo I 4,0000 35,0000 12
Microparticulas de carbono Reacao II 4,0000 35,0000 24
Reacao III 4,0000 35,0000 48
Reacgdo I 4,0000 35,0000 24
Reacdo 11 4,0000 35,0000 4
, Reagao III 2,0000 35,0000 4
Nanoparticulas de carbono Reaciio IV 10000 35,0000 4
Reagao V 0,5000 35,0000 4
Reagdo VI 0,2000 35,0000 4

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 11 - Preparagao de micro e nanoparticulas de carbono por carbonizacio hidrotérmica de
glicose. (a) Reator de aco inox (autoclave) e copo de Teflon e (b) Forno mufla utilizado para as
preparagdes; (c) Aspecto da amostra obtida por carbonizagao hidrotérmica de 4,0000 g de gli-
cose & 180 °C, durante 24 h, logo apés a abertura do reator. E possivel verificar que a amostra
¢ constituida por materiais em fases (d) coloidal (nanoparticulas de carbono) e (e) so6lida (mi-
croparticulas de carbono).

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 12 - Separacgdo das fases da amostra obtida por carbonizacao hidrotérmica de 4,0000 g
de glicose a 180 °C, por 24 h. (a) Sistema de filtragdo a vacuo no momento da filtragdo. (b)
Microparticulas de carbono (c) Nanoparticulas de carbono coloidais.

(b) R

Fonte: elaborada pela autora.

3.2.2 Microparticulas de carbono: lavagem e secagem

As amostras na fase sélida, isto ¢, as microparticulas de carbono, foram lavadas no
mesmo sistema usado para as filtragdes. Com auxilio de pipeta Pasteur foram adicionadas por-
¢Oes de agua ultrapura até que o filtrado se tornasse incolor (FIGURA 13) e o seu pH atingisse
valor entre 6,00 e 7,00. A quantidade de agua utilizada para as lavagens variou entre 3,0 ¢ 7,5

litros a depender dos parametros reacionais da carbonizagao hidrotérmica.

Figura 13 - Lavagem das microparticulas de carbono obtidas por carbonizacao hidrotérmica de
4,0000 g de glicose a 180 °C, por 24 h, utilizando agua ultrapura no mesmo sistema em que a
amostra “como sintetizada” fora filtrada. (a) Inicio da lavagem: filtrado de cor amarela e com
pH acido, indicativos da presenca de residuos de carbonizagdo. (b) Fim da lavagem: filtrado
incolor e com pH entre 6,00 ¢ 7,00.

Fonte: elaborada pela autora.
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Ap6s as lavagens, as microparticulas foram submetidas a secagem em estufa (mo-
delo 3 da Med Clave) a 70 £ 10 °C. Os procedimentos de secagem foram acompanhados por
pesagens, as quais determinaram o término do processo quando indicaram massa constante para
as amostras. Por fim, as microparticulas de carbono foram acondicionadas a temperatura ambi-

ente.

3.2.3 Nanoparticulas de carbono: purificagdo por didlise

As suspensdes coloidais de nanoparticulas de carbono foram purificadas através de
dialise, a fim de eliminar subprodutos do processo de carbonizacao hidrotérmica coexistentes
com as nanoparticulas de carbono nas amostras. Para os procedimentos, primeiramente, uma
das extremidades da membrana foi selada com prendedor apropriado de Nylon® e, em seguida,
a amostra foi inserida na membrana com auxilio de pipeta graduada. Por fim, a outra extremi-
dade da membrana também foi selada e esta foi mergulhada em agua ultrapura (volume igual a

100 vezes o volume da amostra na membrana) (FIGURA 14).

Figura 14 - Purificacdo das nanoparticulas de carbono por didlise. (a) Aparato utilizado para
realizar os procedimentos de dialise. Apos adicionar a amostra na membrana, esta foi inserida
em béquer com agua ultrapura e o procedimento ocorreu sob agitagdo branda, com auxilio de
agitador magnético. (b) Imagem mais detalhada da amostra dentro da membrana fechada nas
duas extremidades por prendedores de Nylon®.

Fonte: elaborada pela autora.

Os processos de didlise ocorreram sob agitacdo magnética (agitador magnético mo-
delo C-MAG HS 7 da IKA) branda e variaram entre 24 e 48 h. Os progressos foram acompa-

nhados através de espectros de absor¢do na regido do ultravioleta/visivel de aliquotas do meio
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aquoso externo a membrana, observando a redu¢do na intensidade da banda de absor¢do em

285 nm, caracteristica das amostras coloidais “como sintetizadas”.

3.2.4 Determinacdo dos teores de solidos dispersos nas suspensées coloidais de nanoparticu-

las de carbono

Este procedimento foi realizado com o objetivo de determinar a concentragdo de
nanoparticulas de carbono em mg/mL nas suspensodes coloidais de nanoparticulas de carbono
antes e apos o processo de purificacdo por dialise. A informagao consiste em parametro impor-
tante para a avaliagdo da efetividade do processo de dialise, bem como ¢ indispensavel para o
planejamento das reagcdes de amidagdo e adsor¢ao das referidas nanoparticulas com a lectina
ConBr.

O procedimento foi realizado utilizando cadinhos de platina, cujo volume total é
83,0 uL (FIGURA 15). A limpeza dos cadinhos foi realizada em duas etapas: (i) aquecimento
em forno mufla, a 500 °C, durante 1 h e (ii) limpeza com algoddo embebido em alcool isopro-

pilico, a fim de retirar os residuos restantes da etapa (i).

Figura 15 - Cadinhos de platina utilizados para o procedimento de determinacdo de teor de
solidos soluveis.

Fonte: elaborada pela autora.

Os cadinhos limpos foram submetidos a secagem em estufa, a 110 °C, durante,
aproximadamente, 12 h. Apds esfriarem em dessecador, por 30 min, foram pesados e preenchi-
dos com 70,0 uL de amostra. Em seguida, os cadinhos com as amostras foram inseridos na
estufa (modelo TE — 394/1 da Tecnal, com circulagao de ar), a 110 °C.

Em periodos de 10 em 10 min, os cadinhos foram preenchidos com mais 70,0 puL
de amostra até que o volume de amostra utilizado atingisse 350,0 pL. Esta primeira etapa do
procedimento foi realizada tanto para amostras nao purificadas como para amostras purificadas.
Entretanto, para as amostras purificadas o procedimento supracitado foi repetido por mais duas

vezes, até que o volume de amostra nos cadinhos atingisse 1050,0 pL.
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Quando o volume final de amostra foi inserido, os cadinhos com as amostras foram
pesados durante o dia em intervalos de 4 h e deixados na estufa durante a noite. No dia seguinte,

os cadinhos foram pesados.

3.2.5 Ensaios de estabilidade das suspensoes coloidais de nanoparticulas de carbono

Para os ensaios de estabilidade, amostras coloidais preparadas utilizando os para-
metros reacionais de Reagdo V (TABELA 2) foram purificadas e submetidas a ensaios de esta-
bilidade em funcdo da variacdo de pH, da temperatura (estabilidade acelerada) e da dilui¢ao em
soro fisioldgico (solucdo aquosa de NaCl 0,9%) e em solucdo de tampao fosfato salino (PBS).

Para os ensaios de estabilidade em funcdo do pH, a amostra foi submetida a titula-
¢do em titulador automatico (MPT-2, da Malvern), utilizando solu¢do de NaOH 0,50 mol/L. O
volume total da suspensdo coloidal titulada foi de 15,0 mL. A estabilidade da amostra foi ava-
liada, para cada valor de pH, com duas medidas de didmetro hidrodindmico e duas medidas de
potencial zeta. Os dados utilizados para as discussdes resultaram da média aritmética dos valo-
res obtidos através destas medidas.

Os testes de estabilidade em solugdes salinas de NaCl 0,9% e de PBS foram reali-
zados a partir da diluicdo da amostra nas solugdes previamente preparadas. A solugdo de NaCl
foi preparada a 1,8% (m:v), com a solubiliza¢do de 1,8017 g de NaCl em 100,0 mL de agua
ultrapura (pH final da solugdo: 6,05). J& a solucdo de PBS foi preparada a partir da diluicao 1:1
(v:v) de uma solugdo de PBS concentrada previamente preparada (25,0 mL) em agua ultrapura
(25,0 mL) (pH final da solugdo: 7,42). Esta solu¢do concentrada foi preparada conforme indi-
cado pelo fornecedor (um tablete de PBS dissolvido em 200,0 ml rende solugdo de 0,010 mol/L
de tampao fosfato, 0,0027 mol/L de cloreto de potassio (KCl) e 0,137 mol/L de cloreto de so-
dio), porém, solubilizando dois tabletes de PBS em 200,0 mL de agua ultrapura, com auxilio
de ultrassom de banho (modelo EW 08895-49 da Cole — Parmer). Em seguida, a amostra foi
diluida em cada uma das solucdes salinas na propor¢do 1:1 (v:v) e homogeneizadas com auxilio
de vortex (vortex 1 da IKA). As diluicdes foram acondicionadas a temperatura ambiente. A
estabilidade da amostra pura e diluida nas solug¢des salinas foi acompanhada através de inspecao
visual e por medidas dos didmetros hidrodindmicos durante 1 més. Os dados utilizados para as
discussdes resultaram da média, fornecida pelo software do equipamento, de quatro medidas
realizadas para cada tempo de acondicionamento considerado.

Para os ensaios de estabilidade acelerada, dois frascos de vidro (volume igual a 5,0

mL) foram utilizados para acondicionar 3,0 mL de amostra cada um. Apos vedar os frascos
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com batoque e tampa rosqueada, um deles foi inserido em estufa (modelo TE — 394/1 da Tecnal,
com circulacdo de ar) e o outro em geladeira. A amostra na estufa foi submetida a temperatura
de 50 °C durante 48 h, enquanto a amostra na geladeira foi submetida a temperatura de 4 °C,
também por 48 h. Apos este periodo, ao atingirem a temperatura ambiente, as amostras tiveram
seus pHs medidos e foram submetidas a medidas de didmetro hidrodinamico e potencial zeta.
Os resultados obtidos foram comparados com aqueles correspondentes & amostra
acondicionada em bancada, a temperatura ambiente, pelo mesmo periodo. Os dados utilizados
para as discussdes resultaram das médias, fornecidas pelo software do equipamento, de quatro
medidas de diametro hidrodindmico e dez medidas de potencial zeta feitas para as amostras nas

trés condi¢des de acondicionamento.

3.3 Interacdes com a lectina ConBr

3.3.1 Extracdo e purificagdo da lectina ConBr

Sementes de Canavalia brasiliensis foram coletadas no estado do Ceara, Brasil,
descascadas e trituradas em moinho até que um fino p6 fosse obtido. As proteinas solaveis
foram extraidas por suspensdo deste p6 em uma solu¢do de NaCl 0,15 mol/L, contendo CaCl,
(cloreto de célcio) e MnCl; (cloreto de manganés) 0,0050 mol/L cada [1:10 (m:v)], sob cons-
tante agitacdo por 4 h a temperatura ambiente. O extrato foi centrifugado a 10000 x g por 20
min a 4 °C e o sobrenadante (extrato total) foi aplicado em coluna cromatografica de afinidade
Sephadex® G-50 (1.3 x 19 cm), previamente equilibrada com NaCl 0,15 mol/L, CaCl, e MnCl»
0,0050 mol/L. Material ndo ligado foi eluido com a mesma solu¢do e a lectina foi eluida com
solugdo de D-glicose 0,10 mol/L (MOREIRA; CAVADA, 1984). Os eluatos coletados em fra-
¢oes de 3,6 mL foram monitorados por UV/Vis a 280 nm, e usados para a determinacdo da
atividade hemaglutinante (CAVADA et al., 1998) e dosagem proteica total de acordo com o
protocolo descrito por Bradford (1976). As fragdes foram dialisadas, liofilizadas e a homoge-
neidade da lectina foi monitorada por SDS-PAGE. A proteina pura foi usada nos testes poste-

riores.

3.3.2 Preparacdo de lectina ConBr com isotiocianato de fluoresceina (FITC)

A ConBr foi solubilizada em tampao bicarbonato de sodio 0,10 mol/L pH 9,00, na

concentragdo 5,0 mg/mL, e incubada com seu agucar especifico, metil-a-D-manopiranosideo
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(0,10 mol/L) (MaM) para bloquear os dominios de reconhecimento de carboidratos (DRCs).
Em seguida, 62,5 uL de FITC foram adicionados a solucdo contendo a lectina com os DRCs
bloqueados (1,0 mg/mL). Protegida da luz, a solucdo lectina-acticar-FITC foi submetida a agi-
tagdo branda por 2 h. A lectina-actcar-FITC e o FITC nao conjugado foram separados por
cromatografia de exclusdo molecular em coluna PD-100™. Os materiais foram eluidos com
tampao fosfato de sodio 0,010 mol/L pH 7,40, contendo KC1 0,027 mol/L e NaCl 0,138 mol/L.
Aliquotas de 1,0 mL foram coletadas e analisadas por UV/Vis, a 280 nm e a 495 nm. Fracdes
coletadas (valores de absorbancia maiores que 0,400) foram submetidas a dialise contra dgua

ultrapura (8 h de didlise, 8 trocas contra agua ultrapura) e, entdo, liofilizadas.

3.3.3 Preparacdo dos reagentes e amostras para a imobilizacdo da lectina ConBr

Primeiramente foram preparadas as solugdes tampao MES nas concentragdes, 0,10
mol/L (pHs em torno de 5,00; 5,50 e 7,00) e 0,050 mol/L (pHs em torno de 6,00 e 6,50). Para
isso, o reagente MES foi pesado, utilizando um béquer como suporte, e solubilizado em agua
ultrapura. Sob agitacdo magnética, o pH das solugdes geradas foi ajustado com a adicdo de
algumas gotas de solugdo de NaOH 3,0 mol/L. Todas as solugdes foram acondicionadas em
geladeira. Os agentes de acoplamento, EDAC e NHS, ndo necessitaram de preparagdo prévia.

As microparticulas de carbono foram maceradas em almofariz de agata e dispersas
em agua ultrapura ou tampao MES (1,0 mg/mL), com auxilio de ultrassom de banho, durante
10 a 20 min. J4 as suspensdes coloidais de nanoparticulas de carbono ndo foram submetidas a
preparacao adicional.

A lectina ConBr utilizada foi solubilizada em tampao MES, em propor¢des m:v
variadas, sob agitacdo branda em shaker (mesa agitadora modelo Q225M da Quimis), em agi-
tador magnético e¢/ou mecanicamente, durante 2 a 15 min. As concentragdes das solugdes gera-

das variaram de acordo com os pardmetros reacionais considerados.

3.3.4 Imobilizacio da lectina ConBr em microparticulas de carbono

3.3.4.1 Metodologia de interacdo covalente: amidagdo ativada por carbodiimida

Inicialmente, as microparticulas de carbono foram submetidas a esterificacdo. Para

isso, os agentes de acoplamento, 0,1159 g de EDAC e 0,0202 g de NHS, foram solubilizados
em 50,0 mL de solug¢do tampao MES 0,10 mol/L pH 4,98. Entdo, as microparticulas de carbono



62

dispersas em 10,0 mL agua ultrapura foram adicionadas a solugdo dos agentes de acoplamento
sob agitacdo magnética vigorosa, assim permanecendo durante, aproximadamente, 1,33 h. Apos
este periodo, a amostra foi separada da solucdo por filtragdo, sob vacuo, utilizando membrana
de PVDF com poros de 0,22 pum de didmetro e lavada com, aproximadamente, 160,0 mL de
solugdo tampao de MES 0,050 mol/L pH 5,92, para remover o excesso dos reagentes EDAC e
NHS.

Para promover a interagdo por amidagdo, as microparticulas de carbono esterifica-
das e 0,0120 g de lectina ConBr foram dispersas, separadamente, em 50,0 mL de tampao de
MES 0,10 mol/L pH 7,01. Tais dispersdes foram misturadas com auxilio de agitacdo branda em
shaker e o volume final de tampao MES foi completado até que a concentragao da lectina ConBr
para a reagdo fosse de 0,10 mg/mL. O sistema ficou sob agitagdo durante 17 h.

Ao fim do periodo de reacdo, o meio reacional foi centrifugado a 3000 rpm (centri-
fuga Excelsa Il modelo 206 BL da Fanem), em etapas de 15 min, a temperatura ambiente. Estes
mesmos parametros de centrifugacdo foram utilizados para a lavagem da amostra final (preci-
pitado), com, aproximadamente, 170,0 mL de solu¢cdo tampao de MES 0,050 mol/L pH 5,92,
de modo a remover a lectina ndo ligada as microparticulas. A amostra gerada (MPCs-ConBr)

foi submetida a secagem sob vacuo, até que atingisse massa constante.

3.3.4.2 Metodologia de interac¢do ndo covalente: adsor¢do

Para promover a adsorcdo, as microparticulas de carbono e a lectina ConBr foram
dispersas, separadamente, em solugdo tampao de MES 0,10 mol/L pH 5,56. As microparticulas
de carbono foram dispersas em 10,0 mL do referido tampao, enquanto 0,0160 g da lectina foi
solubilizado em 16,0 mL do mesmo tampao. A dispersdo das microparticulas de carbono foi
adicionada, cuidadosamente, aquela da lectina e o sistema foi mantido sob agitacdo em shaker
durante, aproximadamente, 17 h.

Ap0s este periodo, a amostra gerada foi centrifugada a 3000 rpm, em etapas de 5
min, & temperatura ambiente. Em seguida, a amostra foi lavada utilizando 60,0 mL de solugdo
tampao de MES 0,050 mol/L pH 6,58 e centrifugada a 3000 rpm, em 6 ctapas de 10 min. A
amostra gerada (MPCs+ConBr) foi submetida a secagem sob vacuo, até que atingisse massa
constante.

O procedimento supracitado também foi utilizado para a adsor¢do da lectina mar-
cada com FITC (ConBr — FITC), com a diferenca de que todas as etapas foram realizadas uti-

lizando tampao de MES 0,10 mol/L pH 5,47 e a amostra final (MPCs+ConBr-FITC) ndo foi
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submetida a secagem, mas sim, redispersa no referido tampao e seca sobre laminulas de vidro

para avaliacdo da emissdo de fluorescéncia.

3.3.5 Imobilizacio da lectina ConBr em nanoparticulas de carbono

3.3.5.1 Metodologia de interacdo covalente: amidagdo ativada por carbodiimida

Para promover a ligacdo covalente entre as nanoparticulas de carbono purificadas e
a lectina ConBr, as primeiras foram submetidas ao processo de esterificacdo, utilizando os agen-
tes de acoplamento NHS e EDAC. Para isso, 0,5030 g de NHS foram solubilizados em 3,0 mL
de tampao de MES 0,10 mol/L pH 5,04 ¢ 0,0504 g de EDAC foram solubilizados em 2,0 mL
do mesmo tampdo. Com a amostra (15,0 mL, pH 5,41) sob agitacdo magnética, a solugdo de
NHS foi acrescentada. Por fim, a solugdo de EDAC foi adicionada ao meio reacional, o qual
ficou sob agitacdo durante 30 min.

Ao final da etapa de esterificacdo, a amostra gerada foi centrifugada a 10000 rpm
(centrifuga modelo 5418R da Eppendorf), em 2 etapas de 10 min. O precipitado resultante foi
redisperso em 5,0 mL de tampao de MES 0,10 mol/L pH 7,05.

A lectina ConBr foi solubilizada (0,44 mg/mL) em 5,0 mL de tampao de MES 0,10
mol/L pH 7,05 e, em seguida, a solugdo foi adicionada a amostra esterificada dispersa, sob
agitacdo magnética branda. O sistema permaneceu sob agitacao durante 17 h.

A amostra gerada foi centrifugada e lavada com 14,0 mL de tampao de MES 0,050
mol/L pH 6,07 a 10000 rpm, em 3 etapas de 10 min, a 4°C. A amostra final (NPCs-ConBr(I))
obtida foi redispersa no mesmo tampao de lavagem.

Outra reagdo de amidagdo entre as NPCs e a lectina ConBr foi promovida, utili-
zando metodologia semelhante, porém, em todas as etapas foi empregada a solugdo tampao de
MES 0,050 mol/L pH 6,10. Além disso, antes da etapa de esterificacdo, a suspensdo coloidal
de NPCs teve o pH ajustado com a adi¢ao de 5,0 mL do referido tampao. Tal ajuste de pH foi
realizado para evitar queda brusca do pH apos a adi¢gdo do NHS e do EDAC, uma vez que o pH
da amostra utilizada nesta reagc@o era mais baixo (pH 5,00). A amostra obtida ao final deste

processo (NPCs-ConBr(II)) foi redispersa no mesmo tampao de lavagem.

3.3.5.2 Metodologia de interac¢do ndo covalente: adsor¢do

Para a interacdo por adsor¢do, primeiramente, 2,0 mL do tampao MES 0,050 mol/L
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pH 6,14 foram adicionados a 3,0 mL da amostra de nanoparticulas de carbono (pH 4,99), sob
agitacdo magnética, para ajustar o pH para a reacao.

A lectina foi solubilizada em 5,0 mL de tampao de MES 0,050 mol/L pH 6,14 na
concentragdo de 0,20 mg/mL. A solugdo gerada foi adicionada a suspensdo de nanoparticulas
de carbono e mantida sob agita¢do branda por 18 h.

Ao fim deste periodo, a agitagdo foi interrompida e a amostra final (NPCs+ConBr)
foi acondicionada em geladeira, sendo centrifugada apenas no momento do preparo para as
caracterizacoes. As centrifuga¢des foram realizadas a 10000 rpm, em uma etapa de 5 min, a 4

°C.

3.4 Ensaios para a avaliacio da atividade hemaglutinante da lectina ConBr apos as inte-

racoes covalente e nio covalente

O preparo dos eritrocitos para os testes iniciou com a coleta do sangue de coelhos
albinos, adultos e sadios da raca Nova Zelandia, criados no Biotério do Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceara, mantidos em gaiola individual e recebendo 4gua e ragdo ad
libitum.

Os eritrocitos foram lavados com NaCl 0,15 mol/L, por meio de centrifugagio a
2000 x g para a remocao do soro e do anticoagulante (heparina) utilizado na coleta. Entdo, com
base nos procedimentos descritos por Ainouz et al. (1992), uma parte dos eritrocitos foi tratada
com a enzima proteolitica tripsina 1% (m/v), por 1 h, e, posteriormente, lavada com NaCl 0,15
mol/L para a remoc¢ao das enzimas.

As microparticulas de carbono antes e ap0s as interagdes com a lectina ConBr foram
dispersas em tampao TRIS (Tris-HCI 0,050 mol/L. pH 7,60, contendo NaCl 0,15 mol/L), na
concentragcdo de 2,0 mg/mL. J4& as nanoparticulas puras e conjugadas foram misturadas ao
mesmo tampao, na propor¢do 1:1 (v/v).

Os ensaios para a avaliacdo da atividade hemaglutinante das amostras referentes as
microparticulas de carbono foram realizados em tubos de ensaio, em dilui¢oes seriadas e em
duplicata. Primeiramente, foram adicionados aos tubos 100,0 pL de solugdo tampao TRIS e,
em seguida, 100,0 pL das amostras dispersas em tampao TRIS. A dispersdo resultante foi dilu-
ida em série na proporgdo (1/2, 1/4, 1/8). Por fim, em cada tubo foram adicionados 100,0 pL
de eritrocitos de coelho tripsizinados.

Para as nanoparticulas de carbono, os ensaios foram realizados em microplacas de

96 pocos com fundo “U”, contendo 50,0 pL de tampao TRIS em cada pogo. As amostras (50,0
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pL) foram adicionadas aos pogos e diluidas em série na propor¢ao (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64), em duplicata. Em seguida, 50,0 pL de eritrocitos de coelho tripsinizados ou daqueles
sem tratamento enzimatico a 3% (v/v) foram acrescentados a cada diluicao.

Em procedimento baseado naquele apresentado por Moreira e Perrone (1977), apos
a adi¢@o dos eritrdcitos, os tubos e microplacas foram incubados, em repouso, por 30 min, em
estufa a 37 °C. Por fim, apds mais 30 min, em repouso, a temperatura ambiente, a aglutinacdo
foi observada macroscopicamente a olho nu e em lupa ou microscopio optico.

Com a finalidade de avaliar se o sitio de ligagdo da proteina a carboidratos € o res-
ponsavel pelo efeito de hemaglutinagdo foram realizados ensaios de inibi¢do da atividade he-
maglutinante pela incubag@o prévia das amostras pds-interagdo com o carboidrato de inibigao,
o agucar MaM, em estufa a 37 °C, por um periodo de 30 min. Em seguida, prosseguiu-se com
o ensaio de hemaglutinagcdo como descrito nesta secao.

Algumas amostras de nanoparticulas de carbono puras e apos interacdo com a lec-
tina ConBr foram submetidas a testes de inibi¢ao da atividade hemaglutinante por temperatura.
Considerando o fato de que a lectina perde sua conformac¢do natural (desnatura) quando sub-
metida a altas temperaturas e, desta forma, perde a capacidade de aglutinar eritrocitos, as amos-
tras dispersas em tampdo TRIS foram fervidas a 100 °C, durante 5 minutos, e, em seguida,
submetidas ao ensaio de hemaglutinacao, como descrito nesta segao.

Os resultados considerados para as analises foram aqueles relativos aos testes feitos

com as amostras nas menores dilui¢des.

3.5 Bioensaio com nauplios de Artemia salina para avaliacio preliminar da toxicidade das

nanoparticulas de carbono

A toxicidade das nanoparticulas de carbono obtidas a partir da Reacdo II (TABELA
2), antes e apds a purificacdo por dialise, foi avaliada através do ensaio de toxicidade contra
nauplios de Artemia salina, em procedimento baseado naquele apresentado por Meyer et al.
(1982).

Primeiramente, os cistos de Artemia salina foram postos para eclodir em agua do
mar artificial (1000 g de sal marinho + 28,5 L de 4gua doce), a temperatura ambiente, sob
luminosidade constante e aeracao, durante 48 h. Os cistos foram incubados em placas de Linbro
com 24 pocos. Em cada pogo foram inseridos 1,0 mL de agua do mar artificial. Em seguida,
nos primeiros pocos foram adicionados 1,0 mL da amostra a ser avaliada e o contetido destes

pogos foi diluido seriadamente. Por fim foram inseridos 10 exemplares de nauplios de Artemia
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salina e mais 1,0 mL de 4gua do mar artificial em cada pogo, de modo que as concentracdes
finais das amostras foram 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL. Os bioensaios foram realizados em
quintuplicatas.

Como controle negativo foram utilizados 10 exemplares de nauplios em 2,0 mL de
agua do mar artificial. O controle positivo diferiu do negativo pela adi¢do de hipoclorito de
sodio (NaClO) 1% (v/v).

Durante os experimentos, os nauplios foram alimentados com uma gota de suspen-
sdo de levedura seca (0,0030 g de levedura em 5,0 mL de dgua do mar artificial), adicionada a
cada pogo, incluindo controles.

Ap6s 24 h em contato com as amostras, 0 nimero de nauplios mortos em cada pogo
foi contado e foram realizadas analises de Microscopia Optica e SEM para verificar se as par-
ticulas foram realmente internalizadas pelos nauplios, através da averigua¢do do abddmen e

guelras dos nauplios, assim como proposto por Mesari€ et al. (2015).

3.6 Caracterizacoes fisico-quimicas das micro e nanoparticulas

3.6.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR foi utilizada para auxiliar no entendimento da estrutura e com-
posicao das amostras, através da analise dos espectros vibracionais obtidos por Refletancia To-
tal Atenuada (ATR). As medidas foram realizadas utilizando o espectrometro Vertex 70v, da
Bruker.

Para a obtenc@o dos espectros, as amostras foram maceradas em almofariz de agata
e dispostas sobre o acessorio Platinum ATR, dotado de um cristal de diamante de reflexdao
unica. Os espectros foram obtidos sob vacuo, na regido do infravermelho médio (4000 - 400

cm!), com resolugdo de 2 cm™! e 128 scans de acumulagio.

3.6.2 Analise Elementar CHNS

A quantificag@o dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre nas amos-
tras foi realizada através da técnica de CHNS, utilizando um analisador elementar da Fisons,
modelo EA 1108 CHNS-O.

As analises foram conduzidas com o forno aquecido a 1020 °C, sendo o gés He, sob

o fluxo de 120 mL/min, utilizado como gas de arraste.
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A preparacdo da amostra para a medida consistiu, apenas, em maceracdo em almo-
fariz de agata.
Os resultados obtidos foram utilizados para determinar o conteudo de oxigénio nas

amostras por meio da expressao [100% - (Wt%C+ wt%H + wt%N + wt%S)].

3.6.3 Microscopia Eletronica de Varredura (SEM)

As imagens SEM foram utilizadas para a aquisicdo de informagdes a respeito da
morfologia e da organizacdo das microparticulas de carbono antes e apds as interagdes com a
lectina ConBr. As imagens SEM foram obtidas utilizando o microscopio Quanta 450 FEG, da
FEIL Para as analises foram utilizadas voltagens entre 10 e 20 kV.

Todas as amostras analisadas foram maceradas em almofariz de agata e dispostas
sobre os porta-amostras (stubs) de aluminio de dois modos distintos: dispersas em agua ultra-
pura ou distribuidas secas sobre fita de carbono. Na primeira preparacao, (i) as microparticulas
de carbono foram dispersas com auxilio de ultrassom de banho, durante 3 min e (ii) as amostras
geradas apoés as interagdes com a lectina foram dispersas por agitacdo mecanica. Apds as pre-
paragdes descritas, as amostras foram gotejadas diretamente nos stubs e submetidas a secagem
em dessecador com silica. Ja na segunda preparagdo, a amostra macerada foi disposta direta-

mente sobre fita de carbono fixada ao stub e submetida ao processo de recobrimento com ouro.

3.6.4 Difratometria de raios-X (XRD)

A analise por XRD visou determinar a estrutura das microparticulas de carbono.
Para isso, a amostra foi submetida a medidas no difratometro D8 Advance, da Bruker, operando
com 40 mA de corrente e 40 kV de tensdo elétrica, utilizando radiagio CuKa (A = 1,5406 A) e
intervalo angular de 5 a 65° (260). O passo utilizado foi de 0,02° e o tempo de aquisi¢do de 1 s
em cada passo.

A preparacdo da amostra para a medida consistiu, apenas, em maceracdo em almo-

fariz de agata.

3.6.5 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)

As imagens TEM das amostras de microparticulas de carbono obtidas foram feitas

utilizando um microscopio Tecnai 20, da FEIL
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As amostras foram preparadas em grades de cobre de 3 mm de diametro e 300 mes#h,
cobertas com filme formvar (0,25% polivinil formal em dicloroetano) (SAWYER; GRUBB,
1987). As amostras de MPCs foram maceradas em almofariz de agata e dispersas em agua
ultrapura com auxilio de ultrassom de banho.

As NPCs foram observadas utilizando o microscopio JEM-2100, da JEOL.

Sem preparacdo prévia adicional, as amostras foram depositadas em grades de co-
bre, de 400 mesh, recobertas com filme de collodion (solugdo de 0,5% de nitrocelulose em

acetato de amila) (SAWYER; GRUBB, 1987).

3.6.6 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Informagdes sobre a morfologia e topografia das amostras de nanoparticulas de car-
bono puras e conjugadas também foram obtidas por meio de imagens AFM. Os equipamentos
Nanoscope Multimode Illa, da Digital Instruments - Veeco, e MFP — 3D — Bio, da Asylum,
foram utilizados para a obtencdo das imagens das amostras dispostas sobre mica.

As imagens foram obtidas utilizando ponta de silicio coberta por aluminio, de raio
28 + 10 nm, no modo contato intermitente (tapping).

A preparacdo das amostras consistiu em dilui¢do em agua ultrapura ou tampao
MES, em diferentes propor¢des, conforme a necessidade. As amostras puras diluidas foram
sonicadas, em ultrassom de banho, por 5 min, na tentativa de desfazer possiveis agregados.

Ap6s a preparacdo, as amostras foram gotejadas sobre mica, utilizando pipeta au-
tomatica, e homogeneizadas sobre este substrato, com auxilio de spin coater. Apds secagem a

temperatura ambiente, as amostras foram analisadas.

3.6.7 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Espalhamento de Luz Eletroforético (ELS)

O diametro hidrodinamico e o potencial zeta, informagdes imprescindiveis para a
otimizagdo dos parametros de sintese, os estudos de estabilidade das nanoparticulas e para au-
xiliar no entendimento e elucidag@o das possiveis interagdes entre os materiais carbonaceos € a
lectina ConBr, foram obtidas por DLS e ELS, respectivamente, utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS, da Malvern, com laser de He-Ne com comprimento de onda de 633 nm.

Para os estudos em que foram analisadas medidas de didmetro hidrodindmico e po-

tencial zeta, utilizou-se cubetas de policarbonato, dotadas de eletrodos de ouro revestidos com
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berilio/cobre (DTS 1060, Malvern). Para os estudos em que apenas medidas de didmetro hidro-
dindmico foram consideradas, utilizou-se cubetas de poliestireno (DTS 0012, Malvern).

Para as medidas, (i) amostras solidas foram maceradas em almofariz de 4gata e
dispersas em agua ultrapura ou tampao MES e (ii) amostras coloidais foram analisadas sem

nenhuma preparagdo prévia, apenas diluidas quando necessario.

3.6.8 Espectroscopia de Absorcdo na regido do Ultravioleta/Visivel (UV/Vis)

As medidas de UV/Vis tiveram como objetivo a obtengdo de informagdes comple-
mentares sobre a estrutura das amostras ¢ o acompanhamento dos procedimentos de dialise. O
equipamento utilizado foi o espectrofotdometro Specord 250, da Analitik Jena.

Para as medidas, as amostras foram inseridas em cubetas de quartzo com 1 cm de
caminho optico. As medidas de absor¢ao foram realizadas entre 200 a 800 nm, em intervalos
de 1 ou 5 nm e velocidade de 5 nm/s.

A preparagdo das amostras consistiu, apenas, em dilui-las em seu respectivo sol-

vente, conforme a necessidade.

3.6.9 Espectroscopia de Fotoluminescéncia (PL)

A fotoluminescéncia das nanoparticulas de carbono foi investigada por meio da ob-
tencdo de espectros de emissdo, obtidos utilizando o espectrofluorimetro QM40, da Photon
Technology International.

Para as medidas, as amostras foram inseridas em cubeta de quartzo com 1 cm de
caminho optico. Os comprimentos de onda de excitagdo utilizados foram 285, 335, 365, 385,
435 ¢ 485 nm. A varredura foi realizada com passo de 1 nm e 0,5 s de acumulagdo. A largura
da fenda para a entrada da radiagdo de excitacdo era de 100 pm e daquela para a saida da radi-
acdo emitida pelas amostras era de 100 um ou 500 pum.

A preparagdo das amostras consistiu em diluidas em 4gua ultrapura (em diferentes

proporgdes).

3.6.10 Microscopia Optica

As imagens de Microscopia Optica obtidas para avaliar a aglutinagio dos eritrocitos
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foram obtidas utilizando o microscopio Eclipse 80i (para interagdes da lectina com MPCs) e o
microscopio estereoscopio SMZ800 (para interagdes da lectina com NPCs), ambos da Nikon.

Aliquotas dos ensaios de atividade e inibi¢do da atividade hemaglutinante da lectina
apos interacdo com MPCs foram analisadas apds serem dispostas sobre laminas de vidro e pre-
paradas pela técnica de esfregaco.

Para os ensaios com NPCs foram obtidas imagens aumentadas dos pogos das mi-
croplacas onde os ensaios de atividade e inibi¢do da atividade hemaglutinante da lectina foram
realizados, utilizando o estereoscopio. As imagens foram feitas antes e apos agitagdo da sus-
pensdo tampdo + amostra + eritrocitos, de modo a verificar a formagao, ou ndo, de malhas ¢

coagulos.

3.6.11 Microscopia de Varredura Laser Confocal

Imagens de emissdo de fluorescéncia da amostra MPCs+ConBr-FITC foram obti-
das em um equipamento LSM 710, da Zeiss, dotado de laser de Argonio (488 nm).

As emissdes foram capturadas no intervalo de 493 a 610 nm.

Como a amostra ja estava dispersa em tampao MES 0,10 mol/L (pH 5,47), esta foi,
apenas, gotejada sobre lamina de vidro. A ConBr-FITC e as MPCs puras dispersas em tampao
MES 0,10 mol/L (pH 5,47) foram utilizadas como controles positivo e negativo para fluores-
céncia, respectivamente. O referido tampao também foi utilizado como controle negativo. Os
controles também foram gotejados sobre laminas de vidro e, ap6s secagem em dessecador com

silica, as amostras foram analisadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microparticulas de carbono

4.1.1 Propriedades fisico-quimicas

Como mencionado no capitulo anterior e especificado na Tabela 2, microparticulas
de carbono (MPCs) foram obtidas a partir da carbonizacdo hidrotérmica da glicose, utilizando
trés diferentes tempos reacionais, 12, 24 e 48 h. A escolha do melhor tempo de reagdo, inicial-
mente, seria realizada através da verificacdo da influéncia deste parametro sobre a massa final
obtida e a formacdo de grupos acidos carboxilicos na superficie das particulas. Tais grupos
funcionais, essenciais para promover ligacdes amida com proteinas, foram verificados na es-
trutura das microparticulas através dos espectros FTIR.

No Grafico 2, observa-se que os espectros apresentam perfis semelhantes e sdo do-
tados de uma banda intensa situada em torno de 1700 cm™! (indicada pela seta), a qual corres-

ponde, principalmente, aos estiramentos de carbonila de 4cidos carboxilicos (C=0).

Grafico 2 - Espectros FTIR de microparticulas de carbono obtidas utilizando 4,0000 gramas de
glicose para carbonizacdo hidrotérmica a 180 °C, em diferentes tempos reacionais (a) 12 h; (b)
24 he(c)48 h.
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Fonte: elaborado pela autora.

Quanto a massa final das MPCs ap6s cada uma das reagdes verificou-se aumento

de, aproximadamente, 0,5000 g na quantidade em fun¢do do aumento do tempo de reacdo. Com
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os tempos reacionais de 12, 24 e 48 h recuperou-se em torno de 0,5000, 1,0000 ¢ 1,5000 g de
MPCs, respectivamente.

Desta forma, considerando o tempo da preparacdo (com base nos espectros FTIR)
e amassa final das MPCs, o tempo de reac@o de 24 h foi escolhido para os estudos subsequentes,
uma vez que se pode considerar este tempo de reacdo como moderado e a quantidade gerada de
material sélido suficiente para os estudos pretendidos.

As imagens SEM e TEM, mostradas na Figura 16, revelam que o material sinteti-
zado ¢ constituido por particulas com morfologias esféricas e quasi-esféricas, distribuidas ale-
atoriamente em aglomerados ou coalescidas. A superficie das particulas mostra-se lisa, para os
aumentos estudados, isto €, ndo apresenta nanoparticulas aderidas ou revestimentos. O contraste
homogéneo verificado nas imagens TEM (FIGURAS 16d, 16¢), indica que as particulas sdo

densas.

Figura 16 - Imagens SEM (a, b, ¢c) e TEM (d, e) para as microparticulas de carbono geradas
pela carbonizacdo hidrotérmica de 4,0000 de glicose por 24 ha 180 °C.

200 nm
—

Fonte: elaborada pela autora.
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Na Figura 17a, os histogramas construidos a partir das analises DLS, considerando
a distribuicao de didmetro hidrodindmico por porcentagem em numero de particulas, mostram
que as MPCs possuem didmetros variando entre 220,0 nm e 2,3 um. Os histogramas em ver-
melho e em padrio listrado, referem-se as MPCs dispersas em agua ultrapura e em solugdo
tampao MES 0,10 mol/L pH 5,56, respectivamente, ambas na concentra¢do de 1,0 mg/mL.

O diametro das particulas também foi estimado através da imagem SEM mostrada
na Figura 17b. Verifica-se que as particulas apresentam didmetros variados, sendo mais abun-
dantes aquelas dotadas de diametros menores que 1,0 um. Microparticulas com diametros su-

periores a 1,0 um também sdo observadas, porém, surgem em numero bastante reduzido em

relagdo as menores.

Figura 17 - Estimativas dos diametros das MPCs (a) por DLS ¢ (b) por imagem SEM. Carbo-
nizac¢do hidrotérmica realizada com 4,0000 g de glicose a 180 °C por 24 h.
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Fonte: elaborada pela autora.

Como mostrado na Tabela 3, as distribuigdes de didmetro hidrodinamico por inten-
sidade de espalhamento de luz das MPCs em agua ultrapura e em tampao de MES apresentam
valor médio de 981,2 nm e 950,6 nm, respectivamente. Os indices de polidispersividade (PdI)
obtidos para as MPCs nas duas dispersoes sdo bastante proximos e indicam uma distribui¢do
de didmetros razoavelmente estreita.

Na Tabela 3 também estdo dispostos os valores de potencial zeta das MPCs disper-
sas em agua deionizada e em tampao MES pH 5,56. Em ambos os meios, as MPCs apresentam

potencial zeta negativo. Tais resultados indicam que a superficie das MPCs ¢ dotada de grupos

funcionais negativamente carregados.
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Tabela 3 - Resultados obtidos através de analises por DLS (didmetro hidrodinamico médio e
PdI) e por ELS (potencial zeta) das MPCs provenientes da carbonizagao hidrotérmica de 4,0000
g de glicose a 180 °C por 24 h.

Amostra Diametro Hidrodinamico PdI Potencial
Médio (nm) Zeta (mV)
MPCs em agua ultrapura (1 mg/mL)
pH entre 6,00 ¢ 7,00 981,2 0,161 -40,4
MPCs em solugdo tampdo MES 950.6 0.159 495

0,1 mol/L pH 5,56 (1 mg/mL)

Fonte: elaborada pela autora.

A analise da composicdo quimica elementar CHNS (TABELA 4), revela que as
microparticulas possuem carbono (C) e hidrogénio (H) em sua composi¢do, como esperado.
Considerando as porcentagens em massa calculadas para os elementos constituintes da molé-
cula de glicose, verifica-se que no carbono hidrotérmico estes elementos apresentam-se em
proporgdes relativas diferentes. Observa-se aumento no teor de C, de 40,00 % para 65,01%,
reducdo do teor de H, de 6,71% para 4,51 % e, por conseguinte, de O, de 53,28% para 30,48%
(o teor de oxigénio foi calculado pela diferenca entre a massa total e aquelas obtidas experi-

mentalmente para o carbono e o hidrogénio).

Tabela 4 - Teores de carbono (C), hidrogénio (H) e oxigénio (O) das MPCs e da glicose. Car-
boniza¢io hidrotérmica realizada com 4,0000 g de glicose a 180 “C por 24 h.

Amostra | C[wt%] | H[wt%] | O[wt%] | H/CP | 0O/CP
Glicose 40,00(! 6,71 53,28l 2,00 1,00
MPCs 65,01 4,51 30,482l 0,76 0,33
Fonte: elaborada pela autora. [a] Valores calculados. [b] Razdo molar.

As razdes molares H/C e O/C calculadas para as MPCs também apresentam signi-
ficativa reducdo em relagdo aquelas calculadas para o seu precursor. Tais eventos sugerem,
principalmente, a ocorréncia de reacdes de desidratacdo da glicose, que resultam na formagao
de compostos furdnicos, como, por exemplo, o hidroximetilfurfural (HMF), a partir dos quais
¢ gerado o material carbonaceo apods processos de polimerizagdo e de desidratagdo intermole-
cular das cadeias polifurdnicas formadas (HU et al, 2010; PATRINOIU et al., 2015; SE-
VILLA; FUERTES, 2009a; TITIRICI; ANTONIETTI; BACCILE, 2008).

Contudo, as razdes molares O/C (0,33) e H/C (0,76) revelam a ocorréncia de pro-
cessos paralelos a desidratacdo, uma vez que a proporcao de reducdo ndo foi exatamente 1:2,
respectivamente. Assim, estes resultados também sugerem a ocorréncia de desoxigenacdo da

molécula de glicose ou dos intermediarios de sua decomposicdo durante a HTC.
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Quanto ao aumento da porcentagem em peso de carbono em relacao aquela do pre-
cursor e aquelas do H e do O, Sevilla e Fuertes (2009b) afirmam que este resultado sugere que
a estrutura final das MPCs possui alto grau de condensacdo de aromaticos. Tal fato pode ser
entendido, também, como uma consequéncia da desidratacdo da glicose, que conduz a quebra
das ligacdes C-H e O-H periféricas a cadeia principal da glicose (anel glicosidico) e, assim, a
formagao de ligagoes insaturadas. Desta forma, utilizando os dados obtidos na analise de CHNS
das MPCs ¢ considerando apenas a ocorréncia da reagdo de desidratagdo da glicose, pode-se

sugerir uma composicao para o carbono hidrotérmico final através da equagao:
A
CsH1206(s) = 2 C3H2O) +4 H20q,

onde as razdes molares entre C/O e H/O foram aproximadas de 2,98 para 3 e de 2,26 para 2, de
modo a permitir a elaboracdo da féormula minima para as MPCs.

No Grafico 3 sdo mostrados os espectros FTIR referentes a glicose e as MPCs. Em
geral, observa-se que o perfil espectral das MPCs difere daquele da glicose. Para as MPCs na
regido entre 1800 e 1500 cm!, sdo verificadas bandas caracteristicas dos estiramentos C=0 e
C=C. Nota-se, ainda, alargamento e alteracdo do perfil de linha da banda referente aos estira-
mentos O-H, entre 3600 e 3000 cm™'. Mudangas drésticas também sdo observadas no perfil de
linha das bandas atribuidas aos estiramentos C-H, entre 3000 e 2700 cm!, e para os modos
vibracionais na regido de mais baixo niimero de onda (1500 a 400 cm™), correspondentes a
estiramentos e deformacdes no plano e fora do plano das ligagoes C-H, C-O, O-H, C-O-C, C-
O-H e C-C (PATNAIK, 2004; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; QI et al., 2016; SEVILLA;
FUERTES, 2009a; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; WANG et al., 2012; YU et
al.,2012).

A banda larga e intensa centrada em 3396 cm™!, atribuida aos estiramentos O-H das
MPCs, indicam a presenga de hidroxilas de distintas naturezas (agua, alcoois, fendis e acidos
carboxilicos). Ao contrario do observado para as MPCs, o espectro FTIR da glicose apresenta
a banda atribuida aos estiramentos O-H mais estreita devido as vibra¢des das hidroxilas ligadas
ao anel glicosidico da estrutura do carboidrato (PATNAIK, 2004; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ,
2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

Observam-se no espectro FTIR da glicose varias bandas na regido entre 3000 e 2800
cm’! dotadas de intensidade média e mais definidas que aquelas observadas no espectro das
MPCs. Tal perfil reflete as ligagdes dos grupos CH e CH livres na estrutura da glicose
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). Para as MPCs s3o observadas apenas duas
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bandas de baixa intensidade, centradas em 2973 € 2931 ¢cm!, que podem ser atribuidas a esti-
ramentos assimétricos dos grupos CH, e CH3 (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERS-
TEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; YU et al., 2012). As bandas referentes aos estiramentos
simétricos destes grupos ndo sdo visualizadas no espectro, podendo ter sido sobrepostas devido
a baixa intensidade. A mudanca de perfil espectral nesta regido, combinada ao surgimento das
bandas referentes as ligagdes C=C corroboram a ocorréncia da reagdo de desidratacdo da gli-
cose, que reduz as ligacdes C-H existentes, contribuindo para a nucleacdo de cadeias carbonicas

insaturadas e aromaticas que formam a estrutura das MPCs.

Grafico 3 - Espectros FTIR (a) da glicose e (b) das MPCs, com algumas atribuigdes tentativa
em destaque. Carbonizacao hidrotérmica realizada com 4,0000 g de glicose a 180 °C por 24 h.
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Fonte: elaborado pela autora.

A deconvolugio das bandas localizadas entre 1800 ¢ 1500 cm™! (GRAFICO 4, TA-
BELA 5) revela que a banda correspondente aos estiramentos C=0 possui contribuigdes que
podem ser atribuidas a carbonilas de fungdes ésteres, lactonas, cetonas, quinonas, acidos car-
boxilicos e carboxilatos (GENG et al., 2009; PATNAIK, 2004; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ,
2001; SEVILLA; FUERTES, 2009a; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; WANG et
al.,2012). A existéncia de ésteres e cetonas na estrutura das MPCs provenientes de glicose foi
confirmada por analises de XPS (YU et al, 2012) ¢ NMR (TITIRICI; ANTONIETTI;
BACCILE, 2008), respectivamente.
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Grafico 4 - Deconvolugdo das bandas na regido 1800-1500 cm™! do espectro FTIR das MPCs.
Carbonizagdo hidrotérmica realizada com 4,0000 g de glicose a 180 °C por 24 h.

+ MPCs
—— Fitting
Picos da deconvolu¢io

T

: —— e
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500
Nimero de onda (cm'l)

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 5 - Discriminagdo e atribui¢des tentativas das bandas obtidas na deconvolugdo da regido
1800-1500 cm™! do espectro FTIR das MPCs.

Centro (cm™) | Atribuicio tentativa
1747 C=0 em ésteres, lactonas, cetonas,
1709 C=0 em acidos carboxilicos
1679 C=0 em acidos carboxilicos, quinonas
1607 C=C em alcenos e/ou aromaticos
1566 C=0 em ions carboxilatos
1511 C=C em anéis aromaticos

Fonte: elaborada pela autora.

As componentes da deconvolu¢do em 1709 e 1679 cm’!, aliadas a banda larga e
intensa dos estiramentos O-H e a banda de deformacgdo C-O, centrada em 1298 cm!, caracteri-
zam a existéncia de fung¢des acidos carboxilicos e confirmam sua abundancia na estrutura das
MPCs (PATNAIK, 2004; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2006).

As componentes de deconvolugio centradas em 1607 e 1511 cm™! sdo atribuidas
aos estiramentos C=C (GENG et al., 2009; PATNAIK, 2004; SEVILLA; FUERTES, 2009a;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; WANG et al., 2012). Adicionalmente, aquela
centrada em 1566 cm™! pode ser atribuida aos estiramentos simétricos C=0 em fons carboxilato

(PATNAIK, 2004; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).
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O difratograma de raios-X obtido para as MPCs (GRAFICO 5) apresenta um tnico
pico, centrado em 22,6° (28) posicdo referente a reflexdo entre os planos (002) na estrutura do
grafite. Entretanto, a ampla largura do pico ¢ caracteristica de perfis de difracdo referentes a
estruturas de natureza amorfa. Desta forma, tais consideracdes revelam que a estrutura das
MPCs possui baixo ordenamento (LI ez al., 2012a; SHEN et al., 2013; YU et al., 2012; ZHANG
etal., 2010).

Grafico 5 - Difratograma de raios-X obtido para as MPCs provenientes de glicose. Reagdo de
carbonizagdo hidrotérmica realizada com 4,0000 g de glicose a 180 °C por 24 h.
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Fonte: elaborado pela autora.

Desta forma, a carbonizacdo hidrotérmica de glicose a 180 °C por 24 h realizada
nesta Tese deu origem a um material carbonaceo solido constituido por particulas esféricas
livres e interconectadas ou coalescidas (quasi-esferas), dotadas de diametros variando, entre 0,2
e 4,0 pm — considerando os resultados de DLS e calculados através da imagem SEM. Tais
particulas possuem estrutura amorfa, constituidas por atomos de C, H e O em cadeias altamente
condensadas e insaturadas.

O espectro FTIR sugere que o carbono preparado ¢ dotado de grupos funcionais
oxigenados, dentre os quais o grupo acido carboxilico. A hipotese de que este grupo ¢ abundante
na superficie das particulas ¢ sustentada pelo alto valor negativo obtido para o potencial zeta
do material. Tal caracteristica das particulas foi determinante para a escolha das metodologias
de imobilizacdo empregadas nesta Tese, uma vez que o processo de amidacao (estratégia cova-

lente) baseia-se na conversao dos ions carboxilato em ésteres ativos para ligacdo covalente com
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as fungdes amina da lectina e o processo de adsorgdo (estratégia ndo covalente) promove a
atracdo eletrostatica entre a carga negativa destes ions e dos ions NH3"™ na estrutura da lectina

ConBr.

4.2 Sistemas microparticulas de carbono — lectina ConBr

4.2.1 Propriedades fisico-quimicas

Conforme descrito na secdo 3.4, foram utilizadas duas estratégias para a interagdo
das microparticulas de carbono hidrotérmico com a lectina ConBr: ndo-covalente e covalente.
As amostras geradas através destas metodologias de interacdo foram denominadas
MPCs+ConBr e MPCs-ConBr, respectivamente.

A partir das imagens SEM, mostradas na Figura 18, observa-se que as MPCs man-
tém sua morfologia e organiza¢do dentro dos aglomerados apos serem submetidas as metodo-
logias de imobilizagdo covalente e ndo covalente com a lectina, embora para a primeira estra-
tégia as amostras de MPCs tenham sido submetidas a procedimentos mais drasticos (sonicagdo,

agitacdo, centrifugacgao, esterificacdo e variagdes de pH).

Figura 18 - Imagens SEM dos sistemas (a, b) MPCs-ConBr ¢ (¢, d) MPCs+ConBr.
@ . e ¥

Fonte: elaborada pela autora.
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Na Figura 18c verificam-se espécimes com morfologia bastante diferente das
MPCs, com formato aproximado de cubos, os quais sdo sugeridos ser cristais do tampao MES,
utilizado na lavagem final dos conjugados, formados devido ao procedimento de secagem.

A presenga da lectina nos sistemas gerados ¢ confirmada pela analise elementar. De
acordo com os dados descritos na Tabela 6, as amostras MPCs-ConBr e MPCs+ConBr possuem
nitrogénio (N) e enxofre (S), além de C, H e O, em sua composi¢do. As razdes molares N/S
calculadas, utilizando as formulas quimicas da lectina ConBr (C1140H1765N3050360S2) € do tam-
pao MES (C¢H13NO4S), permitem sugerir que o N presente nas amostras finais ndo € proveni-
ente apenas do tampao MES, cristalizado na superficie ou entre as MPCs, como indicado pelas

setas na Figura 18c.

Tabela 6 - Analise quimica elementar CHNS das particulas de carbono, da lectina ConBr, do
tampao MES e dos sistemas MPCs-ConBr e MPCs+ConBr.

C H (0] N S
Amostra [Wt%] [Wt%] [Wt%] [Wt%] [Wt%] /St
MPCs 65,01 4,51 30,488l 0 0 -
ConBr 53,558l 6,968 22,53lal 16,7118l 0,258l 152,95
MES 36,91(8 6,71[8l 32,78lal 7,1718] 16,4212 1,00
MPCs-ConBr 59,68 5,27 30,07 3,58 1,40 5,80
MPCs+ConBr 59,64 4,98 30,03 3,95 1,40 6,41
Fonte: elaborada pela autora. [a] Valores calculados. [b] Razdo molar

Os valores encontrados para as razdes molares N/S referentes as amostras MPCs-
ConBr ¢ MPCs+ConBr sdo superiores aquele correspondente ao tampdo MES, o que sugere
que o excedente de N em relag@o a S € proveniente da lectina imobilizada. Desta forma, embora
baixas as porcentagens de N e S, as razdes molares sugerem que ambas as metodologias per-
mitem a imobilizagdo da lectina nas MPCs. Além disso, o fato de que as porcentagens de N e
S para os sistemas gerados apresentam valores muito proximos ¢€ indicativo de que, como ambos
os procedimentos utilizam os mesmos sitios de conjugacdo nas MPCs (grupos acidos carboxi-
licos), quantidades semelhantes da lectina podem ter sido imobilizadas. Tal suposi¢do também
¢ suportada pelo fato de que o uso de maior concentragdo da lectina no processo de adsor¢do
(0,60 mg/mL), em relacdo a amidacdo (0,10 mg/mL), ndo apresentou influéncia significativa
sobre este resultado.

Analises dos espectros FTIR da ConBr, das MPCs, do MES e dos sistemas conju-
gados MPCs-ConBr e MPCs+ConBr (FIGURAS 19, 20, TABELA 7), corroboram os resulta-

dos da analise elementar CHNS, também indicando que a lectina estd imobilizada nas amostras
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geradas por ambos os processos de imobilizagao.

Figura 19 — (a) Espectros FTIR da (ai) lectina ConBr; (aii) MPCs; (aiii) tampdo MES, (aiv)
MPCs-ConBr e (av) MPCs+ConBr. (b) A regido contornada pelo tracejado vermelho em (a) é
destacada e aumentada para melhor visualizagdo das bandas na regido de 1800-1480 cm™'.

() (b)
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Fonte: elaborada pela autora.

Figura 20 - Deconvolugdo das bandas na regido entre 1780-1480 cm™! dos espectros FTIR das
amostras (a) MPCs; (b) ConBr; (¢) MPCs-ConBr e (d) MPCs+ConBr.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 7 - Atribuigdes tentativa para as componentes calculadas nas deconvolu¢des mostradas
na Figura 20c e na Figura 20d.

MPCs-ConBr | MPCs+ConBr | Atribuicdes A s
. Referéncias
Centro (cm™!) | Centro (cm™) tentativa
C=0 em Patnaik (2004);
ésteres; Sevilla e Fuertes (2009a);
L720 110 lactonas; Silverstein, Webster e Kiemle (2006);
cetonas. Wang et al. (2012)
Patnaik (2004);
1705 1707 C=0 em acidos Sevilla e Fuertes (2009a);
carboxilicos Silverstein, Webster e Kiemle (2006);
Wang et al. (2012)
ngbf)“;iiccfsos Geng et al. (2009);
1673 1676 ol Patnaik (2004);
. ’ Pavia, Lampman e Kriz (2001)
quinonas.
C=0 em
amidas Barth (2007);
1624 1632 secundarias. Silverstein, Webster e Kiemle (2006)
N-H em NH3*
C=0 em ions
i 1617 carboxilato. Patnaik (2004);
N-H em Silverstein, Webster e Kiemle (2006)
NH;*; NH>".
C=0 em
ions
carboxilato. .
Patnaik (2004);
1548 1550 N-HeC-Nem oo tein, Webster e Kiemle (2006)
amidas
secundarias.
N-H em NH3*
B - Patnaik (2004);
= cIm ancis Sevilla e Fuertes (2009a);
= LY aromaticos, Silverstein, Webster e Kiemle (2006);
N-H em NH3". ’ ’

Wang et al. (2012)

Fonte: elaborada pela autora.

No espectro FITR da ConBr (FIGURA 19ai) sdo observadas bandas intensas com
maximos em 3329, 1630 e 1517 cm’!, caracteristicas de estiramentos N-H e C=0 e deformagdes
N-H em amidas, respectivamente (BARTH, 2007; KONG; YU, 2007; PATNAIK, 2004).

E sabido que, para proteinas, a banda localizada na regido entre 1700 ¢ 1600 cm'!
tem 80% da intensidade atribuida ao estiramento da carbonila enquanto os 20% restantes sdo
atribuidos as vibracdes C-N, C-C-N e N-H. Além disso, esta banda ¢ muito sensivel as altera-
¢Oes na estrutura secundaria da proteina, sendo resultante de vibragdes provenientes de cadeias

de aminodacidos principais (ligagdes peptidicas) e laterais (BARTH, 2007; KONG; YU, 2007;
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LOPEZ-LORENTE; MIZAIKOFF, 2016).

Na Figura 20b, a deconvolugdo das bandas na regido entre 1800 e 1480 cm™! para o
espectro FTIR da proteina permite estimar componentes centradas em 1689 e 1610 cm™. Tais
bandas podem ser atribuidas aos estiramentos simétrico e assimétrico de CN3Hs* em arginina
(BARTH, 2007). Além disso, a componente centrada em 1629 cm™' pode reunir contribui¢des
de estiramento C=0O em amidas e estiramento assimétrico N-H em NH3" da lisina. Ja a compo-
nente em 1538 cm™!' pode se referir ao estiramento simétrico de N-H em NHs* da lisina
(BARTH, 2007). Na estrutura da ConBr, a lisina e a arginina estdo presentes nas cadeias laterais
e, desta forma, potencialmente disponiveis para interagdo com os carboxilatos presentes na su-
perficie das MPCs por interacdo eletrostatica.

O espectro FTIR do MES nao solubilizado (FIGURA 19aiii) também foi investi-
gado de modo a verificar sua interferéncia nos espectros das amostras conjugadas, uma vez que
o procedimento final de lavagem destas amostras € realizado com solucdo tampdo de MES.
Observa-se que o espectro possui muitas bandas intensas na regido de baixos numeros de onda
(entre 1500 e 400 cm™). Entretanto, na regido entre 1800 e 1600 cm™!, pode-se observar duas
bandas de baixa intensidade em 1656 e 1638 cm™'. Tal perfil espectral possibilita utilizar esta
regido para analise dos espectros das amostras conjugadas, obtidas apos interacdo das MPCs
com a lectina ConBr, tendo em vista a pouca influéncia do espectro do tampao na referida
regiao.

Os espectros FTIR das amostras MPCs-ConBr (FIGURA 19aiv) e MPCs+ConBr
(FIGURA 19av) apresentam perfis de linha semelhantes entre si e razoavelmente diferentes
daquele observado para as MPCs (FIGURA 19aii).

A linha tracejada vermelha na Figura 19a, destaca o deslocamento no maximo de
intensidade da banda larga entre 3690 e 3000 cm™!' [de 3406 para 3383 cm™' (MPCs-ConBr) e
para 3366 cm™! (MPCs+ConBr)], em comparagdo com a mesma regido no espectro das MPCs
(FIGURAS 19aii, 19aiv, 19av). Este deslocamento indica que nos espectros das amostras con-
jugadas ha sobreposicao das bandas correspondentes as vibragdes O-H na ConBr, MPCs ¢ MES
e N-H na ConBr. Além da contribui¢@o nesta banda, o tampao MES contribui para os espectros
das amostras conjugadas na regido de baixo numero de onda (entre 1400 e 400 cm™), onde é
possivel distinguir bandas caracteristicas do tampao nos espectros das amostras.

Na regido entre 1800 e 1480 cm™!, mudangas mais importantes sdo observadas, den-
tre estas, a alteragdo das intensidades relativas das bandas em 1700 e 1610 cm’!, sendo que
nestes sistemas a primeira tem menor intensidade que a segunda. Tais diferengas nos perfis

espectrais, tornam-se mais evidentes com a expansdo desta regido, mostrada na Figura 19D,
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onde as linhas verticais tracejadas possibilitam verificar que os espectros das amostras MPCs-
ConBr e MPCS+ConBr sdo uma combinagdo dos espectros correspondentes a ConBr (FIGURA
19ai) e as MPCs (FIGURA 19aii).

Primeiramente ¢ possivel observar na Figura 19b, nos espectros das amostras con-
jugadas, uma banda correspondente a vibragdo da carbonila em acidos carboxilicos, semelhante
a identificada no espectro das MPCs. A diferenga no perfil de linha das referidas bandas sugere
que a intera¢do com a lectina ocorreu por meio destes grupos funcionais.

A regido espectral entre 1645 ¢ 1580 cm™! seria composta pelas bandas centradas
em 1630 cm™!, proveniente do espectro da ConBr, e por aquela centrada em 1609 cm’!, verifi-
cada no espectro das MPCs. A banda com méaximo em 1516 cm™! seria correspondente aquela
observada em 1509 cm! no espectro das MPCs, com alguma contribui¢do da banda centrada
em 1517 cm™! no espectro da ConBr.

As setas destacam elevagdes dos perfis de linha em relagcdo as mesmas regides no
espectro das MPCs, as quais sdo indicativas de sobreposicao de bandas presentes nos espectros
da ConBr e das MPCs. Desta forma, para analise mais detalhada, também foram feitas decon-
volucdes das bandas dos espectros das amostras conjugadas localizadas nesta regido (1800 a
1480 cm™). Os resultados sdo mostrados nas Figuras 20c € 20d € Tabela 7.

As elevagoes indicadas pelas setas apontadas para baixo sdo sugeridas resultar da
combinagdo das componentes centradas em 1673 e 1624 cm™!, verificadas na deconvolugio do
espectro da MPCs-ConBr, € em 1676, 1632 € 1617 ¢cm™!, da deconvolugdo do espectro de
MPCs+ConBr. Por outro lado, as elevagdes indicadas pelas setas apontadas para cima podem
resultar das componentes em 1624 e 1548 cm™ ¢ 1550 cm™!, no espectro de MPCs-ConBr e
MPCs+ConBr, respectivamente. As componentes em 1673 (MPCs-ConBr) ¢ 1676 c¢m™!
(MPCs+ConBr) correspondem aquela centrada em 1679 cm!, estimada na deconvolugdo das
MPCs (FIGURA 20a). Verifica-se, entdo, deslocamento para menores niimeros de onda das
componentes das deconvolugdes dos espectros das amostras conjugadas em relagdo aquela cor-
respondente na deconvolucio do espectro das MPCs. No caso da amostra resultante da amida-
¢d0, a componente em 1705 cm™! (FIGURA 20c) também apresenta significativo deslocamento
para menores niumeros de onda em relagdo a componente em 1709 cm™! observada na deconvo-
lucdo das MPCs (FIGURA 20a). Tais eventos reforcam a hipotese da interagdo da lectina com
a superficie das MPCs ocorrem via grupos acidos carboxilicos em ambas as metodologias.

A componente em 1632 c¢m™ na deconvolugdo do espectro FTIR da amostra
MPCs+ConBr (FIGURA 20d) corresponde aquela centrada em 1629 cm™! da deconvolugdo es-

pectral da ConBr (FIGURA 20b). Para a amostra proveniente da conjugacao por amidagdo, a
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componente correspondente a esta ultima ndo aparece explicitamente na deconvolugdo. Entre-
tanto, € possivel que a contribuicdo desta componente proveniente do espectro da ConBr esteja
implicita na componente larga e intensa centrada em 1624 cm’!. Além disso, a componente
larga da deconvolugdo centrada 1617 cm™! (Figura 25d), provavelmente, possui contribuigdes
das componentes centradas em 1607 cm!, da deconvolugio dos espectros das MPCs (FIGURA
20a), e aquela centrada em 1610 cm™!, da deconvolugdo do espectro da ConBr (FIGURA 20b).
As componentes largas em 1548 (FIGURA 20c¢) e 1550 (FIGURA 20d) cm! sdo possivelmente
formadas pela contribui¢do das componentes em 1566 cm-1 na deconvolug@o do espectro das
MPCs, e em 1555 ¢ 1538 cm™! na deconvolugio espectral da ConBr.

E importante destacar que as componentes em 1624 e 1548 cm™! da deconvolugio
do espectro da amostra MPCs-ConBr (FIGURA 20c¢) € em 1632, 1617 € 1550 cm™! (FIGURA
20d) da deconvolugdo do espectro da amostra MPC+ConBr estio localizadas no intervalo de
vibracdo de deformagdes angulares simétricas e assimétricas de N-H em sais de amina primaria
(-NH3") e secundaria (NH2") ¢ também de estiramentos C=0 em ions carboxilato (PATNAIK,
2004; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). Tais atribui¢des sugerem que a interagao
da lectina com as MPCs possa ter ocorrido por interacao eletrostatica independente da metodo-
logia utilizada.

Embora a imobilizagdo da ConBr nas MPCs, em ambas as metodologias, pudesse
envolver a ligagdo/interacdo dos grupos acidos carboxilicos do carbono hidrotérmico com as
aminas da proteina, a ocorréncia de outros tipos de interagcdo ndo deve ser descartada (MU et
al., 2014; PUDDU; PERRY, 2012).

As MPC:s utilizadas nesta Tese foram obtidas ap6ds 24 h de carbonizagao hidrotér-
mica e, como descrito na introdugdo, este processo gera materiais carbonaceos através de pro-
cessos em cascata, sendo o mais importante deles a desidratacdo (FALCO et al., 2011; HU et
al., 2010; LI; WANG; SHAHBAZI, 2015; SEVILLA; FUERTES, 2009a; TITIRICI; ANTO-
NIETTI; BACCILE, 2008; YU et al., 2012). Assim, o tempo de reagdo influencia na quantidade
de grupos oxigenados presente na superficie das MPCs, tal que quanto maior o tempo de reagao,
mais grupos oxigenados sdo perdidos para o meio reacional. Tal fato poderia conduzir a forma-
¢do de mais dominios aromaticos hidrofobicos.

Ainda, também ¢ sabido que o tempo de reagdo influencia no tamanho das particu-
las, promovendo a formacdo de particulas maiores e agregados em tempos de reacdo mais lon-
gos (Ql et al., 2016; SEVILLA; FUERTES, 2009a). Desta forma, particulas maiores possuem
menos grupos funcionais oxigenados em sua superficie e mais regides aromaticas (hidrofobi-

cas) disponiveis (SEVILLA; FUERTES, 2009a).
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No caso das MPCs utilizadas nesta Tese, o tempo de reagdo pode ter favorecido a
formagdo de particulas maiores com uma distribuicdo ndo homogénea de grupos funcionais
oxigenados e, desta forma, com regides hidrofobicas na superficie, atuando como sitios de in-
teracdo para a lectina. Assim, também pode ser considerada a interag@o entre tais regides do
carbono hidrotérmico e a parte central da estrutura tetramérica da proteina, que também ¢ hi-
drofobica.

A ocorréncia de intera¢des hidrofobicas no sistema MPCs+ConBr ¢ suportada pelo
trabalho de Puddu e Perry (2012), no qual confirmaram a manifesta¢do destas interagdes entre
peptideos e suportes negativamente carregados. Estes autores mostraram que peptideos com
diferentes sequéncias de aminoacidos, neutros e carregados positiva e negativamente interagem
com nanoparticulas de silica, cuja superficie ¢ negativamente carregada. Tal resultado suporta
a ideia de que outros tipos de interagdo ndo-covalente podem ser estabelecidos, além da intera-
¢do eletrostatica.

Os resultados obtidos para a amostra resultante da metodologia de imobilizagdo
covalente também refor¢gam a possibilidade da ocorréncia de interagdes hidrofobicas. Como
mencionado anteriormente, os valores muito proximos obtidos para as porcentagens de N e S,
juntamente com o perfil espectral no infravermelho semelhante das amostras conjugadas por
ambas as metodologias, sugerem que a imobilizacdo da lectina nas MPCs ocorreu por intera-
¢Oes ndo covalentes. Entretanto, como a interacdo covalente ¢ promovida em pH acima do ponto
isoelétrico teodrico da lectina, tal fato impossibilitaria interagdes eletrostaticas entre a biomolé-
cula e o suporte.

Deste modo, para demonstrar que a lectina ConBr pode ser conjugada as MPCs
através de interacOes ndo-covalentes, realizou-se uma nova rea¢ao de adsorc¢do, utilizando a
lectina marcada com o corante FITC (ConBr-FITC). A amostra resultante foi analisada por
Microscopia de Varredura Laser Confocal e as imagens obtidas s3o mostradas na Figura 21.

Como se pode verificar nas Figuras 21a e 21b, o tampao MES e as MPCs dispersas
neste tampao ndo apresentam fluorescéncia. Na Figura 21c ¢ observada a emissao de fluores-
céncia da lectina marcada com o FITC, na cor verde. A mesma emissao pode ser verificada na
Figura 21d para a amostra MPCs+ConBr-FITC.

Desta forma, como as particulas puras ou o tampao ndo apresentam emissdo de
fluorescéncia e o corante esta ligado covalentemente a lectina (eliminando a possibilidade de
estar disperso isoladamente no tampao), a emissdo observada para a amostra indica que a lectina

foi imobilizada as MPCs.
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Figura 21 - Imagens obtidas por Microscopia de Varredura Laser Confocal. (a) Tampao MES
0,10 mol/L pH 5,47; (b) MPCs + Tampao MES 0,10 mol/L pH 5,47; (¢c) ConBr-FITC + Tampao
MES 0,10 mol/L pH 5,47; (d) MPCs+ConBr-FITC + Tampao MES 0,10 mol/L pH 5,47.

() (b)

Fonte: elaborada pela autora.

4.2.2 Avaliacdo da atividade hemaglutinante da lectina

As imagens de Microscopia Optica apresentadas na Figura 22 mostram os resulta-
dos obtidos a partir dos ensaios realizados para avaliacdo da atividade e inibi¢do da atividade
hemaglutinante da lectina ConBr nos sistemas gerados.

As Figuras 22(a-e) mostram os ensaios utilizados como referéncia (controles), onde
a formagdo de codgulos originados pela aglutinagdo dos eritrocitos s6 foram verificados no
ensaio com a lectina (FIGURA 22b). As Figuras 22a e 22e revelam que os tampdes TRIS e
MES nao apresentam qualquer interagdo com as hemadcias, as quais aparecem distribuidas sobre
a lamina e com a morfologia normal. As MPCs também nao interagem com as hemacias, como
mostra a Figura 22d. A imagem permite observar, claramente, as particulas dispostas em aglo-

merados distribuidos em meio aos eritrocitos, sem nenhum indicio da formagdo de coagulos.
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Figura 22 - Imagens de Microscopia Optica obtidas nos ensaios de atividade hemaglutinante e
inibi¢do. (a) Tampao TRIS + eritrocitos de coelho tratados com tripsina; (b) Tampao MES 0,050
mol/L + eritrocitos de coelho tratados com tripsina (¢) Tampao TRIS + MPCs + eritrocitos de
coelho tratados com tripsina; (d, €) Tampao TRIS + ConBr + eritrocitos de coelho tratados com
tripsina; (f) Controle das MPCs e da lectina ConBr misturados; (g, h) Tampao TRIS + amostra
MPCs-ConBr + eritrocitos de coelho tratados com tripsina; (i) Tampao TRIS + amostra MPCs-
ConBr + MaM + eritrocitos de coelho tratados com tripsina; (j, k) Tampdo TRIS + amostra
MPCs + ConBr + eritrocitos de coelho tratados com tripsina; (1) Tampao TRIS + amostra MPCs
+ ConBr + MaM + eritrocitos de coelho tratados com tripsina.

Fonte: elaborada pela autora.

Os ensaios realizados nas amostras MPCs-ConBr (FIGURAS 22g, 22h) e nas amos-
tras MPCs+ConBr (FIGURAS 22j, 22k) revelam a formagao de coagulos distribuidos aleatori-
amente sobre a lamina, semelhante ao observado no ensaio da lectina. Foi possivel observar

MPCs no interior dos coagulos, o que permite sugerir que a lectina ConBr foi imobilizada sobre
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a superficie das MPCs e, consequentemente, os coagulos foram formados pela aglutinagdo das
hemacias em torno das particulas.

Para garantir que os coagulos verificados ndo foram formados por lectina livre, que
foi de alguma maneira removida da superficie das microparticulas, misturou-se os ensaios de
controle da lectina e das MPCs para comparagdo com os ensaios dos sistemas conjugados. Na
Figura 22f verifica-se que, na mistura, a maioria das MPCs visualizadas encontra-se, principal-
mente, nas bordas dos coagulos, diferente do que acontece nos conjugados, onde se observam
muitas MPCs no interior dos coagulos.

A atividade da lectina nos conjugados pode ser comprovada e assegurada, ainda,
pelos ensaios de inibicdo mostrados nas Figuras 221 (MPCs-ConBr) e 221 (MPCs+ConBr).
Neste caso, os sistemas conjugados foram postos em contato com o aciicar MaM antes do con-
tato com os eritrocitos, de modo a “bloquear” os DRCs. Desta forma, como esperado, ndo ¢é
observada a formacao de coagulos pelos sistemas, uma vez que os sitios ativos da lectina estao
indisponiveis.

Diante destes resultados € possivel afirmar que as MPCs podem ser utilizadas como
alternativa sustentavel de suporte para proteinas. Os dados obtidos evidenciam a imobilizag¢ao
da lectina ConBr as MPCs, de modo que sua atividade bioldgica de hemaglutinacao foi mantida.
Como resultados semelhantes foram obtidos para ambas as metodologias empregadas, destaca-
se o procedimento de imobilizacdo por adsor¢do como mais viavel neste caso, uma vez que €

mais simples e menos dispendioso.

4.3 Nanoparticulas de carbono

4.3.1 Propriedades fisico-quimicas

Nanoparticulas de carbono (NPCs) foram obtidas por meio da carbonizacdo hidro-
térmica de glicose a 180 °C, em dois tempos de permanéncia distintos e utilizando seis diferen-
tes massas do carboidrato, conforme descrito na Tabela 2.

As suspensoes coloidais obtidas pelas Reagdes relacionadas na Tabela 2 serdo do-
ravante denominadas Amostras, acompanhadas da respectiva numeracdo da Reagdo. Desta
forma, a suspensdo coloidal obtida pela Reagdo I recebe o nome de Amostra I, e assim por
diante.

Como as MPCs escolhidas para os procedimentos experimentais realizados foram

obtidas com o tempo de reagdo de 24 h, estudou-se também a suspensido coloidal obtida neste
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processo de HTC. Adicionalmente, o tempo de reagdo de 4 h também foi avaliado para a ob-
tencao das nanoparticulas. Este tempo foi escolhido com base no trabalho de Titirici (2012), no
qual investigou a carbonizacdo hidrotérmica de glicose (10% m:v) a 180 °C. Segundo a autora,
com o tempo de reacdo de apenas 2 h foi possivel verificar a ocorréncia da desidratacdo da
glicose e a formacdo do HMF e dos demais subprodutos ja citados, enquanto as etapas de poli-
merizagdo ¢ aromatizacdo no carbono hidrotérmico s6 foram verificadas com o tempo de reagdo
de 4 h. Consequentemente, a partir de 5 h de reagdo, as primeiras particulas foram observadas.

A partir das analises das amostras obtidas com a varia¢do do tempo de permanéncia
de 24 para 4 h, também foram realizadas as investigacdes a respeito do efeito da variacdo da
massa de glicose no produto final, visando a obtencdo de nanoparticulas. Na Figura 23, sdo
mostradas as suspensoes coloidais obtidas a partir reacdes de HTC realizadas. As NPCs encon-

tram-se dispersas nestas amostras, as quais apresentam diferentes aspectos fisico-quimicos.

Figura 23 — Suspensdes coloidais (Amostras) obtidas através da carbonizacdo hidrotérmica,
utilizando diferentes tempos de reacdo e massas de glicose. (a) Amostra I[; (b) Amostra II; (c)
Amostra III; (d) Amostra IV; (e) Amostra V e (f) Amostra VI.

Fonte: elaborada pela autora.

Os resultados descritos na Tabela 8 revelam que as suspensdes de nanoparticulas
de carbono, em geral, possuem pH acido e valores de potencial zeta negativos. Observa-se,
ainda, que os diametros hidrodinamicos (DHs) médios, indices de polidispersividade e concen-
tracdes do material suspenso nas amostras sdo dependentes dos pardmetros de preparagdo. Os
valores de DH médio e potencial zeta relacionados na Tabela 8 consistem nas médias de 4 e 10

medidas realizadas para cada amostra, respectivamente, e fornecidas pelo proprio equipamento.
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Na Tabela 8 também esto relacionados os resultados obtidos para as amostras apds
a purificagdo por dialise (Amostras PI, PII, PIII, PIV, PV e PVI). Tais resultados sugerem que

a purificacdo impacta, principalmente, no pH e na concentragcdo de nanoparticulas nas amostras.

Tabela 8 - Diametro hidrodinamico médio e PdI obtidos por DLS, potencial zeta obtido por
ELS e concentragdo das nanoparticulas, obtidas por diferentes reacdes de carbonizacao hidro-
térmica de glicose, antes e depois da purificacdo por dialise.

Didmetro Potencial Concentracio
Amostra | Hidrodindmico Pdl Zeta (mV) pH (mg/mL)
Médio (nm)

I 106,8 0,426 21,4 2,52 15,43
PI 155,6 0,068 -36,0 4,87 0,076
II 106,5 0,037 -38,2 2,95 92,88
PII 107,4 0,036 -41,7 6,85 1,37
I 86,00 0,037 -29,7 3,07 50,94

PIII 79,08 0,043 -30,0 4,65 0,72
v 59,74 0,030 -30,0 3,28 27,33
PIV 58,97 0,042 -34,2 4,92 0,33
A" 28,08 0,067 -27,4 3,43 12,00
PV 28,28 0,085 -31,5 4,94 0,21
VI 22,35 0,231 -27,2 3,26 4,46
PVI 26,00 0,344 -29,0 5,12 0,028

Fonte: elaborada pela autora.

4.3.1.1 Efeitos da variagdo do tempo de rea¢do

As Amostras I e II foram obtidas por HTC de 4,0000 g de glicose, a 180 °C durante
24 e 4 h de reagdo, respectivamente. A inspe¢do visual da Amostra I indica suspensao limpida
de cor laranja, enquanto a Amostra I possui cor marrom escura. A concentracdo do material
soltivel/suspenso nestas amostras difere, sendo maior para a Amostra II. Quanto aos DHs mé-
dios das NPCs, as duas amostras apresentam valor semelhante, mas Pdls diferentes.

Como mencionado anteriormente, 0 HMF ¢é o principal produto da desidratagdo de
hexoses por agdo de calor, ¢ tal fato pode ser verificado a partir dos perfis das bandas de absor-
cdo que constituem os espectros UV/Vis referentes as Amostras I, II, III, V e VI (FIGURA
24a). Tais perfis s3o semelhantes aquele do HMF (FIGURA 24b), que apresenta bandas de
absor¢ao centradas em 230 e 284 nm (ZHANG et al., 2013). Por outro lado, Chen et al. (2013)
atribuem a primeira absor¢ao a multiplos cromé6foros poliaromaticos e, a segunda, a transi¢des
-1,

Para a Amostra [ nota-se que a banda centrada em 230 nm ¢ quase imperceptivel.

Segundo Titirici (2012), a andlise por cromatografia gasosa com espectrometro de massa da
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suspensdo coloidal resultante do processo de HTC de glicose (10% m:v), a 180 °C durante 20
h, revela que ndo ha mais HMF residual. O composto teria sido consumido totalmente para a
formag@o dos materiais carbonaceos. Desta forma, pode-se sugerir que o perfil de absor¢do da
Amostra I corresponda a outras espécies furanicas intermediarias da desidratacdo do HMF ainda

suspenso/solavel.

Figura 24 — (a) Espectros UV/Vis das Amostras I, II, III, V e VI diluidas em agua ultrapura. (b)
Espectros UV/Vis de acido levulinico (LA) e HMF em solugdo com diferentes concentragdes.
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Fonte: (a) elaborado pela autora. (b) adaptada de Zhang et al. (2013).

Os espectros UV/Vis referentes a todas as amostras apresentam absorc¢ao significa-
tiva na regido entre 200 e 400 nm, onde comumente absorvem substancias com estrutura aro-
matica, como o naftaleno e seus derivados e compostos fenolicos, como os flavonoéides e os
acidos fenolicos (FERNANDEZ-SOLIS et al., 2015; ROJAS; LONDONO; CIRO, 2016; GIL,
et al, 2000).



93

Considerando as estruturas sugeridas para as MPCs, mostradas nas Figuras 4 ¢ 5a,
¢ possivel inferir que estas cadeias carbonicas aromaticas também constituem a estrutura das
NPCs e/ou de subprodutos da carbonizagio (polimeros soliveis), juntamente com os nao-aro-
maticos, como o acido levulinico (LA) (FIGURA 24b), cuja banda da absorcao esta centrada
em 266 nm.

Ainda, hé possibilidade de haver glicose remanescente da carbonizagdo incompleta
nas amostras. Esta hipotese € sustentada pelo fato de que a secagem tanto em estufa quanto por
liofilizagdo, resulta em material visualmente semelhante a “caramelo”, como mostrado na Fi-

gura 25 para a Amostra II.

Figura 25 - Cadinhos de platina com a Amostra PII (a esquerda) e Amostra II (a direita), logo
apos o término do procedimento de determinagdo do teor de sélidos soluveis.
T 3

Fonte: elaborada pela autora.

A diferenca de cor entre as Amostras I e II pode ser motivada pela diferencga de
concentragdo de material carbonaceo disperso. O tempo reacional de 4 h conduz a formacao de
coloide com elevada concentragdo de NPCs, enquanto que para o tempo reacional de 24 h,
grande quantidade de material carbonaceo atinge a fase solida (MPCs) e ¢ separado da fase
coloidal (Amostra I) por filtragdo. Assim ¢ esperado que a Amostra I apresente menor quanti-
dade de material disperso que a Amostra II. Neste sentido, pode-se sugerir esta diferenca de
concentragcdo como um fator responsavel pela disparidade entre as cores destas amostras, de-
vido aos conhecidos efeitos de absor¢ao e dispersdo da luz por particulas em solugdes mais ou
menos concentradas.

Os produtos da reidratacdo (acido levulinico, acido formico) e decomposigéo (acido
acético) do HMF no meio reacional sdo responsaveis pelos pHs acidos observados (TABELA
8). O pH muito acido, aliado ao baixo valor de potencial zeta medido para a Amostra I (-21,4
mV), indicam a tendéncia a instabilidade, o que, por sua vez, ¢ confirmado pelo valor do PdI.
O alto valor obtido para o Pdl, em relagdo aqueles observados para a maioria das demais amos-
tras, indica que esta ¢ polidispersa (SHAW, 2014), o que pode resultar da existéncia de NPCs

e/ou agregados com diferentes diametros no material suspenso. Ja a Amostra Il apresenta valor
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de PdI indicativo de monodispersividade (SHAW, 2014), o que sugere uma amostra mais esta-
vel e homogénea que a Amostra I.

A variacdo no tempo de reagdo parece ndo causar efeitos sobre os DHs médios das
particulas nas Amostras I e II (TABELA 8). Entretanto, na Figura 26, observa-se que os histo-
gramas de porcentagem em numero de particulas por DH sdo completamente diferentes. Na
Figura 26a, o histograma correspondente a Amostra I, indica que a maior parte das nanoparti-
culas de carbono apresenta DH de até 2 nm. O D90, diametro de, aproximadamente, 90% das
particulas, encontra-se entre 0,5 ¢ 1,3 nm (TABELA 9). Estes resultados sugerem cuidado na

interpretagdo dos DHs médios, que, no caso da Amostra I, ¢ de 106,8 nm.

Figura 26 — Histogramas de porcentagem em numero de particulas por distribui¢ao de didmetro
hidrodinamico obtidos para as Amostras (a) L, (b) II, (c) IIL, (d) IV, (e) V e (f) VI por andlise de
DLS. Detalhes em (e) e (f): histograma com eixo referente ao didmetro hidrodindmico com
maior incremento para melhor visualizagdo.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 9 — Faixas de distribuicdo de diametros hidrodinamicos por nimero de particulas (D25,
D50 e D90) obtidas para as Amostras I, II, III, IV, V e VL.

Amostra Faixas de distribuicao de diAmetros hidrodinimicos (nm)
D25 | D50 | D90

I 0,5-0,6 0,5-0,8 0,5-1,3
II 50,7 - 68,1 50,7 - 78,8 50,7 - 105,7
I 43,8 - 50,7 43,8 — 58,8 43,8 — 78,8
v 32,7-37,8 32,7-43,8 32,7 58,8
\Y 11,7 - 15,7 11,7 -18,2 11,7-24,4
VI 7,5-10,1 7,5-11,7 7,5-15,7

Fonte: elaborada pela autora.

Esta disparidade pode ser resultado da presenca de NPCs com diametros maiores
ou agregados, que podem influenciar na intensidade de luz espalhada que chega ao detector do
equipamento, mas ndo existem em quantidade suficiente para serem contabilizadas na distri-
bui¢do por nimero de particulas. Como estas particulas maiores espalham mais luz e o didmetro
hidrodinamico médio ¢ obtido através da analise da intensidade de luz espalhada, o valor obtido
pode se apresentar maior que o valor real para a amostra.

Para a Amostra II, o histograma (FIGURA 26b) e o D90 calculado (TABELA 9)
também revelam discrepancia em relagdo ao valor do DH médio, entretanto, de forma menos
expressiva. Aproximadamente 90% das particulas na amostra apresentam DHs entre 50,0 e
106,0 nm, enquanto o DH médio ¢ de 106,5 nm. Tal resultado, coerente com os valores dos

Pdls, indica que a distribuicdo de DHs na Amostra II ¢ mais uniforme que na Amostra I.

4.3.1.2 Efeitos da variagcdo da massa de glicose

Para as amostras obtidas fixando o tempo de reagdo em 4 h (Amostras I1, III, IV, V
e VI) observa-se que, de modo geral, a cor das suspensdes varia com a redugdo da massa de
glicose utilizada, com excecao das Amostras III e IV, que, aparentemente, apresentam a mesma
coloragao.

Da Tabela 8§, verifica-se que a concentracdo de material suspenso nas amostras re-
duz quanto menor a massa do precursor. Deste modo, pode-se considerar novamente que a
concentragdo de material suspenso/soluvel nas amostras ¢ fator importante para as variagdes de
aspecto nas amostras, de modo que, quanto menor a concentracdo destes materiais, mais trans-
ltcida € a amostra.

A Amostra III apresenta cor similar a da Amostra IV, embora a concentragdo e DH

médio sejam menores (TABELA 8) nesta tltima. No histograma obtido para a Amostra III
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(FIGURA 26c¢) nota-se que as nanoparticulas apresentam DH de até 165,0 nm, entretanto, o
calculo do D90 indica que a maior parte das particulas esta entre 43,8 ¢ 78,8 nm (TABELA 9).
Observa-se também que as faixas da distribuicdo de tamanho D25, D50 e D90 obtidos para as
Amostras III e IV sdo semelhantes (TABELA 9), o que também concorda com os valores bas-
tante proximos dos PdIs destas amostras (TABELA 8). Aliando estes dados com aqueles de
potenciais zeta e pHs, sugere-se que as Amostras III e IV sdo semelhantes, diferenciando-se
mais destacadamente apenas pela quantidade de material carbonaceo suspenso, ndo suficiente
para causar efeito sobre a cor das amostras.

Da Tabela 8, observa-se que a concentragdo e 0 DH médio da Amostra V sdo me-
nores que os verificados para a Amostra IV e maiores que aqueles da Amostra VI. O histograma
na Figura 26e e os valores para D25, D50 e D90 (TABELA 9) obtidos para a Amostra V indi-
cam significativa queda dos DHs e estreitamento das faixas de distribuicdo de diametros em
relagcdo aos mesmos dados correspondentes & Amostra [V — maior massa - (FIGURA 26d). Os
dados obtidos para a Amostra VI (FIGURA 26f, TABELA 9) revelam o mesmo comporta-
mento, ou seja, reducdo dos valores de DHs das particulas e na concentracdo de material sus-
penso, quando comparados aos dados da Amostra V.

As Amostras III, IV, V e VI apresentam potenciais zeta semelhantes, o que sugere
que as NPCs geradas apresentam superficies de natureza similar. Entretanto, dentre elas, a
Amostra VI apresenta o maior valor de Pdl, indicativo de polidispersividade. Este resultado
sinaliza tendéncia a instabilidade da amostra, apesar do potencial zeta (-27,2 mV) proximo ao
intervalo teorico de estabilidade. Tal fato é coerente com os pequenos DHs observados para as
NPCs provenientes da Amostra VI (TABELA 9), uma vez que quanto menor o tamanho da
particula, maior sua energia livre de superficie, o que conduz as particulas a agregarem por
meio de reagdo e/ou interacdo entre seus grupos funcionais superficiais (QI et al., 2016) a fim

de reduzir esta energia e atingir um estado de equilibrio.

4.3.1.3 Efeitos da purificagdo por didlise

As amostras obtidas apds o processo de didlise sdo denominadas nesta Tese como
purificadas. Assim, a Amostra [ apos a dialise foi nomeada como Purificada I, ou PI. A nomen-
clatura usada para as demais amostras foi similar.

Apbs o processo de purificacdo por didlise em membrana com MWCO de 1 kDa
foi notavel a reducdo das concentragdes das NPCs e o aumento do pH e do potencial zeta das

mostras. Contudo, em geral, as amostras apresentam valores semelhantes para os DHs e os Pdls
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antes e depois da didlise, com excegdo da Amostra I.

O processo de didlise promove o aumento do volume da amostra em até 2 mL. Tal
fato, aliado a modificagdo do meio, com a consequente remog¢do dos acidos provenientes de
reidratagdo e decomposicdo do HMF explicam o aumento do pH das amostras (TABELA 8).

A retirada de subprodutos da carbonizagdo, também pode ser sugerida pela altera-
¢do de cor da Amostra I, que se torna quase incolor apds a dialise, e pela supressao gradual da
banda de absorcdo em 285 nm (FIGURA 27a). Tal comportamento nos espectros UV/Vis foi
observado para todos os processos de dialise realizados.

Visualmente, observa-se que as amostras purificadas quando submetidas a secagem
ndo apresentam o aspecto final “caramelado”. O material remanescente do processo apresenta-
se com aspecto de po, depositado no fundo do cadinho de platina (FIGURA 25), sugerindo que

residuos de glicose das amostras também foram eliminados no processo de purificacao.

Figura 27 — (a) Espectros UV/Vis obtidos para as aliquotas do liquido externo 8 membrana em
cada troca de agua realizada durante o processo de purificacdo por didlise da Amostra I e para
a amostra ao fim do processo (Amostra purificada). Os espectros obtidos para as aliquotas 4 ¢
5 s@o mostrados em escala aumentada para melhor visualizacdo. As fotografias mostram ali-
quotas da Amostra I (esquerda) e da Amostra PI (direita). (b) Espectros UV/VIS obtidos para
as Amostras PI, PII, PIII, PV e PVI. Os espectros obtidos para as Amostras PV e PVI sao
mostrados em escala aumentada para melhor visualizagao.
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Fonte: elaborada pela autora.

Das Figuras 27a e 27b observa-se que o perfil espectral das amostras purificadas
difere fortemente daquele observado para as amostras ndo purificadas (FIGURA 24a). Os es-
pectros para as amostras purificadas apresentam uma ampla regido de absorcao (de 200 a 700
nm) (FIGURA 27b). A regido localizada entre 250 e 320 nm, pode ser atribuida, principalmente,

transicdo eletronica m—7n* em anéis aromaticos e, aquela entre 320 e 400 nm, a transi¢do n—m*
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do grupo carbonila (SHEN et al., 2014; VAZ et al., 2015).

Na Figuras 28(a-l) sdo mostradas as imagens TEM das NPCs constituintes das
Amostras PI, PII, PIII, V e PV, enquanto dados referentes ao didametro hidrodinamico das NPCs
nas amostras obtidas apés a purificagdo por didlise sdo mostrados por meio dos histogramas

(FIGURAS 28m, 28n, 280, 28p, 28q, 28r) ¢ faixas de distribui¢cdo de DHs relacionadas na Ta-
bela 10.

Figura 28 — Imagens TEM das Amostras (a) V, (b, c) PV, (d-f) PI, (g-i) PIL, (j-1) PIII e histo-

gramas obtidos por analises de DLS das Amostras (m) PI, (n) PII, (o) PIIL, (p) PIV, (q) PV e (1)
PVL
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Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 10 — Faixas de distribui¢do de diametros hidrodindmicos por niumero de particulas (D10,
D60 e D90) para as Amostras PI, PII, PIII, PIV, PV e PVL

Amostra Faixas de distribui¢do de didmetros hidrodindmicos (nm)
D10 | D60 | D90
PI 68,1 —-78,8 68,1 - 1224 68,1 —164,2
PII 50,7 — 58,8 50,7 —-178,8 50,7 - 105,7
PIII 37,8 —43,8 37,8 -58,8 37,8 -78,8
PIV 28,2 32,7 28,2 -43,8 28,2 - 58,8
PV 11,7-13,5 11,7-18,2 11,7-24,4
PVI 7,5—-8,7 7,5—-11,7 7,5—-18,2

Fonte: elaborada pela autora.

A Figura 28a refere-se a Amostra V e as Figuras 28b e 28c referem-se a Amostra
PV. Observa-se que a Amostra V apresenta NPCs amorfas, quasi-esférica e distribuidas em
aglomerados, como mostrado na imagem em maior escala no detalhe. Apos a didlise, estas
NPCs aparecem distribuidas de forma mais homogénea sobre o substrato. A “mancha” mais
escura nas imagens da Amostra PV ¢ um efeito da secagem da amostra.

As imagens TEM da Amostra PI sdo mostradas nas Figuras 28(d-f). A partir destas
imagens € possivel verificar que a Amostra PI é composta por agregados de NPCs esféricas e
quasi-esféricas aglomeradas ou dispersas (FIGURAS 28d, 28¢). As NPCs dispersas tém estru-
tura amorfa, enquanto aquelas observadas em aglomerados possuem estrutura parcialmente
cristalina (FIGURA 28f).

Nas Figuras 28(g-i), as imagens TEM referem-se a Amostra PII. As imagens reve-
lam que esta amostra ¢ formada por NPCs esféricas, amorfas (FIGURA 28i) e com didmetros
bastante semelhantes. A maioria das NPCs encontra-se individualizada, embora existam algu-
mas reunidas em aglomerados, como mostrado na Figura 28h.

Para a Amostra PIII, as imagens TEM, mostradas nas Figuras 28(j-1), permitem
observar que NPCs maiores coexistem com NPCs menores aglomeradas, como verificado para
as Amostras PI e PV. Na Figura 28k nota-se que as NPCs maiores sdo quasi-esféricas, com
bordas irregulares, que tornam clara a identificagdo de que consiste em um aglomerado de NPCs
menores. Da Figura 281 tem-se que estas NPCs sdo amorfas.

Ao comparar os histogramas e as faixas de distribui¢do de DHs por nimero de par-
ticulas nas amostras antes (FIGURA 26, TABELA 9) e apos o processo de dialise (FIGURA
28, TABELA 10), nota-se que apenas a Amostra PI apresenta resultados que diferem conside-
ravelmente da amostra correspondente nao purificada. Entretanto, os DHs obtidos para as par-
ticulas da Amostra PI sdo concordantes com os didmetros observados para as particulas a partir

das imagens TEM, assim como ocorre para as demais amostras.
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Imagens AFM da topografia da Amostra PI sdo mostradas na Figura 29. As imagens
mostram que a amostra ¢ formada por NPCs cuja altura estad em torno de 10,0 nm, mas que,
entretanto, estdo dispostas em aglomerados. Na Figura 29a observam-se espécimes quasi-esfé-
ricos dotados de alturas de até 10,0 nm, mas com didmetros em torno de até 100,0 nm. Na
Figura 29b, ¢ possivel verificar que a amostra também ¢ composta por aglomerados, mas com
altura semelhante aquela das particulas na Figura 29a. A imagem de fase na Figura 29c confirma
que os espécimes maiores ¢ disformes mostrados na Figura 29b sdo aglomerados. A variagdo
no contraste observado revela que o aglomerado ¢ formado pela reunido de varias particulas
menores. Na Figura 29d, a imagem de fase tridimensional mostra que, em geral, a Amostra PI

¢ formada por nanoparticulas de carbono dispostas em aglomerados de diferentes tamanhos.

Figura 29 — Imagens AFM da Amostra PI. (a, b) Imagens topogréaficas. (c, d) Imagens de con-
traste de fase.

Fonte: elaborada pela autora.

Para a Amostra PV obteve-se resultado semelhante ao observado para a Amostra
PI, isto é, ambas sdo formadas por NPCs e aglomerados (FIGURA 30). Entretanto, em geral, a
altura dos espécimes ¢ ligeiramente mais baixa. Na Figura 30a, observa-se que as NPCs e aglo-
merados sdo distribuidos aleatoriamente e possuem, em sua maioria, alturas de até 5,0 nm, como
mostrado no histograma obtido a partir da Figura 30a (FIGURA 30d).

As Figuras 30b e 30c, imagens de topografia e contraste de fase, respectivamente,

mostram espécimes individualmente dispersos. A imagem de um destes espécimes, feita com
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maior magnitude (Figura 30e), revela que consistem em aglomerados de particulas. A imagem
de contraste de fase, mostrada na Figura 30f, confirma esta hipotese, uma vez que ¢ possivel
verificar pelo menos dois espécimes com contraste distinto (cor escura) daquele do substrato.
O perfil de altura, mostrado no detalhe da Figura 30f, também indica que o espécime verificado

€ composto por pelo menos duas nanoparticulas aglomeradas, com altura em torno de 1,0 nm.

Figura 30 - Imagens AFM da Amostra PV. (a, b, ) Imagens feitas por analise de topografia. (c,
f) Imagens feitas por analise de contraste de fase. (d) Histograma obtido a partir da analise
estatistica das NPCs mostradas na imagem (a).

3 4

-0.3

s
200 300 400
Escala (nm)

Altura (nm)

Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com o mecanismo de formacao das MPCs obtidas por HTC de sacarose
proposto por Qi et al. (2016), mostrado na Figura 3, as particulas primarias com, aproximada-
mente, 5,0 nm agregam para formar particulas com didmetros maiores. Desta forma, verificou-
se a possibilidade de obtengdo de NPCs a partir do ajuste do tempo da reacdo ¢ da massa de
glicose, a temperatura constante (180 °C), com a finalidade de reduzir ou interromper o pro-
cesso de agregagdo destes primeiros nucleos gerados.

Do exposto observou-se que os ajustes realizados conduziram a diminuic¢ao dos di-
ametros das particulas obtidas, isto €, permitiram a obtencdo de NPCs com diferentes faixas de
distribui¢do de diametros. A reduc@o do tempo de reag@o de 24 h para 4 h, interrompeu o estagio
de agregagdo e ndo permitiu que as particulas atingissem diametros maiores. Ja a redugdo da
massa de glicose conduz a formagao de menor quantidade de particulas primarias e, por conse-

guinte, menos material para agregacdo. Além disso, em geral, menor quantidade de material
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mantém as particulas mais distantes uma da outra, o que reduz a atragcdo de Van der Waals ¢ a
tendéncia a agregacdo. Os dois estagios de formagao das particulas primarias e a continua rea-
cdo entre os agregados, o HMF e os acidos no meio reacional, sugeridos por Qi et al. (2016),

explicam a heterogeneidade dos DHs observados para as NPCs em uma mesma amostra.

4.3.2 Fotoluminescéncia

Na Figura 31 sdo mostrados os espectros de emissdo de fotoluminescéncia obtidos
para as Amostras (a) I, (c) V e (e) VI, que apresentaram os menores DHs, e suas correspondentes
amostras purificadas, Amostras (b) PI, (d) PV e (f) PVI. Nota-se que todas as amostras exibem
bandas largas de emissdo, centradas na regido do visivel, aproximadamente no intervalo de
comprimentos de onda entre 430 e 550 nm, correspondentes as cores azul e verde. Observa-se
que o comprimento de onda da emissdo apresenta dependéncia com o comprimento de onda de
excitagdo (Aex) para todas as amostras embora os deslocamentos batocromicos observados se-
jam bastante discretos para alguns comprimentos de onda.

No espectro de emissdo da Amostra I (FIGURA 31a), para cada comprimento de
onda de excitacdo observa-se apenas uma banda de emissdo. Entretanto, estas bandas sdo assi-
métricas, o que indica que podem se tratar de sobreposicdes de bandas de emissdo provenientes
de diferentes emissores. Nos espectros referentes as Amostras V (FIGURA 31c) e VI (FIGURA
31e), para os comprimentos de onda de excitagcdo 335, 365 e 385 nm, € possivel observar mais
claramente duas bandas de emissdo com maximos em torno de 440 e 520 nm. A primeira ja ¢
visualizada no espectro da Amostra I, mas a segunda estd sobreposta e causa a assimetria das
bandas neste espectro para os referidos Aex. Estes resultados sugerem que mecanismo de emis-
sdo nas trés amostras ¢ semelhante.

Dos espectros das amostras ndo purificadas destaca-se, ainda, que, com o aumento
do Aex, as bandas com maximos em torno de 440 nm sofrem um leve deslocamento batocromico
¢ perdem intensidade. Para os comprimentos de onda de excitacdo 435 e 485 nm, observa-se,
apenas, a banda em torno de 520 nm. Tal efeito indica que a fotoluminescéncia das NPCs pre-
paradas apresenta mais de uma origem.

Os espectros UV/Vis para as amostras ndo purificadas (FIGURA 24a) apresenta
uma banda intensa referente a transi¢des m-n* em anéis aromaticos, sinalizando que estes do-
minios podem ser um dos emissores de fotoluminescéncia das NPCs. Outros emissores podem
ser os as armadilhas emissivas provenientes da oxidacdo das NPCs. Para ambas as considera-

cdes também esta implicito o efeito de tamanho da particula, uma vez que didmetros diferentes
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correspondem a distintos graus de oxidacdo, além de quantidades e tamanhos dos dominios

aromaticos, o que pode influenciar na intensidade e no deslocamento das bandas de emissao.

Figura 31 - Espectros de emissao de fotoluminescéncia obtidos para (a) Amostra I, (b) Amostra
PI, (c) Amostra V, (d) Amostra PV, (¢) Amostra VI e (f) Amostra PVI. Detalhe em (a) imagem
da Amostra I sob luz ambiente. Detalhe em (b) Amostra PI sob luz ambiente, a esquerda e sob
luz negra (365 nm), a direita.
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Fonte: elaborado pela autora.

4.3.2.1 Efeitos do processo de purificagdo na fotoluminescéncia das nanoparticulas de carbono

Os espectros de emissao referentes as amostras purificadas (FIGURAS 31b, 31d,
31f) mostram que o procedimento de purificacdo das amostras por didlise ndo afeta sobrema-

neira a emissdo das NPCs, de modo que continuam a emitir nas mesmas regides, mantém o
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padrdo de dependéncia do Aex e apresentam bandas de emissdo assimétricas, principalmente,
para as Amostras V e VL.

De fato, pode-se observar que as bandas presentes nos espectros para as amostras
purificadas sdo as mesmas observadas nos espectros referentes as amostras ndo purificadas.
Entretanto, as bandas em torno de 520 nm perdem intensidade. Este efeito ¢ percebido, princi-
palmente, no espectro da Amostra PI e pode indicar a perda de portadores de emissao.

E notavel, para todas as amostras purificadas, em relagdo as nio purificadas, o au-
mento na intensidade de emissdo das NPCs quando excitadas a 285 nm, comprimento de onda
onde ocorre a banda intensa de absor¢do para as amostras antes da purificagdo (FIGURA 24a).
Tal efeito revela a existéncia de portadores, cuja emissao era suprimida antes da purificagdo das
amostras.

Sabe-se que a intensidade de emissdo depende fortemente da concentragdo do nu-
mero de portadores da emissdo. Desta forma, pode-se sugerir que a didlise promove a perda de
espécies emissoras. Considerando que subprodutos da carbonizagdo possam apresentar fotolu-
minescéncia, a redu¢cdo da banda com maximo em torno de 520 nm pode significar a perda da
contribuicdo destes portadores para a emissdo das amostras. Outra possibilidade seria de que o
processo de dialise resulta na perda de NPCs com sitios emissores especificos.

A supressdo de banda em 520 nm e o aumento da intensidade das bandas de emissao
correspondentes a absor¢do em 285 nm podem, ainda, ser resultado da variacdo de pH. A dia-
lise promove o aumento do pH das amostras e a variagdo de tal pardmetro atinge diretamente
os grupos funcionais de superficie das NPCs, causando a protonacao ou a desprotonagdo destes
grupos e, por conseguinte, a ativacdo ou a desativagao de espécies emissoras (SANTIAGO et
al., 2016).

4.3.2.2 Efeitos da variagdo do pH na fotoluminescéncia das nanoparticulas de carbono

Para a andlise dos efeitos da variacdo do pH sobre a fotoluminescéncia das NPCs,
escolheu-se a Amostra PV. O pH desta amostra foi ajustado utilizando 80,0 pL de solugdo de
NaOH 0,010 mol/L para 8,0 mL da amostra. O pH inicial da Amostra PV era 5,11 e foi ajustado
para 7,03 (pH fisiologico).

Como ¢ possivel observar na Figura 32, a amostra apresenta caracteristicas macros-
copicas semelhantes antes e apos o ajuste do pH com a referida solucdo de NaOH, isto &, cor
marrom clara, limpida e nenhum vestigio de material precipitado. Esta condi¢do concorre para

que a fotoluminescéncia da amostra também ndo apresente alteracdes e, de fato, os espectros
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de emissdo obtidos para a amostra em ambos os pHs sdo semelhantes. Apresentam bandas de
mesmo perfil e nas mesmas faixas de comprimento de onda de emissdo para cada Aex utilizado.

Desta forma, pode-se considerar que o volume da solugdo de NaOH utilizado foi
suficiente, apenas, para mudar o pH do meio, ndo interferindo consideravelmente na proprie-

dade de emissdo das NPCs.

Figura 32 - Espectros de emissao de fotoluminescéncia obtidos para a Amostra PV quando em
pH 5,11 (seu pH apos a purificacdo) e em pH 7,03 (ajustado com solu¢do de NaOH 0,010
mol/L).
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Fonte: elaborada pela autora.

4.4 Estabilidade das nanoparticulas de carbono

A avaliagdo da estabilidade das amostras coloidais em fungdo do tempo de armaze-
namento em condi¢do ambiente do Laboratorio, foi realizado com as amostras sem purificagdo.
Na Figura 33 ¢ possivel observar que a Amostra [, imediatamente ap6s a preparacdo, apresenta
cor laranja e ¢ limpida. Entretanto, 24 h apds seu acondicionamento a temperatura ambiente, a
amostra apresenta-se turva. Apos dois meses de acondicionamento, a amostra apresenta cor
avermelhada e muito material precipitado.

A instabilidade observada para a Amostra I poderia ser advinda de seu pH acido
(TABELA 8), com consequente, redug@o do potencial zeta, uma vez que nestas particulas o tal

potencial tem forte relagdo com a natureza e quantidade de grupos oxigenados nas superficies
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das NPCs. Ainda, as NPCs constituintes desta amostra possuem DH médio em torno de 100,0
nm (TABELA 8), devido aos aglomerados de particulas ja formados e que, posteriormente,
continuariam o processo de aglomeragao e, por conseguinte, a floculagao/coagulagio e a preci-
pitacdo observadas. Desta forma, reagdes utilizando novos parametros foram realizadas, de
modo a obter amostras mais estaveis e dotadas de NPCs com didmetro hidrodindmico menor,
também apos a dialise.

As demais reagdes realizadas resultaram em amostras mais estaveis. Na Figura 33,
pode-se perceber que as Amostras de Il a VI ndo apresentaram mudancas macroscopicas,
mesmo apds dois meses de acondicionamento a temperatura a ambiente. Assim, considerando
as reacOes de interagdo das nanoparticulas com a lectina e a possibilidade de uso das NPCs em
meio bioldgico, escolheu-se uma amostra dotada de NPCs com didmetros pequenos e maior
concentragcdo de material possivel para a realizacdo de testes de estabilidade. Desta forma, a

amostra escolhida foi a Amostra V.

Figura 33 - Fotografias mostrando a evolugdo das Amostras (I a VI) em fun¢ao do tempo de
acondicionamento em condi¢do ambiente do Laboratorio.

J

Fonte: elaborada pela autora.
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4.4.1 Efeitos da variagdo do pH

O grafico mostrado na Figura 34a apresenta os resultados, obtidos a partir da titu-
lagdo, acompanhada por medidas de DLS e potencial zeta da Amostra PV em fun¢do do pH.
Antes da adi¢do de NaOH 0,25 mol/L, a amostra apresentava pH 4,35, DH médio de 39,1 nm
e potencial zeta de -31,5 mV.

A continua adi¢do de NaOH promove o aumento, em modulo, do valor médio do
potencial zeta que, ao fim do procedimento, foi de —61,8 mV. Entretanto, o DH médio das NPCs
oscila entre 38,4 e 40,4 nm, o que sugere que a amostra ndo sofre alteragdo significativa. No
pH final de 9,44, as NPCs apresentam DH médio de 39,6 nm.

O histograma mostrado na Figura 34b revela que a adicdo de NaOH conduziu a
reducdo do numero de particulas com DH de até¢ 26,0 nm proporcionalmente ao aumento na
porcentagem daquelas com diametro entre 27,0 e 52,0 nm. Apesar desta alteracdo, da Tabela
11, nota-se que as faixas de distribuicdo do niimero de particulas na amostra em cada pH ana-
lisado sdo, em geral, as mesmas. Em cada pH, 95% das particulas na amostra possui DHs entre
18,2 e 37,8 nm. Assim, o aumento do pH da amostra, por meio da adi¢do de NaOH, ndo pro-
moveu aumento significativo dos didmetros das NPCs. Por outro lado, a adicdo de NaOH pro-
move o aumento da camada de carga elétrica em torno das particulas devido ao aumento da
concentragdo de cargas na amostra, possivelmente, devido a reacdo dos ions OH™ com fungdes
acidos carboxilicos na superficie das particulas, formando carboxilatos. Tal fato explicaria por-

que o valor do potencial zeta torna-se ainda mais negativo.

Figura 34 - (a) Grafico do didmetro hidrodindmico e potencial zeta em fung¢ao do pH da Amostra
PV. O aumento de pH foi promovido com a adi¢do de solugdo de NaOH 0,25 mol/L. (b) Histo-
gramas referentes as distribui¢des de didmetros hidrodindmicos das NPCs na Amostra PV nos
pHs inicial (4,35) e final (9,44) da titulagao.
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Tabela 11 — Faixas de distribui¢do de diametros hidrodindmicos por niumero de particulas (D25,
D50 e D95) para a Amostra PV nos pHs analisados durante a titulagdo.

H Faixas de distribuicdo de didmetros hidrodinimicos (nm)
P D25 | D50 | D95
4,35 18,2-21,0 18,2 - 24,4 18,2 - 37,8
4,71 18,2 —-21,0 18,2 -24,4 18,2 - 37,8
5,08 18,2-21,0 18,2 -24,4 18,2 - 37,8
6,13 18,2 -21,0 18,2 -24,4 18,2 - 37,8
7,04 18,2-21,0 18,2 -24,4 18,2 - 37,8
8,03 15,7-21,0 15,7—-24,4 15,7 -37,8
9,14 15,7-21,0 15,7—-24,4 15,7-37,8
9,44 18,2-21,0 18,2 —244 18,2 — 37,8

Fonte: elaborada pela autora.

Desta forma, entende-se que, ao elevar o pH da amostra, esta torna-se mais estavel.
O valor do potencial zeta no pH 9,44 (-61,8 mV) auxiliou na estabilidade da amostra, refletindo
a existéncia de densidade de cargas suficiente na superficie das particulas para promover o
afastamento das NPCs por repulsdo eletrostatica, superando a atracdo de Van der Waals e im-
pedindo a agregagdo. Esta hipotese foi corroborada por medidas de DLS e Pdl realizadas para
a amostra quatro meses apos a titulacao, pois o DH médio obtido foi de 38,9 nm e o PdI de
0,089. Macroscopicamente, a amostra também se revelou estavel, sem a ocorréncia de precipi-

tados ou mudanca na coloracao.

4.4.2 Nanoparticulas de carbono em meio salino — soro fisiologico (NaCl 0,9%) e tampdo

Jfosfato salino (PBS)

A estabilidade das NPCs na Amostra PV também foi investigada em relacdo ao
aumento da forca ionica promovida pela dispersdo da amostra nas solugdes salinas NaCl 0,9%
e PBS.

A Figura 35 mostra aliquotas das solugdes salinas preparadas (NaCl 1,8% e PBS),
da amostra pura (Amostra PV) e dispersa em PBS (Amostra PV + PBS) e em NaCl (Amostra
PV + NaCl 0,9%), imediatamente ¢ 1 més apos as preparacdes. Através da inspecdo visual é
possivel observar, logo apos a dispersao, que a Amostra PV + PBS apresenta cor mais escura
que a Amostra PV + NaCl 0,9% e que ndo houve alteragdo de cor ou formagao de precipitado
em nenhuma das aliquotas durante o més de acondicionamento monitorado.

Além do acompanhamento visual, as amostras também foram analisadas por DLS,

em diferentes intervalos de tempo. Os resultados obtidos estdo descritos nas Tabelas 12 e 13.
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Figura 35 - Fotografias de aliquotas das solugdes NaCl (1,8%) e tampao fosfato salino (PBS),
da Amostra PV e das dispersoes desta amostra nestes meios salinos (Amostra PV + NaCl 0,9%
e Amostra PV + PBS) em func¢do do tempo de acondicionamento nas condi¢des ambiente do

Laboratorio.

Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 12 - Didmetros hidrodinamicos médios e PdIs obtidos por DLS para a Amostra PV pura
e quando dispersa em solugdes salinas de NaCl 0,9% e tampao fosfato salino (PBS) em fun¢ao
do tempo de acondicionamento nas condi¢des ambiente do Laboratorio.

Amostra PV Amostra PV + PBS Amostra PV + NaCl 0,9%
Tempo DH Médio Pdl DH Médio Pdl DH Médio Pdl
(nm) (nm) (nm)
0 hora 26,1 0,160 31,8 0,237 46,1 0,191
1 hora - - 27,8 0,230 105,9 0,314
4 horas - - 23,7 0,084 114,2 0,366
18 horas - - 25,1 0,158 89,4 0,198
42 horas 24.6 0,105 25,5 0,164 82,3 0,211
1 semana 26,4 0,216 42.8 0,356 69,6 0,228
1 més 28,0 0,247 78,4 0,343 76,9 0,408

Fonte: elaborada pela autora.

Da Tabela 12, observa-se que, até 4 h de acondicionamento, os valores de DH mé-

dio e PdI referentes as dispersdes apresentam-se variados e, em geral, diferem significativa-

mente daquele observado para a Amostra PV (no tempo de 0 h). Tais variagdes sugerem um

periodo de perturbacao, desequilibrio das NPCs pela inser¢do dos ions das solugdes salinas.
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Da Tabela 13 verifica-se que este desequilibrio ¢ maior para a dispersdo Amostra
PV + NaCl 0,9%, que apresenta faixas de distribui¢do de DHs mais distintas que as observadas

para a Amostra PV.

Tabela 13 — Faixas de distribui¢do de didmetros hidrodindmicos por niumero de particulas (D20,
D60 e D90) para a Amostra PV quando em solugdes salinas de NaCl 0,9% e tampao fosfato
salino (PBS) em funcdo do tempo de acondicionamento nas condi¢des ambiente do Laboratorio.

Faixas de distribuicao de didmetros

Tempo Amostra hidrodinAmicos (nm)
D20 | D60 | D90

Amostra PV 8,7—11,7 8,7—15,7 8,7-21,0
0 hora Amostra PV + PBS 6,5—8,7 6,5—15,7 6,5—18,2
Amostra PV + NaCl 0,9% 11,7 —15,7 11,7 -21,0 11,7 -32,7

Amostra PV - - -
1 hora Amostra PV + PBS 8,7-10,1 8,7-13,5 8,7-18,2
Amostra PV + NaCl 0,9% 11,7-18,2 11,7-24,4 11,7-37,8

Amostra PV - - -
4 horas Amostra PV + PBS 10,1 — 11,7 10,1 — 15,7 10,1 — 21,0
Amostra PV + NaCl 0,9% 10,1 — 15,7 10,1 — 24,4 10,1 — 37,8

Amostra PV - - -
18 horas Amostra PV + PBS 10,1 - 11,7 10,1 — 15,7 10,1 - 21,0
Amostra PV + NaCl 0,9% 15,7 - 18,2 15,7 - 28,2 15,7 -50,7
Amostra PV 10,1 — 11,7 10,1 — 15,7 10,1 — 21,0
42 horas Amostra PV + PBS 8,7—11,7 8,7—18,2 8,7—21,0
Amostra PV + NaCl 0,9% 21,0-24.,4 21,0 -32,7 21,0 —50,7
Amostra PV 10,1 — 13,5 10,1 — 18,2 10,1 - 21,0
1 semana Amostra PV + PBS 13,5-18,2 13,5-244 13,5-28,2
Amostra PV + NaCl 0,9% 10,1 — 15,7 10,1 - 21,0 10,1 — 28,2
1 més Amostra PV 11,7 - 13,5 11,7 - 18,2 11,7 -24,4
Amostra PV + PBS 10,1 — 13,5 10,1 — 18,2 10,1 —24.,4
Amostra PV + NaCl 0,9% 10,1 — 13,5 10,1 — 18,2 10,1 — 28,2

Fonte: elaborada pela autora.

As analises das dispersdes nos periodos de 18 e 42 h de acondicionamento indicam
que estas atingiram um equilibrio, uma vez que os DHs médios e Pdls (TABELA 12) e faixas
de distribuicdo de DHs (TABELA 13) para estes dois periodos sdo semelhantes. Entretanto, os
dados revelam aglomeragdo das NPCs na dispersdo Amostra PV + NaCl 0,9%, em relagdo aos
dados correspondentes as outras duas amostras. A dispersdo passa a apresentar 90% das parti-
culas com DHs de até 50,7 nm, enquanto para a Amostra PV e para a Amostra PV + PBS, os
referidos DHs sdo de até 21,0 nm.

Os dados obtidos ap6s 1 semana de ensaio evidenciam aglomeracdo das NPCs na
dispersdao Amostra PV + PBS, refletida no aumento do DH médio e do Pdl (TABELA 12). O

DH médio para esta dispersdo continua a aumentar apos 1 més de ensaio (TABELA 12), o que
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indica o avango do processo de aglomeracgdo. Entretanto, este processo ¢ lento, tendo em vista
que as faixas de distribui¢do de DHs nao sofrem variacdo significativa, em relacdo aos demais
periodos (TABELA 13), assim como turbidez ou precipitagcdo ndo sdo verificadas na fotografia
correspondente a este tempo de acondicionamento (FIGURA 35).

Para a Amostra PV + NaCl 0,9%, as NPCs, também ¢é possivel considerar a ocor-
réncia de um processo de aglomeracgdo lenta, o que ¢ evidenciado pelo aumento nos valores dos
Pdls apds 1 semana e 1 més de ensaio e por ndo haver alteragdes nas fotografias durante todo o
periodo do ensaio (FIGURA 35).

A Amostra PV também apresenta certa aglomeracdo nos dois tltimos periodos ana-
lisados, denotada pelo aumento do Pdl (TABELA 12). Desta forma, sugere-se que, embora as
dispersdes nas solugdes salinas tenham apresentado resultados que indicam aglomeracao, as

NPCs apresentaram relativa estabilidade nestes sistemas durante o periodo de 1 més.

4.4.3 Efeitos da variagdo de temperatura

A estabilidade das NPCs na Amostra PV também foi avaliada quando a amostra ¢
submetida a diferentes temperaturas (estabilidade acelerada). Os resultados dos ensaios promo-
vidos também foram obtidos por meio de inspegao visual e de medidas de DLS e ELS (FIGURA
36, TABELA 14, TABELA 15).

Na Figura 36, as fotografias mostram a Amostra PV antes e apds os ensaios reali-
zados, a temperatura ambiente. Nas Figuras 36a e 36b sdo mostrados os frascos com a amostra
antes dos ensaios. E possivel observar a cor marrom e limpida da amostra e sem nenhum mate-
rial precipitado. Na Figura 36¢ tem-se o frasco com a amostra apos o ensaio a 4 °C e, na Figura
36d, apds o ensaio a 50 °C. Destas imagens, verifica-se que ndo houve alteragdes de cor, turbi-
dez ou precipitagdo nem na amostra resfriada em geladeira, nem naquela aquecida em estufa.

A comparagdo dos histogramas, também mostrados na Figura 36, revela que ndo
houve variagdo significativa nos didmetros hidrodinamicos estimados. O mesmo pode ser ob-
servado através dos dados nas Tabelas 14 e 15.

Os resultados sugerem que tanto o resfriamento (4 °C) quanto aquecimento (50 °C)
ndo afetaram significativamente a Amostra PV, uma vez que os DHs médios, os Pdls, os po-
tenciais zeta e os pHs (TABELA 14), além das faixas de distribuicdo de DHs (TABELA 15)
das aliquotas submetidas a diferentes temperaturas apresentaram-se semelhantes aos valores

obtidos para a amostra acondicionada a temperatura ambiente.
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Figura 36 - Histograma comparativo referente as faixas de distribui¢des de didmetro hidrodina-
mico por numero de particulas para a Amostra PV, ap6s 48 h sob as temperaturas 50 °C, 4 °C,
e temperatura ambiente (23 °C). As fotografias mostram a Amostra PV (a) e (b) sob temperatura
ambiente, (c) ap6s 48 ha 4 °C e (d) apés 48 h a 50 °C.
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Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 14 — Dados obtidos através de analises por DLS, ELS e pH da Amostra PV antes e apos
os ensaios de estabilidade acelerada.

Didmetro Potencial

Amostra Hidrodinamico Médio (nm) | *O' | Zeta(mv)| PH
Sob temperatura ambiente
(23 °C) 26,1 0,148 -29.9 5,15
Ap6s 48 h sob temperatura
ambiente (23 °C) 26,6 0,185 -30,4 5,19
Apo6s 48 ha 50 °C 26,7 0,193 -32,5 5,10
Apo6s 48 ha4 °C 27,7 0,204 -32,1 4,88

Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 15 — Faixas de distribui¢do de didmetros hidrodinamicos por numero de particulas (D15,
D65 e D95) para a Amostra PV antes e apds os ensaios de estabilidade acelerada.

Amostra Faixas de distribui¢ao de diAmetros hidrodinimicos (nm)
D15 | D65 | D95

Sob temperatura ambiente

(23 °C) 8,7-11,7 8,7—-15,7 8,7—-24,4
Ap0s 48 h sob temperatura B B B
ambiente (23 °C) 10,1 -11,7 10,1 — 15,7 10,1 - 24,4
Apods 48 h a 50 °C 8,7—-10,1 8,7—-15,7 8,7-21,0
Apdés 48 ha4°C 8,7-11,7 8,7—-15,7 8,7—-24,4

Fonte: elaborada pela autora.
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4.5 Toxicidade

Bioensaios preliminares para a avaliagao da toxicidade das Amostras II e PII foram
realizados, utilizando nauplios (fase larval) de Artemia salina, como modelo experimental. Es-
tas amostras foram escolhidas por apresentarem concentracao de NPCs mais apropriada para o
bioensaio. Além disso, como estas amostras possuem as maiores concentragdes dentre as amos-
tras geradas nesta Tese e os testes sdo realizados utilizando a amostra em diferentes diluigdes,
os resultados obtidos poderiam servir como base para estudos posteriores com as demais amos-
tras dotadas de menor concentracdo.

As espécies Artemia sdo zooplanctons geralmente utilizados para alimentar peixes.
O uso destes organismos ¢ muito comum em testes para avaliacdo prévia da toxicidade de ma-
teriais, uma vez que tais ensaios sdo de facil manuseio, baixo custo, a espécie apresenta ciclo
de vida curto, possibilidade de armazenamento dos cistos a temperatura ambiente e, por varios
meses, sem perda de viabilidade, etc. (ARRUDA et al., 2013; ATES et al., 2013). Além disso,
as artémias sdo organismos filtradores, por isso estdo em constante locomogao para se alimen-
tar, sendo capazes de ingerir facilmente particulas menores de 50,0 pm (ATES et al., 2013).
Desta forma, podem ser considerados altamente sensiveis a modificagdes do meio em que estdo
inseridos.

Na Figura 37, imagens de Microscopia Optica ¢ SEM ilustram alguns resultados
obtidos para o bioensaio. A imagem de Microscopia Optica na Figura 37a mostra um nauplio
de Artemia salina do controle negativo. E possivel observar que o nauplio é “transparente” a
luz, de modo que poderia ser visualizado acimulo de aglomerados de nanoparticulas, da ordem
de poucos microns, em seu interior. As imagens SEM nas Figuras 37f e 37k, mostram as guelras
¢ 0 abdomen do nauplio, respectivamente, onde poderiam se depositar 0os materiais suspensos
no meio. As esferas observadas nestas imagens sdo leveduras.

As Figuras 37b e 37c e as Figuras 37d e 37e referem-se a nauplios apos 24 h de
bioensaios com as Amostras II e PII, nas maiores e menores concentragdes testadas, respecti-
vamente. Para todas as imagens, € possivel observar o abdémen escuro dos nauplios, indicando
que as NPCs foram internalizadas.

Nas Figuras 37g e 37h € possivel observar pontos brancos, que poderiam corres-
ponder a aglomerados de NPCs, depositados nas guelras do nauplio, apos o contato com a
Amostra II na maior e na menor concentragdo, respectivamente. Pontos brancos também podem
ser visualizados no abdémen do nauplio (FIGURA 371) apds o contato com a Amostra I na

maior concentragao.
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Para a Amostra PII ndo se observaram alteragdes em relagdo ao controle negativo,
para nenhuma das concentracoes testadas.

Embora possam ter sido verificadas particulas depositadas no corpo dos nauplios,
ao término do bioensaio, nenhum individuo morreu, para nenhuma das concentragdes estuda-
das. Desta forma, estes resultados preliminares indicam que as Amostras II e PII sdo de baixa

toxicidade.

Figura 37 — Imagens de Microscopia Optica de nauplios de Artemia salina em (a) controle
negativo, (b) ensaio de toxicidade com a maior concentragdo da Amostra II, (c) ensaio de toxi-
cidade com a menor concentragao da Amostra II, (d) ensaio de toxicidade com a maior concen-
tracdo da Amostra PII e (e) ensaio de toxicidade com a menor concentragdo da Amostra PIIL.
Imagens SEM de guelras de nauplios de Artemia salina em (f) controle negativo, (g) ensaio de
toxicidade com a maior concentracdo da Amostra II, (h) ensaio de toxicidade com a menor
concentragdo da Amostra I, (i) ensaio de toxicidade com a maior concentracao da Amostra PII,
(j) ensaio de toxicidade com a menor concentra¢do da Amostra PII. Imagens SEM de abdomens
de nauplios de Artemia salina em (k) controle negativo, (1) ensaio de toxicidade com a maior
concentragdo da Amostra II, (m) ensaio de toxicidade com a menor concentracdo da Amostra
II, (n) ensaio de toxicidade com a maior concentragdo da Amostra PII e (0) ensaio de toxicidade
com a menor concentragdo da Amostra PII.

Fonte: elaborada pela autora.
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4.6 Sistemas nanoparticulas de carbono — ConBr

4.6.1 Propriedades fisico-quimicas

Para a conjugacdo da proteina ConBr as nanoparticulas de carbono também foram
utilizadas as estratégias de interagdo covalente e ndo covalente. Na Figura 38, as fotografias
ilustram etapas da reagdo de amidagdo utilizada para promover a conjugacdo covalente das
NPCs e da lectina ConBr.

Na etapa 1 (esterificacdo), verifica-se que ocorreu a precipitacdo das NPCs. A cen-
trifugacdo da amostra esterificada, resultou na formac¢do de um precipitado e um sobrenadante
limpido.

Para a etapa de reacdo (etapa 2), as NPCs foram redispersas em tampao MES e,
macroscopicamente, a redispersao torna-se semelhante a amostra inicial, sem particulas visiveis
ou precipitados e mesma cor, porém, s6 permanecem redispersas sob agitacdo. Uma vez preci-

pitadas, as NPCs ndo apresentaram mais estabilidade em agua ou tampao MES.

Figura 38 - Representagdo esquematica das principais etapas do procedimento realizado para
promover a interagcdo covalente entre as NPCs e a lectina ConBr.

Fonte: elaborada pela autora.

Ao final das reagdes, os conjugados gerados também foram centrifugados e lavados

(etapa 3) para a retirada de lectina ndo ligada. Tais conjugados também apresentaram o mesmo
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comportamento das NPCs apos esterificacdo, redispersando satisfatoriamente, mas, minutos
apos acondicionamento em repouso, nota-se a formagdo dos primeiros precipitados. Nos en-
saios de interagdo ndo-covalente (adsor¢@o), o mesmo comportamento instavel foi observado
para as NPCs. Tal fato sugere um desequilibrio causado pelo ajuste do pH com o tampao MES
e/ou devido a interacdo com a proteina.

A avaliacdo morfoldgica dos sistemas preparados foi realizada através de imagens
AFM, no modo topografia e contraste de fase. Para auxiliar nas interpretacdes, imagens AFM

da lectina ConBr também foram obtidas (FIGURA 39).

Figura 39 - Resultados obtidos por analise de AFM da lectina ConBr. (a, b) Imagens de topo-
grafia, (¢) Perfil de altura do espécime mostrado em (b), (d, e) Imagens de fase.
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Fonte: elaborada pela autora.

Das imagens ¢ possivel observar que a lectina apds a secagem no substrato apre-
senta particulas com bordas e superficie irregulares, com regioes dotadas de alturas entre 1 ¢
2,5 nm (FIGURAS 39a, 39b, 39¢). O contraste de fase da lectina em relagdo ao do substrato é
muito sutil e aparenta homogeneidade, isto ¢, percebe-se a mesma cor para toda a superficie do

espécime analisado (FIGURAS 39d, 39¢e). Imagens de contraste de fase resultam da mudanga



117

na oscilagdo da sonda utilizada para o mapeamento do material e tais mudancas podem resultar,
dentre outros fatores, das caracteristicas morfologicas e quimicas da amostra analisada
(COSTA; RIPPEL; GALEMBECK, 2002). Desta forma, ¢ razoavel afirmar que o contraste
homogéneo observado para a por¢do de lectina analisada é coerente com o fato de que este
espécime possui topografia e propriedades quimicas uniformes.

Na Figura 40 sdo mostradas as imagens AFM da topografia e de contraste de fase
obtidas para os conjugados provenientes das estratégias de interacao covalente, NPCs-ConBr(I)

e NPCs-ConBr(II).

Figura 40 — Imagens AFM dos conjugados NPCs-ConBr(I) e NPCs-ConBr(Il). (a, b) Imagens
de topografia do conjugado NPCs-ConBr(I); (c) Perfil de altura da imagem topografica (b); (d)
Imagem de topografia do conjugado NPCs-ConBr(Il); (e, f) Imagens de contraste de fase do
conjugado NPCs-ConBr(II).
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Fonte: elaborada pela autora.

As imagens AFM da topografia obtidas para o primeiro conjugado sdo mostradas
nas Figuras 40a e 40b. Verificam-se espécimes formados por material quasi-esférico em contato
com outro material de contorno disforme, semelhante a uma membrana. O perfil de altura na
Figura 40c revela que, no espécime em destaque na Figura 40b, os materiais possuem altura de,
aproximadamente, 14,0 nm (material quasi-esférico) e de 2,0 nm (membrana). Neste sentido, o
material quasi-esférico pode ser entendido como sendo um aglomerado de NPCs, formado de-
vido a perda de estabilidade em decorréncia do processo de interagdo covalente. J4 a membrana

tem altura semelhante a observada para a lectina ConBr (FIGURA 39c¢) e, desta forma, sugere-
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se que o espécime na Figura 40b é formado por um aglomerado de NPCs envoltas pela lectina
ConBr.

A imagem de topografia, na Figura 40d, e as imagens de contraste de fase, Figuras
40e e 40f, mostram que os espécimes constituintes da amostra NPCs-ConBr(II) sdo semelhantes
aqueles observados para a amostra NPCs-ConBr(I) (FIGURAS 40a, 40b). Na imagem de topo-
grafia € possivel notar pontos mais claros (maior altura) envoltos por borrdes menos claros
(menor altura). A imagem de contraste de fase da mesma regido mostrada na Figura 40d (FI-
GURA 40e) torna mais perceptivel a configuragdo dos espécimes, nos quais um material & en-
volto por outro. As cores azul e verde confirmam que os materiais que compdem os espécimes
sdo diferentes (contraste de fase distintos).

Imagens de AFM da topografia e contraste de fase obtidas para o conjugado prepa-
rado pela estratégia ndo covalente (NPCs+ConBr) sdo mostradas na Figura 41. Para esta amos-
tra, em geral, também se observam espécimes com configuracao semelhante a apresentada pe-
los conjugados obtidos por amidagao, sugerindo que as estratégias de conjugacao covalente e
ndo covalente levaram a sistemas organizados de modo semelhante: aglomerados de NPCs en-

voltos por lectina.

Figura 41 - Imagens AFM do conjugado NPCs+ConBr. (a) Imagem de topografia, (b) Imagem
de fase.

Fonte: elaborada pela autora.

4.6.2 Avaliacdo da atividade da lectina

Os resultados dos ensaios para a averiguacdo da atividade de hemaglutinagdo da

lectina quando nos conjugados NPCs-ConBr ¢ NPCs+ConBr sdo mostrados na Figura 42. A
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figura mostra imagens feitas com o microscopio estereoscopio, diretamente dos pogos das mi-

croplacas, ao fim dos ensaios realizados.

Figura 42 - Imagens de Microscopia Optica obtidas utilizando microscopio estereoscopio para
avaliag¢do da atividade hemaglutinante da lectina ConBr quando conjugada as NPCs purifica-
das. As imagens mostram os pogos das microplacas onde foram realizados os ensaios com 0s
controles (tampao TRIS + eritrocitos) e com as menores diluigdes da solugdo de lectina ConBr
e das dispersodes das amostras de NPCs nao purificadas (Amostra V), NPCs purificadas (Amos-
tra PV) e dos conjugados NPCs-ConBr e NPCs+ConBr (tampao TRIS + amostra + eritrocitos).

Ensaios com eritrocitos nativos Ensaios com eritrécitos tripsizinados
Controles
Eritrécitos nativos puros Eritrécitos tripsizinados puros
N -

Lectina

Malha Apos agitacio

Amostra V
Malha Apos agitacao Malha Apos agitacao

r

Amostra ndo testada | Amostra ndo testada
com eritrocitos com eritrocitos
nativos nativos

Amostra PV

Malha Apés agitacio Malha Apés agitacio




120

NPCs - ConBr (I)
Apos agitacao Malha Apos agitacao

-

NPCs - ConBr (II)
Malha Apos agitacio Malha

NPCs + ConBr

Malha Malha

Fonte: elaborada pela autora.

Os eritrocitos nativos puros (sem tratamento enzimatico) e tripsizinados utilizados
como controles negativos apresentam-se como esperado, isto é, precipitados ao fundo dos res-
pectivos pocos, nao revelando qualquer tipo de interagdo com o tampao TRIS. Ja para a lectina
ConBr (solubilizada em tampao TRIS, 1,0 mg/mL), a atividade hemaglutinante foi verificada
para os dois tipos de eritrocitos. Nota-se que ocorre a formagao de uma malha, ao contrario do
que ocorre com 0s controles, nos quais os eritrocitos precipitam. Apds agitacdo com ponteira
para micropipeta ¢ possivel observar a coagulagdo dos eritrocitos, que nao redispersam no tam-
pao. Estes resultados foram considerados como controle positivo de atividade de hemaglutina-
¢do da lectina ConBr.

As Amostras V e PV foram testadas de modo a verificar seu comportamento quando
em contato com os eritrocitos e avaliar os resultados obtidos para os conjugados de forma mais
segura.

Nos ensaios com a Amostra PV e observou-se a formac¢ado de uma malha semelhante
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aquela observada para a ConBr, tanto quando em contato com os eritrocitos nativos quanto com
os tripsizinados. Entretanto, quando agitado com a ponteira, o perfil diferiu daquele observado
para a lectina. Nao foi possivel verificar a formacao de coagulos, apenas uma malha granulosa
que dispersa na solu¢do. Comportamento similar foi observado para a Amostra V, sugerindo
que tal comportamento se deve a natureza das particulas.

Segundo Cortés-Giraldo et al. (2012), polifendis podem apresentar atividade de
aglutinacdo de eritrocitos. Em trabalho em que atestam que polifendis extraidos de 4 graos de
leguminosas (soja, lentilha, grao-de-bico e fava) podem aglutinar eritrocitos humanos tratados
com glutaraldeido e tripsizinados, os autores também afirmam que a atividade da lectina de
lentilha (utilizada como controle positivo) ¢ duas ordens de magnitude maior que a atividade
dos polifenois testados. Tal caracteristica se deveria ao fato de que a lectina interage com os
eritrocitos de forma especifica, através dos DRCs, enquanto para os polifendis a interagdo ocor-
reria de forma ndo especifica, por meio de interagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio esta-
belecidas entre os anéis aromaticos e grupos hidroxila na estrutura dos polifenois e os eritroci-
tos.

Considerando o mecanismo de formacgao e a estrutura sugerida para as MPCs ex-
plorados na secdo 1.2.3, juntamente com os espectros UV/Vis das amostras coloidais purifica-
das (FIGURA 27), que indicam a existéncia de aromaticos e carbonila na estrutura das NPCs,
¢ razoavel sugerir que estas possam interagir com eritrocitos de forma semelhante aos polife-
nois.

Para descartar a presenca de “contaminagado por lectina” nas Amostras V e PV, estas
foram aquecidas a 100 °C, durante 5 min, de modo a garantir a desnaturacdo da possivel lectina
contaminante e, por conseguinte, a perda de sua atividade biologica de hemaglutinacdo. Na
Figura 43, estdo apresentados os resultados para o ensaio de inibi¢ao de atividade da lectina por
aquecimento e verifica-se que as amostras continuam a exibir o mesmo comportamento, o que
indica que o efeito ¢ proveniente das nanoparticulas provenientes das amostras.

Entretanto, como dito anteriormente, embora os eritrocitos ndo tenham precipitado
e apresentado um perfil semelhante ao observado para os controles negativos do ensaio, como
esperado, ndo foi possivel verificar a formagao de codgulos semelhantes aos observados para o
controle positivo. Desta forma, pode-se considerar os eventos como uma “falsa atividade” ge-
rada pelas nanoparticulas, mas que ndo prejudicaria a avaliagdo da atividade da lectina nos
conjugados, uma vez que a “falsa atividade” apresenta um perfil bem diferente daquele obser-
vado para a atividade da lectina ConBr.

Desta forma, pode-se afirmar que os conjugados obtidos por ambas as metodologias
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(covalente e ndo-covalente) apresentaram atividade hemaglutinante. As imagens dos pogos
onde foram realizados os ensaios para cada conjugado (FIGURA 42), mostram, claramente, a
formagao da malha e dos coagulos com perfil muito semelhante ao observado para a lectina

ConBr.

Figura 43 - Imagens de Microscopia Optica obtidas utilizando microscopio estereoscopio para
avaliag@o da inibi¢cdo da atividade hemaglutinante da lectina ConBr na amostra NPCs-ConBr
(D) pela ag¢do do acicar MaM e nas amostras com NPCs nado purificadas (Amostra V), NPCs
purificadas (Amostra PV) e na amostra NPCs-ConBr (II) por aquecimento a 100 °C. As ima-
gens mostram os pogos das microplacas onde foram realizados os ensaios.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Todavia, os ensaios de inibi¢do da atividade hemaglutinante da lectina nos conju-
gados mostraram resultados controversos (FIGURA 43). Para a amostra NPCs-ConBr (I), o
ensaio de inibicao foi feito utilizando o aciicar MaM, e, ainda assim, houve a formac¢ado de uma
malha e de coagulos apos agitagdo. E possivel perceber que uma parte do material no pogo
encontra-se precipitada, mas ainda hé a formacao da malha e dos codgulos. Ja a amostra NPCs-
ConBr (II) foi submetida & aquecimento e posta em contato com os eritrocitos tripsizinados.
Neste caso, a atividade foi quase totalmente suprimida, mas ainda € possivel ver uma malha
disforme formada ao redor da amostra precipitada, o que indica que a atividade ndo foi total-
mente suprimida. Tais observacdes poderiam estar associadas a um possivel efeito coagulante

das nanoparticulas de carbono.
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5 CONCLUSOES

Os resultados descritos nesta Tese corroboram o carater sustentavel da técnica de
carbonizagdo hidrotérmica na preparacao de materiais carbonaceos, cujas propriedades e inte-
racdo satisfatoria com a lectina ConBr permitem vislumbrar aplicagdes em biotecnologia.

Micro e nanoparticulas carbonaceas foram obtidas de forma simples, rapida, sem o
uso de precursores toxicos, a partir de uma fonte de carbono sustentavel, a glicose, aliada a um
solvente abundante e livre de periculosidade, a agua. A temperatura de 180 °C, considerada
baixa, e tempos de médio (24 h) a curto (4 h), contribuiram para a economia de energia. A
amostra como sintetizada & de facil manipulacdo e ndo exigiu procedimentos elaborados até a
preparacao final (filtracdo, lavagem, secagem, dialise) das micro e nanoparticulas carbonaceas.
Além disso, nenhuma das etapas de preparagdo gerou residuos de dificil descarte, questido im-
prescindivel no contexto da sustentabilidade.

Em concordancia com o divulgado na literatura, as MPCs preparadas apresentaram
morfologia esférica ou quasi-esférica, isoladas ou coalescidas, estrutura amorfa e grupos funci-
onais oxigenados em sua superficie, tais como acidos carboxilicos os quais permitiram a inte-
racdo com a lectina ConBr, tanto por estratégia covalente quanto por estratégia ndo covalente.
Embora as anélises indiquem que baixa quantidade da lectina tenha sido imobilizada sobre as
MPCs, ainda foi possivel notar atividade de aglutinacdo de eritrocitos proveniente das lectinas
imobilizadas. As caracterizagdes realizadas ndo permitiram averiguar se a metodologia de ami-
dacdo foi efetiva no que tange ao estabelecimento da ligacdo amida. Como os conjugados obti-
dos por ambas as rotas apresentam caracteristicas semelhantes, sugere-se que, interagdes ele-
trostaticas e hidrofobicas governaram a imobilizag@o da lectina, independente da metodologia
utilizada. Tendo em vista este resultado, a imobilizagdo de proteinas no carbono hidrotérmico
por meio da rota de adsor¢@o ¢ mais indicada, pois constitui uma via mais simples, barata e
efetiva de imobilizacdo de biomoléculas nas MPCs.

A varia¢do de parametros da HTC de glicose permitiu a obtengdo de NPCs com
diferentes diametros. Em geral, NPCs foram obtidas a partir do carboidrato com o auxilio de
moléculas estabilizadoras a fim de evitar ou reduzir aglomeracdes. Nesta Tese, tal objetivo foi
buscado com a variacdo dos parametros reacionais. Contudo, as NPCs obtidas apresentaram-se
em aglomerados de alguns nanometros, revelando que deve haver um balango preciso entre a
quantidade do precursor e o tempo de reagdo de modo a priorizar apenas a nucleagcdo das NPCs

e ndo seu crescimento por aglomeracao das particulas primarias.



125

As caracterizagdes realizadas mostraram que as NPCs obtidas pelas seis reagoes de
HTC possuem propriedades Opticas (absor¢do na regido do ultravioleta/visivel e emissdo de
fotoluminescéncia) semelhantes e diferenciam-se pelos diferentes didmetros e concentracdo nas
amostras, os quais reduzem quanto menor a massa de glicose utilizada como precursor.

As NPCs apresentaram fotoluminescéncia na regido do visivel, com emissdes nas
cores azul e verde, dependentes do comprimento de onda de excitacdo. Tais emissdes foram
sugeridas originar do aprisionamento de éxcitons em dominios aromaticos e/ou em armadilhas
de superficie geradas pela oxidagdo das NPCs.

A purificag@o das NPCs por didlise apresentou-se efetiva para a retirada de subpro-
dutos da HTC, o que pdde ser verificado, tanto macroscopicamente pela secagem das amostras
antes e ap6s a dialise, quanto através dos espectros UV/Vis e aumento do pH das amostras.
Entretanto, ndo foi possivel verificar se a perda de NPCs concorre para a queda na concentragao
das amostras ou apenas subprodutos da carbonizacdo incompleta estdo sendo excluidos da
amostra. Esta reducdo na concentracdo apos o processo de purificagdo pode ter influenciado na
emissdo das amostras, cujos espectros apresentam perfil distinto daquele observado antes da
purificacdo. A supressdo de uma das bandas de emissdo ¢ sugerida resultar da eliminagdo de
subprodutos da HTC que possam emitir fotoluminescéncia ou da perda de NPCs com sitios de
emissdo especificos. Outra explicagdo para a mudanca observada nos espectros seria a alteracao
do pH promovida pela dialise que desativaria e/ou ativaria novos sitios de emissdo, como indi-
cado pelo aumento de intensidade da banda de emissao excitada a 285 nm em relag¢do ao obser-
vado nos espectros das amostras antes da dialise. Assim, sdo necessarias mais analises para
assegurar se a dialise € o processo de purificagdo mais viavel e efetivo para as amostras.

Os ensaios de estabilidade realizados com NPCs obtidas por carbonizagdo hidrotér-
mica de 0,5000 g de glicose a 180 °C por 4 h apresentaram resultados satisfatérios em meios
com diferentes forcas idnicas e acondicionamento sob temperaturas distintas. Em tampao fos-
fato salino, as NPCs apresentam DHs estaveis por, pelo menos, 42 h de acondicionamento,
enquanto em NaCl 0,9% apresentam aumento dos DHs pelo mesmo periodo mencionado. En-
tretanto, ao fim do més de monitoracao, a auséncia de alteragdes visuais e nas faixas de distri-
buicdo de DHs, permite sugerir que o processo de aglomerac¢do nas dispersdes ocorre, mas de
forma bastante lenta e ndo significativa o bastante, por, pelo menos, 1 més. No segundo caso,
os ensaios de estabilidade acelerada, sob as temperaturas e tempo de acondicionamento testa-
dos, revelaram que os DHs das NPCs também ndo sofreram alteracdes significativas, assim
como nenhuma alteragao visual foi verificada para as amostras apos os ensaios. Tais resultados,

aliados ao resultado preliminar dos bioensaios toxicidade de NPCs obtidas por carbonizacio



126

hidrotérmica de 4,0000 g de glicose a 180 °C por 4 h em nauplios de Artemia salina, que per-
mitem considerar as NPCs ndo toxicas, sugerem que estas particulas apresentam potencial para
uso em sistemas bioldgicos.

O estudo dos novos sistemas de NPCs com a lectina ConBr indicaram a manutencao
da atividade de hemaglutinacdo da lectina nos conjugados formados. A atividade caracteristica
da lectina foi verificada para as amostras geradas, juntamente com uma “falsa atividade”, apre-
sentada também pelas nanoparticulas puras. Tal evento ndo prejudicou a avaliagdo dos resulta-
dos dos testes de hemaglutinagdo, uma vez que foi possivel distinguir visualmente este efeito e
a formag@o dos coagulos proveniente da atividade da lectina. Em contrapartida, as metodologias
de imobilizagdo tornaram as suspensdes de NPCs instaveis, de modo que ndo mais dispersam
em agua ou tampao. Tal fato impediu analises seguras da emissdo de fotoluminescéncia dos
conjugados.

Assim, os sistemas hibridos gerados permitem vislumbrar a imobilizacao de outras
biomoléculas as micro e nanoparticulas de carbono, de modo a contribuir para o entendimento
deste tipo de interacdo e para o desenvolvimento de biodispositivos e biomateriais provenientes

de fontes e processos de preparacao sustentaveis.
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