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RESUMO

Nos ultimos anos, nanocompdsitos formados a partir de materiais poliméricos e nanotubos
de carbono (CNTs) tém sido extensivamente estudados devido as suas interessantes
propriedades mecanicas e possiveis utilizacbes nas mais diversas aplicacdes. Neste
trabalho, filmes de nanocompdsitos de poli(alcool vinilico) (PVA) com nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWNT) foram sintetizados através de duas rotas distintas,
caracterizados quanto a morfologia e propriedades fisicas e mecanicas. Os nanotubos foram
modificados quimicamente e foi investigado o efeito da funcionalizacdo quimica nos
MWNT para a sintese e formagdo dos filmes nanoestruturados. Foi ainda estudada a relacéo
entre as rotas de sintese dos nanocompositos e suas propriedades. Os resultados de
intumescimento, resisténcia mecanica e tenacidade indicaram que através da inser¢do de
pequenas quantidades de nanotubos de carbono podem ser obtidas mudangas consideraveis
nas propriedades dos nanocompositos em relacdo ao polimero puro. Foi investigada a
bioconjugacdo dos CNTs com a enzima Glicose Oxidase utilizando a rota quimica de
ativacdo das carboxilas dos nanotubos funcionalizados com carbodiimidas. A partir disso,
observou-se a viabilidade da sintese de nanocompésitos biofuncionais. Os resultados de
ensaio biolégico (MTT) indicaram que 0s nanocompositos sdo promissores para serem
utilizados em aplicacdes biomédicas.
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ABSTRACT

In recent years, nanocomposites formed from polymeric materials and carbon nanotubes
(CNTSs) have been extensively studied due to their interesting mechanical properties and
possible uses in various applications. In this work, nanocomposite films of poly (vinyl
alcohol) (PVA) and multi-walled carbon nanotubes (MWNT) were synthesized by two
different routes. They are characterized regarding to morphology, physical and mechanical
properties. The nanotubes were chemically modified and the effect of MWNT chemical
functionalization in the synthesis and the formation of nanostructured films was
investigated. It was also considered the relationship between the routes of synthesis of
nanocomposites and their properties. The results of swelling, mechanical strength and
toughness have shown by the insertion of small amounts of carbon nanotubes has caused
considerable changes in the properties of the nanocomposites compared to pure polymer.
We investigated the biofuncionalization of CNTs with the enzyme glucose oxidase using
the chemical route of activation of the carboxyl groups of functionalized nanotubes with
carbodiimides. We observed the feasibility of the synthesis of biofunctional
nanocomposites. The results of biological assay (MTT) indicated that the nanocomposites

are promising for use in biomedical applications.



1 - INTRODUCAO

A data de referéncia para o nascimento da nanociéncia e da nanotecnologia é a de 29 de
dezembro 1959, quando o fisico Richard Feynman proferiu na Reunido Anual da American
Physical Society a palestra “There’s plenty of room at the bottom” (“H& mais espaco la
embaixo”). Feynman anunciava ser possivel condensar na cabe¢a de um alfinete as paginas
dos 24 volumes da Enciclopédia Britanica como metéfora para afirmar que muitas
descobertas se fariam com a fabricacdo de materiais em escala atbmica e molecular. O
futuro previsto por Feynman tornou-se realidade. Hoje, ndo h& apenas entusiasmo
cientifico, mas enorme interesse politico e wvultosos investimentos econdémicos no
desenvolvimento de nanotecnologias (SCHUCH et al., 2007; ZARBIN, 2007).

Atualmente, o interesse em materiais nanoestruturados cresce de forma extraordinaria
devido a sua potencialidade em diversas areas cientificas e tecnoldgicas, como catélise,
desenvolvimento de sensores biologicos, materiais optoeletronicos, liberagdo controlada de
farmacos e engenharia de tecidos. A nanociéncia e nanotecnologia envolvem processos,
materiais e produtos na escala que varia entre 1 e 100 nandmetros e tém beneficiado
diversos segmentos, tais como, alimenticio, eletrdnico, farmacéutico, biotecnoldgico,
cosmético, medico-hospitalar, agricola e de seguranca nacional (PASCHOALINO et al.,
2010). Materiais e dispositivos produzidos em escala nanométrica apresentam propriedades
fisico-quimicas exoticas devido ao aparecimento de efeitos quénticos, reducdo de tamanho,
grande area interfacial e rapidez de operacdo, abrindo uma oportunidade enorme a

criatividade humana em varios segmentos da ciéncia e tecnologia (SILVA, 2007).

Devido a sua estrutura unidimensional, fascinantes propriedades mecanicas e condutividade
térmica e elétrica, os nanotubos de carbono (CNTs) tém atraido a atencdo de fisicos,
quimicos e cientistas de materiais, sendo a medicina e a biologia areas emergentes para sua
aplicacdo (BEKYAROVA et al., 2005). CNTs sdo extremamente resistentes a tensoes
mecanicas, possuem elevada area superficial e sdo altamente estaveis quimicamente. Esses

fatores os tornam interessantes materiais para uso em sensores quimicos e biolégicos e em



nanocompdsitos. Tais propriedades dos CNTs os tornam materiais fundamentais no
desenvolvimento da nanotecnologia. A mistura dos CNTs com outros materiais (como
polimeros) pode gerar nanocompdsitos com novas propriedades elétricas, mecénicas e

térmicas.

Dentre os varios materiais poliméricos existentes o poli(alcool vinilico) (PVA) tem sido
frequentemente explorado como material de implante em aplicacdes biomédicas para
sistemas de liberacdo de drogas, membranas utilizadas em dialise, cobertura para feridas,
pele artificial, dispositivos cardiovasculares e reparos cirurgicos, aproveitando de sua
excelente flexibilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade (COSTA JR, 2008). A
sintese de nanocompositos poliméricos a base de CNTs e PVA torna-se bastante
importante, pois se utiliza da combinac¢do das propriedades destes materiais formando um

material Unico.

Este trabalho descreve a sintese e a caracterizacdo de nanocompositos de PVA e nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWNT) produzidos pela técnica de mistura em solucéo
seguida de evaporacdo de solvente. Os MWNT foram funcionalizados quimicamente e o
efeito da funcionalizacdo para a formagdo do nanocomposito foi avaliado. Foram
caracterizados a estrutura, a morfologia e o intumescimento dos filmes sintetizados e
discutido um possivel mecanismo de interacdo entre os seus constituintes. Ainda foi
estudada a bioconjugacdo dos MWNT com a enzima glicose oxidase e a preparacdo de
nanocompositos biohibridos.



2 - OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo a sintese e caracterizagdo de nanocompdsitos a base de
poli(alcool vinilico) (PVA) e nanotubos de carbono de paredes maltiplas (MWNT), para

potencial aplicagdo como biomaterial.
2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Caracterizar quimicamente o PVA e o0 nanotubo de carbono utilizados como precursores

através de técnicas de espectroscopia.

— Funcionalizar quimicamente os nanotubos de carbono com grupos carboxilicos, atraves
de duas rotas distintas e caracterizar a funcionalizacdo através de espectroscopia de

infravermelho (FTIR), espectroscopia UV-Vis e espectroscopia Raman.

— Sintetizar nanocompdsitos a partir de nanotubos de carbono de paredes multiplas e PVA

utilizando duas rotas de sintese.

— Caracterizar 0s nanocompositos sintetizados através das técnicas de FTIR, microscopia
eletronica de varredura (MEV), espectroscopia Raman, bem como, avaliar as propriedades

mecanicas dos filmes.

— Avaliar a citotoxicidade in vitro dos materiais obtidos verificando a viabilidade celular
utilizado ensaio colorimétrico de reducdo do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT).

— Avaliar a grau de intumescimento dos filmes de nanocompositos obtidos atraves de ensaios

de absorcéo de fluido em solucdo tampdo fosfato salino (PBS).

— Estudar a conjugacdo dos nanotubos de carbono carboxilados com a enzima glicose

oxidase.



— Sintetizar e caracterizar por UV-Vis nanocompdsitos biofuncionais a partir dos nanotubos

conjugados com glicose oxidase.

— Avaliar utilizando ensaios bioquimicos e espectroscopia UV-Vis a atividade da enzima
glicose oxidase conjugada nos nanotubos de carbono.



3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1-NANOTUBOS DE CARBONO

Entre os materiais criados pelo homem e utilizados na nanotecnologia estdo os nanotubos
de carbono. Em 1991, Sumio lijima demonstrou a existéncia de novas estruturas
moleculares que sdo definidas como formas metaestdveis de carbono resultantes do
enrolamento de um plano de 4tomos de carbono em hibridizacdo sp® sob a forma de um
cilindro com didmetro da ordem de nanémetros e comprimentos da ordem de 3-10um
(INIMA, 1991; SILVA, 2007). Esses materiais possuem como resultado da forte ligacéo
covalente entre os atomos de carbono, excelentes propriedades mecanicas, altas
condutividades elétricas e térmicas. Consequentemente, 0 nimero de potenciais aplicacdes
comerciais dos CNTs é enorme, proporcionando um aumento em suas taxas de producédo
anual. A Bayer® prevé taxas de producdo de 3000ton/ano até o ano de 2012 (SMITH et al.,
2009).

Os CNTs podem ser divididos em duas categorias: nanotubos com parede Unica ou simples
(SWNT, do inglés single-wall nanotubes), que sdo formados pelo enrolamento de uma
camada de grafeno, e nanotubos com paredes multiplas (MWNT, do inglés multi-wall
nanotubes), que sdo formados por multiplas camadas de grafeno enroladas em forma
cilindrica (CAPAZ & CHACHAM, 2003). O espagamento entre as camadas é levemente
superior a distancia interplanar do grafite. Os cilindros de carbono podem ser encontrados
com pontas fechadas ou abertas (FERREIRA 2003b). Na figura 3.1 estdo mostrados
esquematicamente os dois tipos de nanotubos de carbono.



Figura 3.1 Representacdo de um nanotubo de carbono com parede simples (a) e de um
nanotubo de carbono com paredes mdaltiplas (b). Imagens geradas com o auxilio do

programa Nanotube Modeler®, 2005 obtido de JCrystalSoft (Livermore, California).
3.1.1 — Estrutura, propriedades e aplicacoes

Os SWNT possuem propriedades eletronicas excepcionais. A maneira com que a folha de
grafeno é enrolada produzindo nanotubos com parede simples pode formar materiais com
diferentes simetrias (armchair, chiral e zig-zag), figura 3.2, com comportamento metalico e
semicondutor (FERREIRA, 2006). Os nanotubos do tipo armchair possuem
comportamento metalico e nanotubos dos tipos chiral e zig-zag podem ser metalicos ou
semicondutores. As propriedades elétricas dos MWNT sem defeitos assemelham-se as
propriedades dos SWNT, devido ao fraco acoplamento entre os cilindros de carbono
concéntricos. Além disso, por se tratarem de estruturas quase unidimensionais, o transporte
eletrébnico nos CNTs metalicos (tanto MWNT quanto SWNT) ocorre de forma balistica,
isto é, sem espalhamento, possibilitando a conducdo de corrente através de grandes
extensdes de nanotubo sem que ocorra 0 aquecimento dos mesmos (HERBST et al., 2004).
No caso de nanotubos de paredes multiplas é mais dificil predizer suas propriedades
eletrénicas, pois o enrolamento das folhas de grafeno pode variar ao longo das diferentes
camadas e, além disso, a alta complexidade da estrutura aumenta a possibilidade da

presenca de defeitos.
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Figura 3.2 Representacdo esquematica das diferentes simetrias de SWNT.

Além das suas propriedades eletrdnicas, os CNTs possuem propriedades mecanicas
igualmente especiais. As fortes ligagdes sp® formadas entre os atomos de carbono fazem
com que os nanotubos sejam, teoricamente, um dos materiais com maiores dureza e
resisténcia mecéanica conhecidos atualmente (ZARBIN, 2007). Os CNTs sdo materiais
extremamente resistentes, possuem modulo de elasticidade da ordem de 1TPa, resisténcia
maxima a tracdo de 63GPa, além da habilidade de absorverem alto grau de deformagéo e
retornarem a sua forma original. Para nanotubos livres de defeitos estruturais, a resisténcia
pode chegar até 300GPa, ou seja, entre 10 e 100 vezes maior por uma fragdo de peso do que
0 aco (FERNANDES, 2008; TREACY et al. 1996). Além disso, sdo materiais altamente

flexiveis e dificilmente se rompem ou sofrem danos estruturais quando dobrados ou



submetidos a alta pressdo. Na tabela 3.1, estdo mostradas algumas propriedades dos SWNT
e MWNT.

Tabela 3.1 Propriedades tipicas dos CNTs (SAHOO et al., 2010)

Propriedade SWNT MWNT
Resisténcia a Tragdo (GPa) 50-500 10-60
Modulo de Elasticidade (TPa) ~1 0,3-1
Deformacao na fratura (%) 5,8 -
Densidade (g/cm®) 1,3-1,5 1,8-2,0
Condutividade elétrica (S/m) ~10°
Estabilidade Térmica (°C) >700 (no ar)
Diametro tipico (nm) 1 ~20
Avrea Superficial (m“/g) 10-20

Os CNTs tém sido utilizados para auxiliar na remocgdo de vérios tipos de poluentes
organicos como dioxina, compostos organicos volateis como xileno e matéria organica
natural de solugdes aquosas. A grande capacidade de adsor¢do dos CNTs é devida a sua
estrutura porosa, a possibilidade de funcionalizagdo quimica com uma variedade de grupos

funcionais em sua superficie e de sua grande area superficial (LU et al., 2008).

O conjunto fantastico de propriedades dos CNTs, decorrentes fundamentalmente de sua
escala de tamanho, faz com que tais materiais sejam utilizados nas mais diversas
aplicacOes, dentre as quais podemos citar algumas: como sensores de gases e sensores
bioldgicos; em pontas para microscopia de forca atbmica (AFM); em compdsitos com
polimeros, ceramicas e metais (visando materiais com alta resisténcia mecanica); em
dispositivos eletronicos; em dispositivos para armazenar hidrogénio; em novos dispositivos
biomédicos, etc. (ZARBIN, 2007).



3.1.2 — Sintese

Dentre os principais métodos de sintese de nanotubos de carbono estdo (SILVA, 2007;
OLIVEIRA, 2009; CAPAZ e CHACHAM, 2003).

i) Descarga de Arco: neste processo sdo produzidas descargas elétricas entre dois
eletrodos de grafite dopados com catalisadores metalicos (Fe, Ni, Co, Mo, etc.) sob
atmosfera inerte de hélio ou argbnio. As correntes de alta intensidade aquecem os eletrodos
a temperaturas superiores a 3000°C vaporizando o grafite, que se condensa sob a forma de
uma fuligem que contém os nanotubos de carbono, fulerenos e carbono amorfo.

i) Ablacdo por laser: nesta técnica um laser é utilizado para vaporizar um alvo de grafite
dentro de um forno a 1200° C na presenca de um fluxo de géas inerte. A vaporizagdo produz
espécies de carbono que sdo arrastadas pelo gas inerte da zona de alta temperatura e
depositadas em um coletor conico de cobre resfriado por agua.

iii) Deposicdo Quimica de Vapor (CVD): consiste na decomposicéo térmica ou pirolise de
hidrocarbonetos leves (metano, acetileno, etileno) como precursores de carbono utilizando
um catalisador metalico (Fe, Ni, Co, Mo, etc.) sob pressdo atmosférica. Este método é mais
viavel do que os demais, pois as temperaturas utilizadas s&o inferiores (entre 600 e
1000°C), a pureza do produto final € maior, permitindo a producdo de nanotubos em larga
escala.

Na tabela 3.2 estdo apresentadas as caracteristicas principais observadas para 0s trés
principais métodos de sintese de nanotubos de carbono.
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Tabela 3.2 Principais métodos e caracteristicas de producdo de nanotubos de carbono.

Adaptacdo de LOBO (2008)

Método

Caracteristicas Principais

Descarga de Arco

Tipo de Nanotubo: SWNT e MWNT

Fonte de Carbono: wvaporizagdo de dois
eletrodos de carbono

Temperatura: ~3000°C

Catalisador: anodo dopado com metais (Fe, Mo,
Y, Co, Ni)

Parametros de vacuo: 5x10°a 70x 10°Pa

Atmosfera inerte: He ou Ar

Ablagéo por laser

Tipo de Nanotubo: SWNT e MWNT

Fonte de Carbono: vaporizagdo de um alvo de
grafite

Temperatura: ~3000°C

Catalisador: Fe, Mo, Y, Co, Ni

Parametros de vacuo: 70 x 10°Pa

Atmosfera inerte: He ou Ar

Deposi¢ao Quimica de Vapor (CVD)

Tipo de Nanotubo: SWNT e MWNT

Fonte de Carbono: hidrocarboneto (xileno,
metano, etileno, canfora, tolueno, etc.)
Temperatura: 600-1000°C

Catalisador: Fe, Mo, Y, Co, Ni, compostos
organometalicos

Pardmetros de vacuo: pressao atmosférica

Atmosfera inerte: Ar, H,, N,

3.1.3 - Funcionalizacdo

Devido as interacdes de van der Waals formadas entre as superficies hidrofdbicas de

grafeno, os nanotubos minimizam sua energia livre superficial formando agregados e sdo
inertes quimicamente (TOMANEK et al., 2008, SMITH et al., 2009). Esta inércia quimica



11

dificulta da processabilidade dos CNTs e impede a utilizagdo potencial dos mesmos. A
funcionalizacdo dos nanotubos através de métodos quimicos tem sido vista como uma
forma de proporcionar a interacdo dos CNTs com outras substancias e materiais, como
polimeros, possibilitando o0 uso destes compostos de carbono em compositos, sensores,
além da interagdo com solventes organicos. A funcionalizacdo de CNT atraves de suas
paredes, pontas ou por encapsulamento (os tubos de pontas abertas possuem capilaridade)
tem sido vista como uma forma de explorar o potencial destes materiais em aplicacdes
quimicas e biolégicas (FILHO e FAGAN, 2007). A modificacdo quimica e solubilizacdo
de nanotubos de carbono representam uma area emergente na pesquisa de materiais a base
de CNTs. Vérios grupos de pesquisa tém relatado reacdes de funcionalizacdo de nanotubos
de carbono de parede simples (SWNT) e maltiplas (MWNT) (SUN et al., 2002). Essas
reacOes podem ser divididas em duas categorias: ligacGes covalentes e ndo covalentes.

A funcionalizagdo a partir de ligacbes covalentes ocorre pelo ataque direto de grupos
funcionais na superficie grafitica, como a utilizagdo da ligagdo nanotubo/acido carboxilico.
MICKELSON e colaboradores (1998) foram os primeiros a estudar a funcionalizacdo dos
CNTs e publicaram sobre a fluorinagcdo de nanotubos de carbono utilizando o géas fltior
como oxidante. Os CNTs funcionalizados foram solvatados em nanotubos individuais
utilizando alcoo6is como solventes (MICKELSON et al., 1999).

Um outro tipo de funcionalizacdo covalente forma ligagcdes carboxilicas nos nanotubos a
partir de defeitos intrinsecos ou induzidos. Este Gltimo refere-se & criagdo de carbonos sp®
terminais, nas pontas dos nanotubos, que serdo convertidos em acidos carboxilicos apds
oxidacdo (SUN et al., 2002). Os grupos carboxilicos criados podem ser utilizados para o
ataque de outros grupos funcionais, bem como cadeias alquilicas aos nanotubos utilizando
ligagbes amida. Uma variedade de compostos poliméricos e oligoméricos tem sido
utilizados na funcionalizacdo de nanotubos para a solubilizacdo e dispersdo destes em
solventes organicos e/ou dgua (CHEN et al., 1998).

Apos tratamento com agentes oxidantes (HNOj;, H,SO4 H20,, KMnO4, etc.), como

mostrado na figura 3.3, 0s nanotubos virgens podem ser efetivamente purificados e
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modificados com grupos funcionais oxigenados (hidroxilas e carboxilas), o que promove o
aumento da reatividade quimica da rede grafitica. A presenca destes grupos facilita a
esfoliacdo dos nanotubos, aumenta a solubilidade em meio polar, aumenta a possibilidade
de funcionalizagédo com outros grupos funcionais e aumenta a adeséo interfacial dos CNTs
com matrizes poliméricas na formacdo de nanocompositos. Em contrapartida, pode afetar
as propriedades dos nanotubos, diminuindo o comprimento dos tubos (DATSYUK et al.,
2008).

Devido a presenga de ions metélicos provenientes do catalisador, ao se pensar em
aplicagdes biomédicas dos nanotubos de carbono, os mesmos podem formar dispositivos
citotoxicos. Por isso, a sua purificacdo € requerida em aplicacbes biomédicas
(HARRISSON e ATALA, 2007). Existem varias maneiras de se purificar os CNTs, uma
das maneiras mais importantes e mais utilizadas é através do refluxo dos nanotubos com
acidos oxidantes como o &cido nitrico removendo o catalisador metalico e 0s depésitos de

carbono amorfo no interior e exterior do nanotubo.
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Figura 3.3 Funcionalizagdo quimica dos MWNT com o grupo carboxilico.

A funcionalizagéo ndo covalente de nanotubos de carbono é baseada nas forcas de van der
Walls. Este tipo de modificacdo é capaz de alterar a natureza da superficie dos nanotubos

tornando-os mais compativeis com outros materiais, como matrizes poliméricas. A
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vantagem da funcionalizagdo ndo covalente é que a estrutura sp® intrinseca dos nanotubos
ndo é alterada, ndo provocando mudangas nas propriedades dos mesmos (BANERJEE et
al., 2005). A desvantagem é que as forcas entre as moléculas de interesse e 0s nanotubos
podem ser fracas, resultando na baixa interagdo e baixa dispersdo dos nanotubos
(GOYANES et al., 2007). Como exemplo de funcionalizagcéo ndo covalente de CNTSs, tem-
se a interacdo de polimeros como poli(vinil pirrolidona) e poli(estireno) pela associacdo
destes com os sitios dos nanotubos via interacdo pi (n) impedindo a intera¢do nanotubo-

nanotubo, formando agregados de nanotubos envolvidos com os polimeros.

A modificacdo direta de nanotubos de carbono com proteinas (incluindo enzimas e
anticorpos) é uma area de pesquisa muito estudada. Muitas proteinas podem adsorver-se
espontaneamente na superficie do nanotubo ou serem imobilizadas covalentemente via

reacoes de funcionalizacéo (figura 3.4).

Proteina Ligacdes AMIDA

Adsor¢ao nao-especifica Funcionalizacao Covalente

Figura 3.4 Modelos interac6es de proteinas com nanotubos de carbono.

A grande supeficie hidrofébica dos CNTs (elétrons m) os tornam parceiros ideais para

interac6es ndo covalentes com diversas moléculas e macro(bio)moléculas. Essas interacfes
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podem acontecer dentro ou fora dos nanotubos (YANG et al., 2007). A adsor¢do nao
especifica de proteinas é atribuida principalmente as interacdes hidrofébicas, porém o
mecanismo de adsorcdo pode ser bem mais complicado e dependente de outros fatores,
como interacdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio. As interacdes de alguns peptideos
com nanotubos podem servir de modelo para as interagdes entre 0s CNTs e as proteinas.
Foi observado que histidina e triptofano contribuem significativamente para as interagdes
dos peptideos com a superficie dos nanotubos (LIN et al., 2004b), o anel aromatico
presente nestes residuos de amino&cidos interagem com 0s CNTs via interagdes de van der
Waals.

O fendmeno de adsor¢do ndo especifica de proteinas em CNTSs representa um modelo de
baixa reprodutibilidade e controle. A conjugacdo de proteinas pode ser alcangcada de uma
maneira mais previsivel via formacdo de ligaches covalentes amidas nos nanotubos
funcionalizados com grupos carboxilicos. A amidacdo é baseada em reacGes de ativacdo
com carbodiimidas (figura 3.5), também chamadas de reagentes de acoplamento (LIN et
al., 2004b, BEKYAROVA et al.,, 2005). O reagente N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC) promove a ativagdo das carboxilas presentes nos nanotubos
funcionalizados formando um intermediario altamente ativo (o-acilureia), que sofre
hidrélise rapidamente para formar o &cido carboxilico novamente. Entretanto, na presencga
do reagente N-Hidroxisuccinimida (NHS) um intermediario mais solivel em agua é
formado (succinimil). Este intermediario reage prontamente via substituicdo nucleofilica
com as aminas primarias presentes nas biomoléculas (enzimas, proteinas ou anticorpos),
(RAVINDRAN et al., 2003).
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BM- Biomolécula (enzima, proteina, anticorpo)
NHS - N-hidroxisuccinimida
EDC- 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida

Figura 3.5 llustragdo esquematica das etapas de formacéo de ligacdo amida entre 0s CNTs

e moléculas bioldgicas.
3.1.4 — Caracterizacao de Nanotubos de Carbono

A caracterizacdo de CNTs com o propoésito de se obter informagdes sobre grau de pureza,
ordenamento, distribuicdo de didmetro é essencial. Uma das técnicas mais utilizadas para
caracterizar nanotubos de carbono é a espectroscopia de espalhamento Raman (LOBO et
al., 2005; CAPAZ e CHACHAM, 2003; HERBST et al., 2004; SILVA, 2007). O nome da
técnica homenageia o fisico indiano Chandrasekhara Raman que descobriu em 1928 o
fenbmeno em que a mesma se baseia. Nesta técnica um feixe de luz laser incide sobre a
amostra que provoca o espalhamento da luz. A diferenca de energia entre os fotons
incidentes e os que sdo espalhados pelos atomos da amostra fornece informagGes sobre a
estrutura atbmica dos nanotubos (CAPAZ e CHACHAM, 2003).

Através da espectroscopia Raman, pode-se diferenciar nanotubos de grafite e materiais
amorfos, além de nanotubos de parede simples de nanotubos de paredes multiplas. As
bandas relacionadas aos CNTs perfeitos séo visualizadas em regides bem definidas do
espectro Raman. Os modos vibracionais dos SWNT, também chamados de respiragdo
radial (radial breathing modes, RBM) s&o observados em baixos nimeros de onda (100-

300 cm™). J& os modos vibracionais chamados de tangenciais, s&o responsaveis pela banda
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G associada aos nanotubos perfeitos (~1575cm™). A banda D é atribuida a estruturas
desordenadas, como nanotubos defeituosos e carbono amorfo (~1350cm™). Além disso, a
razdo entre as intensidades das bandas D e G (Ip/lg) fornecem informagdes sobre o grau de
desordem e defeitos estruturais (carbono sp®) em uma amostra de nanotubo. Uma maior
razdo Ip/lg indica a maior presenca de defeitos estruturais nos CNTs (SILVA, 2007). Na
figura 3.6 esta representado um espectro Raman tipico para uma amostra de nanotubos de

carbono de parede simples.

(@)

100 200 300 400 500

Banda G (h)

Banda D

1200 1400 1600 1800

Numero de Onda (cm™)

Figura 3.6 Espectro Raman tipico para uma amostra de SWNT. Em (a) estdo mostradas as
bandas relacionadas aos modos de respiracéo radial e em (b) as bandas G e D. Adaptado de
SILVA (2007).

Com a andlise da morfologia dos nanotubos utilizando a microscopia eletrénica de
varredura de alta resolugdo (MEV) podem ser avaliados densidade, comprimento e
didmetros externos dos tubos. A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) é essencial
para 0 estudo da morfologia dos CNTs (analise das estruturas internas e namero de
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camadas), bem como da presenca de particulas metalicas ou outros materiais adsorvidos e

incorporados aos nanotubos (SILVA, 2007).

A espectroscopia de infravermelho (FTIR) é uma técnica muito utilizada para caracterizar
amostras de nanotubos tratadas quimicamente, onde s&o inseridos grupos funcionais nos
CNTs. Além disso, os nanotubos apresentam os modos ativos em infravermelho Ay,
(850cm™) e E1, (1575cm™) (LOBO, 2008) .

Medidas diretas de dureza e resisténcia mecanica de nanotubos de carbono de paredes
maltiplas isolados podem ser realizadas através de microscopia de forca atdmica (AFM),
(THOSTENSON et al., 2001).

3.1.5 - Nanotubos de Carbono e Biomateriais

Os nanotubos de carbono sdo considerados potenciais materiais biomédicos devido a sua
flexibilidade estrutural e propensdo a funcionalizacdo quimica (FOLDVARI e
BAGONLURI, 2008a). Apesar disso, pesquisas indicam que os CNTs podem causar efeitos
adversos devido a sua pequena dimensdo. O comprimento microscopico e peso dos CNTs
permitem a sua facil distribuicdo no ambiente do corpo humano. No entanto, controveérsias
envolvem a interpretacdo atribuida a toxicidade dos CNTs. A literatura indica que a
toxicidade dos CNTs esta relacionada com as suas propriedades, tais como estrutura
(SWNT versus MWNT), relacdo comprimento/didmetro, area superficial, grau de
agregacdo, extensdo da oxidacdo, topologia da superficie, grupo funcional ligado e método
de sintese (que pode deixar residuos de catalisador e produzir impurezas). Toxicidade de
nanotubos de carbono também esté relacionada com concentracdo e a dose a que as células
ou organismos estdo expostos (FOLDVARI e BAGONLURI, 2008b).

De uma maneira geral a funcionalizacdo dos nanotubos de carbono produz CNTs mais
biocompativeis com sistemas fisiologicos e, consequentemente, reduz sua toxicidade em

comparagdo com 0s nanotubos de carbono néo funcionalizados (SAYES et al., 2006). Os
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efeitos prejudiciais de uma possivel liberagdo de nanoparticulas no corpo humano devem

ser investigadas no futuro.

Nanotubos de carbono possuem capacidade de serem utilizados em imagem celular,
sensores quimicos e bioldgicos, agentes carreadores de farmacos e como matriz para
suporte no crescimento de tecidos biologicos e células (HARRISON e ATALA, 2007).

As aplicages dos nanotubos de carbono como excipientes de medicamentos séo de
interesse, dada a sua capacidade de interagir com macromoléculas tais como proteinas e
DNA. As caracteristicas marcantes de um sistema eficiente de distribuicdo de drogas
incluem a capacidade para desempenhar liberacdo controlada e direcionada de
medicamentos, 0 que 0s nanotubos de carbono tém exibido. Trés métodos de interacdo
entre CNT e os componentes farmacéuticos ativos séo observados na liberagcdo da droga. O
primeiro método de interagdo ocorre através de um absorvente poroso onde os componentes
ativos estdo presos dentro dos nanotubos ou entre os nanotubos. A segunda ocorre através
da fixacdo funcional do composto (através de ligagGes covalentes ou de van der Waals) nas
paredes externas dos CNTs. A terceira abordagem envolve o encapsulamento dos
compostos dentro dos CNTs os quais funcionam como nanotuneis (FOLDVARI e
BAGONLURI, 2008b).

Nanotubos de carbono representam também potenciais materiais biocompativeis que
podem ter dupla fungdo: como uma matriz de suporte e como condutor para a entrega de
sinais elétricos onde neur6nios possam crescer em um feixe ou rede neural, resultando na
formacdo do hibrido CNT/neur6nio. Estas capacidades permitem que 0s nanotubos de
carbono formem suportes (scaffolds) para orientar o crescimento neuronal. O crescimento
dos neurénios em nanotubos de carbono sugere que estes sdo biocompativeis (FOLDVARI
e BAGONLURI, 2008b).

O elevado nivel de viabilidade celular obtido com células fibroblasticas e osteoblasticas em

contato com MWNT, apontaram uma biocompatibilidade celular dos nanotubos, fato
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importante para futuras aplicagdes médicas de nanotubos, em particular como substratos
para reparacdo de tecidos biologicos (AOKI et al., 2005; CHEOPEK et al., 2006).

Materiais nanocompositos feitos de poli(propilenofumarato) (PPF) e nanotubos de carbono
de paredes simples foram estudados para utilizagdo potencial como scaffold. Os SWNT
reforcaram significantemente o polimero PPF. Esses e outros achados sugerem que 0s
CNTs em nanocompositos sdao uma Otima alternativa de aplicagdo como scaffold para
engenharia de tecido ésseo (SHI et al., 2007).

Os CNTs por possuirem baixa densidade e elevada resisténcia mecanica quando
comparados com 0 0sso e com outros materiais utilizados em implantes 6sseos (como ago e
titdnio), podem oferecer melhores propriedades mecéanicas a um tecido 6sseo danificado.
Aléem disso, a fabricacdo de materiais compdsitos ou hibridos com os CNTSs é interessante
a0 se pensar nas excelentes flexibilidade e elasticidade (SAHITHI et al., 2010). ZANELLO
et al. (2006), estudou a biocompatibilidade dos CNTSs e seu potencial na regeneracdo 0ssea,

demonstrando que o uso de nanotubos na regeneracao Gssea € promissor.

Os nanotubos podem funcionar como scaffold. Células 6sseas de ratos foram cultivadas em
SWNT e MWNT modificados com grupos quimicos eletricamente carregados e a
biocompatibilidade deste sistema foi avaliada pela multiplicacdo de osteoblastos (células
formadoras de 0sso), moforlogia celular e formacao de cristais de hidroxiapatita (GOULD,
2006). Scaffolds tridimensionais e porosos foram preparados contendo a maior fragdo de
MWNT (89%) e a menor fragcdo de quitosana, sendo observada a biocompatibilidade do
material para adesdo e proliferagdo de células osteobasticas (ABARRATEGI et al., 2008).

Os CNTs podem atuar em biosensores, na detecgdo de eventos ou moléculas bioldgicas,
devido a sua estrutura eletronica e condutancia balistica. Biosensores a base de SWNT
contendo glicose oxidase adsorvida fisicamente, foram preparados para detectar niveis de
glicose sanguinea (BEKYAROVA et al., 2005).
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Apesar das potenciais aplicagcdes dos CNTS em biomateriais descritas, a citotoxicidade dos
mesmos ainda é uma questdo controversa. A toxicidade de nanotubos através de inalagéo é
totalmente diferente daquela de CNTs inplantados no corpo humano, além disso, cada tipo
de nanotubo pode ativar uma resposta de maneira diferente pelo organismo. A avaliacdo da
toxicidade os CNTs é uma darea de pesquisa em expansdo e deve ser realizada
cuidadosamente para evitar interpretacdes incorretas (SAITO et al., 2008).

3.2 - POLI(ALCOOL VINILICO) - PVA

O PVA ¢ uma resina sintética, solivel em &gua, obtida pela primeira vez em 1924, por
Herman e Haehnel, pela hidrolise do poli(acetato de vinila) (PVAc), forma de obtencéo
utilizada comercialmente até hoje (ARANHA e LUCAS, 2001). A figura 3.7, mostra a
reacdo de saponificagdo ou hidrolise para a obtencdo do PVA pela polimerizacéo do PVAC.
Os grupos acetato do PVAc sdo substituidos por hidroxilas formando o copolimero PVA
(poli(&lcool vinilico-co-acetato de vinila)) (MANSUR, 2007).

NaOH

—+CH:-CHA > ACH-CHEACH:-CHA
0 Metanol OH o
I I
C=0 C=0
I I
CH; CH;
Poli(acetato de vinila) Poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila)

Figura 3.7 Sintese do PVA através da hidrélise do poli(acetato de vinila).

As propriedades basicas do PVA dependem do grau de polimerizacdo e do grau de
hidrélise (GH) (relacdo entre o percentual de hidroxilas no polimero final e 0 numero
inicial de grupos acetato). Um aumento do GH implica em redugédo da solubilidade em
agua, associada a estabilizacdo energética promovida pelas ligacGes de hidrogénio intra e
intercadeias poliméricas, no aumento da viscosidade e da resisténcia a tracdo (COSTA JR,
2008). Por suas excelentes propriedades, o0 PVA tem sido utilizado em um grande namero
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de aplicagdes industriais. Este polimero funciona como excelente adesivo possui boa
resisténcia a solventes, 6leos e graxas e sua resisténcia a passagem de oxigénio é superior a

de qualquer polimero conhecido.

E um dos poucos polimeros semicristalinos soliveis em agua com boas caracteristicas
interfaciais e mecanicas. O PVA tem sido usado em processamento de papel e fibras e
como estabilizante de emulsdo, além de ser importante como matéria-prima para filmes.
Estudos de obtencdo de PVA vém sendo desenvolvidos buscando o controle da
cristalinidade e introducdo de grupos funcionais, para melhorar ou conferir propriedades
especificas.

O PVA tem sido amplamente utilizado em fibras, adesivos, emulsificantes, em aplica¢oes
na indastria téxtil e de papel, na obtencdo de membranas anfifilicas para imobilizacdo de
enzimas, dentre outras. Mais recentemente, o PVA tem sido utilizado como carreador de
medicamento, devido as suas propriedades de degradabilidade e ndo toxidez (ARANHA e
LUCAS, 2001). Além disso, o PVA tem sido proposto como material para sistemas de
liberacdo controlada de farmacos e estd sendo empregado em uma variedade de aplicacdes
biomédicas, incluindo cartilagem artificial, implantes de cOrnea, substitutos de pele ou
scaffolds para a engenharia de tecidos sendo, geralmente, considerado biocompativel
(GUERRINI et al., 2006).

A natureza polar do PVA facilita a formacéo de ligagdes de hidrogénio com as hidroxilas e
carboxilas dos nanotubos de carbono funcionalizados, proporcionando a sintese de

materiais compositos com presenca de adesdo interfacial.
3.3 - NANOCOMPOSITOS
3.3.1 - Aspectos Gerais

Na natureza existem materiais hibridos, sintetizados através de processos quimicos em
meio aquoso, sob condicdes de pressdo e temperatura ambientes, com mecanismos de

“automontagem” envolvendo interacdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio ou forgas de
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van der Waals. Tais materiais que ocorrem na natureza apresentam arquitetura molecular e
sinergia perfeitas entre os seus componentes. Um exemplo tipico é o nacre (revestimento
das pérolas) que consiste em lamelas nanométricas de aragonita (CaCO3) dispersas numa
mistura de proteinas e polissacarideos (ESTEVES et al., 2004). Talvez seguindo a
inspiracdo bioldgica os pesquisadores comecaram a estudar uma forma de sintetizar
materiais com caracteristicas excepcionais, tentando aproximar-se do nivel de controle da
estrutura e propriedades dos compdsitos naturais, numa tentativa de obter materiais
avancados. A tendéncia atual na &rea dos compdsitos € a preparacdo de materiais em que a
interacdo entre os componentes ocorra em escala nanometrica ou molecular, os chamados

nanocompasitos.

Os nanocompdsitos sdo materiais hibridos em que pelo menos um dos componentes tem
dimensdes nanométricas (ESTEVES et al.,, 2004). Como acontece nos compdsitos
tradicionais, um dos componentes funciona como matriz, na qual as particulas do segundo
material se encontram dispersas. Os componentes de um nanocompoésito podem ser de
natureza inorganica/inorgénica, inorganica/organica ou ainda organica/organica. No
presente trabalho serdo enfatizados os nanocompositos de interface organica/inorganica. A
incorporacdo de cargas inorganicas em polimeros origina materiais com maior resisténcia
mecanica, maior estabilidade térmica ou com propriedades Gpticas, magnéticas ou elétricas
superiores. As cargas tendo dimensfes nanométricas (1-500nm) apresentam uma area
superficial elevada, o que favorece sua dispersdo na matriz polimérica e por isso uma
melhoria das propriedades fisicas do compdsito que dependem da homogeneidade do
material. Na literatura estdo descritas algumas aplicacdes dos nanocompdsitos tais como,

catalise, optoeletrdnica, dispositivos magnéticos, tintas e revestimentos, dentre outras.

Entre as cargas mais utilizadas em nanocompdsitos de matriz polimérica, encontram-se 0s
carbonatos, os sulfatos, os alumino silicatos e os 6xidos metalicos (Al,Os, Fe;,03, ZnO). As
argilas e os silicatos lamelares, como por exemplo, as montmorilonitas, sdo outro tipo de
cargas que tém sido muito investigadas. As nanoparticulas de materiais semicondutores,

tais como CdS, ZnS, ou CdSe , tém também sido muito usadas devido as suas propriedades
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Opticas. Devido as suas excelentes propriedades mecanicas, 0s nanotubos de carbono tem
sido usados como agentes de refor¢o ideais para nanocompoésitos poliméricos de alto
desempenho. AJAYAN et al. (1994) relatou o primeiro nanocompdsito polimeérico
utilizando CNTs como reforco e deste entdo o nimero de artigos e patentes referentes aos
compositos contendo nanotubos de carbono esta aumentando a cada ano. Varias matrizes
poliméricas sdo usadas para 0s nanocompositos, incluindo termoplasticas, resinas
termofixas, polimeros cristalinos liquidos, polimeros sollveis em &gua, polimeros
conjugados, entre outros. As propriedades dos nanocompdsitos poliméricos que podem ser
melhoradas com a utilizagdo dos CNTs incluem: a resisténicia a tracdo, modulo de
elasticidade, a dureza, a temperatura de transicdo vitrea, condutividade térmica,
condutividade elétrica, resisténcia ao solvente, propriedades 6ticas, etc., (COLEMAN et al.,
2006; SPITALSKY et al., 2010; SAHOO et al., 2010).

Os maiores problemas na preparacdo de nanocompositos reforcados com CNT estdo na
dispersdo eficiente dos nanotubos na matriz polimérica, na avaliacdo da dispersdo, bem
como no alinhamento e no controle dos CNTs na matriz. Existem varios métodos para a
dispersdo de nanotubos na matriz polimérica, como a mistura em solucéo, a polimerizago

in situ, funcionaliza¢do quimica dos nanotubos de carbono, etc.
3.3.2 - Nanocompdsitos polimero/CNT

O maior obstaculo das pesquisas na area de nanocompositos poliméricos a base de CNTs é
a limitada compatibilidade entre os nanotubos e maioria das matrizes poliméricas. A
funcionalizacdo e solubilizacdo de CNTs usando espécies organicas oligomericas e
poliméricas tem sido utilizada para produzir dispersdes de nanotubos em matrizes
poliméricas mais homogéneas (MONIRUZZAMAN e WINEY, 2006).

Existem quatro requisitos principais para a eficacia do nanocompdsito. Tratam-se da razéo
aspecto, dispersdo homogénea, alinhamento e transferéncia de tensdo interfacial de carga da
matriz para o reforgo. A dispersdo é provavelmente a questdo mais relevante. Nanotubos

devem ser dispersos uniformemente como nanotubos individualmente revestidos com
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polimero. Isto é imperativo a fim de conseguir a transferéncia de carga eficiente do
nanotubo para a rede polimeérica. 1sso também resulta em uma distribuicdo de tensdo mais
uniforme e minimiza a presenca de centros de concentragdo de tensdes (COLEMAN et al.,
2006). Nanotubos de carbono tém sido considerados como potenciais candidatos para
atuarem como agentes de reforco em polimeros devido as suas excelentes propriedades
fisicas e mecanicas e diametros em escalas nanométricas (SO et al., 2007, PAIVA et al.,
2004, THOSTENSON et al., 2001; MONIRUZZAMAN e WINEY, 2006).

Entretanto, para a producdo de nanocompositos explorando as propriedades dos CNTs é
fundamental que ocorra a dispersdo homogénea e a adesao interfacial dos nanotubos com a
matriz polimérica (Ml et al., 2007). As atracGes de van der Waals entre os nanotubos fazem
com eles formem aglomerados, resultando na insolubilidade dos CNTs na maioria dos
solventes organicos e aquosos e na sua baixa dispersdo em polimeros. Além disso, a ades&o
interfacial entre os nanotubos e a matriz polimérica deve ser alcancada para que ocorra a

transferéncia de carga entre 0s mesmos.

Um ponto que chama a atencdo é o desenvolvimento de técnicas que possibilitem um
“ancoramento” efetivo dos nanotubos & matriz polimérica. Nesse sentido, as modificagdes
quimicas dos nanotubos representam uma alternativa promissora e tém sido utilizadas com
sucesso para aumentar a dispersdo dos nanotubos na matriz polimérica, podendo ser feitas
através da insercdo de grupos funcionais como carboxilas ou hidroxilas, atraves da
oxidacdo dos CNT (PENG et al., 2003; SUN et al., 2002). Outras maneiras propostas para
a dispersdo homogénea dos CNT em matrizes poliméricas incluem: a suspensdo direta de
CNT na solucéo do polimero via ultra-sonificacdo (mistura em solucéo), a polimerizacao in
situ na presenca dos nanotubos e adi¢do de surfactantes em compdsitos polimero-CNT
(SUN et al., 2002), figura 3.8.
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Figura 3.8 Principais métodos de sintese de nanocompdsitos poliméricos utilizando CNTs
(a) mistura em solucdo e (b) polimerizacéo in situ. Adaptada de ESTEVES et al., 2004.

No método mais comum, a mistura em solugcdo, a matriz polimérica deve ser solivel em
algum solvente. Os nanotubos de carbono sdo adicionados em uma solugdo do polimero. O
compdsito CNT/polimero é formado por precipitacdo ou por evaporagdo do solvente. Sabe-
se que é muito complicada a dispersdo dos nanotubos em um solvente através de uma
simples agitagdo. Um processo de ultra-sonificacdo é mais eficaz na formacdo de uma
dispersdo mais homogénea. Além disso, a funcionalizagdo dos CNTs também pode ser
realizada no intuito de promover sua melhor dispersdo (COLEMAN et al., 2006; SAHOO).
A mistura em solucdo pode ser resumida nas seguintes etapas: dispersdo de nanotubos em
um solvente ou solucdo polimérica através de agitacdo enérgica, mistura de nanotubos e
polimeros em solucdo atraves de agitacdo e evaporacgdo controlada de solvente formando

um filme compésito.

Na polimerizacdo in situ, os CNTs estdo dispersos com o mondmero, seguido de
polimerizagdo. Neste método, uma porcentagem mais elevada de nanotubos de carbono
pode ser facilmente dispersa, e por consequéncia, formar uma forte interagdo com a matriz
polimérica. Este método é Util para a preparacdo de compoésitos contendo polimeros que

ndo podem ser processados em solucdo ou que sdo insollveis e termicamente instaveis. A
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principal vantagem deste método é que ele permite a enxertia de macromoléculas nas
paredes dos CNTs (SUN et al., 2002).

Alguns estudos tém mostrado que o PVA, é um bom candidato para formar compositos
com os CNT devido as excelentes propriedades desse polimero que contribuem para a
formacdo de filmes (BARTHOLOME et al., 2008; TONG et al., 2006; PAIVA et al.,
2004). Esse polimero semicristalino possui excelentes propriedades na para formacdo de
filmes, alta resisténcia a tracdo e flexibilidade. As hidroxilas presentes nas cadeias de PVA
podem promover ligacdes fortes com CNTs oxidados que contém carboxilas e hidroxilas
em sua superficie. Além disso, o filme de PV A possui excelente transparéncia, consisténcia
macia quando na forma de membrana, além de apresentar excelente resisténcia quimica e
ser biocompativel (COSTA JR, 2008).

3.3.3 - Aplicagdes como Biomateriais

A engenharia de tecidos é uma area multidisciplinar focada no desenvolvimento e aplicagéo
do conhecimento em quimica, fisica, engenharia, biologia, vida e ciéncias clinicas para a
solucdo de problemas criticos de salde, como perda de tecidos e faléncia de Orgaos.
Envolve a compreensdo fundamental da relacdo funcdo/estrutura de tecidos normais e
patolégicos para o desenvolvimento de substitutos bioldgicos que restaurem, mantenham
ou melhorem a funcéo do tecido doente. Para engenharia de tecidos vivos in vitro, células
sdo cultivadas em substratos bioativos degradaveis (scaffolds) que fornecem os sinais
fisicos e quimicos para orientar diferenciagdo e organzacdo celular em estruturas
tridimensionais. Uma das questfes mais criticas em engenharia de tecidos é a producgéo de
scaffolds com propriedades fisicas, mecénicas e biolégicas adequadas para a obtencdo dos
tecidos desejados. Scaffolds atuam como substratos para o crescimento celular, proliferacéo
e suporte para a formacdo de novos tecidos, desta forma tecnologias de fabricacdo de
biomateriais desempenham um papel chave na engenharia de tecidos (ARMENTANO et
al., 2010).
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Os materiais utilizados para aplicagdes em engenharia de tecidos devem ser concebidos
para estimular a resposta celular especifica, a nivel molecular. Eles devem permitir
interacbes especificas com as células e assim promover a proliferacdo e diferenciacéo
celular, producdo e organizacdo da matriz extracelular. A selegéo de biomateriais constitui
um ponto chave para 0 sucesso da pratica da engenharia de tecidos. Os requisitos
fundamentais dos biomateriais utilizados na regeneracdo do tecido sdo a presenca de
superficies biocompativeis e propriedades mecanicas favoraveis. Materiais poliméricos
como um Unico componente dificilmente satisfazem essas exigéncias. Na verdade, embora
diversos materiais poliméricos estejam disponiveis e tenham sido investigados para
engenharia de tecidos, nenhum polimero biodegradavel pode cumprir todos 0s requisitos
para scaffolds biomédicos. Portanto, o elaboragdo e preparacdo de sistemas poliméricos
multicomponentes representam uma estratégia viavel a fim de desenvolver biomateriais

multifuncionais inovadores.

As subunidades basicas funcionais de células e tecidos sdo definidos em nanoescala,
portanto, a compreenséo e aplicagcdo da nanobiologia e nanotecnologia representa uma nova
fronteira de investigagdo em engenharia de tecidos. A nanotecnologia permite o
desenvolvimento de novos sistemas que imitem a estrutura complexa e hierarquica do
tecido nativo. Portanto, a confluéncia de nanotecnologia e biologia pode solucionar varios
problemas biomédicos, e revolucionar o campo da salde e medicina. Muitos componentes
bioldgicos, tais como o DNA, envolvem dimensdes nano, por isso, dai o interesse em
utilizar nanomateriais para engenharia de tecidos. J& existem vérios artigos cientificos sobre
0 impacto dos nanomateriais na engenharia de tecidos. Por exemplo, nanoparticulas de
oxido de ferro super-paramagnéticas e pontos quanticos tém sido utilizados para controlar a
biodistribuicdo das células. Nanomateriais a base de carbono, em especial, tém o potencial
para usos multiplos em engenharia de tecido (HARISON e ATALA, 2007).

Geralmente, nanocompdsitos poliméricos sdo o resultado da combinacdo de matrizes
poliméricas e material inorganico/organico em escala nanométrica. A interacdo entre as

nanoestruturas e a matriz polimérica € a base para o reforco mecéanico e propriedades



28

funcionais dos nanocompdsitos em relacdo aos compdsitos convencionais. Materiais
nanocompdsitos mostram frequentemente uma excelente equilibrio entre tenacidade e
resisténcia mecénica e geralmente apresentam caracteristicas superiores em relacdo aos
seus componentes individuais. O 0sso natural € um material compdsito formado pela matriz
organica de colageno e inorganica de hidroxiapatita. Desse ponto de vista, 0s materiais
compositos sdo excelentes opgbes como scaffolds para a engenharia de tecido 6sseo. Na
verdade, as oportunidades existentes para 0s nanocompdsitos poliméricos na area
biomédica surgem a partir da multiplicidade de aplicagdes e na vasta necessidade de
funcionalidades (MISRA et al., 2007).

Biocompdsitos nanoestruturados a base de coldgeno e nanotubos de carbono foram
preparados para potencial aplicacdo como scaffold na regeneragdo de tecido 6sseo (SILVA
et al.,, 2009). O material preparado induziu a mineralizacdo in vitro de cristais de
hidroxiapatita, apresentou biofuncionalidade e biocompatibilidade in vivo como também
biodegradabilidade.

Compositos condutores e tridimensionais a base de MWNT, poli(hidroxibutirato) e
Bioglass® foram preparados por MISRA et al. (2007) para aplicacBes em engenharia de
tecido Osseo. Tal aplicacdo foi evidenciada pela formacéo de uma camada de hidroxiapatita
em meio SBF. Os biomateriais biofuncionais preparados apresentaram bioatividade,
integridade mecénica e estrutural bem como condutividade elétrica para aplicacbes como

scaffolds porosos.

O tecido epitelial é considerado um material complexo e pode ser descrito como um
material com propriedades elasticas, viscosas e plasticas (BISPO, 2009). As propriedades
mecénicas da pele s@o determinadas principalmente pela camada epitelial denominada de
derme. Os principais componentes da pele sdo colageno, elastina e matriz extracelular

sendo 72%, 4%, 20% os suas composigdes respectivas no tecido (HARRIS, 2009).

Na pele, a matriz extracelular é constituida por um tecido que circunda células que é

substancia fundamental (gel): sulfato de condroitina, querato-sulfato, acido hialurénico.
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Estas substancias sdo hidrofilicas, portanto, absorvem um elevado contetdo de agua. Séo
responsaveis pela arquitetura estrutural da pele e conferem propriedades viscosas & mesma.
O colégeno resiste a tensdo de deformacédo e é responsavel pela forca e rigidez do tecido.
As fibras de colageno sdo constituidas de cristais de tropocolageno, que formam os blocos
de microfibrilas de colageno. Cada nivel adicional de composicdo de fibras é arranjado de
forma organizada em termos de relacdo e dimensdo. As fibras elasticas sdo formadas por
uma proteina chamada elastina e proporcionam extensibilidade. Os tecidos com maior
quantidade de fibras elasticas possuem maior flexibilidade (HARRIS, 2009). Dessa forma,
a pele é considerada uma mistura de biopolimeros e outras substancias (BISPO, 2009). Os
biomateriais classificados como substitutos temporéarios de pele sdo materiais eficazes no
tratamento de queimaduras superficiais recentes e também na cobertura da pele enquanto
aguarda-se o enxerto definitivo. Podem ser trocados em intervalos regulares ou mantidos

até a cicatrizacdo ou enxerto, caso a aderéncia seja boa ou ndo haja infeccéo.

As propriedades dos materiais substitutos de pele devem ser: aderéncia, permeabilidade
para vapor de &gua, elasticidade, durabilidade, baixa antigenicidade e toxicidade,
capacidade hemostatica e agdo antimicrobiana. Além disso, os substitutos atuais possuem
valores tipicos de tensdo de tracdo na faixa de 2,5-16MPa. Eles podem ser classificados em
substitutos bioldgicos que constituem os aloenxertos (homoenxertos) e Xenoenxertos
(heteroenxertos); substitutos sintéticos que podem ser constituidos por membranas de
polimero de silicone, membranas de cloreto de polivinila, metacrilato de metila, membrana

de polipropileno com poliuretano, dentre outros. (FERREIRA, 2003).

As propriedades de filmes de nanocompdsitos a base de polimero e nanotubos de carbono
podem ser moduladas de modo a assemelharem-se as propriedades mecanicas da pele
natural, podendo ser utilizados como substitutos de pele. Os CNTs possuem o efeito de
aumentar a resisténcia mecanica do material e 0 PVA confere maior flexibilidade aos
filmes. Além disso, a presenca de um componente biofuncional como a proteina Glicose

Oxidase pode prover melhor biocompatibilidade e ainda fornecer uma barreira bactericida.
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3.4 - AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE DE MATERIAIS PARA
APLICACOES BIOMEDICAS

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo utilizados para medir respostas celulares apds
interacdes com biomateriais, visando detectar o potencial de um material ou dispositivo em
produzir efeitos letais ou subletais em sistemas bioldgicos a nivel celular. Existem trés tipos
de testes de citotoxicidade: o teste por eluicdo, o teste por contato direto e o teste por
difusdo em agar (LOBO, 2008). Neste trabalho foi utilizado o teste por contato direto, no
qual uma determinada quantidade do nanocomposito foi colocada diretamente sobre uma
monocamada de cultura de células recoberta por meio de cultura. Esse teste detecta se ha
liberacdo de substancias toxicas pelo material e morte das células ou reducéo da taxa de

crescimento celular.
3.4.1 - Reducdo do MTT

Uma técnica muito utilizada para avaliagdo da viabilidade celular por contato direto € a
reducdo do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio ou sal de tetrazolio
(MTT) por enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias de células viaveis, figura
3.9 (OREFICE et al., 2006; WORLE-KNIRSCH et al., 2006). O complexo enzimético
transforma o sal de tetrazélio soltvel em &gua e de coloragdo amarela, em produtos finais
de metabolizacdo chamados de cristais de formazan (azul escuro) insoliveis em agua que
podem ser mensurados quantitativamente em espectrofotdmetro a 595nm. Quanto maior a
quantidade de formazan formada maior o nimero de células vidveis presentes na cultura.
Somente as células vivas possuem a capacidade de reduzir o MTT indicando atividade
mitocondrial e consequente viabilidade celular (CARVALHO, 2010).

Alguns estudos analisaram o efeito dos CNTs em meios celulares medindo a
viabilidade/proliferacdo pelo ensaio MTT verificando que os nanotubos de carbono com
parede simples e com paredes multiplas, SWNT e MWNT, sdo capazes de converterem o
MTT a formazan (BELYANSKAYA et al., 2007).
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Figura 3.9 Reducéo do sal de MTT a formazan pelo complexo enzimético desidrogenase.



4 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 - ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Na figura 4.1 estdo mostradas as principais etapas de desenvolvimento deste trabalho.
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Figura 4.1 Fluxograma representando as etapas de desenvolvimento do trabalho.
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4.2 - MATERIAS-PRIMAS

Poli(alcool vinilico-co-acetato de vinila) (PVA), obtido pela Sigma-Aldrich de massa molar
9.000 a 10.000g/mol (80% hidrolizado).

Nanotubos de carbono de paredes maltiplas sintetizados por CVD com 95% de pureza
(comprimento 5-15um e didmetro 10-30nm) obtidos pela SES Research. Acido nitrico
(HNO3) Synth e Acido Sulfirico (H2S04) Synth.

Agua deionizada (DI) foi utilizada em todas as solugdes com resistividade minima de
(18,0MQ.cm) a 25°C.

4.2.1 - Caracterizacao das matérias-primas

As matérias primas, PVA e nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWNT), foram
caracterizadas através das técnicas de analise Espectroscépica na regido do Infravermelho
(FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy), Espectroscopia Raman e por

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Os espectros de FTIR foram obtidos pela técnica de reflexdo total atenuada (ATR) na faixa
de nimero de onda de 4000 a 650cm™ durante 4 varreduras (Spectrum One, Perkin-Elmer,
USA).

Os espectros Raman foram obtidos & temperatura ambiente pelo espectrdmetro Raman
CCD de 1024x256 pixels, usando laser He-Ne com comprimento de onda de 632nm e
poténcia de 20mW.

Os difratogramas dos filmes de PVA e dos MWNTSs foram obtidos na regido 3° < 26 < 90°
com passo de 0,06° (PW 1710, Philips, CuKa, A = 1,54056 A).
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A morfologia dos filmes de PVA e dos nanotubos de carbono com paredes mdaltiplas
(MWNT) foi avaliada através da MEV (JSM 6360LV, JEOL/Noran). As imagens foram
obtidas utilizando tensdo de aceleracdo de 15kV.

A morfologia dos nanotubos de carbono com paredes mdaltiplas foi avaliada através de
TEM (Tecnai G2-Spirit - FEI — 2006). As imagens foram obtidas utilizando tenséo de
aceleracdo de 120kV.

4.3 - Funcionalizacdo dos Nanotubos de Carbono

Os nanotubos de carbono com paredes multiplas foram funcionalizados (carboxilados)
através de duas rotas distintas.

4.3.1 - Rota de Funcionaliza¢cdo HNO3 (F1)

No experimento, 1g de MWNT foi adicionado a 50mL de solucdo de HNO; 14mol.L™ e
deixado em um sistema de refluxo sob temperatura de 120°C por 15 horas (SILVA, 2007).
Os nanotubos funcionalizados foram filtrados & vacuo utilizando filtro de fibra de vidro
Millipore, lavados abundantemente com &gua deionizada até a obtengdo de um pH préximo
a 7 e secos por 48 horas em estufa a 60°C.

4.3.2 - Rota de Funcionalizacdo HNO3/H,SO4 (F2)

No experimento, 1g de MWNT foi adicionado a 50mL de mistura 1:3 v/v.de HNO3/H,SO4
e deixado sob aquecimento em temperatura de 100°C por 15 horas. Os nanotubos
funcionalizados foram filtrados a vacuo utilizando filtro de fibra de vidro Millipore,
lavados abundantemente com &gua deionizada até a obten¢do de um pH proximo a 7 e

secos por 48 horas em estufa a 60°C.
4.3.3 - Caracterizacao

4.3.3.1 - Dispersdo dos nanotubos de carbono em agua
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Para verificar o efeito das funcionaliza¢cbes quimicas através de dispersdo em agua
deionizada dos nanotubos funcionalizados pelas rotas distintas, foi realizado o
procedimento de adi¢do de 0,015g de MWNT ou 0,015g de MWNT-COOH (nanotubos de
carbono com paredes multiplas funcionalizados por carboxilacdo) em diferentes tubos
plasticos contendo 40mL de agua deionizada. As amostras foram deixadas por meia hora
sob ultra-sonificagdo e, apds esse processo, registradas trés diferentes fotografias: a
primeira logo apds a retirada da amostras do ultra-som, a segunda ap6s as amostras ficarem

por 0,5h em repouso e a terceira apds as amostras ficarem por 168h (sete dias) em repouso.
4.3.3.2 - Espectroscopia UV-Vis

Espectros UV-Vis dos MWNT e MWNT-COOH foram obtidos em um Espectrometro
Perkin Elmer Lambda EZ210. O espectro foi coletado a uma taxa de varredura de
200nm.min™ e regido espectral de 190-900nm. Para a analise, utilizou-se uma cubeta de
quartzo contendo as dispersdes aquosas de MWNT e de MWNT-COOH (funcionalizados
pelas rotas HNO3 (F1) e HNO3s/H,SO, (F2)). As dispersdes aquosas de concentracdo
0,02g.L* foram preparadas em trés baldes volumétricos pela dispersdo durante 1h no ultra-
som das quantidades de MWNT-COOH funcionalizados pelas rotas F1 e F2.

4.3.3.3 - Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi usada para verificar a qualidade dos nanotubos de carbono
utilizados e o efeito da funcionalizagdo quimica (carboxilacdo) para os nanotubos de
carbono com paredes multiplas (MWNT). Uma parcela da amostra de nanotubos foi
colocada sobre uma lamina de vidro de forma que a superficie possuisse se¢des planas, para
isso, foi utilizada outra lamina para prensar a amostra. Os espectros foram obtidos a
temperatura ambiente pelo espectrometro Raman CCD de 1024 x 256 pixels, usando laser
He-Ne com comprimento de onda de 632nm e poténcia de 20mW.

4.3.3.4 - Espectroscopia de Infravermelho
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Para verificagdo da modificagdo quimica realizada nos nanotubos de carbono

funcionalizados procederam-se anélises de infravermelho (FTIR).

Os espectros de FTIR foram obtidos pelo modo ATR (reflexdo total atenuada) na faixa de
nimero de onda de 4000 a 650cm™ durante quatro varreduras (Spectrum One, Perkin-
Elmer, USA). Os espectros de FTIR foram normalizados e as bandas de vibragdo foram

associadas aos principais grupos quimicos presentes nas amostras.
4.3.3.5 - Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia dos nanotubos de carbono de paredes maltiplas antes e ap6s funcionalizagéo
pelas rotas F1 e F2 foi avaliada através de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
(JSM 6360LV, JEOL/Noran). As imagens foram obtidas utilizando tenséo de aceleracéo de
15kV.

4.3.3.6 — Difracdo de Raios X

A técnica de difracdo de raios X (DRX) foi realizada para verificar o efeito do
procedimento de funcionalizagdo quimica sobre a cristalinidade dos nanotubos de carbono.
O difratograma foi obtido na regido 3° < 26 < 90° com passo de 0,06° (PW 1710, Philips,
CuKo, A = 1,54056 A).

4.4 - SINTESE DOS NANOCOMPOSITOS PVA/MWNT
4.4.1 - Sintese de nanocompdsitos - Rota 1

Os nanocompositos foram sintetizados pela dispersdo dos nanotubos em agua deionizada
por ultra-sonificagdo na concentracdo de 0,2%p/v. A essa dispersdao foram adicionados o
PVA a temperatura ambiente (concentracfes do polimero na solucdo 5%p/v, 10%p/v e
28%pl/v). O sistema foi deixado em banho maria a 70°C por trés horas para dissolu¢do
completa do PVA. Os nanocompositos resultantes foram obtidos na forma de filmes através
de evaporacédo do solvente (casting) por 24 horas a temperatura ambiente e por 48 horas em
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estufa a 40°C. As etapas de sintese dos nanocompositos pela rota 1 estdo apresentadas na

figura 4.2.
Dispersao dos nanotubos Adicao de PVA, lentamente, a
(0,2%p/v) em agua DI sob temperatura ambiente
ultra-sonificacédo

Aquecimento por 3h em banho-maria (70°C) sob agitacdo magnética

y

Secagem das dispersdes em placas plasticas por 24hs a
temperatura ambiente e por 48hs a 40°C

Figura 4.2 Fluxograma representando a rota 1 de sintese dos nanocompasitos.

Produziram-se nanocompdsitos contendo PVA e nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWNT-COOH) funcionalizados pelas rotas de F1 (HNO3) e F2 (HNO3/H,SO4)
e nanocompasitos contendo PVA e MWNT sem funcionalizagdo (nanotubos utilizados da
maneira que foram obtidos comercialmente). Como referéncias foram preparados filmes

contendo apenas PVA.

Foram sintetizados dez diferentes filmes conforme apresentado na tabela 4.1, sendo trés
tipos de filmes poliméricos contendo apenas PVA em trés concentracGes distintas (5%p/v,
10%p/v e 28%pl/v) e seis tipos de nanocompositos contendo a concentra¢do constante de
MWNT e MWNT-COOH (funcionalizado por F1) de 0,2%p/v nas trés diferentes
concentracdes de PVA. Além disso, sintetizou-se um tipo de nanocompdsito contendo
nanotubos a 0,2%p/v funcionalizados por F2 na concentragdo de 28%p/v de PVA. A razdo
entre as concentragdes percentuais p/v (Rn) entre o PVA e os nanotubos foi calculada

segundo a equacéo 4.1.

[PVA]

o= Equacéo (4.1)
[MWNT]
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Onde: [PVA] a concentragdo de PVA %p/v na suspensdo aquosa do nanocomposito e [MWNT] a

concentragdo de nanotubo %p/v na suspensdo aquosa do nanocompasito.

A razdo entre as concentracOes percentuais p/v (R’,) entre os nanotubos e o PVA
(MWNT/PVA) foi calculada segundo a equacdo 4.2.

n _ [MWNT]

n

[PVA]

Equacdo (4.2)

Tabela 4.1 Identificacdo e concentracdo dos nanocompasitos sintetizados pela rota 1

Concentracdo | Concentracéo
Amostra de PVA na de CNT na Razéo (Rn) Razéo (R’,)
solucdo solucéo PVA/IMWNT | MWNT/PVA
(Yop/v) (Yop/v)
- PVA 5% 5 0 0 0
3]
&
= PVA 10% 10 0 0 0
2
PVA 28% 28 0 0 0
5%PMWNT/R1 5 0,2 25 4x107?
5%PMWNT-F1/R1 5 0,2 25 4x107?
10%PMWNT/R1 10 0,2 50 2x107
—
g 10%PMWNT-F1/R1 10 0,2 50 2x107
@
28%PMWNT/R1 28 0,2 140 7x10°
28%PMWNT-F1/R1 28 0,2 140 7x10°
28%PMWNT-F2/R1 28 0,2 140 7x10°
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4.4.2 - Sintese de nanocompasitos - Rota 2

Na rota 2 a quantidade de &gua deionizada foi dividida em duas partes iguais. Em uma
delas os nanotubos foram dispersos durante 0,5h sob ultra-sonificagdo. Com a outra parcela
de &gua, foi preparada a suspensdo aquosa do PVA em banho-maria a 70°C e sob agitacdo
magnética. Ambas as dispersdes foram misturadas por gotejamento, a temperatura ambiente
sob ultra-sonificacdo, com obtengcdo de solugbes com concentragdes de 0,2%p/v em
nanotubos, para concentragdes de 5%p/v, 10%p/v e 28%p/v em PVA. Os filmes de
nanocompositos foram obtidos através de evaporacdo do solvente por 24 horas a
temperatura ambiente e por 48 horas em estufa a 40°C. As etapas de sintese dos

nanocompdsitos pela rota 2 estdo apresentadas na figura 4.3.

Solugdes aquosas de PVA em Dispersdo aquosa de
trés diferentes concentracoes nanotubos

A

Adicéo da disperséo dos nanotubos gota a gota na
solucgéo aquosa de PVA (temperatura ambiente sob
ultra-sonificacéo por 4h)

y

Secagem em placas plasticas por 24h a
temperatura ambiente e por 48h a 40°C

Figura 4.3 Fluxograma representando a rota 2 de sintese dos nanocompasitos.

Na tabela 4.2 sdo apresentadas as composi¢cGes das nove amostras de nanocompdsitos
obtidas pela rota 2. Dessas, trés sdo filmes poliméricos (referéncias), contendo apenas
PVA, em trés concentragdes distintas e as outras seis s&0 nanocompositos contendo a
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concentragdo constante de nanotubos de carbono funcionalizados ou ndo funcionalizados de

0,2%pl/Vv nas trés diferentes concentracdes de PVA utilizados.

A razdo entre as concentracOes percentuais p/v (R,) entre o PVA e 0s nanotubos foi

calculada segundo a Eq. 4.1.

A razdo entre as concentragOes percentuais p/v (R’;) entre o oS nanotubos e o PVA
(MWNT/PVA) foi calculada segundo a Eq. 4.2.

Tabela 4.2 Identificacdo e concentracdo dos nanocompdsitos sintetizados pela rota 2

Concentracéo Concentracéo
Amostra de PVA na de CNT na Razéo (Rn) Razéo (R’,)
solucdo solucéo PVA/IMWNT | MWNT/PVA
(Yop/v) (Yop/v)
m PVA 5% 5 0 0 0
3]
c
g PVA 10% 10 0 0 0
‘T
@
PVA 28% 28 0 0 0
5%PMWNT/R2 5 0,2 25 4x10?
5%PMWNT-F1/R2 5 0,2 25 4x10?
o~ 10%PMWNT/R2 10 0,2 50 2x107
©
(@)
@ | 10%PMWNT-F1/R2 10 0,2 50 2x107
28%PMWNT/R2 28 0,2 140 7x10°
28%PMWNT-F1/R2 28 0,2 140 7x10°

4.4.3 - Caracterizagdo dos nanocompositos

4.4.3.1 - Avaliacdo qualitativa
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A avaliacdo qualitativa e dimensional foi executada através de observagBes visuais
levando-se em conta a miscibilidade e segregacdo de fase nos nanocompositos preparados
pelas rotas R1 e R2, além disso foi realizado medigdo da espessura dos filmes obtidos

utilizando micrometro Mitutoyo (£10um) em temperatura ambiente e em triplicata.
4.4.3.2 - Ensaio de Intumescimento

O grau de intumescimento dos filmes de nanocompositos foi obtido com utilizagdo de
solugdo tampdo fosfato salino (PBS - Tampéo de fosfato salino). O PBS foi preparado
conforme COSTA JR (2008) a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C)
dissolvendo-se o0s reagentes nas proporc¢des mostradas na tabela 4.3 em &gua deionizada
sob agitacdo magnética constante e o pH corrigido para o valor de (7,40+0,05) com solucdo
HCI 1,0mol.L™,

Tabela 4.3 Reagentes utilizados para o preparo de um litro de solugcdo PBS (COSTA JR,
2008)

Reagente Massa (g)
NacCl 8,0
KCI 0,2

Na,HPO, 1,44

KH,PO, 0,24

Para a determinacdo do grau de intumescimento (GI) as amostras (filmes bidimensionais)
foram cortadas em triplicata nas dimensdes de 10x10mm, deixadas por 24h em estufa a
40°C para retirada de umidade e pesadas. Apos a pesagem, as amostras foram colocadas em
recipientes contendo solucdo PBS. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente em
banho-maria. Apds cumpridos os intervalos de tempo pré-estabelecidos (0,5h, 1h, 2h, 4h,
24h, 96h) as amostras foram retiradas do recipiente e pesadas. A fim de retirar o excesso de
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fluido, as amostras foram colocadas rapidamente (< 20s) sobre papel filtro e entdo pesadas
em balanca analitica (ROSINA et al., 2004). O Gl foi obtido conforme a equagéo 4.3.

M, -M
Gl = IM—S x100 Equagdo (4.3)

S

Onde: M, é a massa intumescida e Ms a massa da amostra seca. Cada experimento foi
realizado em triplicata e o valor médio foi usado para validar os resultados.

4.4.3.3- Ensaio de Tragéo

O ensaio de tracdo foi realizado para avaliar o comportamento mecénico, através de: limite
de resisténcia a tracdo (LRT), modulo de elasticidade (E), limite de escoamento (c.) €
tenacidade (T) dos filmes obtidos. O ensaio foi executado em equipamento EMIC DL 3000,
utilizando uma célula de carga de 50N, velocidade de ensaio de 5mm/min e corpos de
prova na forma de tiras de 50mm de comprimento e 15mm largura. Foram obtidos valores
médios de cinco amostras conforme ASTM D882/02. As amostras selecionadas foram
previamente inspecionadas e quaisquer descontinuidades, tais como, bolha de ar e furos
com dimensao superior a 5% da espessura foram rejeitadas. Na figura 4.4 estd mostrada a

imagem de uma amostra de nanocomposito sob ensaio de tracéo.

Figura 4.4 Amostra de nanocompdsito sob ensaio de tragéo.
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4.4.3.4 - Viabilidade de células VERO in vitro por MTT dos nanocompésitos

As amostras de filmes de nanocompdsitos com 200um de espessura foram cortadas em
quatro replicatas na forma de discos de 5mm de diametro com auxilio de um perfurador de
papel. As amostras cortadas foram colocadas em placa de cultura de células de poliestireno
de 96 pocos e submetidas ao processo de esterilizacdo pela exposi¢do a vapor saturado de
oxido de etileno. Apos a esterilizagdo foram adicionados em cada poco 250uL de meio
minimo de Eagle (MEM) e a placa foi mantida sob incubagdo a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO; por 24 horas.

Células VERO (ATCC CCL-81 - cultura de células epiteliais a partir de rim de macacos
verdes africanos) foram semeadas na concentragdo de 5x10° células/mL nos pogos da
placas de poliestireno contendo as amostras e em pog¢os sem amostras usados como
referéncia (controle). A solugdo MEM complementada com 2mmol.L™ de L-glutamina e
10% de soro fetal bovino (FBS) foi entdo adicionada nos pogos. Esse sistema foi incubado
a 37°C com 5% de CO, por quatro horas. Apos quatro horas de cultivo, os sobrenadantes
dos pocos foram retirados e repostos com 100uL/poco de Meio Minimo de Eagle
complementada com L-glutamina e 10% de SFB. Em seguida foram adicionados
30uL/pogo da solugdo de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio),
Sigma Aldrich, na concentracdo de 5mg/mL. Apds esse periodo, as placas foram
observadas em microscopio optico para visualizagdo dos cristais de formazan. A placa foi
entdo reincubada em estufa a 37°C com 5% de CO;, por 4h, ao abrigo da luz. Apds o tempo
de incubagdo com o MTT, foram adicionados 35uL/po¢o da solugdo de sdédio dodecil
sulfato (SDS) com solugdo de 10%v/v de HCI. A placa foi levemente homogeneizada com
a mao e reincubada por 14-16h em estufa a 37 °C com 5% de CO,, ao abrigo da luz. Em
seguida os cristais intracitoplasmaticos foram solubilizados por pipetagem (50 vezes),
cuidadosamente, sem fazer espuma. Os sobrenadantes foram transferidos para nova placa
(100uL de cada poco) e se procedeu a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda
de 595nm no aparelho Asys Hitech Gmbh, modelo Expert Plus Microplate Reader. Como
parametro de comparacdo para os ensaios de citotoxicidade foi adotado como controle
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negativo o meio celular com adigdo de Triton X-100 na concentragéo de 0,1%v/v, sem

adicdo de nenhuma parcela dos nanocompdsitos e como controle positivo o0 meio celular.

45. BIOCONJUGACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO COM A ENZIMA
GLICOSE OXIDASE

4.5.1 — Sintese dos MWNT-CONHGOx

Foi preparada uma dispersdo de 0,25g de nanotubos de carbono de paredes multiplas
funcionalizados pela rota F1/HNO3; (MWNT-COOH) em 8,5mL de solu¢do tampdo PBS
pH 7,40, com o auxilio de ultra-sonificagdo por uma hora.

Enguanto a dispersdo dos nanotubos estava sob ultra-sonificacdo, foi preparada a solugéo
de 25mg de EDC (N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloreto, Sigma-
Aldrich) e 28,3mg de sulfo-NHS (N-Hidroxisulfosuccinimida sal sédico, Sigma-Aldrich)
(razdo molar EDC:sulfo-NHS de 1:1) em 0,5mL de solucdo tampdo PBS. Os reagentes

foram homogeneizados utilizando o vortex por cerca de um minuto.

Foi preparada a solucéo da enzima Glicose Oxidase Tipo VII de Aspergillus Niger - GOx
(Sigma-Aldrich) de concentragdo 5mg/mL através da mistura em vortex de 5mg da enzima
em 1mL de solugéo PBS.

A solugdo EDC/sulfo-NHS (0,5mL) recém preparada foi misturada com a dispersdo de
MWNT-COOH através de ultra-sonificagcdo por 15 minutos. Apos a ultra-sonificacdo foi
adicionada ao sistema 1mL da solugdo da enzima GOx (5mg/mL). A mistura final foi
deixada por 2h sob agitacdo magnética lenta e a temperatura ambiente (tempo de
conjugacdo), figura 4.5. Apdés o término do periodo de conjugacdo, 0s nanotubos
biofuncionalizados foram filtrados utilizando um sistema de filtracdo a vacuo e lavados
abundantemente com 4gua deionizada (até obtencdo de 500mL de filtrado) para remocao
dos reagentes remanescentes. Os nanotubos biofuncionalizados (MWNT-CONHGOX)
foram guardados em suspensdo aquosa (concentracdo 5g.L7) e acondicionados na
geladeira.
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Como referéncia, foi realizado um experimento em paralelo no qual a dispersdo dos
nanotubos funcionalizados (MWNT-COOH) em solucdo PBS foi misturada & solucdo da
enzima glicose oxidase (nas mesmas concentracdes relatadas no procedimento
experimental anterior) sem a adicdo dos reagentes de acoplamento EDC/sulfo-NHS. Tal
sistema foi denominado de MWNT-COOH+ GOXx.

0,5mL solucéo 8,5mL disperséo
EDC/NHS recém MWNT-COOH
preparada t >30min
y
Deixar sob ultra-sonificacdo por 15min Solugéo 1mL GOx
Aliguota UV-Vis
y

Misturar por t >120min sob agitagdo
magnética lenta e temperatura ambiente

y
Filtracdo a vacuo e lavagem com agua DI

y

MWNT-CONHGOx

Figura 4.5 Fluxograma representando a sintese dos MWNT-CONHGOX.
4.5.2 — Analise da atividade da enzima GOx

Para a avaliacdo da atividade da enzima Glicose Oxidase conjugada nos nanotubos, foi

utilizado o indicador de oxidacdo/reducdo TMB (3, 3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina, Sigma-
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Aldrich) e a enzima peroxidase HRP (horse radisch peroxidase, Sigma-Aldrich), na
presenca de D-Glicose (Sigma-Aldrich).

Foram pipetados 1,2mL de uma suspenséo aquosa de MWNT-CONHGOx de concentragdo
0,03g.L™ e adicionados em uma cubeta de quartzo, onde foram adicionados sucessivamente
600pL de solucéo tamp&o PBS, 12uL de solugdo da enzima HRP em PBS (1g.L™), 300pL
de solugdo aquosa de TMB (1g.L™) e 900pL de solucdo de D-Glicose em PBS (9g.L™).
Apos a adicdo de todos os reagentes, a atividade da enzima GOx foi avaliada pela formacédo
do produto de coloragéo azul produzido pela oxidacdo do TMB.

Para confirmacdo da atividade de GOXx, as amostras foram separadas de acordo com a
descricdo apresentada na tabela 4.4. A amostra Referéncia 1 foi constituida pelos nanotubos
funcionalizados (MWNT-COOH). A amostra chamada de Referéncia 2 foi constituida
também pelos nanotubos funcionalizados, porém misturados com a enzima GOx sem a
presenca dos reagentes de conjugacdo EDC/sulfo-NHS (MWNT-COOH+GOx). A
Referéncia 3 foi somente agua. A amostra MWNT-CONHGOx foi preparada com
nanotubos bioconjugados covalentemente com GOx. Essas amostras foram escolhidas para
comparagdo entre os seus resultados dos testes de atividade de GOx e confirmacdo da

presenca da enzima bioconjugada covalentemente nos nanotubos.

Tabela 4.4 Amostras utilizadas nos testes de atividade da enzima GOx

Amostra Descricéo

MWNT-COOH Referéncia 1

MWNT-COOH + GOx Referéncia 2

Agua Referéncia 3

MWNT-CONHGOx Atividade da GOx
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4.5.3 — Sintese dos nanocompositos PVA/MWNT-CONHGOXx

Os filmes de nanocompdsitos foram preparados utilizando-se o0s nanotubos
biofuncionalizados com GOx (MWNT-CONHGOX) obtidos de acordo com o item 4.5.2.
Os nanocompdsitos foram sintetizados através da dispersdo dos nanotubos em agua
deionizada durante trinta minutos sob ultra-sonificacdo na concentracgao de 0,2%p/v, 0 PVA
na concentracdo de 28%p/v foi disperso nesta suspensdo em banho-maria e sob agitacdo
magnética a temperatura ambiente durante 4h. A suspensdo do nanocomposito foi vertida

em placas plasticas e deixada por quatro dias no dessecador para obtencdo dos filmes.

4.5.4 — Anélise Qualitativa do Sistema PVA/MWNT-CONHGOXx quanto a Potencial
Inibicdo de Crescimento Bacteriano

Para verificar qualitativamente a possibilidade de inibig&o do crescimento bacteriano pelos
nanocompdsitos contendo a enzima GOx (PVA/MWNT-CONHGOX) foi realizado um
procedimento piloto adicionando-se uma amostra de 50x50mm do filme de nanocompdsito
contendo os nanotubos bioconjugados em uma placa de petri de poli(estireno) estéril. A
essa placa foram adicionados 10mL de solugdo de D-Glicose em PBS 6,0mol.L™ e 1mL de
solucdo aquosa da bactéria Streptococcus mutans. A placa foi deixada por 7 dias sob
agitacdo mecanica branda em mesa agitadora (QUIMIS). Como referéncia foi realizado o
experimento nas mesmas condi¢Ges para a amostra de filme de nanocompdsito ndo
bioconjugado com GOx, 28%PMWNT-F1/R1.

As amostras foram submetidas ao teste de atividade da enzima GOx. Foram pipetados
1,2mL de uma suspensdo aquosa de MWNT-CONHGOXx de concentracdo 0,03g.L™ e
adicionados em uma cubeta de quartzo, onde foram adicionados sucessivamente 1,2mL de
agua deionizada, 582uL de solucdo tampdo PBS, 18uL de solugdo da enzima GOXx
(Img/mL), 12pL de solugdo da enzima HRP em PBS (1mg/mL), 300uL de solucdo aquosa
de TMB (1mg/mL) e 900uL da cultura bacteriana dos nanocompositos. A solucdo de
cultura bacteriana foi considerada como a solucéo fornecedora de glicose que serd oxidada

pela enzima GOx.
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4.5.5 — Caracterizagao

A evolucgéo da reacdo de oxidacdo do TMB durante o teste de atividade da enzima Glicose
Oxidase foi acompanhada durante 40min (to=0min, t;=5min, t,=10min, t3=20min, t,=30min
e ts=40min) por UV-Vis Espectrometro Perkin Elmer Lambda EZ210 a uma taxa de
varredura de 200nm.min™* e regido espectral de 500-800nm. A verificacdo da atividade da
enzima GOXx e o consumo da glicose nos filmes nanocompdsitos apds cultura bacteriana foi
realizada pela evolugéo da reacdo de oxidagdo do TMB e acompanhada durante quinze
minutos por UV-Vis Espectrometro Perkin Elmer Lambda EZ210 a uma taxa de varredura
de 200nm.min™ e regido espectral de 500-800nm.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- CARACTERIZAQAO DAS MATERIAS-PRIMAS
5.1.1- PVAe MWNT

5.1.1.1 - Espectroscopia de Infravermelho

No caso dos filmes do PVA, a analise FTIR foi realizada para verificar a presenga dos picos
relativos aos principais grupamentos quimicos presentes em sua cadeia polimérica, dentre

0s principais grupos estdo a hidroxila e o acetato.

A banda observada entre 3355-3209cm™ (figura 5.1), no espectro FTIR do filme de PVA,
refere-se a vibragdes do tipo estiramento das hidroxilas (O-H) provenientes de ligagcdes de
hidrogénio inter e intramoleculares. A banda observada entre 2950-2890cm™ é referente ao
estiramento das ligagdes C-H dos grupos alquila e 0s picos proximos & 1720cm™ referem-se
aos estiramentos das ligagdes C=0 e C-O dos grupos acetatos do PVA (MANSUR et al.,
2007).

A tabela 5.1 apresenta as principais bandas de FTIR e grupos quimicos usualmente

associados ao copolimero PVA.
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Figura 5.1 Espectro FTIR obtido para o filme de PVA.

Tabela 5.1 NUmeros de onda e grupos caracteristicos associados para 0 PVA (COSTA JR,
20087; MANSUR et al., 2007)

Amostra B(irr:?f)ls Q(i;r%r?g;s Amostra B(irr:?f)ls Q(i;r%r?ggs
Associados Associados
PVA ePVAc | 3550-3200 | v (OH) OH...OH PVA 1329 6 (OH) - C-OH
PVA ePVAc | 2937 -2870 v (CH) PVA 1254 v (=CO-C)
PVAC 1727 - 1712 v (C=0) PVA 1084 | v (C-0)-C-OH

PVA e PVAc | 1650-1630 | 6 (OH) OH...OH | PVA e PVAC 922 0 (CH) - CH,

PVA 1461 - 1417 0 (CH) - CH, PVA 842 v (C-C)

PVA 1366 0 CH-R-CH;
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Na figura 5.2 esta mostrado o espectro FTIR, na regido de 1000 a 4000cm™ para a amostra
de nanotubos de carbono de paredes maltiplas. Ndo foram observadas bandas importantes
para a caracterizacdo dos MWNT. Uma banda pouco intensa foi observada em 1590cm™ e
refere-se ao modo vibracional dos MWNTSs (WU et al., 2005).

0,55
0,50

1590 cmL
0,45 4

0,40 T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Absorbancia (u.a.)

Namero de Onda (cm™)

Figura 5.2 Espectro FTIR obtido para MWNT.
5.1.1.2. Espectroscopia Raman

A figura 5.3 mostra o espectro Raman para o filme de PVA. No espectro, a banda centrada
em 2922cm™, referente & vibragdo do tipo estiramento das hidroxilas presentes na cadeia do
PVA, apresenta-se em maior intensidade quando comparada com o0s demais picos
(OLIVEIRA et al., 2008).
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Figura 5.3 Espectro Raman para o PVA.

A partir da andlise do espectro Raman obtido para a amostra de nanotubos de carbono de
paredes maltiplas, figura 5.4, pode-se concluir que a amostra ndo possuia nanotubos de
parede simples, pois ndo foram observadas bandas relacionadas ao modo de vibragéo radial
na regido de 100 a 400cm™. No mesmo espectro estdo presentes a banda D (1326cm™)
relacionada as estruturas desordenadas proprias de nanotubos defeituosos e carbono néo
cristalino, a banda G (1580cm™) relacionada aos nanotubos perfeitos e a banda G’

(2660cm™) referente ao segundo harmdnico da banda D (LOBO, 2008).
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Figura 5.4 Espectro Raman para 0s MWNT.

5.1.1.3. Difracéo de Raios X

O difratograma obtido para o filme de PVA esta representado na figura 5.5. As reflexdes
observadas sdo compativeis com a célula unitaria monoclinica proposta por BUNN (1948)
com parametros de rede a = 7,81 A, b =252 A, ¢ =551 A ¢ p = 91,7°. Para a célula
unitaria monoclinica, ao nivel molecular, os cristalitos de PVA podem ser descritos como
uma estrutura em camadas, na qual uma dupla camada de moléculas se mantém unidas
através de ligacGes de hidrogénio entre as hidroxilas, enquanto forcas mais fracas de van

der Waals ocorrem entre as outras duas duplas camadas (MANSUR, 2007).



1000

Intensidade (u.a.)

750 1

500

250

54

(101)
(200)
(202)
2I0 ' 4I0 6IO ' 8I0
20 (graus)

Figura 5.5 Difratograma obtido para o filme de PVA.

Para os nanotubos de carbono de paredes multiplas os picos de difracdo foram observados
em 26=26,1° e 20=42,8° (figura 5.6) e correspondem a estrutura grafitica e residuos de

particulas cataliticas encapsuladas nas paredes dos nanotubos, respectivamente (WU et al.,

2005).
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Figura 5.6 Difratograma obtido para 0 MWNT.
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5.1.1.4. Microscopia Eletrnica de Varredura

As imagens obtidas por MEV sob diversas ampliagdes para o filme de PVA, figura 5.7,

mostram a uniformidade na textura da amostra e que ndo h& presenca de poros na mesma.

%120 18@5m ; EEESE Deme £ /LFHMG

15kU X3, BEA =i Demet AUFME H7. EAd Zhrn Dre et /LUF MG

Figura 5.7 Imagens do filme PVA obtidas por MEV sob diversas ampliagdes (a)100X, (b)
500X, (c) 3.000X e (d) 7.500X.

As caracteristicas morfolégicas dos nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas
visualizadas por MEV mostram que tais materiais apresentam-se emaranhados e
aparentemente sem impurezas, como particulas cataliticas (figura 5.8). Pode-se observar
ainda a estrutura filamentosa com espessura em escala nanométrica e comprimento muito

maior que a espessura.
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Figura 5.8 Imagem obtida por MEV para MWNT.
5.1.1.5. Microscopia Eletronica de Transmissao

A imagem obtida por TEM para amostra de MWNT, apresentada na figura 5.9, mostra a
estrutura do nanotubo confirmando a auséncia de impurezas remanscentes do catalisador.

Figura 5.9. Imagem obtida por TEM para a amostra de nanotubos de carbono com paredes

maltiplas.
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5.2 - CARACTERIZAQAO DOS NANOTUBOS FUNCIONALIZADOS
5.2.1 - Disperséo dos nanotubos de carbono em agua

O ultra-som é utilizado na dispersdo dos nanotubos em um solvente, pois promove a
separacdo dos agregados de tubos unidos por interagcdes de van der Waals. Ao se analisar as
fotografias apresentadas na figura 5.10, percebem-se que tanto os CNTs funcionalizados
com carboxilas (MWNT-COOH) quanto os CNTs ndo funcionalizados (MWNT) sé&o
dispersos em agua pela ultra-sonificacdo, fato evidenciado pela cor escura da suspens&o.
Porém, logo apos a retirada dos frascos contendo as suspensées do ultra-som, observa-se a
sedimentagdo dos nanotubos ndo funcionalizados. Essa sedimentagdo fica mais evidenciada
com 0 aumento do tempo de repouso do frasco contendo os nanotubos ndo funcionalizados.
Nos frascos contendo os CNTs funcionalizados por F1 e F2, de fato houve a dispersdo dos
nanotubos a qual permaneceu estavel mesmo apos sete dias de repouso. Com isso pode-se
concluir que ocorreu alguma modificagdo quimica nos nanotubos de carbono relacionada
com a formacgdao de grupos carboxilicos em sitios defeituosos (paredes ou pontas) dos CNTs
promovida pela oxidagdo dos nanotubos.

A dispersdo dos nanotubos pode ser chamada de uma dispersdo coloidal — estado
intermediario entre uma solucdo e uma suspensdo, no qual as particulas de soluto s&o
suficientemente grandes para espalhar a luz visivel, mas bastante pequenas para nao
sedimentarem — (KOTZ E TREICHEL, 2002). A disperséo dos nanotubos funcionalizados
em agua forma um col6ide hidrofilico, no qual os mesmos séo atraidos fortemente pelas
moléculas de agua. Os grupos polares (-OH e -COOH) presentes na superficie dos
nanotubos oxidados formam ligacbes de hidrogénio com as moléculas de &gua

estabilizando o colbide e, por consequéncia, reduzindo a sedimentacdo dos CNTSs.

Apl6s a oxidacdo, os nanotubos dispersam espontaneamente em &gua e permanecem
estaveis por muitos meses com uma quantidade minima de material agregado precipitando
com o passar do tempo. A precipitacdo pode ser acelerada pela adicdo de compostos

idnicos, particularmente os &cidos. Como relatado na literatura, a oxidacdo quimica dos
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nanotubos induz a formacdo de uma superficie carregada negativamente, principalmente
devido & ionizacdo dos grupos &cidos superficiais (carboxilatos). A repulsdo eletrostatica
promove um aumento da estabilidade da dispersdo coloidal (SHAFFER et al., 1998).

@ (0 () @ © U
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168 h

Figura 5.10 Dispersdes aquosas dos nanotubos de carbono de paredes multiplas nédo
funcionalizados (a), (d), (9), funcionalizados por F1, HNOs (b), (e), (h) e funcionalizados
por F2 HNO3/ H,SO4 (c), (), (i), logo apos a retirada dos frascos do ultra-som; apds 0,5h e

apos 168h (sete dias) da retirada dos frascos.
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5.2.2 - Espectroscopia UV-Vis

A figura 5.11 mostra a influéncia do tratamento acido para o espectro UV-Vis dos
nanotubos de carbono. O espectro obtido para MWNT, figura 5.10 (a), ndo revela nenhum
pico de absorgdo entre 200-900nm. Porém, para a dispersdo aquosa contendo 0s nanotubos
funcionalizados (MWNT-COOH), por F2 e F1, apresentados na figura 5.11 (b) e (c),
respectivamente, ha a formacdo de um pico de absorcdo em aproximadamente 258 nm.
Esse mesmo pico ja foi observado por JIANG et al. (2003) para nanotubos de carbono de
paredes multiplas purificados com tratamento &cido, revelando que a funcionalizacéo

quimica com grupos carboxilicos dos MWNTSs foi realizada com éxito.

Os elétrons pi (m) presentes no orbital molecular dos atomos de carbono dos MWNT
participam da formacdo da nova ligacdo com as carboxilas. O pico de absor¢do a 260nm
observado através do UV-Vis, figura 5.11 (b) e (c), para 0s MWNT carboxilados indicam a
transicdo n —> nn* de um par de elétrons ndo-ligantes da ligagdo —C=0 dos grupos
carboxilicos (-COOH) inseridos nas superficies dos nanotubos (YADAV et al., 2009).
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Figura 5.11 Espectros UV-Vis obtidos para os nanotubos (a) sem modificacdo quimica, (b)
para 0s nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizados por F2 HNO3/H,SO, e
(c) nanotubos funcionalizados por F1 HNO:s.

5.2.3 - Espectroscopia Raman

Nas figuras 5.12 e 5.13 estdo mostrados os espectros Raman obtidos para as amostras de
nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizados com carboxilas (MWNT-
COOH) por F1 e F2, respectivamente. Em ambos 0s espectros estdo observadas as bandas
caracteristicas dos materiais carbonosos, bandas D, G e G’.
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Figura 5.12 Espectro Raman para os nanotubos de carbono com paredes multiplas

funcionalizados por F1.

HERBST et al. (2004) relata que dentre as técnicas espectroscOpicas empregadas na
caracterizacdo de fulerenos e CNTSs, a espectroscopia Raman é uma das mais valiosas
tornando-se uma técnica amplamente utilizada para caracterizacdo de materiais carbonosos,
identificando os tipos de ligacdes e fornecendo informacGes sobre o grau de desordem da
rede cristalina. No caso dos CNTSs, ela possibilita a diferenciacdo entre nanotubos, grafite e

carbono amorfo.

Um espectro tipico de uma amostra de nanotubos de carbono possui, em geral, duas bandas
bem caracteristicas: a banda G, centrada em cerca de 1580-1590cm™, associada aos modos
de vibracéo tangencial do grafite, e a banda D, centrada em aproximadamente 1350cm™,
associada a defeitos e/ou desordem (LOBO et al., 2005). A banda D é caracteristica de
carbono desordenado, sendo que sua largura e intensidade sdo fatores que variam com o
grau de desordem do material. Assim, a analise da forma, posicdo e intensidade relativa
destas bandas permitem a identificacdo da presenca de nanotubos de paredes simples e/ou

de paredes multiplas, bem como, do grau de pureza e/ou defeitos na amostra.
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Figura 5.13 Espectro Raman para os nanotubos de carbono com paredes multiplas

funcionalizados por F2.

O grau de desordem na estrutura dos nanotubos de carbono pode ser estimado através da
razdo entre as intensidades relativas das bandas D e G (Ip/lg), PAIVA et al., (2004). Quanto
menor o valor da razdo Ip/lc maior o grau de grafitizacdo, ou seja, menor serd a
concentracdo de defeitos estruturais nos tubos (carbonos sp®). E quanto maior o valor Ip/lg
maior sera a extensdo da funcionalizagcdo quimica. Na figura 5.14 estdo mostrados os
espectros para 0s nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas ndo funcionalizados,
funcionalizados por F1 e funcionalizados por F2. Através desses espectros foram
calculadas as razdes Ip/lg e verificada a ocorréncia de modificacdo quimica bem como a

sua extenséo para cada rota de funcionalizagéo.
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Figura 5.14. Espectros Raman para (a) MWNT, (b) MWNT-COOH funcionalizados por
F1 e (c) por F2.

Para os nanotubos de carbono sem funcionaliza¢do a razéo Ip/lg foi igual a 1,25. Para os
nanotubos de carbono funcionalizados por F1 a razdo Ip/lc foi igual a 1,44 e
funcionalizados por F2 a razédo Ip/ls foi igual a 1,57. A avaliagdo das intensidades relativas
das bandas D e G sugere a presenca de defeitos nos nanotubos de carbono induzidos pela
funcionalizacdo quimica e que a rota de funcionalizacdo F2 provavelmente promoveu uma
maior desordem e modificacdo quimica nos nanotubos em comparacdo com F1. Na tabela
5.2, estdo sumarizadas as principais informacdes obtidas pela técnica espectroscopica

Raman.
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Tabela 5.2 Resumo da analise por espectroscopia Raman para as amostras MWNT e

MWNT-COOH
Amostra Banda Estrutura Namero (_jle onda Razao
(cm™) Ip/le
D Nanotgbo 1326
perfeito
Carbono
MWNT G amorfo, 1580 1,25
desordem
, 2° hamonico da
G banda D 2660
D Nanotgbo 1326
perfeito
Carbono
MWNTCOOH-F1 G amorfo, 1580 1,44
desordem
, 2° hamonico da
G banda D 2670
D Nanotgbo 1340
perfeito
Carbono
MWNTCOOH-F2 G amorfo, 1586 1,57
desordem
, 2° hamonico da
G banda D 2664

5.2.4 - Espectroscopia de Infravermelho

Na caracterizagdo dos CNTs a espectroscopia de infravermelho é muito utilizada para

determinar impurezas remanescentes da sintese dos nanotubos ou moléculas aderidas na

superficie dos mesmos. Os principais modos ativos dos nanotubos de carbono na

espectroscopia de infravermelho sdo A, e Ej,. Para o0s MWNTs esses modos foram

observados por KASTNER et al. (1994) em cerca de 868 e 1575cm™, respectivamente.

Nos espectros obtidos para os nanotubos funcionalizados por Fle F2, figura 5.15 (b) e (c),

respectivamente, puderam ser observadas as bandas em torno de 1570cm™ referentes ao

modo de vibracdo Ej,. Foram observadas ainda as bandas em 1745cm™ relacionadas as

vibracdes do tipo estiramento dos grupos carboxilicos formados nos nanotubos apos a
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funcionalizagdo. No espectro apresentado na figura 5.15 (a), MWNT, néo foi observada a

banda referente as carboxilas, mostrando que as rotas de funcionalizacéo F1 e F2 podem ser

utilizadas na producao de nanotubos modificados com carboxilas.
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0,6 —— MWNTCOOH F1
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Figura 5.15 Espectros FTIR dos (a) MWNT, (b) funcionalizados por F1 e (c) MWNT-
COOH funcionalizados por F2. Abaixo o espectro ampliado e 1850-1500cm™.
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5.2.5 - Microscopia Eletronica de Varredura

Algumas mudancas nas caracteristicas morfolégicas antes e apds a funcionalizagdo quimica
dos nanotubos de carbono de paredes multiplas, visualizadas por MEV sdo claramente
notadas. Na figura 5.16 (a) podem ser visualizados o0s MWNTSs ndo funcionalizados. Neste
caso € possivel visualizar que 0s nanotubos encontram-se menos aglomerados e
emaranhados. Ao visualizar os MWNT-COOH obtidos por F1 (HNOs) e F2
(HNO3/H,SOy), Fig. 5.16 (b) e (c), respectivamente, percebem-se que os feixes de
nanotubos encontram-se mais emaranhados, esfoliados e de dificil separacdo visual. A
funcionalizacdo quimica pode ter alterado a estrutura regular dos CNTs, provocando a
quebra das paredes dos nanotubos em diferentes sitios (GOY ANES et al., 2007).

‘/",

irm BBBBS7

1SkV K7.500 Llrm 2226323

Figura 5.16 Imagens obtidas por MEV para MWNT (a), MWNT-COOH funcionalizados
por F1 (b) e MWNT-COOH funcionalizados por F2 (c).
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5.2.6 — Difragéo de Raios X

O difratograma obtido para os nanotubos de carbono funcionalizados por F1, Fig. 5.17 (a),
preserva 0s picos observados para os nanotubos ndo funcionalizados, porém o pico
referente a estrutura grafitica (26=26,1) é alargado e de maior intensidade em relacdo a
amostra de MWNT néo funcionalizado (figura 5.17 (b)). Tal alargamento e aumento de
intensidade podem estar relacionados com o efeito do procedimento de funcionalizagdo

quimica que deve promover a desorganizac¢ao da estrutura dos nanotubos.

20=126,1°
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>
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=
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0 30 60 90
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Figura 5.17 Difratogramas obtidos para as amostras de MWNT-COOH F1 (a) e MWNT
(b).
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5.3. CARACTERIZACAO DOS FILMES NANOCOMPOSITOS

5.3.1 - Caracterizagdo nanocompadsitos sintetizados pela Rota 1

5.3.1.1 - Avaliacédo qualitativa

Os filmes de PVA e dos nanocompdsitos apresentaram-se com espessura média de (200 *
50um), mas ajustando-se o volume de solugdo no molde podem-se obter espessuras finais

variadas.

A andlise visual dos filmes de PVA (referéncia) mostrou que eles apresentaram

transparéncia e uniformidade.

Os aspectos dos filmes de nanocompoésitos 5%PMWNT/R1 e 5%PMWNT-F/R1 sdo
semelhantes. Na figura 5.18 (a) € mostrada a aparéncia desses filmes, na qual foram
observadas nanotubos aglomerados e dispersos grosseiramente pela matriz polimérica. Pela
analise visual das amostras, percebe-se que quanto menor a concentracdo de PVA na
solucdo precursora do filme nanocompdsito maior é a aglomeragdo dos nanotubos. Como
nesses filmes ha elevado teor de agua, a evaporagdo demora a ocorrer, 0 que proporciona
uma menor interacdo dos nanotubos com o polimero e uma maior aglomeragdo dos
mesmos. Os CNTs interagem entre si via interagdes de van der Waals sedimentando no
meio aquoso, formando feixes aglomerados estaveis que ndo sao dispersos durante a rota de

sintese e acabam ndo interagindo com o PVA.

A andlise visual também indica a semelhanca entre as amostras de filmes dos
nanocompdsitos 10%PMWNT/R1, 10%PMWNT-F/R1, 28%PMWNT/R1, 28%PMWNT-
F1/R1 e 28%PMWNT-F2/R1. Percebeu-se a dispersdo homogénea dos MWNTS na matriz
de PVA, figura 5.18 (b). Isso pode ser explicado pela maior interagdo dos nanotubos com o
PVA, uma vez que este se encontra em maior concentracdo. Além disso, a presenca da
funcionalizacdo quimica nos nanotubos pode induzir a uma maior interacdo, via ligacdes de

hidrogénio entre 0s mesmos e o polimero.
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Figura 5.18 Fotografias mostrando as aparéncias dos filmes de nanocompdsitos
5%PMWNT/R1, 5%PMWNT-F/R1 - com menor concentragdo de PVA (a) e
10%PMWNT/R1, 10%PMWNT-F/R1, 28%PMWNT/R1, 28%PMWNT-F1/R1 e
28%PMWNT-F2/R1 - maior concentragéo de PVA (b).

5.2.1.2 - Ensaio de Intumescimento

Os experimentos de intumescimento conduzidos nos filmes de PVA apresentaram uma
elevada taxa de dissolugdo que foi completa em aproximadamente 15 minutos, ndo sendo
possivel analisar a absorcdo de agua desses materiais. Esse fato j& era esperado, pois 0 PVA
com grau de hidrdlise 80% utilizado no preparo dos filmes é altamente hidrofilico e soluvel
em agua (COSTA JR, 2008). O PVA em contato com a &gua faz com que as interacfes de
hidrogénio PVA-PVA sejam substituidas por interacbes PVA-agua-PVA, acompanhado de

um aumento de volume.

Considerando que o PVA utilizado no presente trabalho apresenta grau de hidrélise
relativamente baixo (80%) e massa molar (9.000 a 10.000g/mol) ocorre a dissolucdo em

agua na temperatura ambiente (20-25°C) uma vez que em filmes contendo PVA com estas
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caracteristicas o intumescimento é seguido da solvatacdo das cadeias de PVA pela 4gua até
a completa dissolugdo dos mesmos, que ocorre em poucos minutos (MANSUR, 2007).

Os ensaios de intumescimento com os filmes sintetizados a partir de solugdes com baixa
concentracdo de PVA (5%PMWNT/R1, 5%PMWNT-F/R1, 10%PMWNT/R1 e
10%PMWNT-F1/R1) revelaram que a presenca dos nanotubos nesses materiais ndo afetou
a taxa de dissolucdo do filme de PVA puro. Isso porque a dissolu¢do dos nanocompositos
em solucdo PBS foi completa em 15 minutos de experimento. A baixa dispersdo dos
nanotubos pela matriz polimérica formando regibes aglomeradas de CNTs pode ter
promovido sua baixa adesdo interfacial com a matriz de PVA. A fraca interagdo do PVA
com 0s nanotubos proporcionou a disponibilidade das cadeias poliméricas hidrofilicas para
a interacdo com a agua, solvatacdo, até a completa dissolugédo do filme.

Os experimentos de intumescimento com os filmes nanocompositos com maior
concentragdo de PVA (28%PMWNT/R1 e 28%P80MWNT-F1/R1) revelaram resultados
interessantes. Tais amostras apresentaram manutencdo da forma em periodo superior a 96
horas de experimento. Este fato pode ser atribuido a interagdo dos nanotubos de carbono
com o polimero, estabilizando a rede emaranhada do PVA, tornando-a mais rigida e menos
flexivel, reduzindo a disponibilidade dos grupos hidrofilicos (hidroxilas) e deixando a
dissolucdo desfavoravel. Ao exame visual, os filmes apresentaram apreciavel aumento de

volume.

O comportamento de intumescimento para as duas diferentes amostras de nanocompositos
foi proximo possuindo um valor maximo de cerca de 90% para o 28%PMWNT/RL1 e cerca
de 100% para o 28%PMWNT-F1/R1, em trés horas e meia de experimento. Nas figuras
519 e 5.20 sdo apresentadas as curvas de intumescimento e o histograma de

intumescimento para os diferentes nanocompasitos, respectivamente.

O filme de nanocomposito 28%PMWNT-F2/R1 apresentou uma rapida dissolugdo, bem
proxima a obtida para o filme de PVA puro, em cerca de 15 minutos. 1sso pode estar
associado ao fato de que a funcionalizagdo quimica dos nanotubos pela rota F2 seja t&o
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extensiva a ponto de promover a formacdo de muitos grupos polares em sua superficie e/ou
até mesmo a quebra dos mesmos, formando tubos mais curtos. Tais fatores em conjunto
podem ter diminuido a barreira fisica representada pelos nanotubos de carbono na matriz de
PVA. Quando em contato com a &gua, as interacbes PVA-nanotubo-PVA foram rompidas e
formadas as interacbes de hidrogénio PVA-4gua-PVA com solvatagdo das cadeias
poliméricas até a completa dissolucao dos filmes.

De acordo com COSTA JR., 2008, o intumescimento do PVA é cerca de 500%. Entdo,
pode-se concluir que a presenca dos nanotubos de carbono na rede do PVA reduz
drasticamente o intumescimento, devido a formacdo de uma rede polimérica mais densa e
com menor capacidade de expansdo. Ainda o aumento da rigidez da cadeia polimérica
provocado pela barreira fisica dos nanotubos e a interacdo nanotubo-PVA, via ligacdes de
hidrogénio para o0s MWNT funcionalizados tornam a matriz polimérica mais densa e menos

suceptivel ao ataque pela agua.

95 +

90 +

Grau de Intumescimento (%)
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o 2 4 e & 10
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Figura 5.19 Curvas representando o grau de intumescimento em relagdo ao tempo para 0s
nanocompositos 28%PMWNT/R1 (a) 28%PMWNT-F1/R1 (b).
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Figura 5.20 Intumescimento em PBS pelos nanocompositos 28%PMWNT/R1 (branco) e
28%PMWNT-F1/R1 (tracejado).

A figura 5.21 mostra a representacdo de um possivel mecanismo de modificagdo fisica da
rede do PVA com a incorporacdo dos MWNTS para 0s nanocompdsitos preparados a partir
da solucdo de PVA 28%p/v. Antes da adi¢cdo dos nanotubos de carbono, as cadeias do PVA
consistem de um emaranhado fisico, formando uma rede. Com a incorporagéo dos CNTs na
matriz polimérica, h&d uma reducdo da mobilidade do emaranhado e, consequentemente, da
mobilidade dos grupos hidrofilicos do PVA, promovendo uma maior fixagdo, maior rigidez
da cadeia polimérica e menor intumescimento em comparacdo com o polimero puro. Os
nanotubos de carbono representam um impedimento fisico para os grupos hidrofilicos do

PVA e estes por sua vez, tornam-se menos disponiveis para interagirem com a agua.

Verificou-se que o comportamento de intumescimento é influenciado ainda, pela presenca
dos grupos carboxilicos presentes nos nanotubos funcionalizados. A funcionalizagdo

quimica promove a formagdo de ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas do PVA e as
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carboxilas dos nanotubos, diminuindo a disponibilidade dos grupos polares do polimero

para interagdo com a agua.

Rede Emaranhada de PVA -

Adicdo de
MWNT ~ ;
u
/ / [ ]

Adicdo de
MWNT-COOH

Figura 5.21 Mecanismo de intumescimento da rede de PVA com a incorporacdo dos
nanotubos de carbono, na qual os tragos cinza representam os grupos hidrofilicos do PVA e

0s quadrados pretos 0s nanotubos de carbono.
5.3.1.3 - Ensaio de Tracéo

Os resultados dos experimentos de intumescimento revelaram que 0s nanocompdsitos
preparados a partir de solugdes precursoras de PVA de baixas concentracdes
(5%PMWNT/R1, 5%PMWNT-F1/R1, 10%PMWNT/R1 e 10%PMWNT-F1/R1)
dissolveram-se rapidamente e apresentaram diferenca entre a taxa de solu¢do do PVA puro.
Assim, é importante apontar que alguns parametros de processamento como, por exemplo,
0 grau de hidrélise do PVA, o pH da solucdo, o perfil de secagem do solvente, o uso de
plasticizante e o procedimento de mistura podem em conjunto influenciar todas as

propriedades mecanicas dos filmes nanocompasitos. Portanto, optou-se por realizar ensaios
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de tracdo apenas nas amostras de nanocompdsitos 28%PMWNT/R1, 28%PMWNT-F1/R1 e
28%PMWNT-F2/R1.

A figura 5.22 apresenta os graficos tipicos obtidos por ensaio de tracdo para 0s
nanocompositos 28%PMWNT/R1 (a), 28%PMWNT-F1/R1 (b) e 28%PMWNT-F2/R1 (c)
sintetizados pela rota 1 e para o filme de PVA 28% (d). O mddulo de elasticidade foi
estimado a partir inclinacdo da parte linear do gréafico e a deformacdo especifica
corresponde a razdo da variagdo de comprimento pelo comprimento inicial em
porcentagem. A tenacidade corresponde a area sobre a curva até a ruptura do corpo de
prova. Observa-se que ocorre a diminui¢cdo da deformacdo especifica e 0 aumento do

modulo de elasticidade dos nanocompositos em relagdo ao filme de PVA 28%.
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Figura 5.22. Curvas tensdo versus deformacdo para 0s nanocompositos 28%PMWNT/R1
(@), 28%PMWNT-F1/R1 (b), 28%PMWNT-F2/R1 (c) e para o filme de PVA 28% (d).

A figura 5.23 mostra a variagdo do modulo de elasticidade para cada nanocompasito e para
o filme de PVA. Em geral, os valores de modulos de elasticidade obtidos para os
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nanocompdsitos foram superiores ao mddulo obtido para o filme do polimero puro. A
presenca dos nanotubos de carbono eleva a rigidez da matriz polimérica. A cristalizacéo da
matriz polimérica é induzida pela presenga dos nanotubos de carbono e este fato induz a
melhoria das propriedades mecéanicas dos nanocompositos em comparagdo com o polimero
puro (BARTHOLOME et al., 2008). Além disso, a presenca dos grupos hidroxilicos e
carboxilicos nas superficies dos CNTs funcionalizados promovem a formagéo de interagdes

fortes com os grupos hidroxilicos presentes nas cadeias do PVA.

Para 0s nanocompdsitos 28%PMWNT/R1 e 28%PMWNT-F1/R1 o mddulo de elasticidade
é cerca de 33% e 48% maior, respectivamente, em comparacdo com o filme de PVA 28%.
Como ja era esperado, a presenga dos nanotubos de carbono eleva a rigidez e, por
consequéncia, dificulta a deformacdo da matriz polimérica (CADEK et al., 2002; SO et al.,
2007; PAIVA et al., 2004). Provavelmente, a adicdo dos MWNT funcionalizados em
comparagdo com a adicdo de MWNT produziu nanocompoésitos com mddulos de
elasticidades superiores devido & maior interacdo interfacial dos nanotubos carboxilados
com a matriz polimerica via ligagdes de hidrogénio. PAIVA e colaboradores (2004) obteve
mddulos de elasticidade para filmes de PVA contendo 5% de SWNT funcionalizados 55%
maiores em relagéo ao filme de PVVA puro. Considerando-se que no presente trabalho foram
utilizadas quantidades bem menores de MWNT foram obtidos resultados superiores aos

apresentados na literatura.

O nanocomposito 28%PMWNT-F2/R1, apresentou um modulo inferior aos outros
nanocompositos preparados a partir da solucdo de PVA 28%p/v possivelmente porque a
funcionalizagdo dos nanotubos foi tdo extensiva a ponto de danificar 0os mesmos,

produzindo CNTs esfoliados e mais curtos, reduzindo potencial de refor¢o dos mesmos.
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Figura 5.23. Variacdo do médulo de elasticidade dos nanocompdsitos, sintetizados pela

rota 1, em relagdo a funcionalizagdo quimica e em comparagdo com o polimero puro

Pela anélise das figuras 5.24 e 5.25, percebe-se que a presenca dos nanotubos provoca um
aumento do limite de resisténcia a tracdo (méxima tensdo na qual o material pode ser
submetido antes de se romper) e do limite de escoamento dos nanocompdsitos em
comparagdo com o filme de PVA. Percebeu-se que a presenca dos nanotubos faz com que o
material sustente uma tensdo maior antes de se romper. A presenca dos nanotubos
funcionalizados eleva a resisténcia a tracdo dos nanocompdsitos devido as interacGes de
hidrogénio entre o PVA e 0s MWNT-COOH, estas fortes interagdes aumentam a dispersao
dos CNTs pela matriz polimérica e bem como a adesdo interfacial, melhorando o
desempenho mecanico dos nanocompositos. Tal fato ja foi evidenciado por SO et al., 2007,
para nanocompasitos preparados a partir de nanotubos de carbono de paredes multiplas e

poliimida. As funcionalidades carboxilicas presentes nos nanotubos promoveram a
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formacdo de ligacdes de hidrogénio com os oxigénios presentes nas cadeias da poliimida.
Essas interagdes proveram um aumento das propriedades mecénicas, médulo e resisténcia a

tracdo, dos filmes nanocompositos em comparagdo com o filme de poliimida.
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Figura 5.24 Variagdo do limite de resisténcia a tracdo (LRT) dos nanocompositos,
sintetizados pela rota 1, em relacdo a funcionalizacdo quimica e em comparacdo com o

polimero puro.

A presenca dos nanotubos de carbono ndo funcionalizados (MWNT) promove a formacéo
de dominios contendo CNTs aglomerados que ndo entram em contato com o PVA, e por
consequiéncia, ndo estdo ligados com estes nem mesmo através de interacGes fracas do tipo
van der Waals. Tal fato pode ter gerado a queda nas propriedades mecénicas do
nanocompdsito 28%PMWNT/R1. As regides de agregados de CNTs podem ndo sustentar

as tens@es induzidas durante o ensaio de tragdo e provocar a falha do nanocomposito.
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Figura 5.26 Variacdo da tenacidade dos nanocompdsitos, sintetizados pela rota 1, em

relacdo a funcionaliza¢do quimica e em comparagdo com o polimero puro.

A presenca dos nanotubos de carbono, de um modo geral, diminui a deformacé&o especifica,
figura 5.27, dos nanocompdsitos em comparacdo com o filme de PVA devido a maior
fragilizacdo da matriz polimérica induzida pela presenca dos CNTs. A presenca dos
nanotubos atua como uma barreira fisica que dificulta a mobilidade da matriz polimérica,
tornando-a mais rigida e menos propensa a sofrer deformacdo. Os CNTs atuam como
reforco para deformacbes pequenas, relacionado as interacbes em escala nanométrica.

Entretanto, em deformagGes maiores 0s nanotubos de carbono atuam como defeitos.
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Figura 5.27 Variacdo da deformacéo especifica dos nanocompdsitos, sintetizados pela rota

1, em relacdo a funcionalizagdo quimica e em comparacdo com o polimero puro.

Resultados de propriedades mecanicas de filmes de PVA/CNT obtidos na literatura indicam
que a presenca dos nanotubos provoca o aumento no médulo de elasticidade e no limite de
resisténcia a tracdo para 0s nanocompoésitos em relacdo ao polimero puro, e ainda, a
diminuicdo da tenacidade (CHEN et al., 2005; PAIVA et al., 2004). Porém, a comparacgao
dos resultados da literatura com os resultados obtidos no presente trabalho é dificultada
devido a grande discrepancia entre as quantidades de nanotubos utilizadas em cada
pesquisa. Nos artigos, os pesquisadores utilizam de cinco a quarenta e cinco vezes a
quantidade de nanotubos utilizada no presente trabalho. Além disso, diferencas entre as
rotas de sintese, propriedades do PVA (massa molar e grau de hidrdlise) e dos nanotubos de
carbono (comprimento, diametro, pureza, tipo, etc) podem produzir diversos tipos de
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materiais com propriedades distintas entre si, dificultando ainda mais comparagdes entre
resultados.

Os resultados do ensaio de tragdo indicam a existéncia de alguma diferenca entre a
interacdo interfacial do PVA com os nanotubos funcionalizados em comparagdo com a
interagdo do PVA com os nanotubos ndo funcionalizados. A funcionalizagdo quimica, com
a formacdo de grupos carboxilicos nas superficies dos nanotubos, exerce um papel
importante no mecanismo de transferéncia de tensdo da matriz polimérica para os CNTSs.
Os grupos carboxilicos podem formar ligac6es de hidrogénio com as hidroxilas do PVA,
elevando a transferéncia de tensdao (LACHMAN et al., 2009).

Na figura 5.28, esta representado um esquema sugerindo a interacdo dos MWNT com o
PVA. Inicialmente os dois materiais apresentam-se isolados entre si, com o processo de
mistura via agitacdo magnética, sugere-se que duas interacdes acontecem: a primeira é a
interacdo fraca entre as moléculas de PVA em parte ou com toda a sua superficie dos

nanotubos de carbono funcionalizados e a segunda a simples mistura destes elementos.

Mistura

PVA Nanocompdsito

Figura 5.28 Representacdo da possivel arranjo de interacdo dos nanotubos de carbono com
a matriz de PVA.
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De acordo com LAVALL et al., (2010), quando ocorre a interagdo ndo-covalente, entre o
polimero e os CNT, o polimero preferencialmente se enrola ao redor do nanotubo
(wrapping). No entanto, o polimero ndo precisa estar necessariamente enrolado ao redor
dos tubos em uma conformacéo regular ou simétrica, mas pode simplesmente recobrir 0s
mesmos impedindo a reagregacdo. Entdo, uma hipoOtese de interacdo sugerida para os
nanocompositos, produzidos no presente trabalho, seria a ocorréncia de interacdes ndo-
covalentes entre 0 PVA e os MWNT, mais fortes no caso do nanotubo funcionalizado
devido as ligacbes de hidrogénio formadas entre o as hidroxilas do PVA e as possiveis

carboxilas dos MWNT-COOH, com o recobrimento dos nanotubos pela matriz polimérica.
5.3.1.4 - Viabilidade de células VERO in vitro por MTT dos nhanocompdsitos

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de reducdo do MTT. Este teste
permite que seja mensurado o metabolismo celular perante a adicdo do MTT, uma vez que
celulas viaveis absorvem o tetrazolio de metiltiazol e o metabolizam na mitocondria
utilizando enzimas ativas, onde se acumulam sob a forma de cristais de tetrazélio ou
formazana; sendo assim quanto maior o valor da leitura no espectrofotémetro, maior € a

taxa metabdlica, sendo possivel diferenciar células mais viaveis das menos viaveis.

Como os resultados do ensaio de intumescimento mostraram que 0S nanocompdsitos
preparados a partir de solugbes menos concentradas de PVA apresentaram dissolucdo
completa em 15 minutos, optou-se por realizar o ensaio MTT nas amostras
28%PMWNT/R1, 28%PMWNT-F1/R1.

A capacidade dos filmes de PVA/Nanotubos de carbono (funcionalizados ou ndo) em
oferecerem suporte para adeséo e proliferacdo celular mostrou que estas amostras exibiram
comparavel biocompatibilidade (figura 5.29). Além disso, é possivel observar na figura
5.30 que o valor de viabilidade para 0s nanocompdsitos variou de aproximadamente 89% a
125% (comparado aos valores de absorbédncia obtidos para as células VERO controle
celular, que foi considerado como 100% de viabilidade), podendo-se inferir que os

nanocompdsitos produzidos sdo promissores para serem testadas em ensaios in vivo e
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futuramente utilizados como biomateriais, uma vez que apresentaram um indicativo de

biocompatibilidade.
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Figura 5.29 Viabilidade de células VERO dos filmes de PVA e dos nanocompdsitos

produzidos pela rota 1.
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Figura 5.30 Viabilidade de células VERO em relacdo ao controle celular dos filmes de

PVA e dos nanocompdsitos produzidos pela rota 1.
5.3.2 - Caracterizagdo nanocompdsitos sintetizados pela Rota 2
5.3.2.1 - Avaliacéo qualitativa

A avaliacdo visual da aparéncia dos filmes nanocompositos sintetizados pela rota 2 revelou
que os filmes 28%0PMWNT/R2 e 28%PMWNT-F1/R2, figura 5.31 (b), apresentaram uma
distribuicdo homogénea dos nanotubos pela matriz polimérica e uma aparente diminuicéo

da flexibilidade de filme em comparagdo com o polimero puro.

Ja para os filmes 10%PMWNT/R2, 10%PMWNT-F/R2, 5%PMWNT/R2 e 5%PMWNT-
F/R2, figura 5.31 (a), observou-se a baixa dispersao dos nanotubos pela matriz polimérica

com a formacao de aglomerados. Visualmente ndo puderam ser observadas diferencas entre
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os filmes funcionalizados e ndo funcionalizados. O processo de formagdo dos filmes e a
dispersdo dos nanotubos pela matriz polimérica estdo relacionados com a concentragdo do
polimero na solucdo precursora. Quanto menor essa concentragdo e, consequentemente,
maior a quantidade de agua, a secagem do filme é mais lenta promovendo a aglomeracéo

dos nanotubos (via interagdes de van der Waals).

Figura 5.31 Fotografias representando os filmes nanocompoésitos em (a) 5%PMWNT/R2,
5%PMWNT-F/R2, 10%PMWNT/R2 e 10%PMWNT-F/R2 em (b) 28%PMWNT/R2 e
28%PMWNT-F1/R2 preparados a partir da rota 2.

5.3.2.2 - Ensaio de Intumescimento

Os ensaios de intumescimento conduzidos nos nanocompdsitos 28%PMWNT/R2,
28%PMWNT-F1/R2, 10%PMWNT/R2, 10%PMWNT-F1/R2, 5%PMWNT/R2 e
5%PMWNT-F1/R2 sintetizados pela rota 2 mostraram uma répida taxa de dissolucdo de
tais materiais (cerca de 15 minutos). Com esse fato, fica evidenciado que a rota de sintese
exerce grande influéncia sob as propriedades fisico-quimicas dos nanocompositos. Os
nanocompositos, 28%PMWNT/R1, 28%PMWNT-F1/R1, sintetizados pela rota 1 ndo se
dissolveram mesmo ap0s 96 horas de experimento evidenciando que 0s nhanotubos

interagiram com o PVA atuando como um “bloqueio” para a interacdo do polimero com a
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agua e consequente dissolucdo do filme. Porém, ao se analisarem os resultados de
intumescimento para 0s nanocompositos 28%PMWNT/R2 e 28%PMWNT-F1/R2,
preparados pela rota 2 concluiu-se que 0s nanotubos podem nao ter interagido com o PVA
em uma extensao que garanta a integridade do filme por um tempo maior em contato com
solugéo aquosa.

A rota 2 de sintese dos nanocompdsitos envolve a adi¢cdo dos nanotubos j& dispersos em
agua na suspensao aquosa de PVA. Os nanotubos ja dispersos em agua podem ndo estar
interagindo com o polimero promovendo uma fraca adesdo nanotubo-PVA no

nanocompasitos.

5.3.2.3 - Ensaio de Tracéo

A figura 5.32 apresenta graficos com os resultados do ensaio mecénico de tracdo com as
curvas dos nanocompdsitos 28%PMWNT-R2, 28%PMWNT-F1/R2 sintetizados pela rota 2
e para o filme de PVA 28%. Pode-se observar que a presenca dos nanotubos promove a
reducdo na deformacéo especifica da matriz polimérica e que os filmes apresentaram um
regime elastico sob baixas deformagdes. Além disso, a rota 2 de sintese dos hanocomposito
promoveu a formagdo de materiais menos resistentes mecanicamente do que 0s materiais
preparados pela rota 1. Os nanocompoésitos preparados pela rota 2, apresentaram uma
distribuicdo dos nanotubos menos homogénea do que os materiais preparados pela rota 1.
Isso promove uma maior concentracdo de regibes contendo CNTs aglomerados e sem
contato com a matriz polimérica gerando maiores defeitos e maiores regides de

intesificagdo de tensoes.
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Figura 5.32 Curvas tensdo versus deformacdo para os nanocompositos 28%PMWNT-
F1/R2 (a), 28%PMWNT-R2 (b) e para o filme de PVA 28% (c).

A figura 5.33 mostra a variagdo do modulo de elasticidade para cada nanocomposito
sintetizado pela rota 2 em comparagdo com o filme de PVA puro. A adi¢do dos nanotubos
eleva 0 modulo de elasticidade dos nanocompdsitos em relacdo ao filme de PVA, 0os CNTs
promovem a elevagdo da rigidez ou resisténcia a deformacéo eléstica da matriz polimérica.
Mesmo contendo regides de aglomerados, 0s nanotubos promoveram a formacdo de uma
barreira fisica na matriz polimérica, elevando a rigidez da mesma. Para 0 nanocompdsito
28%PMWNT-F1/R2 o modulo de Young obtido foi maior do que para os demais,
indicando que a presenca de interacGes de hidrogénio entre as carboxilas dos nanotubos
funcionalizados e a cadeia do PVA promove a interacdo interfacial entre os mesmos.
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Figura 5.33 Variacdo do mddulo de elasticidade dos nanocompdsitos, sintetizados pela rota

2, em relagdo a funcionalizacdo quimica e em comparagdo com o polimero puro.

As figura 5.34 e 5.35 mostram a variacao do limite de resisténcia a tracdo (LRT) e limite de
escoamento, respectivamente, para cada nanocompdsito sintetizado pela rota 2 em
comparagdo com o filme de PVA puro. Os resultados revelaram que apenas para o
nanocomposito 28%PMWNT-F1/R2 ocorreu o aumento do LRT em comparagdo com o
filme de PVA puro. Devido a presenca de agregados de CNTs, o potencial de reforco dos
mesmos no nanocomposito  28%PMWNT-/R2 foi reduzido. No entanto, para o
nanocomposito contendo nanotubos funcionalizados as interagcBes de hidrogénio entre o
polimero e os CNTs, promoveram a formacdo de um material mais rigido e com maior

adesdo interfacial capaz de resitir a uma maior forca de tragdo.
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Figura 5.34 Variacdo do limite de resisténcia a tracdo dos nanocompositos, sintetizados

pela rota 2, em relacdo a funcionalizagdo quimica e em comparac¢do com o polimero puro.
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Figura 5.35 Variacdo do limite de escoamento dos nanocompdsitos, sintetizados pela rota

2, em relagdo a funcionalizacdo quimica e em comparagdo com o polimero puro.

A figura 5.36 mostra a variacdo da tenacidade para cada nanocomposito sintetizado pela
rota 2 em comparacdo com o filme de PVA puro. A tenacidade da matriz polimérica é
diminuida com a inser¢do dos nanotubos de carbono devido & formagdo de uma estrutura

mais rigida.

A figura 5.37 mostra a variagdo da deformacdo especifica para cada nanocompdsito
sintetizado pela rota 2 em comparagdo com o filme de PVA puro. Observa-se a diminuigéo
da deformacéo especifica dos nanocompositos com a adi¢do dos CNTs em relacéo ao filme
polimérico. Tal fato pode ser explicado devido ao aumento da cristalinidade da matriz de
PVA como resultado da interacdo polimero/nanotubo (CHEN et al., 2005). A presenca de
uma camada de polimero ao redor dos feixes de CNTs aumenta a transferéncia de tensbes
da matriz para o nanotubo e diminui a mobilidade da cadeia polimérica, tornando-a mais

rigida e menos deforméavel.
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Figura 5.36 Variacdo da tenacidade dos nanocompositos, sintetizados pela rota 2, em

relacdo a funcionaliza¢do quimica e em comparagdo com o polimero puro.
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Figura 5.37 Variacdo da deformacéo especifica dos nanocompdsitos, sintetizados pela rota
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5.4 - BIOCONJUGACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO COM A ENZIMA
GLICOSE OXIDASE

5.4.1 - Sintese e caracterizagdo dos MWNT-CONHGOx e dos nanocompositos
PVA/MWNT-CONHGOx

Os nanotubos de carbono funcionalizados com carboxilas (MWNT-COOH) nédo se
dispersaram bem na solucdo de PBS devido a presenca dos compostos idnicos na mesma
que dificultam a interagdo das carboxilas com a agua, promovendo a precipitacdo dos
nanotubos. Na figura 5.38 estdo mostradas as curvas UV-Vis obtidas para a dispersdo dos
MWNT-COOH em PBS e, como referéncia, a curva obtida para a solugéo tampéo PBS.

Os elétrons pi (m) presentes no orbital molecular dos atomos de carbono dos MWNT
participam da formacdo da nova ligacdo com as carboxilas. P6de ser observado no UV-Vis,
figura 5.38, um pico de absorcdo a 260nm para o0s MWNT carboxilados indicando a
transicdo n—>n* de um par de elétrons ndo-ligantes da ligacdo —C=0 do grupo carboxilico
(-COOH), YADAV et al., 2009.

Os MWNT mostram um pico caracteristico a 190nm, transi¢cbes ©1 —> n* dos elétrons «
deslocalizados presentes na estrutura dos nanotubos. Nas curvas mostradas na figura 5.38,
percebe-se a presenca de um pico de absor¢do em 190nm também para a solucdo PBS que
pode estar relacionado a absor¢do do ion fosfato presente na solucdo PBS. Dessa forma, a
regido em 190nm para solucgdes de nanotubos de carbono em PBS néo seréo esclarecedoras
para as transi¢cdes 1 —>n* dos CNTs devido a superposicdo com elementos presentes no
PBS.
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Figura 5.38 (i) espectros UV-Vis para a solugdo PBS (a) e para 0s nanotubos de carbono
carboxilados - MWNT-COOH (b), (ii) a ampliagdo do espectro na faixa de comprimento de
onda de 250- 350nm.
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A formacéo de ligacdo covalente entre nanotubos de carbono e biomoléculas, por exemplo,
enzima GOX, requer a presenca de grupos funcionais nos CNTs. Os grupos carboxilicos
representam uma excelente opgéo de grupo funcional porque eles podem reagir com uma
variedade de grupos quimicos e serem formados facilmente nas superficies e/ou pontas dos
nanotubos, via tratamentos oxidantes, como o refluxo em &cido nitrico. Dessa forma, no
presente trabalho, foram utilizados MWNT-COOH para proporcionar o acoplamento entre
0s grupos carboxilicos e a enzima GOX, utilizando os reagentes de conjugacdo EDC e
sulfo-NHS, figura 5.39.

HNO3

GOx EDC/Sulfo-NHS

Figura 5.39 Esquema representando as etapas de funcionalizagdo dos nanotubos de
carbono de paredes multiplas e a bioconjugacdo dos MWNT-COOH com a enzima Glicose
Oxidase, GOx.
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O reagente EDC promove a ativagdo dos grupos carboxilicos presentes nos nanotubos
formando um intermediario altamente reativo (chamado de o-aciluréia) que sofre hidrolise
rapidamente para formar o acido carboxilico. Entretanto, na presenca do reagente sulfo-
NHS, um intermediario mais solivel em agua é formado (sulfo-succinimida). Esse
intermediério reage prontamente via substituicdo nucleofilica com as aminas primarias
presentes nas moléculas da enzima GOx formando ligacbes amidas (LIN, et al., 2004;
RAVINDRAN et al., 2003), figura 5.40.

|
—PJ#-HCI
0 0 .l,
HNO: EDC ]
— OH—™ 9=
NI
sulfo-NHS
0

0 NH;O 0
NH o

Figura 5.40 Esquema representando a formacdo de ligacdo covalente amida entre 0s
nanotubos carboxilados e a enzima GOx pela reacdo com EDC/sulfo-NHS. (Adaptado de
JIANG et al., 2003)

Na figura 5.41 esta mostrado o espectro UV-Vis para a solugdo em PBS dos reagentes EDC
e sulfo-NHS.
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Figura 5.41 Espectro UV-Vis obtido para a solugdo de EDC/sulfo-NHS.

A Glicose Oxidase ¢ uma enzima oxidorredutase que catalisa a reacdo de transferéncia de
elétrons da glicose (substrato) para o oxigénio molecular formando per6xido de hidrogénio.
Essa reacdo de catalise depende do grupo prostético flavina adenina dinucleotideo (FAD)
que sofre reacdo de dxido-reducdo. A figura 5.42 mostra uma representacdo esquematica da
glicose oxidase. A cavidade catalitica da enzima GOXx inclui os residuos de Asp 584
(asparagina), Tyr 515 (tirosina), His 559 (histidina) e His 516 que podem estar envolvidos
em reacdes cataliticas ou ligagdes com o substrato (CHEN, et al.;RABA e
MOTTOLA,1995).
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Figura 5.42 Sitio ativo da enzima Glicose Oxidase. Fonte: CHEN, T., RAMOS, J.
ENZYME KINETICS [APPLICATION OF UV-VIS SPECTROMETRY]

Na figura 5.43 esta mostrado o espectro obtido por UV-Vis para a enzima Glicose Oxidase,
no qual sdo observados dois picos de absorcdo referentes a cadeia proteica, um em cerca de
220nm e outro em 278nm. O pico de absor¢do em 220nm refere-se a transicdo 1 —> n*
relativa aos elétrons da ligacdo peptidica. O pico de absorcdo em 278nm refere-se a
transicdo n —> m* associada aos grupos amida dos residuos de aminoécidos (triptofano,
histidina, tirosina e fenilalanina) da enzima GOx, ZAlA et al., 1998.
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Figura 5.43 (i) Espectro UV-Vis obtido para a enzima GOx em solugéo PBS, (ii) espectro

ampliado na faixa de comprimento de onda de 200-300nm.
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Na figura 5.44, estdo mostrados os espectros UV-Vis obtidos para as dispersdes em PBS
para as amostras de MWNT-CONHGOXx logo ap0s a adicdo dos reagentes de conjugacao
EDC e sulfo-NHS (a) e ap6s 120min de reacdo de conjugacdo (b) com o objetivo de

mostrar a diferenca entre as bandas de absorcéo formadas e associadas ao grupo amida.

Pode-se observar 0 aumento da banda de absor¢do em 265nm, caracteristica das transices
n—>7* associadas as ligaces amida formadas entre os nanotubos carboxilados e as cadeias
polipeptidicas da enzima glicose oxidase (GOx). Tal resultado indica que a enzima foi
conjugada a estrutura dos nanotubos e que manteve sua conformacéo nativa mesmo apos a
lavagem e filtracdo dos nanotubos funcionalizados (MWNT-CONHGOX). Ou seja, foram
formadas ligacGes amida entre os residuos amina presentes na enzima GOX e 0S grupos
carboxilicos dos MWNT-COOH.

Transicdo n —> =*

Absorbancia (u.a.)

200 L-----300 ' 400 ' 500
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.44 Espectros UV-Vis para a mistura MWNT-COOH/EDC/sulfo-NHS/GOx (a) e
para 0s MWNT-CONHGOX ap6s 120min de reacédo (b).

Para confirmagdo da necessidade da presenca dos reagentes de conjugacdo EDC e sulfo-
NHS para ativacdo dos grupos carboxilicos presentes nos nanotubos e da reagdo quimica

dos mesmos com a enzima GOXx, foram realizados testes adicionando-se a enzima GOX na
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dispersdo dos nanotubos na auséncia de EDC e sulfo-NHS. Na figura 5.45 estdo mostrados
0s espectros UV-Vis para o sistema mencionado apos a adi¢cdo da enzima (a) e apds 120
minutos de repouso da mistura dos MWNT-COOH com GOx (MWNT-COOH + GOx) (b).
Nos espectros percebe-se a presenca do pico de absorcdo em 270nm referente a enzima
GOx.
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Figura 5.45 Espectros UV-Vis para 0s MWNT-COOH + GOx apds a adigdo da enzima
GOx (a) e apds 120min de repouso (b).

A presenca da enzima GOx nos nanotubos foi observada nos dois experimentos realizados,
isto &, com e sem a adicdo dos reagentes de conjugacdo EDC/sulfo-NHS, produzindo as
amostras MWNT-CONHGOX e MWNT-COOH+GOXx, respectivamente. Para a
confirmacdo da formacdo da ligagéo covalente entre os nanotubos carboxilados e a enzima

GOx foi realizado um experimento de remocédo da enzima ndo-ligada covalentemente.

Os nanotubos possuem uma elevada area superficial que pode promover a adsor¢éo fisica
(via interagdes de van der Waals) de moléculas da enzima GOXx. Por isso foi observado o
pico de absor¢do desta enzima no sistema (MWNT-COOH+GOXx) que ndo continha 0s
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reagentes de conjugagdo. Um método de precipitacdo de proteinas pelo aumento da forca
ibnica da solucdo, denominado “salting out” (MELANDER e HORVATH, 1977), foi
utilizado nas amostras MWNT-CONHGOx e MWNT-COOH+GOxX para tentar remover as
enzimas adsorvidas nas superficies dos nanotubos e mostrar as diferencas entre estes dois
sistemas investigados. As duas amostras foram deixadas por 24 horas incubadas em solucéo
de cloreto de potassio, KCI, de concentracdo 3mol.L™?, a temperatura de 37°C. Ent#o, 0s
dois sistemas foram lavados com solu¢do tampdo PBS (pH 7,40) a 37°C durante um
processo de filtragdo a vacuo, removidos dos papéis de filtro e incubados em solucdo PBS a
37°C por 4h com a substituicdo da solucdo a cada 2h.

Na figura 5.46, estdo mostrados o0s espectros UV-Vis obtidos para as dispersdes dos
nanotubos biofuncionalizados (MWNT-CONHGOX) e para os nanotubos misturados com a
enzima GOx (MWNT-COOH + GOx) apbés o procedimento experimental buscando a
remocdo da enzima adsorvida fisicamente. Percebe-se que mesmo apds a incubacdo com
solucédo salina, observa-se o pico da enzima GOx nas amostras. Os nanotubos de carbono
apresentam alta area superficial e uma nuvem de elétrons desemparelhados que podem
interagir com outras moléculas, sendo assim a enzima GOXx interagiu com 0s nanotubos via
forcas de van der Waals e o processo de remogdo da enzima adsorvida ndo foi suficiente
para remover todas as moléculas. A amostra MWNT-CONHGOx em que a enzima ficou
ligada covalentemente com 0s nanotubos (apds ativacdo das carboxilas pelos reagentes
EDC e sulfo-NHS) apresentou um pico de absor¢cdo maior do que a amostra MWNT-
COOH + GOx, comprovando a formacdo da ligacdo covalente entre a enzima e 0S
nanotubos para a amostra MWNT-CONHGOX.
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Figura 5.46 Espectros UV-Vis para 0s MWNT-COOH + GOx (a) e para 0s MWNT-
CONHGOX (b).

5.4.2 — Andlise da atividade da enzima GOx

Para verificar se houve a funcionalizacdo quimica dos nanotubos com a enzima GOX,
formando as estruturas MWNT-CONHGOX, foram adicionados os reagentes TMB (3, 3’, 5,
5’-tetrametilbenzidina), HRP (horse radisch peroxidase) e B-D-Glicose sobre a disperséo
dos MWNT-CONHGOx em PBS.

A B-D-Glicose é um substrato oxidado a &cido gliconico na presenca da enzima GOXx

formando peroxido de hidrogénio (H20-), conforme o representado pela equacéao (5.1).

) GOx P C . X
B-D- Glicose + O, + 2H,0 _— . Acido Gliconico + 2H,0, Equacao (5.1)
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Na figura 5.47 estdo mostradas as etapas do ciclo catalitico da enzima glicose oxidase. Ele
pode ser dividido em duas meias reacdes de reducéo e oxidagcdo. Na meia reacdo de reducdo
a enzima GOx catalisa a oxidacdo de B-D-Glicose a gliconolactona, esta por sua vez,
hidrolisa-se espontaneamente a acido glicdnico. Na reacdo de reducdo, a flavina FAD da
enzima GOx é reduzida a FADH,. Na semi-reacdo de oxidacdo, a flavina reduzida
(FADH_) é reoxidada a FAD pelo oxigénio molecular e ocorre a formagdo de peroxido de

hidrogénio.
B-D-Glicose Gliconolactona Acido Glicénico

CH,OH CH,OH CH,OH

0O oH Semi-Reagio 9] OH
Redutiva ™, O H20
OH — OH — OH
OH H OH OH —'>CDOH
OH OH OH
GOx-FAD GOx-FADH:

_/

H:0; «— 0Oz

Semi-reagio Oxidativa

Figura 5.47 Etapas do ciclo catalitico da enzima GOx. Adaptada de WITT et al., 2000.

O perdxido de hidrogénio formado pela reacdo redox catalisada pela GOx é consumido
durante a reagdo de oxidacdo do substrato cromoégeno TMB formando o TMBox (TMB
oxidado), um produto azul, na presenca da enzima HRP (horse radisch peroxidase),
equacdo (5.2). A TMB (3, 3’, 5, 5’-tetrametilbenzidina) € uma amina aromética que se
oxida formando a TMBox, de coloragéo azul na presenca de enzimas peroxidases como a
HRP. A cor resultante pode ser lida por espectrometria UV-Vis a um comprimento de onda
de 650nm. Ent&o, pela formacdo do TMBox, que apresenta um pico de absorbancia em
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650nm, acompanhada pela mudanca da coloracéo da solucéo para azul, pode-se caracterizar
a presenca da enzima Glicose Oxidase em um meio (JOSEPHY et al., 1982).

HRP
TMB reduzido) + 2H,0y ——» TMB (oxidado) + 4H,0 Equacdo (5.2)

Na figura 5.48, estdo mostradas as curvas UV-Vis referentes a formagcdo do produto
TMBoX, de coloracdo azul, para periodos de tempo entre 5 e 40 minutosda ap6s a adigdo
dos reagentes sobre a suspensdo dos MWNT-CONHGOXx em PBS. Percebe-se claramente a
formacdo do pico de absor¢do em 650nm, com o aumento da absorbancia observado a
medida que o tempo de reacdo aumenta, indicando que houve a imobilizacdo da enzima

Glicose Oxidase nos nanotubos carboxilados e que as enzimas mantiveram sua atividade.
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Figura 5.48 (a) espectro UV-Vis obtido para o produto formado pela oxida¢do do TMB na
presenca de perdxido de hidrogénio para a amostra MWNT-CONHGOXx nos tempos de
t;=5min; t,=10min; t3=20min; t,=30min e ts=40min de reacdo. (b) fotografia da cubeta

mostrando a coloragdo azul formada ap6s 40minutos de ensaio.

Para efeitos de comparagéo, foi realizado o teste de atividade da enzima GOx para a
amostra MWNT-COOH+GOX, cujo espectro estad apresentado na figura 5.49, mostrando
que também houve a formacdo do TMB oxidado devido a presenca de uma grande
concentracdo de moléculas da enzima GOx adsorvida na superficie dos nanotubos. Como ja
foi relatado, na auséncia dos reagentes de conjugagéo EDC/sulfo-NHS a enzima ndo se liga
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via ligagédo covalente com as carboxilas dos nanotubos. No caso dos MWNT-COOH+GOx
pode ocorrer adsorcéo fisica da enzimas sobre os nanotubos via interacBes de van der
Waals. Observa-se o pico em 650nm com absorbancia maior do que 0 mesmo pico
observado para o sistema MWNT-CONHGOX, porque as enzimas ligadas covalentemente
estdo presas (imobilizadas) nas superficies dos nanotubos e menos disponiveis para a
reacdo de oxido-reducdo. No entanto, as enzimas adsorvidas fisicamente na superficie dos
nanotubos, sistema MWNT-COOH+GOx, estdo mais disponiveis a reagir e por isso
observa-se um pico de absorcdo maior devido & maior concentragdo de TMB oxidado
formado.

Apo6s o processo de remocgdo da enzima GOx adsorvida fisicamente na superficie dos
nanotubos foram realizados novamente os testes de atividade da enzima GOXx presente nas
amostras MWNT-CONHGOx e MWNT-COOH+GOx. Para o sistema MWNT-
CONHGOX, os espectros, apresentados na figura 5.50, mostram a formacdo do produto
TMB oxidado ao longo do tempo com absorbancias superiores aquelas observadas para o
sistema MWNT-COOH+GOX, cujo espectro estd mostrado na figura 5.51. O processo de
remocdo da GOx que estava adsorvida fisicamente nos nanotubos utilizando solucdo
saturada de KCI, foi realizado com sucesso uma vez que a intensidade das absorbancias
obtidas para a reagdao do sistema MWNT-COOH+GOx com TMB foi inferior a observada
para 0 mesmo sistema antes do procedimento de remocdo. A absorbancia observada para o
sistema MWNT-CONHGOX foi cerca de 4 vezes maior do que a observada para MWNT -
COOH+GOx, confirmando a presenca da enzima GOx ligada covalentemente nos

nanotubos de carbono.
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Figura 5.49 (a) espectro UV-Vis obtido para o produto formado pela oxida¢édo do TMB na
presenca de perdxido de hidrogénio para a amostra MWNT-COOH+GOXx nos tempos de
t;=5min; t,=10min; t3=20min; t,=30min e ts=40min de reacdo. (b) fotografia da cubeta
mostrando a coloracdo azul formada ap6s 40minutos de ensaio.
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Figura 5.50 (a) espectro UV-Vis obtido para o produto formado pela oxida¢édo do TMB na
presenca de perdxido de hidrogénio para a amostra MWNT-CONHGOX apds processo de
remocdo de GOx nos tempos de to, ty;=5min; t;=10min; t3=20min; t,=30min e t=40min de
reacdo. (b) fotografia da cubeta mostrando a coloragdo azul formada apds 40minutos de

ensaio.
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Figura 5.51 (a) espectro UV-Vis obtido para o produto formado pela oxida¢édo do TMB na
presenca de peroxido de hidrogénio para a amostra MWNT-COOH+GOX, ap0s processo de
remocdo de GOXx, nos tempos de to, t;=5min; t;=10min; t3=20min; t,2=30min e ts=40min de
reacdo. (b) fotografia da cubeta mostrando a coloragdo azul formada apds 40minutos de

ensaio.

Na figura 5.52 estdo mostrados os histogramas revelando a evolugéo da reagéo de oxidagédo
do TMB para as amostras de MWNT-COOH+GOx e MWNT-CONHGOX ap06s 0 processo
de remogéo da enzima GOx adsorvida fisicamente. Percebe-se claramente a pequena taxa
de formacdo do produto TMB oxidado para a amostra MWNT-COOH+GOXx, revelando
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uma maior concentracdo de Glicose Oxidase presente nos nanotubos bioconjugados
MWNT-CONHGOX.

[ IMWNT-CONHGOx
MWNT-COOH+GOXx

0,4 -

0,31

0,2 1

Absorbancia (u.a.)

0,14

T%l ]
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Figura 5.52 Histograma mostrando a evolucdo da reacdo de oxidacdo do TMB para as
amostras MWNT-COOH+GOx e MWNT-CONHGOx nos tempos de to, ti;=5min;
t,=10min; t3=20min; t,=30min e ts=40min de reacdo. Apos remoc¢do da enzima adsorvida

fisicamente.

Na figura 5.53 estdo mostras as curvas representando a evolugdo da atividade da enzima
GOx presente nos sistemas MWNT-CONHGOx e MWNT-COOH+GOx com o decorrer do
tempo. Pode-se perceber que quando a enzima esta adsorvida fisicamente nos nanotubos, a
sua atividade é inferior a das enzimas ligadas covalentemente nos nanotubos, evidenciando

a maior concentracdo de GOXx presente no sistema MWNT-CONHGOX.
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Figura 5.53 Curvas representando a evolugdo de formagéo do produto TMB oxidado em
650nm com o tempo para os sistemas MWNT-CONHGOX (a) e MWNT-COOH+GOx (b).

Nas figuras 5.54 e 5.55 estdo mostrados os espectros UV-Vis obtidos para as amostras
MWNT-COOH e &gua, respectivamente, durante o processo de oxidagdo do TMB. Em
ambas as amostras ndo foi observada a formagéo do pico de absor¢do em 650nm referente
ao TMB oxidado. Isso mostra que quando a enzima GOXx ndo esta presente no meio, nao ha

formac&o de perdxido de hidrogénio que reage oxidando o TMB.
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Figura 5.54 (a) espectros UV-Vis obtidos para a amostra MWNT-COOH nos tempos de 0

(to) e 20 minutos (t3) de reacdo com os reagentes TMB/HRP e D-Glicose. (b) fotografia da

cubeta mostrando a coloracdo da suspensdo analisada apds 20 minutos de ensaio.
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Figura 5.55 Espectros UV-Vis obtidos para agua nos tempos 0 (tp) e 20 minutos (t;) de
reagdo com os reagentes TMB/HRP e D-Glicose.

A atividade da enzima GOXx presente nos filmes de nanocompdsitos formados a partir do
PVA e nanotubos de carbono bioconjugados com GOx (MWNT-CONHGOX) foi testada e
0 espectro esta apresentado na figura 5.56. Os resultados revelaram a formacao do pico de
absorcdo do TMB oxidado em 650nm (produto azul), mostrando que foi possivel sintetizar

um nanocompésito contendo nanotubos bioconjugados com a enzima GOX.
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Figura 5.56 (a) espectros UV-Vis obtidos para amostra do nanocompédsito PVA/MWNT -
CONHGOXx nos tempos de to, ti=5min; t,=10min; t3=20min; t,=30min e ts=40min de
reacdo com os reagentes TMB/HRP e D-Glicose. (b) fotografia da cubeta mostrando a

coloracdo da suspensdo ap6s 40minutos de ensaio.

O peroxido de hidrogénio (H,O;) tem sido considerado como anti-séptico oxidativo
instavel. Sua acdo antimicrobiana se d& pela formagdo de radicais livres hidroxil que
atacam a membrana citoplasméatica, 0 DNA e outros componentes essenciais de varios
microorganismos (MATOS et al., 2009).
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A sintese de nanocompdsitos biohibridos é interessante, pois estes materiais bioconjugados
com a enzima Glicose Oxidase podem funcionar como barreira antimicrobiana produzindo

0 peroxido de hidrogénio, H,O,. Esta proposta é apresentada na figura 5.57.

Barreira Antimicrobiana
Glicose H:0:
D 4

CO-NH- GOx

Figura 5.57 Representacdo do sistema nanocomposito biohibrido baseado na reacdo de
oxidacdo da glicose mediada pela enzima GOx imobilizada covalentemente nas
funcionalidades carboxilicas dos nanotubos.

A modificacdo de CNTs com espécies bioldgicas e bioativas é relevante para o preparo de
materiais biofuncionais, pois tais modificacbes tornam possivel a avaliacdo da
biocompatibilidade e de outros aspectos praticos das potenciais aplicacdes bioldgicas dos
CNTs. Uma das aplicacfes bioldgicas sugerida para o nanocomposito contendo nanotubos
bioconjugados com GOXx, desenvolvido no presente trabalho, ¢ a utilizagdo como bandagem
(“wound healing”), com acdo bactericida, em tecido epitelial para o tratamento de

queimaduras.

5.4.3 — Andlise Qualitativa do Sistema PVA/MWNT-CONHGOXx quanto a Potencial
Inibicdo de Crescimento Bacteriano

A figura 5.58 mostra a evolucdo da reacdo de oxidacdo do TMB para amostras de
nanocomposito contendo a enzima GOx apds 7 dias em meio de cultura bacteriana. Na
figura 5.59 estdo mostrados os espectros UV-Vis obtidos para a amostra de nanocomposito
28%PMWNT-F1/R1 (sem GOXx) apds 7 dias em meio de cultura bacteriana. Pela anélise e

comparagdo entre as curvas obtidas para as duas amostras percebe-se a menor producao de
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TMB oxidado para a amostra de nanocompdsito contendo a enzima GOXx. A presenca de
glicose e da enzima GOx em um meio inibe 0 crescimento bacteriano pois consome 0
oxigénio molecular e libera peroxido de hidrogénio (AZEREDO et al., 2000). A presenca
da enzima GOx no material nanocompdsito promoveu a oxidacdo da glicose presente no
meio de cultura formando acido glicénico e H,O,, este, por sua vez, decompde-se
espontaneamente formando agua e oxigénio molecular. Entdo, quando sdo adicionados o
TMB/HRP e a enzima GOx sob o meio de cultura do nanocompdsito contendo GOX, a
oxidacdo do TMB ocorre em uma taxa menor devido a menor concentragdo de glicose no

meio (menor concentracdo de H,O, formada para oxidar o TMB).

Ja para a amostra de nanocompdsito sem GOx (28%PMWNT-F1/R1) ndo ha o consumo da
glicose presente no meio de cultura e, por consequéncia, ha uma maior concentracdo de
peroxido formada para oxidar o TMB. Tal fato explica a rapida formacdo e saturacdo do
produto TMB oxidado (pico de absor¢do em 650nm), o que é mostrado na figura 5.59.

0,6 4
—1p

< 0.4
3 ° , t)
S v
%) J
c
«C
O
p —
o 0,2
n
O
<

0,0 T T T T T 1

500 600 700 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 5.58 Espectros UV-Vis obtidos para a amostra do nanocompdsito PVA/MWNT-
CONHGOXx ap0s 7 dias de cultura bacteriana nos tempos de 0 (to), 5 (t1) e 10 minutos (t2)

de reagdo com os reagentes GOxX/TMB/HRP durante o teste de atividade da enzima GOx.
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Figura 5.59 Espectros UV-Vis obtidos para amostra do nanocomposito 28%PMWNT-
F1/R1 apds 7 dias de cultura bacteriana nos tempos de 0 (to), 5 (t1) e 10 minutos (t) de
reacdo com os reagentes GOx/TMB/HRP durante o teste de atividade da enzima GOXx.

Os resultados obtidos mostraram que o teste qualitativo de inibicdo de crescimento
bacteriano sobre o nanocompdésito PVA/MWNT-CONHGOX representa um bom modelo
para caracterizar e confirmar que a bioconjugacdo de nanotubos de carbono com Glicose

Oxidase € uma rota interessante para o preparo de biomateriais.
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6 - CONCLUSAO

Filmes nanocompdsitos de PVA/nanotubos de carbono de paredes multiplas foram
sintetizados através do método simples de mistura em solucéo e evaporagao de solvente. As
propriedades mecanicas e de intumescimento dos nanocompésitos foram melhoradas em

comparagdo com o polimero puro.

Os filmes foram caracterizados por MEV, Raman e Ensaio de Tragdo com o objetivo de
entender a morfologia, a funcionalizagdo quimica e o efeito da presenga dos nanotubos
frente as propriedades mecénicas dos materiais produzidos. Os resultados mostraram
evidéncias da funcionalizacdo quimica dos nanotubos, que através da adicdo de baixas
quantidades de CNTs percebem-se grandes modificagbes nas propriedades dos
nanocompositos em comparagdo com os filmes de PVA puros.

A presenca dos nanotubos aumentou 0 mddulo de elasticidade e diminuiu a tenacidade dos
filmes nanocompdsitos em relacdo aos filmes de PVA, devido a formacdo de uma rede
polimérica mais rigida indicando que houve a adeséo interfacial dos nanotubos na matriz de
PVA.

Os resultados dos testes de citotoxicidade indicaram viabilidade celular sugerindo que os

nanocompdsitos podem ser biocompativeis.

Os nanotubos de carbono foram biofuncionalizados com sucesso com a enzima GOXx e

preparados nanocompasitos biohibridos e biofuncionais.

Em resumo, 0s nanocompositos baseados em PVA/nanotubos de carbono de paredes
multiplas oferecem uma ampla faixa de escolhas para potencialmente serem utilizados em
aplicagdes biomédicas, tais como, biomaterial, veiculo de liberagdo controlada de drogas e
em engenharia de tecido epitelial e de tecido dsseo.
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7 - TRABALHOS FUTUROS
Avaliar a degradacéo dos filmes de nanocompadsitos.

Avaliar o comportamento dos nanocompositos com a incorporacdo de farmaco e a

aplicacdo desse sistema como agente de liberagcdo controlada.

Analisar comparativamente as caracteristicas fisicas, mecanicas e bioldgicas das

membranas quando do uso de diferentes tipos de PVA (massa molar e grau de hidrdlise).

Avaliar o efeito da reticulacdo quimica dos filmes de nanocompositos utilizando agentes
reticulantes tais como, glutaraldeido e organosilanos, no sentido de modificar as

propriedades fisicas, quimicas e mecanicas nos filmes de nanocompositos.

Alterar a metodologia de sintese dos nanocompositos buscando a obtencdo de materiais
porosos e tridimensionais para aplicagdo como scaffold.

Considerando as possibilidades de aplicacbes biomeédicas do sistema estudado, torna-se
interessante a avaliagdo in vivo dos nanocompdsitos no que diz respeito a
biocompatibilidade e citotoxicidade, resposta inflamatéria e degradabilidade durante a
regeneracao tecidual.
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