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RESUMO

No presente trabalho foi desenvolvido um processo de separacédo de proteinas de soro
humano por adsor¢do utilizando-se nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesOa4)
com diferentes revestimentos. Na primeira etapa do processo obtém-se um
sobrenadante de menor complexidade em que a albumina humana (HSA) pode ser
depletada em diferentes quantidades. Ao contrario dos kits comerciais disponiveis, 0s
quais descartam as proteinas adsorvidas nessa etapa de deplecdo, o método
proposto permite a recuperacdo das proteinas codepletadas nas nanoparticulas
(depletoma) e da propria HSA, de modo que as amostras obtidas podem ser usadas
para estudos do depletoma e até mesmo do albuminoma, que é a fracdo de proteinas
que se ligam na HSA. As nanoparticulas magnéticas (magnetita, FesO4) foram
sintetizadas pelo método de coprecipitacdo e revestidas com tetraetilortosilicato
(FesO4@TEOS) e albumina de soro bovino (FesO4s@TEOS@BSA) e caracterizadas
por difratometria de raio-X, termogravimentria, espectroscopia na regidao do
invravermelho por transformada de Fourier, potencial zeta, microscopia eletronica de
varredura, as quais confirmaram as modificacbes na superficie, revelaram alta
estabilidade térmica e uma dependéncia da carga superficial em relacdo ao pH. As
nanoparticulas obtidas foram utilizadas para o desenvolvimento de métodos de
preparo de amostras de deplecéo de albumina de soro humano (HSA). Os estudos de
otimizagdo da adsor¢cdo da HSA nas nanoparticulas foram feitos utilizando-se o
delineamento composto central rotacional (DCCR) e os resultados mostraram que o
pH, a massa de nanoparticula e a concentracdo de HSA influenciam no processo de
adsorcao, sendo os pHs 6timos de adsor¢éo de 3,5 e 4,5 para as FesOs@TEOS@BSA
e FesO4s@TEOS respectivamente. Para ambas as nanoparticulas, a cinética de
adsorcdao foi descrita pelo modelo de ordem fracionaria de Avrami, sendo o tempo de
equilibrio alcancado em 10 minutos. Com relacdo aos dados de equilibrio de
adsorcao, os modelos que melhor se ajustaram foram as isotermas de Freundlich e
Sips para as FesO4s@TEOS@BSA e de Freundlich e Harkins-Jura para as
FesO4@TEOS. As capacidades maximas de adsor¢cdo de HSA pelas nanoparticulas
foram estimadas pela isoterma de Langmuir em aproximadamente 11,93 e 14,89 mg
g! respectivamente. As condigbes de dessorcdo das proteinas adsorvidas nas
superficies e areutilizacao das nanoparticulas também foram otimizadas com DCCRs.

Para ambas as nanoparticulas a dessorcédo foi influenciada pelo pH (6timos de



dessorcédo de 9,2 e 8,3 respectivamente) e volume do eluente de dessorcdo, mas as
porcentagens de recuperacfes de HSA foram baixas, o que faz com que a reutilizacao
das nanoparticulas ainda seja inviavel. As eletroforeses em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) mostraram padrdes diferenciados das
bandas de proteinas do soro quando se realizam deple¢des consecutivas utilizando-
se as nhanoparticulas. Foi evidente que as FezO4@TEOS apresentaram maior
afinidade pela HSA e eficiéncia na deplecdo. Uma caracteristica importante
apresentada pelo processo € a sua versatilidade, em que a quantidade de HSA a ser
depletada pode ser controlada variando-se a massa de nanoparticula utilizada. Em
suma, este estudo mostrou que a deplecdo, utilizando-se as nanoparticulas,
principalmente as FesO4@TEQOS, provou ser uma técnica de preparo de amostras
para a deplecéo rapida (em torno de 1 hora), confiavel e especifica de HSA, mesmo
gue tenham demonstrado codeplecdo de outras proteinas, conforme os estudos de
SDS-PAGE. No entanto, na eletroforese do depletoma das proteinas dessorvidas das
nanoparticulas, boa parte destas proteinas codepletadas puderam ser recuperadas, 0
que reforca a eficiéncia e viabilidade das nanoparticulas.

Palavras-chave: Adsorcdo; BSA; Cinética; Deplecao; HSA; Isotermas; Magnetita;
Otimizacao; SDS-PAGE; TEOS.



ABSTRACT

In the present work, a process for the separation of human serum proteins by
adsorption using magnetite magnetic nanoparticles (FesOa) with different coatings was
developed. In the first step of the process, a less complex supernatant is obtained in
which human albumin (HSA) can be depleted in different amounts. Unlike available
commercial kits, which discard the proteins adsorbed in this depletion step, the
proposed method allows the recovery of proteins codepleted in the nanoparticles
(depletome) and of the HSA itself, so that the samples obtained can be used for studies
of the depletome and even albuminoma, which is the fraction of proteins that bind to
HSA. The magnetite magnetic nanoparticles (FesOs) were synthesized by the
coprecipitation method and coated with tetraethylorthosilicate (FesOs@TEOS) and
bovine serum albumin (FesO4s@TEOS@BSA) and it were characterized by X-ray
diffraction, thermogravimetry, spectroscopy in the infrared region by Fourier transform,
zeta potential, scanning electron microscopy, which confirmed surface modifications,
it revealed high thermal stabilty and a pH-dependent surface charge. The
nanoparticles obtained were used for the development of a sample preparation method
for human serum albumin (HSA) depletion. The optimization studies of the adsorption
of HSA on nanoparticles were carried out using the central composite rotational design
(RCCD), and the results showed that the pH, the nanoparticle mass and the HSA
concentration influence in the adsorption process. Theoptimal adsorption pHs were 3.5
and 4.5 for FesO4s@TEOS@BSA and FesOs@TEOS respectively. For both
nanoparticles, the adsorption kinetics was described by the Avrami fractional order
model, with the equilibrium time reached in 10 minutes. Regarding the adsorption
equilibrium data, the models that best fit were the Freundlich and Sips isotherms for
FesO4s@TEOS@BSA and Freundlich and Harkins-Jura for FesO4@TEOS. The
maximum adsorption capacities of HSA by nanoparticles were estimated by the
Langmuir isotherm at approximately 11.93 and 14.89 mg g respectively. The
desorption conditions of the proteins adsorbed on the surface and the reuse of the
nanoparticles were also optimized with RCCDs, for both nanoparticles the desorption
was influenced by the pH (desorption optimum pH 9.2 and 8.3 respectively) and
volume of the desorption eluent, but the percentages of HSA recovery were low, it
makes the reuse of nanoparticles still unfeasible. Electrophoresis in polyacrylamide gel

containing sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) showed different patterns of serum



protein bands when consecutive depletions were performed. It was evident that
Fes04@TEOS showed greater affinity for HSA and efficiency in depletion. An important
characteristic presented by the process is its versatility, in which the amount of HSA to
be depleted can be controlled by varying the mass of nanoparticle used. In summary,
this study showed that depletion using nanopatrticles, mainly FesO4s@TEQOS, proved to
be a sample preparation technique for rapid (around 1 hour), reliable and specific
depletion of HSA, even though they have demonstrated co-depletion of other proteins,
according to studies on SDS-PAGE. However, in the electrophoresis of the depleted
proteins desorbed from the nanoparticles, most codepleted protein could be recovered,

which reinforces the efficiency and viability of the nanopatrticles.

Keywords: Adsorption; BSA; Depletion; HSA; Isotherms; Kinetics; Magnetite;
Optimization; SDS-PAGE; TEOS.
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1 INTRODUGAO

A analise do espectro de proteinas do plasma humano é um dos principais
fundamentos da bioquimica clinica, por meio do qual € possivel identificar varias
alteracdes patologicas que refletem nos niveis de proteinas plasmaticas (KULLOLLI
et al., 2013) e também descobrir/quantificar novos biomarcadores clinicos que podem
ser uteis no diagnostico, prognéstico e avaliacdo da progressdao de doencas
(PIETROWSKA et al., 2019).

O uso da protedbmica para analises eficientes, precisas e completas de
amostras clinicas apresenta uma variedade de desafios técnicos, como a presenca
de proteinas de alta abundéancia (PAAs), tais como a albumina (60%), globulinas,
(35%) e fibrinogénio (4%), as quais podem mascarar a deteccdo de proteinas de
menor abundancia (PBAs) como as citocinas (GRANGER et al., 2005; KULLOLLI et
al., 2013; STEEL et al., 2003). Soma-se a isso o fato de que estas proteinas de baixa
abundéncia, os potenciais biomarcadores, ndo apenas estdo presentes em
concentragdes extremamente baixas (< 1 nmol L), como ainda seus sinais de
espectrometria de massas sofrem forte interferéncia de ambos PAAs e contaminantes
gue sao introduzidos na amostra durante os procedimentos de pré-tratamento, tais
como sais do tampao e surfactantes (LI; ZHANG; DENG, 2013).

Dessa forma, para obter-se uma maior sensibilidade nas anélises do proteoma
plasmatico, ha a necessidade de se purificar o plasma, retirando as proteinas
majoritarias e enriguecendo as proteinas de interesse (ANDAC; GALAEV; DENIZLI,
2013) de forma mais simples possivel.

Existem, no entanto, limitac6es consideraveis nas tecnologias prote6micas
atualmente disponiveis, pois nenhuma delas permite a analise de todo o proteoma em
uma etapa simples devido ao grande niumero de peptideos e a ampla faixa dindmica
de concentracao do proteoma das amostras clinicas. Como resultado, muitas vezes é
observado que uma abordagem de preparo de amostra influencia o resultado
experimental final, e portanto, uma analise protedmica ideal tenderia a reduzir também
0 numero de etapas na preparagdo da amostra (AHMED, 2009).

O alvo principal dessas PAAs tem sido a albumina, e uma abordagem muito
utilizada para sua remocéo € por meio de cromatografia de pseudoafinidade com
ligantes de corante de triazina imobilizados, mais frequentemente em Cibacron Blue
F3-GA (GIANAZZA et al., 2016). Outras estratégias de preparo de amostras tém sido
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utilizadas para deplecao das proteinas majoritarias, como por exemplo ultrafiltracéo e
a precipitacdo quimica (SAFARIK; SAFARIKOVA, 2004) e kits comerciais (GRANGER
et al.,, 2005; JESUS et al., 2017). Contudo, muitas destas técnicas ndao tém sido
capazes de promover a deplecdo de proteinas majoritarias sem causar a deplecéo
concomitantemente de proteinas de baixas concentracbes (GRANGER et al., 2005;
KAWASHIMA et al., 2010). Desse modo, um método ideal de deplecdo seria aquele
que apresentasse alta capacidade de captura seletiva das proteinas majoritarias e
baixa para as demais.

As principais estratégias de preparo de amostras para diminuicdo das proteinas
de alta abundéncia apresentam diversos problemas tais como alto custo,
complexidade experimental, elevado tempo de operacdo, deplecdo inespecifica de
proteinas de baixa abundancia, os kits comerciais devem ser utilizados seguindo-se
uma metodologia rigorosamente estabelecida de modo que podem perder eficiéncia
se qualquer dessas etapas ndo forem seguidas corretamente. Um outro inconveniente
associado a estes métodos € que o conjunto das proteinas depletadas (depletoma) é
descartado, e como diversas proteinas de baixa abundancia ligam-se a HSA, hd uma
grande perda de informacdes protedbmicas da amostra.

Diante dos problemas apresentados, uma boa alternativa é a utilizacdo de
nanoparticulas magnéticas (MNPs) com recobrimentos especificos capazes de reter
seletivamente algumas destas proteinas em detrimento a outras com base na variacao
de parametros como pH e quantidade de MNP utilizada. O uso de nanoparticulas
magnéticas, especialmente da magnetita (FesO4), tem atraido a atencdo de
pesquisadores de diversas areas devido as suas caracteristicas tais como elevada
area superficial, protocolos de sinteses e revestimentos ja consolidados, baixo custo,
excelentes propriedades magnéticas, baixa toxicidade e possibilidade de diversos
tipos de funcionalizacdes (LI; ZHANG; DENG, 2013) e aplicacdes, simplicidade
operacional e alta capacidade de adsorc¢ao.

Um meétodo de deplecdo baseado na utilizacdo de MNPs pode ser bastante
flexivel e envolver diferentes etapas simples de adsorcdo e de posterior dessorcao
para recuperagcdo do analito alvo quando apropriado, o que por sua vez pode
contornar muitos dos problemas supracitados referentes aos métodos de deplecéo.
Em Jesus et al. (2017) os autores desenvolveram um método de preparado de
amostras de soro em que a deplecédo de HSA era feita com MNPs e a amostra final

resultante (sobrenadante) permitia a deteccdo de varias proteinas de baixa
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abundéancia que nao foram identificadas na amostra original. No entanto, as
nanoparticulas com as proteinas adsorvidas (complexo MNPs/proteinas) era
descartado, o que pode ocasionar a perda das informacgdes do depletoma.

Em outro estudo envolvendo MNPs, Santos et al. (2021) desenvolveram um
meétodo de extracdo de lisozima de clara de ovo de galinha utilizando nanoparticulas
de magnetita (FesOa4) recobertas com tetraetilortosilicato (TEOS) e albumina de soro
bovino (BSA). O processo consistiu de uma etapa de adsor¢éo direta e especifica da
lisozima e uma segunda etapa em que a lisozima foi dessorvida (recuperada) das
MNPs por meio de uma solucéo eluente adequada.

A partir dos dois exemplos apresentados e diante dos problemas referentes aos
métodos de deplecdo discutidos, percebe-se que um método de deplecdo de
proteinas de alta abundancia adequado deve envolver uma etapa inicial de deplecéo
e outra de recuperacéo do depletoma. Diante disso, pretende-se com este trabalho
desenvolver um processo de separacdo de proteinas de soro humano por adsor¢cao
utilizando-se nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesOs4) com diferentes
revestimentos. O processo consistira em uma primeira etapa cujo objetivo é a
obtencdo de um sobrenadante de menor complexidade, no qual a albumina humana
(HSA) pode ser depletada em diferentes quantidades. Ja na segunda etapa pretende-
se recuperar as proteinas adsorvidas nas MNPs na etapa de deplecéo, para possiveis
estudos do depletoma e do albuminoma, sendo este Utimo a fracdo de proteinas que
se ligam a HSA.

A natureza magnética das MNPs, funcionalizada ou n&o, permite sua
manipulacdo seletiva e separacdo na presenca de outros sélidos suspensos mesmo
em amostras complexas como o soro/plasma. Em termos praticos, a MNP é colocada
em contato direto com a amostra, promovendo a adsor¢do das proteinas alvo. Em
seguida, um campo magnético é utilizado para remoc¢éo do complexo MNPs/proteinas
da amostra e, quando aplicavel, uma etapa adicional de eluicdo das proteinas
adsorvidas é feita para recuperacao das mesmas.

Dessa forma, uma investigacédo mais aprofundada do processo de adsorcao de
proteinas em materiais adsorventes como as MNPs, obtendo-se os modelos de
cinética e das isotermas de adsorcdo, torna-se importante por varias razdes
(WANJERI et al., 2018). Por meio destes estudos € possivel prever o comportamento
da proteina alvo em superficies complexas nos processos de extracdo, compreender

as capacidades adsortivas dos adsorventes, gerar dados quantitativos que podem ser
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usados para estudos comparativos e projetar processos adequados que podem ser
adaptados para outros tipos de proteinas alvos.

No caso especifico da deplecdo (adsor¢cdo) de HSA, as informacbes na
literatura sobre isotermas e cinética de adsor¢cao sédo bastante limitadas ou mesmo
inexistentes para adsorcao de HSA em superficies de nanomateriais como Fe3O4 com
diferentes revestimentos. Alguns trabalhos na literatura tém demonstrado o uso de
nanoparticulas magnéticas para adsorcao de proteinas, como por exemplo HSA em
Fes3O4 (JESUS et al., 2017), lisozima em Fes304 revestida com silica e albumina bovina
(SANTOS et al.,, 2021), trombina em microesferas magnéticas de Fes3Oa4/Au
funcionalizadas com aptamero (ZHANG et al., 2012), BSA em Fes304 funcionalizada
com liquido iénico (QIAN et al., 2017), BSA em nanoparticulas magnéticas de ZnFe204
(LIU et al., 2017a), no entanto ndo h&d uma abordagem aprofundada sobre o processo
de adsorcdo de HSA em nanoparticulas magnéticas, bem como de uma modelagem
estatistica aprofundada sobre o processo de adsorcao.

Na literatura especializada, foram encontrados poucos trabalhos que relatam
especificamente a utilizacdo de FesO4 na deplecdo de proteinas de alta abundancia e
nenhum que aborde especificamente o uso de nanoparticulas de FesO4 recobertas
com TEOS e/ou com BSA para deplecdo de HSA. Diante disso, pretende-se com este
trabalho sintetizar nanoparticulas de FesOa, recobri-las com tetraetilortosilicato
(FesO4@TEOS) e posteriormente com BSA (FesO4s@TEOS@BSA), caracterizar estas
nanoparticulas, demonstrar a aplicagdo de métodos estatisticos por meio da
otimizacdo da adsorcdo de HSA nas MNPs, estudos aprofundados de cinética e
isotermas de adsorcéo, otimizacdo da dessorcado da HSA das MNPs e posteriormente
avaliac@o da viabilidade da reutilizacdo das MNPs. Por ultimo, pretende-se aplicar o
método de adsorcdo desenvolvido na deplecdo de HSA de amostras de soro reais e
avaliar os resultados quanti e qualitativamente por meio da técnica de eletroforese
SDS-PAGE antes e depois da adsorcdo com as nanoparticulas de FesOs@TEOS e
Fes:O4@TEOS@BSA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTUDOS PROTEOMICOS E A BUSCA POR BIOMARCADORES

A protedmica moderna envolve a aplicacéo de tecnologias para a identificacdo
e quantificacdo do conteldo total de proteinas presentes de uma célula, tecido ou
organismo. Ela complementa as outras tecnologias “émicas”, como gendmica e
transcriptdbmica, para elucidar a identidade das proteinas de um organismo e conhecer
a estrutura e as funcdes de proteinas especificas (ASLAM et al., 2017).

As tecnologias baseadas em protedmica sdo utilizadas em varios tipos de
pesquisa, como deteccdo novos biomarcadores para diagndstico e detec¢éo precoce
de doencas como céancer, candidatos para producdo de vacinas, compreensao de
mecanismos de patogenicidade, alteracdo de padrbes de expressdo em resposta a
diferentes sinais e interpretacdo de vias funcionais de proteinas em diferentes
doencas. Ela inclui a analise e categorizacdo de assinaturas de proteinas gerais de
um genoma (ASLAM et al., 2017). Com o sequenciamento do genoma humano e de
numerosos patdégenos, houve um grande avanco para a proteébmica, de modo que
esse cenario cria inUmeras oportunidades, além de muitos desafios, para atender as
necessidades de altas sensibilidade e produtividade necesséarias nas investigacées
relacionadas a doencas (HANASH, 2003).

O avanco da abordagem prote6mica tem possibilitado a realizacédo de estudos
em larga escala da expressao proteica em diferentes tecidos e fluidos corporais,
proporcionando novas oportunidades para obtencéo de informacdes relevantes sobre
diferentes processos fisiol6gicos e/ou patolégicos que podem ocorrer no organismo
humano (BARBOSA et al., 2012). Com relacdo a saude humana, o estudo das
proteinas que circulam no sangue oferece grandes oportunidades para diagnéstico,
estratificacdo ou prevencédo de doencas.

O genoma humano é capaz de codificar milhares de diferentes tipos de
proteinas e houve grandes projetos para caracteriza¢des sistematicas das proteinas
circulantes no plasma como o Plasma Proteome Project (PPP) iniciado em 2002 que
gerou um conjunto de dados de 4395 proteinas plasmaticas caracterizadas em um
banco de dados disponivel ao publico (DEUTSCH et al., 2021). A despeito da enorme
variedade das proteinas existentes, a maioria das pesquisas com o0 objetivo de

entender os fundamentos moleculares da vida e/ou de doencgas tem se concentrado
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em um conjunto limitado de proteinas cada vez mais conhecidas, enquanto as funcdes
biolégicas de muitas outras permanecem pouco compreendidas (KUSTATSCHER et
al., 2022). Para se ter uma ideia, a esmagadora fracdo da literatura de ciéncias da
vida (cerca de 94,2%) dedicada a mecanismos biomoleculares se concentram em um
grupo de menos de 5000 proteinas humanas particularmente bem estudadas (SINHA
et al., 2018).

Com os recentes avancos tecnoldgicos e algumas situagdes de urgéncia como
foi a necessidade do entendimento dos efeitos do COVID-19, a andlise protedbmica de
soro e plasma sanguineos tornou-se ainda mais importante para o estudo da biologia
e fisiopatologia humanas (DEUTSCH et al., 2021). Vérias investigacdes protedmicas
foram realizadas em diferentes matrizes biol6gicas obtidas de pacientes com COVID-
19, e a maioria dos estudos publicados na literatura foram realizados a partir de
amostras de plasma e soro. A principal perspectiva por tras dos estudos de protedbmica
realizados na COVID-19 foi definir assinaturas especificas nos diferentes estagios de
gravidade da doenca, para a descoberta de biomarcadores ou potenciais alvos
terapéuticos (COSTANZO et al., 2022).

Uma das vertentes mais importantes da proteébmica é a investigacdo clinica
(protebmica clinica), a qual tem feito grandes avancos, como a descoberta de
biomarcadores Unicos até o diagndstico precoce de doencas para a caracterizacao
abrangente de perfis de expressédo de proteinas, capazes de identificar tanto a doenca
especifica quanto sua subtipagem (HOVESTADT et al., 2020; PONZINI et al., 2022).
Abordagens protebmicas sdo ferramentas poderosas para descoberta de
biomarcadores (FINDEISEN; NEUMAIER, 2009).

Biomarcadores podem ser definidos como alteragcdes celulares (componentes
intra/extracelulares e células inteiras), bioquimicas (metabdlitos, ions e toxinas) ou
moleculares (acidos nucleicos, proteinas e lipidios) mensuraveis em meios biolégicos
como tecidos, células ou fluidos humanos (SRIVASTAVA; KRAMER, 2000; AMIN et
al., 2021) sejam em processos biolégicos normais, aberracdes patogénicas ou mesmo
a resposta a uma exposicao ou intervencgao terapéutica. Os biomarcadores podem ser
detectaveis em diversas matrizes tais como sangue ou outros fluidos corporais ou
tecidos (TAINSKY, 2009), entretanto, o plasma humano é uma das mais importantes
(OMENN et al., 2005).

Muitas das técnicas empregadas em protedmica tém como objetivo principal a

identificacdo desses biomarcadores para prevencao, diagndéstico e terapia de diversas
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doencas como o cancer (ALHARBI, 2020; BELCZACKA et al., 2019; HANASH;
PITTERI; FACA, 2008; OMENN, 2004; OMENN et al, 2005). A busca de
biomarcadores clinicos € de extrema importancia, visando ndo apenas a detec¢éo
precoce, mas também para maximizar os beneficios de modalidades de tratamento
atualmente disponiveis, bem como para o diagnostico, prognostico e monitoramento
de tratamento de doencas (BELCZACKA et al., 2019).

Uma caracteristica comum a muitos biomarcadores é a baixa concentra¢do na
qual sdo encontrados no organismo. Para se ter uma ideia a interleucina 6, um
biomarcador indicador de infec¢des/inflamacdes esta presente na faixa de 0-5 pg/mL,
por outro lado, a albumina sérica humana (HSA) esta presente no sangue em
concentracbes normalmente na faixa de 35-50 mg/mL, o que mostra que ambas
possuem uma diferenca de concentragées que pode chegar a um fator de 101° ordens
de grandeza (ANDERSON; ANDERSON, 2002). Os biomarcadores de interesses
clinicos geralmente se incluem nesse seleto grupo de baixas concentracbes
(KAWASHIMA et al.,, 2010). Neste trabalho, um termo bastante utilizado sera
“proteinas de baixa abundancia” (PBAs) para se referir a potenciais biomarcadores
clinicos que estdo presentes em concentra¢cdes muito baixas.

Na recente pandemia de COVID-19, as tecnologias baseadas em “émicas”
foram amplamente adotadas visando potenciais alvos terapéuticos, bem como a
descoberta de assinaturas especificas (biomarcadores) nos diferentes estagios de
gravidade da doenca (COSTANZO et al.,, 2022). A busca por biomarcadores foi
intensamente explorada pelos pesquisadores. Em Shu et al. (2020), foram analisados
por espectrometria de massas, 0s proteomas plasmaticos coletados em momentos
diferentes de 5 individuos fatais, 7 graves e 10 casos leves de COVID-19 em
comparacao com 8 controles saudaveis. A andlise protedbmica de pacientes fatais em
comparacdo com controles saudaveis detectou 195 proteinas com graus de
expressoes diferenciais que reduziu a medida que a gravidade dos sintomas diminuiu
no grupo leve. Isso sugere que as alteracdes do proteoma estao significativamente
correlacionadas com a gravidade da doenca. Os marcadores ORM1, ORM2, S100A9,
CRP, AZGP1, CFl, SERPINA3/ACT e LCP1/LPL aumentaram significativamente em
condi¢cdes mais graves de COVID-19, enquanto os niveis de FETUB, CETP e PI16
diminuiram significativamente.

Outra area de grande destaque da protedmica € a busca de biomarcadores

associados ao cancer, o qual segundo dados do Our World in Data de 2018 (RITCHIE;
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SPOONER; ROSER, 2018) foi a segunda principal causa de mortalidade por doencas
nao transmissiveis em todo o mundo, com 10,08 milhdes de o6bitos, ficando atras
apenas das doencas cardiovasculares (18,56 milhdes).

Ha mais de 20 anos, ja se percebia uma tendéncia de esfor¢cos focados em
direcdo as estratégias direcionadas a prevencdo do cancer, de modo que uma
compreensao da maquinaria molecular do cancer poderia ser usada para deteccao e
diagndstico mais precisos. Com esse novo foco, percebeu-se que as estratégias de
deteccdo baseadas em moléculas necessitam da experiéncia de grupos de pesquisa
multidisciplinares, os quais envolveriam bidlogos do cancer, epidemiologistas,
desenvolvedores de tecnologia, estatisticos, cientistas da computacédo, quimicos e
médicos. Diante disso, foi criada pelo Instituto Nacional do Cancer
(http://www.nci.nih.gov) a Rede de Pesquisa de Deteccdo Precoce (EDRN - Early
Detection Research Network). A EDRN € um programa norte-americano colaborativo
gue mantém infraestrutura abrangente e recursos criticos para a descoberta,
desenvolvimento e validagdo de biomarcadores para risco de cancer e deteccao
precoce (SRIVASTAVA; KRAMER, 2000).

Uma estrutura formal para orientacdo do processo de desenvolvimento de
biomarcadores para deteccéo precoce do cancer foi proposta por Pepe et al. (2001) e
adotada pela EDRN. Essa estrutura compreende cinco fases principais:

a) Exploragcdo pré-clinica: identificar um ou mais marcadores tumorais

promissores que possam ser desenvolvidos em estagios subsequentes;

b) Validac&o de ensaio clinico: avaliar capacidade do biomarcador em distinguir
individuos com ou sem cancer;

c) Retrospectiva longitudinal: avaliar a capacidade do biomarcador em detectar
doenca pré-clinica em fun¢éo do tempo antes do diagnadstico clinico e definir
critérios para um teste de triagem positivo em preparacao para a fase 4.

d) Triagem prospectiva: determinar as caracteristicas operacionais do teste de
triagem baseado em biomarcador em uma populacdo relevante,
determinando a taxa de deteccao e a taxa de encaminhamento falso.

e) Estudos de controle do cancer: visa estimar as reduc¢des na mortalidade por
cancer proporcionadas pelo teste de rastreamento.

Conforme Ou et al. (2021), os biomarcadores mais comuns associados ao

cancer séo proteinas, mutacdes genéticas, delecdes, rearranjos e numero extra de

copias de genes. Essas moléculas podem ser secretadas na circulagdo ou estarem
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presentes em células cancerigenas. Um biomarcador ideal deve satisfazer as
seguintes propriedades: deve ser binario (ou seja, presente ou ausente) ou
quantifichvel sem avaliacfes subjetivas, o resultado deve ser gerado por um ensaio
que seja adaptavel a pratica clinica de rotina e tenha uma resposta oportuna rapida,
especificidade e sensibilidade, e o mais importante, o biomarcador deve ser detectavel
usando amostras facilmente acessiveis.

A literatura atual tem relatado varios estudos de busca de biomarcadores em
diferentes matrizes visando o diagnostico de cancer, como por exemplo cancer
endometrial (NJOKU et al., 2019), biomarcadores na saliva para diagnostico de cancer
oral (CHU et al., 2019), cabeca e pescoco (AMENABAR; DA SILVA; PUNYADEERA,
2020; KANG; KIESS; CHUNG, 2015), cancer de ovario epitelial (HUTTENHAIN et al.,
2019). Ressalta-se que a busca de biomarcadores de interesse clinico ndo é exclusiva
em oncologia. Ha trabalhos em diversas areas clinicas tais como sindrome da apneia
do sono (LAL et al., 2019), em nefrologia (KLEIN; SCHANSTRA, 2019), estresse
oxidativo em tuberculose (YELDU et al., 2019), andlise protedmica de vesiculas
extracelulares derivadas de plaquetas no armazenamento em banco de sangue
(NOGUEIRA et al., 2020), doenca de Alzheimer (WESTWOOD et al., 2020), doenca
vitreorretiniana (CARVALHO et al., 2020), esclerose lateral amiotrofica (OECKL et al.,
2020), diabetes (SHAO; GUO; AEBERSOLD, 2015), diagndstico e acompanhamento
de criancas asmaticas (XEPAPADAKI et al., 2023).

Enormes esforcos foram feitos nas ultimas décadas para descobrir novos
biomarcadores de cancer para uso na pratica clinica. No entanto, existe uma
discrepancia marcante entre o esforco direcionado para a descoberta de
biomarcadores e o nimero de marcadores que chegam & pratica clinica (FUZERY et
al.,, 2013). Até o momento poucos biomarcadores candidatos foram encaminhados
para validacdo, aprovacdo regulatéria e uso clinico. A descoberta eficaz de
biomarcadores e seu possivel uso como marcador clinico é desafiadora por muitos
fatores, incluindo a complexidade e variabilidade bioldgica inerente, como por exemplo
a variacao intra-individual e promiscuidade de alguns marcadores de doencas,
estabilidade de plataformas analiticas, eficiéncia da analise de dados, validacdo de
biomarcadores em geral em uma populagéo, a despesa e 0 tempo necessarios para
gue um teste atinja aplicacdes clinicas (THOMAS et al., 2016), robustez do método
desenvolvido, sensibilidade e especificidade do enriquecimento dos biomarcadores,
reprodutibilidade quantitativa e qualitativa, entre outros (DEUTSCH et al., 2021).
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Soma-se a isso a ampla faixa dinamica de concentracfes de proteinas, dificuldade
em encontrar proteinas de baixa abundancia devido aos efeitos de mascaramento de
proteinas de alta abundancia, altos niveis de sais e outros compostos interferentes,
possibilidade de reacdo cruzada durante a analise multiplexada e, acima de tudo,
variacfes entre os individuos e falta de reprodutibilidade. Além disso, variaveis pré-
analiticas, como dispositivos de coleta, procedimentos de coleta e manuseio e
condicbes de armazenamento, também sdo fatores cruciais para a analise do
proteoma sérico (RAY et al., 2011).

A busca de biomarcadores envolve a aplicacdo de diversas tecnologias
protedmicas. Essas técnicas sdo indicadas para a deteccdo e investigacdo de
candidatos a biomarcadores, devido a alta sensibilidade e desempenho analitico que
podem ser alcancados, e a capacidade de gerar grandes conjuntos de dados por meio
da identificacdo de numeros grandes e cada vez maiores de proteinas, incluindo
peptideos ou fragmentos de proteinas (FRANTZI et al.,, 2015). Algumas das
tecnologias utilizadas em prote6mica sao apresentadas a seguir.

2.1.1 Tecnologias utilizadas em protedmica

Em Aslam et al. (2017) os autores apresentam uma revisao sobre as principais
tecnologias em protedmicas e suas aplica¢cdes, subdividindo as tecnologias em cinco
tépicos principais. O primeiro deles sdo as técnicas convencionais, utilizadas para
purificacdo de proteinas. Tais técnicas sdo baseadas em cromatografia, cujos
subtipos sdo a cromatografia de troca idnica (IEC), de excluséo por tamanho (SEC) e
de afinidade; podem ser baseadas também no ensaio imunossorvente ligado a enzima
(ELISA) e em Western blotting. A técnica de ELISA e Western blotting sdo utilizadas
para analise de proteinas seletivas, sendo restritas a analise de poucas proteinas
individuais (ASLAM et al., 2017).

O segundo grupo envolve as técnicas avancadas, mais usadas para a
separacao de amostras de proteinas complexas. S&o representadas por:

a) Microarrays ou microchips de proteinas, os quais sao subdivididos em

microarrays de proteina analitica, funcional e de fase reversa;

b) Abordagens baseadas em gel de eletroforese: gel de dodecil sulfato de

poliacrilamida de soédio (SDS-PAGE, do inglés sodium-dodecyl sulfate
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polyacrylamide gel electrophoresis), eletroforese em gel bidimensional (2-
DE) e eletroforese em gel diferencial bidimensional (2D-DIGE)

c) Espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry);

d) Técnica de degradacdo de Edman, desenvolvida para determinar a
sequéncia de aminoacidos de uma determinada proteina (ASLAM et al.,
2017).

O terceiro grupo das técnicas utilizadas em proteébmica sdo as andlises
quantitativas, das quais destacam-se as técnicas de marcacao de afinidade codificada
por isotopos (ICAT), marcacéo de is6topos estaveis com aminoacidos em cultura de
células (SILAC) e marcacéao isobarica para quantificacéo relativa e absoluta (iTRAQ).
Estas técnicas geralmente sdo utilizadas juntamente com a espectrometria de massas
(ASLAM et al., 2017).

O quarto grupo € representado pelas técnicas de cristalografia de raios-X e a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN). Estas sdo capazes de
fornecer a estrutura tridimensional (3D) de uma proteina que pode ser util para
entender sua funcao biologica (ASLAM et al., 2017).

O quinto e ultimo grupo das tecnologias em protebmica compreendem as
técnicas de bioinformatica. Com o suporte de tecnologias de alto rendimento, um
grande volume de dados protedmicos € obtido. Diversas ferramentas de
bioinformética foram desenvolvidas para andlise destes dados, o que possibilita a
previsdo de estrutura 3D, dominio de proteina, analise da interacBes proteina-proteina
e analise de dados de MS (ASLAM et al., 2017).

2.1.1.1 Cromatografia por excluséo de tamanho

A cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) é um nome genérico para o
processo de separacdo baseado no tamanho das moléculas em solucéo, quando esta
flui através de um leito empacotado poroso. Em geral, a SEC é uma técnica
cromatografica em coluna liquida na qual uma solucdo de amostra € introduzida em
uma coluna preenchida com um revestimento poroso e é transportada através da
coluna por solvente. Idealmente, a separacdo de tamanho é obtida pela permeagéo
diferencial dos poros, uma vez que nao ha interacdes significativas entre a fase
estacionaria e o soluto (KOSTANSKI; KELLER; HAMIELEC, 2004). A Figura 1
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apresentada a seguir mostra um esquema simplificado do principio que rege a

cromatografia de exclusdo molecular.

Figura 1 - Principio da cromatografia de exclusdo molecular.
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Fonte: Striegel et al. (2009).

Conforme evidenciado pela Figura 1, ocorre uma distribuicdo seletiva e
dindmica das moléculas a serem separadas e a fase mével presente dentro dos poros
da fase estacionaria e a fase movel externa aos poros. A fase estacionaria geralmente
€ um polimero ou um gel, caracterizada por poros de tamanhos bem controlados,

responsaveis por controlar a entrada e a saida das moléculas que podem permear
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parcialmente ou completamente dentro da fase estacionaria. As moléculas que nao
permeiam sao excluidas e saem mais rapido, enquanto aquelas que ndo permeiam
completamente também saem junto no volume total da eluicdo. Somente as moléculas
gue permeiam parcialmente séo separadas (COLLINS, 2011).

A cromatografia de exclusdo ibnica € uma técnica relativamente antiga que vem
atraindo maior atencdo. E particularmente Gtil para separar espécies moleculares
hidrofilicas umas das outras e de grandes quantidades de materiais ibnicos.

Como subdivisGes da SEC, a cromatografia de permeacao em gel (GPC) é uma
separacao cromatografica de macromoléculas sintéticas com o uso de géis porosos
ou particulas inorganicas rigidas, enquanto a cromatografia de filtracdo em gel (GFC)
ou simplesmente a filtracdo em gel € um processo semelhante de separacdo de
macromoléculas biolégicas (KOSTANSKI; KELLER; HAMIELEC, 2004).

Uma abordagem mais aprofundada sobre SEC é feita nos trabalhos de
Kostanski, Keller e Hamielec (2004), em que os autores fazem uma revisao sobre
metodologias de calibragcdo em cromatografia por exclusdo de tamanho, discutindo
também sobre mais associa¢cdes com métodos analiticos tais como ressonancia
magneética nuclear, espectrometria de massas e dispersédo de luz (light scattering).
Collins (2011) faz uma revisdo sobre separacdes em colunas abertas enfatizando a
cromatografia por exclusdo e por bioafinidade. Em Hong, Koza e Bouvier (2012) os
autores apresentam uma revisdo sobre o uso da uma cromatografia de exclusao por

tamanho para a analise de proteinas bioterapéuticas e os seus agregados.

2.1.1.2 Técnica de eletroforese em gel 1D para separacao de proteinas

A eletroforese em gel € um grupo amplamente conhecido de técnicas usadas
para separar e identificar macromoléculas como DNA, RNA ou proteinas com base no
tamanho, forma ou ponto isoelétrico. A separacdo de moléculas por eletroforese
baseia-se no fato de que moléculas carregadas migram através de uma matriz de gel
mediante a aplicacdo de um campo elétrico. Estas técnicas tornaram-se uma das
principais ferramentas em bioquimica, biologia molecular, quimica analitica e
protedmica (GARCIA-DESCALZO et al., 2012).

Os atuais métodos de eletroforese estdo se tornando cada vez mais robustos
e confiaveis para analise de proteinas (ZHU; LU; LIU, 2012). Além disso, a eletroforese

apresenta algumas vantagens em relacdo a outras técnicas de separacao, tais como
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rapidas separacdes, quantidades bem pequenas de amostra e reagentes, baixo custo,
versatilidade e alta eficiéncia de separacéo. Pode ser utilizada em analises biologicas,
ambientais, farmacéuticas, clinicas e andalises de alimentos (CHEN et al., 2012).

A eletroforese em gel de proteinas com matriz de poliacrilamida, comumente
chamada de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), é uma das técnicas mais
utilizadas na caracterizacdo e/ou separacdo de misturas complexas de proteinas.
Trata-se de um método conveniente, rdpido e barato que requer quantidades de
proteinas da ordem de microgramas. As proteinas possuem uma carga elétrica liquida
se estiverem em uma solucao na qual o pH é diferente do seu ponto isoelétrico, o que
proporciona a capacidade de se moverem quando submetidas a um campo elétrico,
assim a separacdo ocorre devido ao movimento através de um gel poroso sob a
influéncia de um campo elétrico. A velocidade de migracao € proporcional a razéo
entre as cargas da proteina e sua massa. Quanto maior a carga por unidade de
massa, mais rapida a migracdo (GARCIA-DESCALZO et al., 2012).

Dada a complexidade estrutural das proteinas, suas taxas de migracao néo sao
semelhantes entre si. Se estiverem em seu ponto isoelétrico, ndo ocorrera migracao
pelo gel mesmo com aplicacdo do campo elétrico. Em casos como esses, as proteinas
sdo desnaturadas pela adicdo de um detergente como o dodecil sulfato de sédio
(SDS) para separa-las exclusivamente de acordo com o peso molecular. Esta
metodologia de utilizacdo de SDS foi proposta por Shapiro, Vifiuela e Maizel (1967).
O SDS é um detergente presente no tampao de amostra SDS-PAGE, cuja fungéo é
clivar as ligacGes dissulfeto das proteinas, desnaturando a estrutura terciaria das
proteinas, separando a proteina em suas subunidades e fornecendo uma carga
liguida negativa 0 que por sua vez permite que elas migrem pelo gel de acordo com o
seu tamanho. Além disso, a desnaturacdo faz com que eles percam sua estrutura
terciaria e, assim, a velocidade de migracdo € proporcional ao tamanho e ndo a
estrutura terciaria (GARCIA-DESCALZO et al., 2012).

O SDS deve reagir completamente com as proteinas da amostra produzindo
complexos de proteinas/SDS com densidades de carga semelhantes. Quando esses
complexos séo eletroforeticamente separados, suas mobilidades dependeréo de seus
tamanhos, sendo que, quanto menor a proteina, maior sera sua mobilidade. O
tamanho dos poros do gel diminui com o aumento das concentracdes de acrilamida,
de modo que a combinacdo do tamanho, da carga e da forma da proteina juntamente

com o tamanho do poro do gel determinam sua taxa de migracdo pelo gel
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(GALLAGHER, 2012). Os valores de mobilidade diminuem linearmente com o
logaritmo das massas moleculares da proteina, que é o principio basico de separacao
do SDS-PAGE (ZHU; LU; LIU, 2012).

Em Gallagher (2012), sdo descritos varios protocolos alternativos para
aplicacoes da eletroforese. Os géis de poliacrilamida, os mais comuns, sao formados
pela polimerizacdo da acrilamida pela acdo de um agente de reticulacdo, a bis-
acrilamida, na presenca de um iniciador e de um catalisador. O ion persulfato,
gerealmente adicionado como persulfato de amoénio (APS), é o iniciador de
solidificacdo do gel e uma fonte de radicais livres, enquanto o N,N,N',N'-
tetrametiletilienodiamina (TEMED) catalisa a reacdo de polimerizacdo estabilizando
estes radicais livres. A taxa de polimerizacdo é determinada pela concentracdo de
persulfato (catalisador) e TEMED (iniciador) (GARCIA-DESCALZO et al., 2012).

A razéo entre acrilamida/bisacrilamida, bem como a concentracédo total de
ambos, afeta o tamanho dos poros e a rigidez da matriz de gel final. Estes, por sua
vez, afetam o intervalo de tamanhos de proteinas que podem ser resolvidas
(separadas). O tamanho dos poros criados no gel € inversamente relacionado a
guantidade de acrilamida utilizada. Por exemplo, um gel de 7% de poliacrilamida tem
poros maiores do que um gel de 12% de poliacrilamida. Géis com baixa porcentagem
de acrilamida sdo normalmente usados para resolver proteinas grandes, e 0s com alta
porcentagem sdo usados para resolver proteinas menores. "Géis de gradiente" sdo
especialmente preparados para ter baixa porcentagem de acrilamida na parte superior
e alta porcentagem de acrilamida na parte inferior, permitindo que uma gama mais
ampla de tamanhos de proteinas seja separada (GARCIA-DESCALZO et al., 2012).

Com relacdo ao equipamento, quando um Unico gel é conectado a uma fonte
de alimentacao, as cargas negativas fluem do terminal negativo do catodo (preto) para
a camara tampao superior, através do gel e para a camara tampao inferior. A camara
tampao inferior € conectada ao terminal do anodo positivo (vermelho) para completar
o circuito. Assim, as proteinas revestidas com SDS, carregadas negativamente devido
ao SDS, movem-se do catodo negativo ligado a camara tampéao superior em direcao
ao anodo positivo ligado a camara inferior (GALLAGHER, 2012).

Os géis suprimem a convec¢ao térmica causada pela aplicagcdo do campo
elétrico, e também podem atuar como meio de peneiramento, retardando a passagem

de moléculas e também podem servir simplesmente para manter a separacao
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finalizada, de modo que uma coloracéo pos-eletroforese possa ser aplicada (GARCIA-
DESCALZO et al., 2012).

De acordo com Zhu, Lu e Liu (2012), de modo geral os procedimentos bésicos
da eletroforese em gel de SDS podem ser resumidos em: (1) preparagcdo um gel e
montar os aparatos do equipamento, (2) mistura da amostra contendo a proteina com
um tampao contendo o SDS e aquecimento da mistura sob uma temperatura elevada,
(3) execucao da corrida de eletroforese colocando-se o complexo proteina/SDS no gel
dentro do equipamento de gel, e por ultimo (4) a fixacdo ou coloracdo das proteinas
separadas para identificacdo e/ou quantificacao.

Conforme Garcia-Descalzo et al. (2012), as proteinas separadas em um gel de
poliacrilamida podem ser detectadas por varios métodos, por meio de corantes ou
com coloracdo com prata. Um dos corantes mais utilizado é o azul de Coomassie, 0
gual permite detectar até 0,2 a 0,6 ug de proteina, sendo quantitativamente linear na
faixa de 15 a 20 pg. E frequentemente usado em solucdes de metanol/acido acético
e descolorido em solucbes de isopropanol/acido acético. Outra alternativa é a
coloragdo com prata, geralmente nitrato de prata, de facil aplicacédo, podendo ser de
50 a 100 vezes mais sensivel que a coloracdo com azul de Coomassie. Para a selecéo
do método de coloracdo ndo ha um método universal, ela é determinada analisando-
se varios fatores como a sensibilidade desejada, faixa linear de concentracdo das
proteinas, facilidade de uso, custo e tipo de equipamento de imagem disponivel, etc.

Na Figura 2 a seguir, obtida de Jesus et al. (2017), apresenta-se um uma
corrida de SDS-PAGE em que os autores utilizaram coloracdo com nitrato de prata
para coloracdo do gel. O gel mostrado refere-se a um estudo de deplecdo de HSA em
que foram empregados e comparados diferentes métodos de deplecdo: a utilizacdo
de nanoparticulas magnéticas (MNP), agentes quimicos ditiotreitol e acetonitrila
(DTT/ACN) e o kit comercial ProteoMinerR (PM).
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Figura 2 - Representacado de uma corrida das amostras
em gel 1-DE, em duplicata.
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Fonte: Jesus et al. (2017).

Standard: padrdes de peso molecular (kDa); Serum: soro bruto,
MNP: nanoparticulas, DTT/ACN (ditiotreitol e acetonitrila), PM
(ProteoMiner).

Embora seja uma técnica bastante eficiente, a eletroforese apresenta algumas
limitacbes, como por exemplo a baixa sensibilidade em pequenas concentracdes
devido a menor carga de amostra e menor comprimento do caminho éptico. Um sério
problema é ma qualidade na resolucdo da eletroforese quando a quantidade de
interferentes na amostra € muito alta, gerando uma sobreposi¢ao das bandas. Essa é
a situacdo que ocorre em amostras biolégicas como o plasma/soro sanguineo, em
que a grande quantidade de proteinas majoritarias como a albumina as e globulinas
podem gerar uma sobreposicao de bandas com as proteinas minoritarias.

Em Hassis et al. (2015), os autores afirmam que o0 processamento e
manipulacdo de amostras como o plasma podem afetar a abundancia dos
biomarcadores, afetando assim a confiabilidade da andlise. Para contornar este
problema, varias técnicas on-line de preparo de amostras tém sido propostas. Chen
et al. (2012) fazem uma revisdo sobre algumas destas técnicas e suas aplicagdes na
eletroforese. Os autores discutem sobre as técnicas de pré-concentracdo de
isotacoforese transitoria, empilhamento de amostra aprimorado em campo,

empilhamento de micela para o solvente, colapso micelar, juncdo dinamica de pH,
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varredura, extracdo em fase sélida, microextracdo de gota Unica, microextracdo em
fase liquida, entre outras.

Embora a eletroforese em gel seja geralmente usada para fins analiticos,
diversos estudos proteébmicos tem utilizado-a como técnica de preparo de amostras
para purificar parcialmente as moléculas antes de aplicar outras metodologias de
analises, principalmente a espectrometria de massas. Nesse caso, uma vez que as
proteinas de interesse sdo selecionadas por analise diferencial ou outros critérios, as
proteinas podem ser excisadas de géis e digeridas com tripsina para preparar sua

identificacdo por espectrometria de massas.

2.1.1.3 Espectrometria de massas

A protebmica desempenha um papel vital ha pesquisa biomédica na era pos-
gendmica e, com a revolucédo tecnolédgica e os modelos computacionais e estatisticos
emergentes, a metodologia protedmica evoluiu rapidamente na ultima década e
contribuiu para a resolucdo de problemas biomédicos complexos. Segundo os
autores, a espectrometria de massa € uma das principais técnicas proteémicas de alto
rendimento existentes (CUI; CHENG; ZHANG, 2022). Desde as ultimas décadas, as
crescentes demandas relacionadas a produtividade e flexibilidade de amostras tém
favorecido as tecnologias baseadas em espectrometria de massas (AEBERSOLD;
MANN, 2003), de modo que a protedmica baseada em MS tornou-se uma ferramenta
confiavel e essencial para elucidar processos biolégicos em nivel de proteina. Ao
longo da ultima década, testemunhou-se uma grande expansdo do conhecimento de
doencas humanas com a aplicacéo de tecnologias protedmicas baseadas em MS (LI;
WANG; CHEN, 2017).

Conforme Thomas et al. (2016), as técnicas baseadas em espectrometria de
massas permitem uma janela Unica para perturbacdes bioldgicas por meio de
estratégias protedmicas globais ou direcionadas; cuja escala, especificidade e
potencial de descoberta séo inigualaveis por outros métodos atualmente disponiveis.
Os métodos baseados em MS tém desfrutado de ganhos tecnolégicos em grande
parte devido a popularidade e interesse em muitos géneros de pesquisa, como
desenvolvimento de medicamentos, pesquisa biomédica e toxicologia. Ainda
conforme os autores, as estratégias protedmicas baseadas em MS sdo normalmente

divididas em trés grupos principais: top-down (andlise de proteina intacta), middle-
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down (analise de peptideos grandes) e bottom-up (anélise de peptideos proteoliticos),
cada um exigindo diferentes métodos de preparacdo de amostras.

Por definicdo, um espectrdmetro de massa consiste em uma fonte de ions, um
analisador de massa que mede a razdo massa-carga (m/z) dos analitos ionizados e
um detector que registra o niumero de ions em cada valor de m/z. A fonte de ions é
usada para criar ions de proteinas ou peptideos, geralmente transferindo prétons
carregados positivamente (H*) para as moléculas. A ionizagdo € chamada de “soft”
porque a estrutura quimica das proteinas ou peptideos permanece ilesa. Um ou mais
analisadores de massa sdo usados para separar 0s ions por sua razao m/z ou para
fragmentar os ions para posterior andlise de sequéncia. Por fim, estes ions séo
passados para um detector e transmitidos para um sistema de processamento de
dados de um software apropriado, resultando no espectro de massas (AEBERSOLD;
MANN, 2003; MAY et al., 2011). As ferramentas de software modernas incluem
programas de controle para todas as partes da configuracdo do espectrébmetro de
massas (MAY et al., 2011).

As duas técnicas mais comumente empregadas para volatizar e ionizar as
proteinas ou peptideos para analise de MS s&o a ionizacao por eletrospray (ESI) e a
dessorcéao/ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI). Na ESI ocorre a ionizacéo
dos analitos de uma solucéo e, portanto, € prontamente acoplado a ferramentas de
separacdo a base de liquido como a cromatografia ou sistemas de separacdo
eletroforese). A ESI é considerada um método “suave” ou “brando” de ionizacao que
requer amostras liquidas que sdo entregues por injecdo direta com uma seringa ou
“online” acoplada a um sistema cromatografico. A amostra passa por uma agulha
capilar na qual a voltagem é aplicada. Como resultado, goticulas carregadas séo
geradas na ponta do capilar. Nesse processo o solvente evapora parcialmente,
resultando na reducao do didmetro das gotas e aumento da densidade de cargas. A
densidade de carga crescente leva as chamadas explosées de coulomb que reduzem
ainda mais o diametro das goticulas. Desse modo, os analitos sao dispersos como um
spray fino em que ions sédo gerados em fase gasosa. Os ions sédo posteriormente
detectados pelo analisador de massa (MAY et al., 2011).

Na ionizacdo por MALDI, as moléculas da amostra sdo imobilizadas por
cocristalizac&do na presenca de compostos organicos acidos como acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico ou acido 2,5-dihidroxibenzéico em uma placa de metal. Quando os

cristais da matriz/analitos formados na placa séo atingidos pelo laser, h4 a absorcéo
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dessa energia pela matriz e subsequentemente a dessorcéo e ionizacdo dos analitos
presentes na amostra para a fase gasosa. A ionizacdo ocorre quando os ions da
matriz transferem parcialmente sua carga para as moléculas do analito, produzindo
principalmente ions peptidicos de carga unica. Como o laser opera mais por disparos
do que continuamente, o MALDI é usado principalmente em combinacdo com
analisadores de tempo de voo (TOF). Esta combinac&o € denominada como MALDI-
TOF e é uma das técnicas mais utilizadas em protedbmica para analise de proteinas e
peptideos (MAY et al., 2011). A ionizacdo MALDI requer varias centenas de disparos
de laser para atingir uma relacdo sinal-ruido aceitavel para deteccéo de ions.

A analise das massas dos ions € a etapa na qual ocorre a separacdo dos ions
de acordo com a relacdo massa/carga (m/z). Independente da técnica de ionizagao
utilizada, as massas moleculares dos ions livres sdo medidas em analisadores de
massa ap0s passagem por uma camara de vacuo (MAY et al., 2011).

Os analisadores de massa mais comuns sdo 0s quadrupolos, os analisadores
TOF (do inglés Time of flight), os ions trap de diferentes tipos e os analisadores de
alta resolucéo, como os de Transformada de Fourier de ressonéancia ciclotron de ions
(FT-ICR) e o Orbitrap. Os principais parametros relacionados sao sensibilidade,
resolucao, precisdo de massa e a capacidade de gerar espectros de massa de ions
ricos em informacdes a partir de fragmentos de peptideos (MAY et al., 2011).

Os analisadores de massa séo parte integrante de cada instrumento porque
podem armazenar ions e separa-los com base nas relacdes massa-carga. Os
analisadores ions trap, o orbitrap e ressonancia de ciclotron de ions (ICR) separam
ions com base em sua frequéncia de ressonancia m/z. Os quadrupolos (Q) usam a
estabilidade m/z e os analisadores TOF usam o tempo de voo. Cada analisador de
massa possui propriedades exclusivas, como faixa de massa, velocidade de analise,
resolucado, sensibilidade, transmissdo de ions e faixa dindmica. Foram construidos
espectrometros de massa hibridos que combinaram mais de um analisador de massa
para corresponder as necessidades especificas das analises, os chamados
analisadores em “Tandem” (YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009).

O sucesso da analise de proteinas por MS esta intimamente ligado e altamente
dependente de tecnologias de separacdo empregadas antes da analise por MS, as
quais devem reduzir a complexidade das amostras bioldgicas. Como as proteinas sao
identificadas pelas razbes massa-carga de seus peptideos e fragmentos, € necessaria

uma separacdo adequada para identificagdes inequivocas. O preparo de amostras
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inicial também é necessario para detectar espécies de baixa abundéancia que, de outra
forma, seriam ofuscadas por um sinal de abundancia mais alto, tal desafio sera
discutido posteriormente em mais detalhes. Assim, tanto a precisdao quanto a
sensibilidade de uma analise MS dependem da escolha de métodos de separacdo
apropriados, os quais sdo frequentemente o primeiro passo no projeto de estudos
protedmicos. Algumas das principais técnicas para a separacdo de proteinas sao 0s
diferentes tipos de cromatografia e a eletroforese 1D e/ou 2D (YATES; RUSE;
NAKORCHEVSKY, 2009).

Na literatura existem varios trabalhos em que € feita uma revisdo sobre a
espectrometria de massas e sua utilizacdo em estudos prote6micos (AEBERSOLD;
MANN, 2003; BARBOSA et al.,, 2012; BOJA et al., 2014; FINDEISEN; LI; WANG,;
CHEN, 2017; MAY et al., 2011; NEUMAIER, 2009; SMITH; SOUZA, 2021; THOMAS
et al., 2016; YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009).

A utilizacdo da espectrometria de massas na identificacdo/quantificacdo de
proteinas € um componente-chave na descoberta de biomarcadores, pois 0s
biomarcadores geralmente sdo selecionados por meio de variagbes nas
concentracfes de proteinas ou peptideos entre os grupos de amostras. As técnicas
de quantificacdo mudam a medida que um marcador progride ao longo do pipeline de
biomarcadores, desde a quantificacdo relativa da fase de descoberta até a
guantificacdo absoluta da fase de validacdo (THOMAS et al., 2016).

A identificacdo de proteinas por MS pode ser realizada por meio da
fragmentacao de peptideos especificos de sequéncia ou impresséao digital de massa
de peptideos (peptide mass fingerprinting - PMF), também conhecida como
mapeamento de massa de peptideos. A abordagem padréo para identificar proteinas
inclui a separacdo de proteinas por eletroforese em gel ou cromatografia liquida.
Subsequentemente, as proteinas sdo clivadas com endoproteases de sequéncia
especifica, principalmente tripsina. Apds a clivagem (digestao), os peptideos gerados
sao investigados por determinacdo de massas moleculares ou geracéo de fragmentos
de peptideos. A identificacdo das proteinas é feita pela comparacdo das massas
obtidas experimentalmente com as massas peptidicas teoricas de proteinas
armazenadas em bancos de dados por meio de programas de busca de massas
(THIEDE et al., 2005).

O PMF é mais eficaz para a identificacdo de proteinas relativamente puras,

podendo apresentar falhas na identificagdo de misturas complexas de proteinas. A
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separacao de amostras de proteinas complexas por eletroforese em gel bidimensional
de alta resolucéo (2-DE) € bem adaptada a identificacéo de proteinas com PMF. Por
outro lado, a aplicacdo de PMF em combinagcdo com eletroforese em gel
unidimensional ou cromatografia liquida deve ser ajustada a capacidade de separacéo
(THIEDE et al., 2005).

Apesar da espectrometria de massas ser a técnica analitica central nas
tecnologias protedmicas atuais, a utilizacéo de instalagcées de protedmica, incluindo o
software para equipamentos, bancos de dados e a necessidade de pessoal qualificado
aumentam substancialmente os custos, limitando o seu uso mais amplo. Além disso,
0 proteoma € altamente dinamico devido a complexos sistemas regulatérios que
controlam os niveis de expressao de proteinas (ASLAM et al., 2017).

A etapa crucial em MS € o preparo da amostra, a fim de possibilitar a geracao
de espectros de massa de boa qualidade que s&o pré-requisitos essenciais para uma
analise protedbmica bem-sucedida que garantam o0 maior numero possivel de
peptideos. Espera-se que os métodos empregados sejam reprodutiveis, sensiveis e
seletivos, para garantir a remogao de sais e outras impurezas e 0 esgotamento de
biomoléculas de alta concentracdo que possam interferir no desempenho analitico
(HAJDUK; MATYSIAK; KOKOT, 2016). Em Hajduk, Matysiak e Kokot (2016), os
autores fazem uma revisdo sobre alguns dos principais desafios na descoberta de
biomarcadores com MALDI-TOF MS. Em Melby et al. (2021), os autores discutem
sobre alguns desses desafios na proteémica, especialmente em relacao a solubilidade
de proteinas, faixa dinamica de concentracfes, complexidade do proteoma e analise
de dados de MS.

A faixa dindmica de concentra¢cfes de proteinas € um problema recorrente em
diversas analises protedmicas de amostras complexas. Dentre estas amostras, soro
e plasma estdo entre as mais importantes fontes de biomarcadores clinicos e também
as que oferecem um dos maiores desafios de preparo de amostras, uma vez que a
alta concentracéo de algumas proteinas como a HSA ocasionam um sério problema
supresséao de sinal analitico em espectrometria de massas e impede a identificacéo
de diversas proteinas de baixa abundancia. Nas proximas se¢fes sdo apresentadas

algumas informacdes sobre esse assunto.
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2.2 O MAIOR DESAFIO PARA ESTUDOS PROTEOMICOS DO SORO HUMANO: AS
PROTEINAS DE ALTAABUNDANCIA

O plasma e soro humanos sao amplamente utilizados para a descoberta de
biomarcadores baseados em protedmica (LEE et al., 2019). Esses fluidos biologicos
prontamente disponiveis refletem o estado do corpo em estados fisioldégicos e
patologicos, tendo assim diversas aplicacdes clinicas. Eles estdo envolvidos também
no transporte de varias substancias entre érgaos e tecidos e no carregamento de um
grande namero de proteinas (ZHAO et al., 2016). Cerca de 90% da massa proteica
do sangue ¢é representada por albumina sérica, imunoglobulina G (IgG),
imunoglobulina A (IgA), transferrina, haptoglobina e a-1-antitripsina (JAVANMARD et
al., 2014). De acordo com Surinova et al. (2011), mais de 95% do proteoma do
soro/plasma humano correspondem a somente 22 proteinas.

A remocdao de proteinas de alta abundancia € essencial para tornar detectaveis
espécies pouco abundantes, incluindo moléculas fisiologicamente importantes, como
citocinas, quimiocinas, lipoproteinas e horménios peptidicos, que representam a fonte
mais valiosa de biomarcadores de doencas. Uma das tarefas mais desafiadoras nos
estudos de descoberta de biomarcadores consiste em reduzir essa enorme faixa
dindmica de concentracdo de proteinas. Muitas estratégias de deplecdo de proteinas
tem sido propostas em soro sanguineo e outros biofluidos para diminuir a
concentracdo das proteinas mais abundantes antes da analise de MS.
Especificamente, métodos baseados em ultrafiltracdo, precipitacdo e extracéo
diferencial com reagentes quimicos apropriados, bibliotecas combinatérias de ligantes
peptidicos, nanoparticulas magnéticas e kits de deplecdo comerciais baseados em
afinidade e/ou imunoafinidade s&o utilizados propostos (PISANU et al., 2018).

Entre estas proteinas, a principal € a albumina sérica humana (HSA), a mais
abundante do plasma humano, constituindo cerca de 60% do total de proteinas. A
albumina sérica humana (HSA) € uma macromolécula monomérica de multiplos
dominios, representando o principal determinante da presséao oncaotica plasmatica e o
principal modulador da distribuicdo de fluidos entre os compartimentos corporais. A
HSA exibe uma extraordinaria capacidade de ligagdo a ligantes, fornecendo um
depdsito e um transportador para muitos compostos enddégenos e exogenos. Ela
representa o principal carreador de acidos graxos, afeta a farmacocinética de muitas

drogas, fornece a modificacdo metabdlica de alguns ligantes, torna toxinas potenciais
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inofensivas, é responsavel pela maior parte da capacidade antioxidante do plasma
humano e exibe propriedades (pseudo-) enzimaticas (FANALI et al., 2012). Esta
versatilidade, que surge da presenca de multiplos sitios de ligacdo, que sao
dependentes de varios fatores ambientais como pH, temperatura e forca i6nica
(VARSHNEY et al., 2010).

A HSA também pode ser considerada como um biomarcador de muitas
doencas, incluindo cancer, artrite reumatoéide, isquemia, obesidade pdés-menopausa,
enxerto agudo grave contra-doenca do hospedeiro, e doencas que necessitam de
acompanhamento de controle glicémico. Além disso, a HSA é amplamente utilizada
clinicamente para tratar varias doencas, incluindo hipovolemia, choque, queimaduras,
perda de sangue cirdrgicas, traumas, hemorragias, circulacdo extracorporea,
sindrome do desconforto respiratério agudo, hemodidlise, insuficiéncia hepatica
aguda, doenca hepatica cronica, suporte nutricional e hipoalbuminemia. Existem
relatos de aplicacdes biotecnologicas de HSA, incluindo biomateriais implantaveis,
adesivos e selantes cirargicos, biocromatografia, captura de ligantes e proteinas de
fusdo (FANALI et al., 2012).

A biossintese de HSA comeca no hepatécito com a producdo de pré-pro-
albumina que é modificada em pré-albumina no lumen do reticulo endoplasmatico. Em
seguida, a furina cliva um oligopeptideo N-terminal de 6 aminoacidos na rede trans-
Golgi para obter a proteina plasméatica madura, constituida por uma Unica cadeia de
585 residuos, com peso molecular de 66,438 kDa (PETERS JR, 1996 apud FANALI
et al., 2012).

A HSA é uma proteina plasmatica abundante, multifuncional ndo glicosilada,
carregada negativamente, com propriedades de ligacdo ao ligante e transporte,
funcbes antioxidantes e atividades enzimaticas (PETERS-JR, 1995). A proteina é um
mondémero de 585 residuos de aminoacidos com trés dominios a-helicoidais
homologos, denominados dominios I, Il e Ill. Cada dominio contém 10 hélices e é
dividido em subdominios antiparalelos de seis e quatro hélices (A e B) (VARSHNEY
et al., 2010). A estrutura da HSA é apresentada na Figura 3:
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Figura 3 - Estrutura nativa da HSA.

Fonte: Bhattacharya, Curry e Franks (2000).

A estrutura secundaria de HSA é dominada por a-hélices (68%), sem nenhum
elemento de folha . Ela esta disposta em uma conformagé&o globular em forma de coragéo
(FIGURA 3) contendo trés dominios homoélogos, de dois subdominios cada (A, B),
geralmente indicados como | (1 - 195), 11 (196 - 383) e Ill (384 - 585) (VARSHNEY et al., 2010).
Embora os trés dominios da HSA sejam estruturalmente comparaveis, eles diferem em termos
de sequéncias de aminoacidos. Percentualmente, as semelhancgas entre os dominios 1 e 2,
dominios 1 e 3 e dominios 2 e 3 sdo de 25%, 18% e 20%, respectivamente (ROTHSCHILD;
ORATZ; SCHREIBER, 1988). Essas diferencas entre os dominios resultam em distribuicdo
ndo homogénea de cargas hidrofébicas (MAPIOUR; ABDELRASOUL, 2023).

A HSA contém um Unico residuo Trp na posi¢édo 214. Os residuos Met, Gly e lle sao
baixos, enquanto Cys, Leu, Glu e Lys sdo abundantes. O grande numero de residuos
ionizados confere a HSA uma alta carga total (ou seja, 215 ions por molécula em pH 7,0), o
que facilita sua solubilidade. Além disso, os residuos de aminoacidos &cidos superam o0s
basicos na HSA, resultando em uma carga liquida negativa por moléculas. A HSA contém 35
residuos Cys formando 17 pontes dissulfeto, com o Unico residuo Cys livre localizado na
posicdo 34. As pontes dissulfeto contribuem significativamente para a estabilidade da HSA e
evidenciam seu longo tempo de vida biol6gica (PETERS JR, 1996).

Como consequéncia do elevado numero de residuos acidos e basicos, a
estrutura HSA sofre transi¢cdes conformacionais reversiveis em diferentes valores de
pH (ASCENZI; FASANO, 2010; CURRY, 2003; DOCKAL; CARTER; RUKER, 2000;
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PETERS JR, 1996; SHAW; PAL, 2008; THAKUR et al., 2014). Em pHs acidos abaixo
de 4,3, acredita-se que a HSA assume a forma (F) a qual € altamente carregada
(ASCENZI et al., 2006; FOSTER, 1977; SHAW; PAL, 2008), caracterizada por um
aumento na viscosidade, solubilidade muito menor e perda da a-hélice em relacdo a
forma neutra (N) (ASCENZI; FASANO, 2010). Na faixa de pH de 4,3 a 8,0, e na
auséncia de efetores alostéricos, a HSA apresenta a forma normal (N) que se
caracteriza pela estrutura tipica em forma de coracao. Para pHs maiores que 8, ocorre
a transicdo para a forma basica (B), na qual acredita-se que a estrutura em forma de
coracao se transforme em um elipsoide, caracterizada pela perda da a-hélice e
aumento da afinidade por alguns ligantes em relacéo a forma N (ASCENZI et al., 2006;
PETERS JR, 1996). Para alguns autores, em pHs extremos a HSA ainda pode sofrer
outras mudancas conformacionais, como a conformacdo estendida (E) em pHs
inferiores a 2,7 (ASCENZI; FASANO, 2010; FANALI et al., 2012) e a forma basica (A)
em pHs superiores a 10 (NIKKEL; FOSTER, 1971; SHAW; PAL, 2008).

Como ja mencionado, em estudos prote6micos as proteinas altamente
abundantes tendem a obscurecer a deteccdo de potenciais biomarcadores que
geralmente estdo em concentracdes muito mais baixas (AHMED et al., 2003; ANDAC
et al., 2012; ANDAC; DENIZLI, 2014; BHAKTA et al., 2017; BOLLINENI et al., 2015;
BUYUKTIRYAKI et al., 2016; CAO et al., 2021; CHEN et al., 2005; FILIP et al., 2015;
FONSLOW et al., 2013; GARCIA et al., 2017; GOKTURK et al., 2018; GREENOUGH
et al., 2004; HEEMSTRA; JAHNKE; PETERSON, 2016; JESUS et al., 2017,
KOUTROUKIDES et al., 2011; LEE et al., 2019; LIU et al., 2015b, 2019; NESET et al.,
2022; PETRIC et al., 2007; PISANU et al., 2018; SILVA-COSTA et al., 2019; STEEL
et al., 2003; WANG et al., 2017b; YANG et al., 2017, 2013; ZOLOTARJOVA et al.,
2005). Assim, a analise de soro/plasma € altamente desafiadora devido a
complexidade e a ampla faixa dindmica de seus proteomas (LEE et al., 2019), o que
leva a necessidade de um preparo de amostras adequado.

Em Omenn et al. (2005), os autores ressaltam a importancia do preparo da
amostra, e recomendam o uso de apropriadas técnicas de deplecéo de proteinas de
alta abundancia, a fim de melhorar a resolucéo, sensibilidade e a reprodutibilidade da
identificacdo de biomarcadores. Diversas técnicas de deple¢do e/ou separacdo tém
sido utilizadas para diminuir a quantidade dessas proteinas de alta abundancia
(KAWASHIMA et al., 2010).
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Entre as estratégias para resolver esse problema da complexidade dos fluidos
biologicos, as principais sdo a deplecdo ou esgotamento das proteinas de alta
abundancia, o enriquecimento de proteinas de interesse de baixa abundéancia e o pré-
fracionamento das amostras (LEE et al., 2019). Nas proximas secdes serdo
apresentadas algumas das principais técnicas de separacdo de proteinas utilizadas

no preparo de amostras de estudos protedmicos.

2.2.1 Principais estratégias de separagao de proteinas

O objetivo principal da separacéo de proteinas € diminuir a complexidade da
composicdo das amostras. De acordo com Costa et al. (2017), as principais
estratégias de separacdo de proteinas para estudos protedmicos podem ser
categorizadas em metodologias de deplecdo, enriquecimento e equalizacdo e,
embora esses termos as vezes sejam usados como sinbnimos, eles se referem a
diferentes abordagens, embora o objetivo seja analogo. De modo geral, os métodos
de deplecdo visam a remocao de proteinas de alto teor especifico, geralmente as
proteinas de alta abundancia como a albumina humana. As estratégias de
enriguecimento, por outro lado, sdo concebidas para, como 0 nome sugere,
“enriquecer” o grupo ou classe ou proteinas alvo, aumentando suas concentracdes
em relacdo as outras para posterior analise e identificacdo. Por ultimo, as abordagens
de equalizacao podem ser vistas como uma combinac¢éo dessas técnicas, resultando
assim em um “proteoma mais democratico”, com uma diminuicdo da faixa dinamica
das concentracGes das proteinas, ou seja, uma reducdo da diferenca entre essas
concentracdes. Embora haja esta distingdo, o objetivo das diferentes estratégias de
separacdo de proteinas € o mesmo: a diminuicdo da concentracdo das PAAs e
aumento da concentracdo das PBAs.

De acordo com Fang e Zhang (2008), um método ideal utilizado para
separacdes de misturas complexas de proteinas ou enriquecimento de grupos
especificos de proteinas de baixa abundancia deve possuir as seguintes
caracteristicas:

a) Alta especificidade e precisao;

b) Baixa reatividade cruzada com proteinas nédo-alvo (menos ligacao

inespecifica);

c) Alta afinidade e avidez (poder de ligagao multivalente);
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d) Recuperacéao de proteinas ligadas para analise (bom para fracionamento ou
particionamento);

e) Alta capacidade (para processar grande volume por carga);

f) Aplicacdo entre espécies (aplicavel para amostras de diferentes espécies);

g) Uso conveniente (operacao simples e facil);

h) Possibilidade de automacdo ou racionalizacdo (on-line com outros
dispositivos);

i) Alta reprodutibilidade (com coeficiente de variacdo aceitavel);

j) Boa capacidade de reutilizacao (fidelidade apos a regeneracéo);

k) Manter a integridade da amostra (manter a representatividade da amostra);

l) Acessibilidade razoavel (custo-beneficio).

Essas caracteristicas ideais acima impdem desafios adicionais no
desenvolvimento e validacdo de tecnologia. Existem varias abordagens para
separacdo ou enriquecimento de proteinas com base em suas caracteristicas
bioguimicas, como peso molecular, massa, densidade, hidrofobicidade, carga
superficial, ponto isoelétrico, estrutura terciaria, sequéncia de aminoacidos (epitopo),
entre outras. Centrifugacdo convencional, ultrafiltracdo e cromatografia liquida,
incluindo ligantes corantes (Cibacron Blue), foram usados anteriormente para remover
albumina e outras proteinas plasmatica (COSTA et al., 2017).

Diversos métodos tém sido empregados para deplecao de proteinas de alta
abundancia, como por exemplo a precipitacdo por reagentes quimicos como ditiotreitol
e acetonitrila, kits comerciais baseados em imunoafinidade (ProteoMinerR) (JESUS et
al., 2017), cromatografia de interacao hidrofébica (MAHN et al., 2010), precipitacao
por sulfato de aménio (MAHN; ISMAIL, 2011), colunas de imunocaptura com
diferentes formatos, dependendo do numero de proteinas a serem removidas,
digestao seletiva (FONSLOW et al., 2013) e nanoparticulas magnéticas (JESUS et al.,
2017).

2.2.1.1 Separacdao por precipitacdo quimica
Uma estratégia comumente utilizada em estudos protedmicos devido a sua

simplicidade, rapidez e baixo custo € a deplecdo por precipitacdo quimica.

Basicamente, a precipitacdo ocorre quando uma proteina atinge seu ponto isoelétrico,
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em gue a o balanco de cargas é zero, o que faz com que as forcas de repulséo sejam
minimizadas, de modo que ha a formacéo de agregados que tendem a se precipitar.
A precipitacdo quimica tem sido utilizada principalmente para a deplecdo da de
albumina (JMEIAN; EL RASSI, 2009).

Diferentes abordagens tém sido propostas para deplecdo por precipitacao
quimica, tal método também se fundamenta nas diferentes caracteristicas de
solubilidade das proteinas, uma vez que algumas podem ser solUveis em agua, como
a albumina, outras séo solluveis em solu¢des salinas (globulinas), outras em &lcoois
(como as prolaminas), entre outras. Conforme Jmeian e Rassi (2009), varios
reagentes podem ser usados para esse fim, como NaCl/etanol, acido tricloroacético
(TCA)/acetona ou uma mistura de n-butanol/sulfato de aménio. Esta abordagem de
precipitacdo baseia-se no fato de que os complexos resultantes, como TCA e
albumina, séo soluveis em solventes organicos, como metanol e acetona, enquanto
outros complexos TCA e proteina nao séo.

Um método de pré-fracionamento realizado por um sistema aquoso bifasico
(NATPS) composto de n-butanol, (NH4)2SO4 e agua foi desenvolvido por Bai, Yang e
Yang (2006). Utilizando albumina de soro humano, zeina e y-globulina como proteinas
modelo, os autores avaliaram a eficacia da separacdo do NATPS sob a influéncia do
pH, volume de n-butanol e concentracdo de sal e proteinas. O modelo e as amostras
de proteinas reais foram separados pelo NATPS e, em seguida, usadas diretamente
para eletroforese em gel sem separar as proteinas alvo dos reagentes formadores de
fase. Os estudos revelaram que o NATPS poderia separar proteinas em multigrupos
por extracdo em uma Unica etapa, ndo sendo necessario separar as proteinas-alvo
dos reagentes formadores de fase.

Alguns autores utilizam solventes organicos como acetonitrila, acetona e &cido
tricloroacético, na precipitacdo de proteinas de alta abundancia. Entre eles, Kay et al.
(2008) visando a deteccdo da proteina de baixa abundéncia IGF-I para posterior
deteccdo em espectrometria nano-LC/MS/MS, desenvolveram uma estratégia de
deplecdo de proteinas majoritarias que emprega precipitacdo com acetonitrila. Os
resultados obtidos por meio de uma analise em eletroforese SDS-PAGE nao
mostraram bandas correspondentes a proteinas de massa molecular acima de 75 kDa
apos a extracao, demonstrando eficiéncia do método para a deplecao de proteinas de
alto peso molecular. Andlise de proteinas totais de os extratos de ACN mostraram que

aproximadamente 99,6% de todas as proteinas foram removidas do soro.
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A maior desvantagem desta estratégia é a baixa especificidade, em que
proteinas ndo direcionadas podem ser perdidas durante a deplecéo e isso pode levar
a perda de biomarcadores durante o processo. Outras desvantagens sdo a
possibilidade de ocorréncia de ressuspensao insuficiente de algumas proteinas, como
proteinas hidrofdbicas, e o fato de que a separacéo de proteinas muito alcalinas ou
acidas também é dificultada. Soma-se a isso, o fato de que o enriquecimento de
proteinas intactas € possivelmente menos especifico do que o de peptideos, o que
pode ser atribuido & maior complexidade das estruturas proteicas e a integridade dos
dominios proteicos formados por enovelamento tridimensional adequado, que podem
estar ausentes apds a proteina clivagem em peptideos (FILA; HONYS, 2012).

No trabalho de Bollineni et al. (2015), foi proposta uma abordagem de
precipitacdo e solubilidade diferencial de proteinas como uma estratégia de
fracionamento para remoc¢éo abundante de proteinas do plasma. As proteinas totais
do plasma foram precipitadas com sulfato de aménio saturado a 90%, seguida de
solubilizag&o diferencial em solugbes saturadas de sulfato de amoénio a 55% e 35%.
Usando um gradiente de cromatografia liquida (LC) de quatro horas e um
espectrometro de massa LTQ-Orbitrap XL, um total de 167 e 224 proteinas foram
identificadas nas fracdes de sulfato de amonio de 55% e 35%, enquanto 235 proteinas
foram encontradas nas fracdes de proteina restantes. SDS-PAGE e contagens de
espectro total exclusivas de andlises de LC-MS/MS mostraram claramente que a
maioria das proteinas plasmaticas abundantes foram solubilizadas em soluc¢des de
sulfato de amoénio a 55% e 35%, indicando que a fracdo restante da proteina é de
potencial interesse para identificacdo de proteinas plasmaticas de menor abundancia.

Em Qu et al. (2009), os autores desenvolveram um sistema simples de extracao
aguosa em duas fases (ATPS) de PEG/fosfato para separacdo seletiva e
enriguecimento de proteinas. Para isso foi estudado o efeito da concentracdo de
fosfato e pH na particdo de cinco proteinas modelo (albumina de soro bovino,
citocromo C, lisozima, mioglobina e tripsina). O sistema PEG/fosfato foi inicialmente
aplicado a amostras de saliva e plasma humanos reais e os resultados primarios
demonstraram a separacdo seletiva e o enriquecimento de proteinas em ATPS,
fornecendo o potencial para a deple¢céo de proteinas de alta abundancia.

Outros exemplos do uso de precipitacdo quimica na deplecado de proteinas
podem ser encontrados em Mahn e Ismail (2011), em que os autores também

utilizaram o sulfato de amonio para precipitacdo de proteinas de alta abundancia do
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plasma sanguineo, em Chen et al. (2005), os quais propuseram um método
modificado a base de acido tricloroacético/acetona para deplecéao de albumina (HSA),
em Bai et al. (2010) em que foi proposto um método de deplecao utilizando um sistema
bifasico aquoso (ATPS) composto por isopropanol, sulfato de amonio e agua, e por

altimo em Jesus et al. (2017), com uma solucéo de ditiotreitol e acetonitrilo (DTT/ACN).

2.2.1.2 Métodos enriquecimento e equalizacdo

A estratégia de separacao de proteinas por equalizacao e/ou enriquecimento é
baseada na equalizacdo da concentracdo de proteinas usando uma biblioteca
combinatéria de ligantes peptidicos. Esses ligantes sao acoplados a granulos porosos
esféricos. Quando esses granulos entram em contato com uma amostra de proteomas
complexos (urina, soro humanos ou clara de ovo por exemplo) de composicdo de
proteinas e abundancias relativas amplamente diferentes, eles sdo capazes de
“‘igualar” as concentra¢cfes das proteinas, reduzindo a concentracdo dos componentes
mais abundantes, ao mesmo tempo em que aumenta a concentracdo das de baixa
abundéancia (RIGHETTI et al.,, 2006). O método é mais indicado quando a(s)
proteina(s) alvo é conhecida(s) e sabe-se que ha um ligante especifico para ela na
biblioteca de granulos de enriquecimento.

Uma biblioteca de ligantes deve atender a trés critérios: (i) uma diversidade
reprodutivel suficiente de ligantes deve estar presente para adsorver cada proteina na
mistura, (i) as constantes de dissociacdo dos ligantes e proteinas devem ser
compativeis com a concentracdo da proteina, e (iii) os ligantes e seus suportes devem
ser compativeis com a amostra de teste ndo fracionada e ter uma capacidade de
ligacdo alta o suficiente para capturar proteina suficiente para ser detectada pelos
métodos atuais (THULASIRAMAN et al., 2005). A seguir, na Figura 4, é apresentado

o principio da tecnologia de equalizacdo/enriqguecimento.
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Figura 4 - Representagao esquematica do processo de equalizagao para redugao
da faixa de concentragao de proteinas de uma amostra.
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Fonte: Adaptado de Guerrier, Righetti e Boschetti (2008).

O principio de funcionamento desta técnica € baseado na interacéo especifica
entre cada proteina da amostra e seus respectivos sitios de ligacdo peptidica nos
ligantes. Uma amostra complexa de proteinas € misturada com os granulos de
ligantes da biblioteca e, como a biblioteca possui quantidades iguais de cada ligante,
teoricamente a quantidade maxima de cada proteina ligada € a mesma. Desse modo,
h& a diminuicdo das proteinas presentes em excesso e concentracdo daquelas de
abundancia relativamente menor. Os componentes nao ligados sao lavados e as
proteinas capturadas sao finalmente dessorvidas e recuperadas (LEE et al., 2019).
Todo o processo de preparo da amostra leva cerca de meio dia e produz uma solucéo
de proteina que pode ser usada como tal para investigacfes de espectrometria de
massa por exemplo (GUERRIER; RIGHETTI; BOSCHETTI, 2008).

Essa tecnologia é modulada por um espectro relativamente grande de
parametros fisico-quimicos, como o numero de diversos peptideos, que depende do
namero de aminoacidos utilizados e do comprimento do peptideo final, tamanho das
particulas dos granulos, condicdoes de adsorcdo das proteinas tais como
quantidade/diluicdo de amostra, pH e for¢ca ibnica do tampdo, temperatura,

concentracéo das proteinas, presenca de competidores, e 0 método de dessorgéo e
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fatores associados (BOSCHETTI; RIGHETTI, 2013). Tais condicbes podem ser
controladas a fim de otimizar-se a adsor¢céo das proteinas de baixa abundancia.

Um kit comercial com destaque na literatura é o ProteoMiner® (BIO-RAD) e a
tecnologia do ProteoMiner utiliza uma biblioteca de granulos de hexapeptideos com
grande diversidade para ligar e enriquecer proteinas de baixa abundancia, mas ao
mesmo tempo suprime a concentracdo de proteinas de alta abundancia em analises
subsequentes (MURPHY; DOWLING, 2023). Quando uma amostra biolégica
complexa é aplicada sobre as esferas, as proteinas de alta abundéancia saturam os
seus ligantes de alta afinidade e o excesso de proteinas € removido por lavagem, em
contraste, as proteinas de baixa abundancia sdo concentradas no(s) seu(s) ligante(s)
de afinidade especifico(s). Mais detalhes técnicos sobre o kit ProteoMiner podem ser
encontrados em Murphy e Dowling (2023) e Li (2015) e exemplos de aplicagdo em
Mouton et al. (2010), Millioni et al. (2011), Fonslow et al., 2011; Jesus et al. (2017),
Liang, Tan e Chung (2012).

De acordo com Guerrier, Righetti e Boschetti (2008), os métodos de
enriquecimento podem apresentar diversos problemas e os principais séo discutidos
a seguir. Um destes problemas € a tendéncia de coagulacdo do plasma, pois o plasma
contém fatores de coagulacdo que podem ser ativados durante o tratamento. Para
contornar essa situacdo, a adicdo de agentes anticoagulantes deve ser feita antes da
incubacdo com granulos de ligantes, exceto heparina, que pode competir com a
captura de proteinas (BOSCHETTI; RIGHETTI, 2013).

Outro problema é a viscosidade da solucdo. Quando é devida a presenca de
polissacarideos neutros, recomenda-se um tratamento em suspensado com agitacao
durante varias horas ou durante a noite, visto que a presenca de polissacarideos
acidos com forte afinidade pelos granulos pode afetar a capacidade dos granulos de
capturar adequadamente as proteinas. Lipidios também podem causar um aumento
de viscosidade e como as amostras bioldgicas contém uma quantidade significativa
de lipidios, estes devem ser removidos antes do tratamento com o kit. Uma alternativa
€ a limpeza das proteinas por precipitacdo com varios meios, como sulfato de aménio
(BOSCHETTI; RIGHETTI, 2013).

Outro problema é que a solucdo de proteina contém acidos nucleicos. A
presenca de acidos nucléicos pode impedir a captura adequada de proteinas porque
eles competem com as proteinas ou obstruem os poros do granulo (BOSCHETTI;

RIGHETTI, 2013). Diante disso € aconselhada a remoc¢éo destes acidos por meios
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classicos de precipitacdo ou entdo, alternativamente, as proteinas podem ser
precipitadas, separadas e redissolvidas em PBS antes do tratamento.

ApGs o tratamento com ProteoMiner, as condigdes ambientais podem provocar
a precipitacdo de proteinas ao longo do tempo (amostra instavel) e/ou a aglomeracao
de granulos (GUERRIER; RIGHETTI; BOSCHETTI, 2008). Para evitar isso, a amostra
deve ser melhor equilibrada com a solucao inicial antes do contato com os granulos
(BOSCHETTI; RIGHETTI, 2013).

A reducao de espécies de alta abundancia pode nao ocorrer como esperado, e
a quantidade de proteinas pode ser muito pequena em comparac¢ao com o volume de
granulos. Isso pode ser devido a presenca de agentes competidores. A composicao
proteica do sobrenadante final pode ser extremamente complexa e de dificil analise.
Com o aumento da concentracao de proteinas de baixa abundéancia, a amostra tratada
obtida pode ser muito mais complexa do que inicialmente, por isso pode ser
necessario fracionar a amostra por qualquer meio bioquimico, como cromatografia,
separacdo de proteinas por grupos de pontos isoelétricos ou ainda por eluicdo
sequencial de esferas da biblioteca de ligantes (BOSCHETTI; RIGHETTI, 2013).

Em situacBes nas quais as proteinas que ndo possuem ligantes peptidicos
correspondentes ou tém afinidades fracas nao séo retidas de forma eficiente pelos
granulos, podendo ocorrer a perda destas proteinas (THULASIRAMAN et al., 2005).
A perda também pode ocorrer se a eluicdo das proteinas adsorvidas for incompleta.
Apesar do numero extremamente grande de ligantes, se nenhum tiver afinidade por
uma determinada proteina, esta ndo serd capturada e, portanto, ndo podera ser
detectada. De acordo com dados experimentais, esse fendmeno parece estar limitado
a 5-15% do total de proteinas encontradas, dependendo do extrato bioldgico. Embora
ndo tenha sido formalmente demonstrado, acredita-se que o fenbmeno se deva a
auséncia de ligantes peptidicos especificos. A afinidade entre um ligante peptidico e
uma determinada proteina varia em funcdo de uma série de parametros fisico-
quimicos, como o pH do meio (BOSCHETTI; RIGHETTI, 2013).

A reprodutibilidade dos procedimentos pode néo ser satisfatoria em operacdes
distintas, uma vez que as condi¢des de pH, for¢a ibnica e temperatura devem ser as
mesmas de uma tentativa para outra. A captura de proteinas hidrofébicas pode ser
aumentada de acordo com um aumento na temperatura e um pH diferente do valor
inicial pode alterar a constante de dissociacdo entre proteinas e seu respectivo
peptideo ligante (GUERRIER; RIGHETTI; BOSCHETTI, 2008).
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2.2.1.3 Métodos de deplecéo oligoespecifica

Uma outra técnica de separacdo de proteinas € a deplecdo de afinidade
oligoespecifica. O termo oligoespecifico abrange métodos de subtracdo que visam
uma proteina bem estabelecida (por exemplo, albumina), mas cuja especificidade nem
sempre é notavel e depende das condi¢cbes operacionais.

Dentro desta estratégia de deplecdo de afinidade oligoespecifica, uma
possibilidade € a utilizagdo de corantes imobilizados, tais como o clorotriazina
Cibacron Blue (CB). Neste caso especifico, o corante liga-se a albumina como
resultado de multiplas interaces moleculares que podem ser eletrostaticas (pela
presenca de grupos sulfato), hidrofébicas mediadas pelos grupos aromaticos e
interacOes de ligagcdes de hidrogénio. O método pode ser facilmente utilizado em
diferentes pH e forcas i6nicas, com resultados variados. A albumina adsorvida pode
ser dissociada usando-se altas concentracdes de cloreto de sadio, etilenoglicol e ureia
concentrada, visando especificamente cada uma dessas interacbes moleculares
(RIGHETTI; BOSCHETTI, 2013). A principal desvantagem deste método sdo as
interacOes nao especificas relativamente altas que geralmente resultam na remocao
de muitas proteinas além da albumina (JMEIAN; RASSI, 2009; RIGHETTI,
BOSCHETTI, 2013).

Outra possibilidade de deplecéo oligoespecifica é a utilizacdo de ligantes de
proteinas como as proteinas A e G. A proteina A € uma proteina de superficie de 42
kDa encontrada na parede celular da bactéria Staphylococcus aureus, € conhecida ha
muito tempo por se ligar a imunoglobulina G. A proteina A reage com a parte Fc da
numerosos anticorpos, de modo que quando ligada a Sepharose ela pode ser usada
como um imunossorvente para isolamento da IgG humana (HJELM; HJELM;
SJOQUIST, 1972). Este método funciona tem as desvantagens da fraca interagéo
com a subclasse IgG3 e da coadsorcao de outras proteinas de baixa abundancia.
Semelhante a proteina A, a Proteina G € uma proteina da parede celular bacteriana
de Streptococci do grupo G (AKERSTROM et al., 1985), que apresenta grande
afinidade pela imunoglobulina (IgG), mas exibindo diferentes especificidades de
ligacdo. A proteina G tem melhor capacidade de ligacdo para uma gama mais ampla
de subclasses de IgG. Estas diferentes especificidades levaram ao desenvolvimento

da Proteina A/G , uma proteina de fusdo recombinante de 50,46 kDa que combina os
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dominios de ligacdo de IgG da Proteina A e da Proteina G, com as propriedades
aditivas de ambas as proteinas (ELIASSON et al., 1988).

Em Jmeian e Rassi (2007), os autores desenvolveram microcolunas
monoliticas de afinidade com ligantes de afinidade imobilizados, incluindo proteina A,
proteina G' (variante da proteina G, que é preparada pela clonagem e expressao do
gene da proteina G do streptococcus cepa G148 em Escherichia coli conforme
proposto em Goward et al. (1990) e anticorpos policlonais, as quais foram
desenvolvidas para a deplecdo em microescala das oito principais proteinas
abundantes do soro humano em sistemas cromatograficos. Segundo os autores, a
capacidade de carregamento de amostra de proteina A e proteina G' foi cerca de 7 a
25 vezes maior do que a das colunas de afinidade baseadas em anticorpos. A
natureza macroporosa das colunas monoliticas em tandem, altamente permeéaveis ao
fluxo acionado por pressédo, permitiu o projeto de longas colunas de afinidade para
cromatografia liquida de microafinidade para a deplecéo simultanea das oito proteinas
em uma Unica execucado. Além disso, as colunas de afinidade puderam ser integradas
com colunas monoliticas de tripsina imobilizada para permitir ainda a digestédo
simultaneas de proteinas para estudos de espectrometria de massas.

Com o objetivo de melhorar especificidade de algumas das estratégias de
deplecdo ja mencionadas, foi desenvolvida a deplecdo de imunoafinidade, também
conhecida como imunodeplecdo, usando anticorpos especificos, dos quais 0s
anticorpos policlonais IgG e IgY s&o os dois principais. As diferencas entre 0s
anticorpos IgY e IgG sao facilmente aparentes e suas caracteristicas, pontos fortes e
fracos s&o diretamente traduzidos nos produtos de imunoafinidade deles derivados. E
importante escolher o sistema e os dispositivos apropriados para a preparacao de
amostras protedmicas, em que muitos fatores precisam ser considerados, como as
formas, caracteristicas e especificacdes do produto, objetivos experimentais, tipo de
amostra, tamanho e nimero, bem como métodos e compatibilidades de processos
posteriores. (COSTA et al., 2017). Muitos dos métodos de deplecdo de imunoafinidade
disponiveis comercialmente, incluem colunas LC e spin columns (KIM et al., 2010).

A imunodeplecdo de proteinas de alta abundancia (PAAs) € uma estratégia
relativamente comum no preparo de amostras para analise de proteoma, na qual
multiplos anticorpos sdo misturados em uma proporcao otimizada e imobilizados em

matrizes solidas para remover multiplos PAAs simultaneamente (FANG; ZHANG,
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2008). Muitos destes métodos sdo desenvolvidos em cromatografia de afinidade
(cromatografia de imunoafinidade) ou em spin columns.

De acordo com Wu et al. (2016), a cromatografia de imunoafinidade (CIA)
representa um tipo especifico de cromatografia de afinidade em que a fase
estacionaria € composta por anticorpos imobilizados ou outros reagentes de afinidade
em matriz de suporte sélido. O principio da CIA baseia-se na interacdo ndo covalente
seletiva entre anticorpos (ou reagentes de afinidade) e seus alvos de ligacao
especificos ou antigenos. O objetivo das separacfes de CIA pode ser enriquecer
proteinas de baixa abundéancia de interesse, removendo as de alta abundancia das
amostras por meio da deplecédo de imunoafinidade (imunodeplecao) ou direcionando
a captura de alvos de interesse de baixa abundancia por meio de enriquecimento de
imunoafinidade (imunoenriqguecimento). Em Wu et al. (2016), os autores ilustram os
principios da cromatografia de imunoafinidade por imunodeplecdo ou

imunoenriquecimento, sendo essas representacoes reproduzidas na Figura 5:

Figura 5 - Representagcdo esquematica dos principios da cromatografia de
imunoafinidade por (a) imunodeplegao (b) imunoenriquecimento.
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Fonte: Adaptado de Wu et al. (2016).
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Conforme pode ser visto na Figura 5, as matrizes cromatograficas (colunas)
com anticorpos imobilizados podem ser utilizadas tanto para adsorver
especificamente as PAAs (imunodeplecdo) ou entdo as PBAs, geralmente os
biomarcadores alvo (imunoenriguecimento), ara analises posteriores. Cada estratégia
€ descrita a seguir:

a) A estratégia de imunodeplecdo é projetada para depletar as PAAs e
enriquecer as PBAs. Na imunodeplecéo, as amostras de plasma ou soro sdo
primeiro carregadas em uma coluna de deplecdo, e apenas PAAs
especificas sdo capturados seletivamente pelos anticorpos imobilizados na
coluna, enquanto outros PBAs fluem diretamente e sdo analisadas (WU et
al., 2016).

b) Para maximizar a deteccdo de PBAs, em alguns casos é necessaria a
remocao simultanea de varias PAAs. Uma estratégia pode ser a utilizacao
de multiplos anticorpos misturados e imobilizados na coluna para remover
multiplas PAAs. Além disso, diferentes colunas podem ser utilizadas em
conjunto para permitir a deplecdo de um nimero maior de PAAs (WU et al.,
2016).

c) Semelhante a estratégia de enriquecimento ja discutida anteriormente, o
imunoenriquecimento (ou purificacdo por imunoafinidade) é mais
direcionada as proteinas especificas alvo (PBAs). No imunoenriquecimento,
apenas os analitos alvo de baixa abundancia sao reconhecidos e ligados a
coluna, enquanto todas as outras proteinas/peptideos sao lavados e os alvos

posteriormente eluidos da coluna para analise (WU et al., 2016).

Varios produtos e kits comerciais foram desenvolvidos e aprimorados ao longo
dos anos para a separacdo por imunoafinidade de proteinas de média e alta
abundéancias de soro/plasma humanos. Na Tabela 1 a seguir, obtida de Wu et al.
(2016), sédo apresentados alguns kits comerciais e as proteinas alvo no processo de

deplecéo:
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Tabela 1 - Principais PAAs do plasma/soro adsorvidas pelas
colunas de deplegao de imunoafinidade comumente
disponiveis comercialmente.

Proteinas Colunas comerciais
Ll jmiv]v]|v]|wvi
Albumina N NN N A
IgG NN NN NN
Transferrina A N
Fibrinogénio NN
IgA N
a-2-Macroglobulina NN A
IgM v o NN
a-1-Antitripsina NN N A
Complemento C3 NN A
Haptoglobina NN N A
Apolipoproteina Al NN A
Apolipoproteina All NN
Apolipoproteina B VoA
a-1-Glicoproteina &cida NN
Transtirretina V
Ceruloplasmina \
Complemento C4 \
Complemento C1q \
IgD \
Pré-albumina v
Plasminogénio \
N° de PAAs esgotadas 1 2 2 6 14 14 20
Fornecedores 1 2 3 4 5 6 7

Fonte: Adapatado de Wu et al. (2016).

I: Vivapure; Il: Qproteome; Ill: ProteoPrep; IV: Mars Hu-6; V: Mars Hu-14; VI.
Seppro IgY-14; VII: ProteoPrep 20.

Fornecedores: 1: Sartorius; 2: QIAGEN; 3: Sigma-Aldrich; 4: Agilent; 5: Agilent;
6 e 7: Sigma-Aldrich.

A escolha entre as colunas LC ou colunas giratérias, deve ser feita
considerando varios fatores. Em primeiro lugar, o investigador precisa determinar
quais proteinas precisam ser depletadas, a remocédo de IgG e albumina seria
suficiente ou é necessario remover outras proteinas abundantes? Em segundo lugar,
0 qual o volume de plasma/soro precisa ser depletado. Por exemplo, se o plasma for
de um camundongo, ha um pequeno volume e uma coluna de spin seria suficiente. As
colunas LC podem lidar com volumes maiores para amostras como plasma/soro

humano. Outro detalhe a se considerar é que as colunas LC requerem um sistema de
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Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC), enquanto as spin columns
precisam de uma centrifuga padrdo. Em terceiro lugar, o custo também deve ser
levado em consideracao, pois h4 uma grande variedade de prec¢os para colunas LC
versus spin columns (WIEDERIN; CIBOROWSKI, 2016).

A deplecdo por imunoafinidade € um método ja consolidado em estudos de
deplecdo de PAAs. No entanto, devido ao elevado custo dos dispositivos baseados
em anticorpos, eles sdo normalmente projetados para uso repetido. E importante
ressaltar que varios estudos compararam a eficicia de varios métodos de deplecao
de imunoafinidade comercialmente disponiveis e mostraram que esses dispositivos
sao vulneraveis a ligacao nao especifica de proteinas/peptideos ao ligante e materiais
de coluna e transferéncia entre experimentos no caso de colunas LC. Diante disso, €
de suma importancia validar que a(s) proteina(s) capturada(s) pela coluna seja
completamente removida antes do processamento de amostras subsequentes, para
garantir que ndo haja transferéncia e que os sitios de ligacao estejam disponiveis para
amostras subsequentes. Isso é critico tanto para estudos interessados em examinar
a amostra com deplecéo de albumina quanto para aqueles interessados na albumina
e suas proteinas/peptideos ligados (GUNDRY et al., 2009).

Diferentes condicBes de ligacdo e lavagem de colunas de imunoafinidade
também podem fazer diferencas significativas na separac¢éo ou particionamento de
proteinas. Em alguns casos, a adi¢do de reagentes desnaturantes ou detergentes no
tampao de lavagem pode afetar diretamente as interacdes proteina-proteina e resultar
em diferentes separacoes de proteinas. No entanto, esta questédo pode ser abordada
empiricamente otimizando e padronizando um determinado processo de separacéo
com base nas necessidades da pesquisa e nos processos posteriores (FANG;
ZHANG, 2008).

Com relacdo aos kits comerciais para deplecdo e/ou enriquecimento de
proteinas, existem diversos kits desenvolvidos para deplecédo de proteinas, ou mais
diretamente para extracdo de proteinas alvo especificas diretamente mesmo na
presenca de proteinas de alta abundancia. Esses kits, embora tenham uma mesma
finalidade, podem empregar diferentes tecnologias para promover a deplecgéo.

Outro kit comercial é o PureProteome™ da empresa MERCK, ao contrario dos
meétodos convencionais, que exigem a centrifugacao para sedimentar as esferas e,
em seguida, a aspiracdo cuidadosa para evitar a perda da amostra, as esferas

magnéticas PureProteome™ sdo isoladas utilizando um suporte magnético. Isto
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permite a remocao total de tampdes para recuperacdo completa das esferas sem
diluicho da amostra. Da mesma empresa tem-se também o kit de remocao de
albumina ProteoExtractR, o qual contém colunas revestidas com uma resina especifica
para albumina, que possibilita uma remogao de mais de 80% da albumina de amostras
de fluidos corporais séricos. Outro exemplo é o kit de deplecéo de albumina Montage
de Millipore, da empresa Biocompare, o qual contém colunas de afinidade que ligam
especificamente a albumina. Exemplos de aplicacdo do ProteoExtract podem ser
vistos em (MILLIONI et al., 2011)

Diversos autores realizaram estudos comparativos sobre a eficiéncia dos
diferentes kits comerciais. Em Bj6rhall, Miliotis e Davidsson (2005) foram comparadas
cinco colunas de deplegcéo diferentes, Aurum (Bio-Rad), o Kit de remocédo de
albumina/lgG ProteoExtract™ (Merck Biosciences), a Coluna de remocéo de afinidade
multipla (Agilent Technologies), Cartuchos de Deplecéo de Afinidade POROS (Applied
Biosystems) e o kit de remocéo de albumina e IgG (Amersham Biosciences). Os
resultados obtidos pelos autores indicaram que todas as cinco colunas de deplecao
removeram albumina e IgG com alta eficiéncia, com destaque para a coluna de
remocao de afinidade mdultipla (Agilent) que removeu um total de seis proteinas
abundantes (albumina, 1gG, antitripsina, IgA, transferéncia e haptoglobina). Entre os
kits de uso unico, o kit ProteoExtract™ apresentou os melhores resultados.

Em Pisanu et al. (2018), os autores realizaram uma avaliagdo comparativa de
sete produtos comerciais para enriquecimento proteinas de soro humano. Para isso,
foram testados e comparados sete produtos comerciais para deplecdo e/ou
enriqguecimento de proteinas de soro por analise proteémica shotgun. Os kits séo
baseados em quatro agentes de captura diferentes: anticorpos (Qproteome da
empresa Qiagen, ProteoPrep da Sigma-Aldrich, Top 2 e Top 12 Spin Columns ambos
da Thermo Fisher Scientific), Cibacron blue e proteina A (CibB-A da Thermo Fisher
Scientific), anticorpos e proteina G (SpinTrap da GE Healthcare) e bibliotecas
combinatdorias de ligantes peptidicos (ProteoMiner da Bio-Rad). Todos o0s
procedimentos permitiram um aumento do numero de proteinas identificadas, de
modo que com a utilizacdo do ProteoMiner obteve-se um maior nUmero de proteinas,
com os kits SpinTrap e ProteoPrep uma maior eficiéncia na deplecdo de albumina,
comas Top 2 e Top 12 Spin Columns os niveis gerais de imunoglobulina diminuiram
mais do que nos demais procedimentos, enquanto que os resultados menos eficientes

foram obtidos com o CibB-A.



68

Outros estudos de comparacdes de estratégias de deplecdo de PAAs podem
ser encontrados em Millioni et al. (2011), Olver et al. (2010), Zolotarjova et al. (2005),
Smith et al. (2011), Bock et al. (2010), Bandow (2010), Dayon e Kussmann (2013),
Zhao et al. (2014), Liu et al. (2014), Yang et al. (2020), Cao et al. (2021), Kaur et al.
(2021), Neset et al. (2022), Paul e Veenstra (2022).

Apesar da eficiéncia e dos bons resultados na separacéo de proteinas de alta
abundéancia obtidos com a utilizagdo dos kits comerciais, existem diversos desafios
associados ao uso dos mesmos, muitas desvantagens das estratégias de deplecéo e
enriqguecimento ja foram discutidas, mas incluem-se ainda o alto custo dos kits, a
necessidade de equipamentos sofisticados como cromatografos, dificuldades técnicas
de recursos humanos, a complexidade experimental associada a muitos kits, o

elevado tempo de execucéo dos preparos de amostra, etc.

2.2.1.4 O grande desafio na deplecédo de PAAs: deplecdo cruzada de PBA

A maioria dos métodos de deplecao de PAAs tem um problema intrinseco que
€ a deplecdo cruzada de PBAs. Esse efeito é bastante comum com a HSA e esta
associado as multiplas interacdes e ligacdo da HSA com diversas moléculas do
sangue, devido a sua funcéo transportadora (KIM et al., 2010).

Com a deplecédo da HSA, a fracdo descartada (lavada) pode conter entdo
proteinas de baixa abundéancia, sendo essa fracdo chamada de albuminoma, a qual
também se refere as proteinas codepletadas devido as interacbes com outras
proteinas abundantes (WIEDERIN; CIBOROWSKI, 2016). Assim, mesmo que uma
estratégia tenha uma alta capacidade de adsor¢cdo de albumina, o0 nimero de
possiveis PBAs encontrados ap0s a deplecdo ndo necessariamente sera maior,
resultados disso foram encontrados em Jesus et al. (2017). Potenciais biomarcadores
gue podem ser encontrados associados a albumina e assim removidos durante a
deplecao, incluem peptideos BRCAZ2, proteina C reativa, cistatina C, apoliproteina
Clll, lumican e angiotensinogénio (GUNDRY et al., 2009).

De modo geral, deve-se enfatizar que muitas vezes um método de
enriqguecimento e/ou deplecdo ndo é suficiente para obtencdo de um estudo
protedmico completo, sendo necessaria uma combinacdo destas técnicas com

metodologias de pré-fracionamento. Assim, os métodos menos especificos e usados
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com menos frequéncia também podem desempenhar papéis importantes na
elucidacéo do perfil do proteoma completo (FILA; HONYS, 2012).

Os métodos de pré-fracionamento consistem em um processo ou uma série de
processos que visam isolar um determinado tipo ou grupo de proteinas com base em
suas propriedades fisico-quimicas, resultando em fragcdes de complexidade reduzida
(COSTA et al., 2017). Tais métodos sao essenciais para uma analise protedbmica
aprofundada por técnicas multidimensionais de separacdo, como por exemplo a
eletroforese ou a cromatografia liquida em varios formatos, as quais podem ser
seguidas por identificacéo por espectrometria de massas (JMEIAN; EL RASSI, 2009).

Sao diversas as formas em que o pré-fracionamento pode ser feito, algumas
delas podem ser a eluicdo sequencial da fragdo de proteinas adsorvidas em uma fase
sélida utilizada no enriquecimento/deplecdo ou com o uso de diferentes solucdes de
eluicdo, ou ainda com uma combinacdo de eluicdo sequencial com diferentes
solucBes. Em Boschetti et al. (2007), sao discutidas algumas possiveis solucdes de

eluicdo, as quais sao apresentadas na Tabela 2:

Tabela 2 - Tipos de solugbes e respectivas composi¢cdes de possiveis solugdes de
eluicdo para dessorver proteinas capturadas por granulos de biblioteca
combinatoria de ligantes peptidicos.

Tipo de solucéo de dessorcgédo Composicéo

Aumento da forca iénica cloreto de sédio 1 mol L?

Alcodlico hidrossoluvel etileno glicol 60%

Tamp®es acidos glicina 0,2 mol L - HCI, pH 2,5

SolugBes neutras caotrépicas tioureia 2 mol L - ureia 9 mol L™ - CHAPS 2%

Solugbes desnaturantes caotrépicas guanidina 6 mol L™ - HCI, pH 6,0

Misturas hidro-organicas acetonitrila - isopropanol - &cido trifluoroacético -
agua (16,7 - 33,3 - 0,5 - 49,5%)

Solugdes caotropicas &cidas Ureia 9 mol L™ - &cido citrico ou acido acético pH 3,5

Solugdes caotropicas alcalinas Ureia 9 mol L't - am6nia pH 11

Fonte: Adaptado de Boschetti et al. (2007).

A estratégia de utilizacdo conjunta da deplecdo de PAAs com métodos de pré-
fracionamento pode ser uma etapa de suma importancia em estudos prote6micos por
permitir também o estudo do albuminoma, visto a possibilidade de dessor¢céo de

diferentes proteinas da fase solida utilizada na deplecéo.
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2.2.1.5 Métodos de deplecdo com materiais inteligentes

Nos ultimos anos, diferentes estratégias de deplecdo de PAAs tém sido
propostas, a maioria envolvendo o esgotamento direto das proteinas e variados
meétodos analiticos. Variadas matrizes de adsorcdo vem sendo desenvolvidas, tais
como uso de criogéis poliméricos baseados em reconhecimento de bioafinidade
(ANDAC; DENIZLI, 2014), métodos baseados em cromatografia de afinidade e
eletroforese 2D (GREENOUGH et al., 2004), aplicacdo de criogel a base de
poli(hidroxietiimetacrilato) impresso molecularmente (ANDAC; GALAEV; DENIZLI,
2013), cromatografia de troca aniénica utilizando colunas monoliticas (PETRIC et al.,
2007), polimeros impressos em epitopos como anticorpos artificiais (YANG et al.,
2013), resina de imunoafinidade com anticorpos monoclonais (STEEL et al., 2003),
uso de esferas de poli(glicidil methacrilato) (ALTINTAS; DENIZLI, 2006), nanofibras
de celulose bacteriana (GOKTURK et al., 2018), colunas monoliticas de criogel (UZUN
et al.,, 2013), esferas de poli(glicidil metacrilato) incorporados em criogéis para
afinidade pseudo-especifica (BERELI et al., 2010), materiais impressos
molecularmente por técnicas de impresséao hierarquicas (LIU et al., 2015b), compostos
molecularmente impresso de criogel (ANDAC et al., 2012). Outras abordagens sao
apresentadas em Filip et al. (2015), Ahmed et al. (2003), Zolotarjova et al. (2005) e
Pernemalm et al. (2008). A seguir serdo apresentadas algumas destas estratégias.

Em Bhakta et al. (2017) foi feita a deple¢céo de HSA utilizando-se nanopockets
(nanobolsas) sintéticos com nanoparticulas magnéticas. Esses nanopockets de
ligacdo de HSA foram sintetizados nas superficies de nanoparticulas magnéticas de
Fe20s@SiO2 de 200 nm revestidas com silica funcionalizada com amina. A
polimerizagdo foi realizada utilizando-se 4 mondmeros de organo-silano
(hidroximetiltrietoxissilano,  benziltrietoxissilano,  n-propiltrietoxissilano e  3-
aminopropiltrietoxissilano). Esses monémeros tém cadeias laterais semelhantes a
aminoacidos, fornecendo intera¢des hidrofobicas, hidrofilicas e de ligacdo de H que
imitam os sitios de reconhecimento dos anticorpos. Os nanopockets apresentaram
capacidade maxima de adsorcéo de 21 mg g e removeu consistentemente ~88% de
HSA de soro humano em multiplas extracdes, demonstrando efetividade na deplegéo
de HSA para estudos protedmicos.

Para deplecao direta de PAAs, em Liu et al. (2019), os autores desenvolveram

um método para deplecdo de imunoglobulina humana (IgG) baseado em
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nanoparticulas de ouro (GNPSs) revestidas com citrato e conjugadas com proteina A
recombinante (rProtA-GNP) e proteina G ProtG-GNP. Os resultados das analises de
eletroforese SDS-PAGE e cromatografia liqguida (HPLC) revelaram que a
nanoparticula rProtA-GNP exibiu melhores capacidades de ligacdo para IgG e uma
eficiéncia de deplecao de cerca de 90% pode ser alcancada em uma solucéo padrao
de plasma. Com quantidade otimizada de rProtA-GNP e ProtG-GNP,
respectivamente, a IgG pode ser eficientemente extraida de amostras de plasma
humano, demonstrando que as nanoparticulas de afinidade rProtA-GNP e ProtG-GNP
podem ser uma alternativa promissora para captura de imunoafinidade para a
deplecao de IgG.

Em Cortés et al. (2012), os autores propuseram um método de separacdo das
proteinas do soro humano combinando deplecdo quimica com acetonitrila e
subsequente separacao das proteinas com nanoparticulas de ouro (GNPs). O método
parte do principio de que as GNPs podem separar proteinas contendo aminoacidos
cisteina, uma vez que o enxofre contido na cisteina liga-se ao ouro das GNPs. Muitas
variaveis influenciam nesse processo, tais como a quantidade de GNPs, pH da
amostra, quantidade de proteina e tempo de contato da amostra e as GNPs. No
desenvolvimento do método, essas variaveis foram otimizadas utilizando-se uma
mistura simples de duas proteinas, a albumina de soro bovino, BSA, e a anidrase
carbbnica, CA. Estas duas proteinas modelo foram escolhidas porque BSA tem um
total de 33 residuos de cisteina, enquanto CA ndao nenhum. Os resultados obtidos
mostraram que o pH foi o fator mais importante, com faixa 6tima de adsorcéao entre os
pHs de 5,8 e 6,4, com um tempo minimo de incubacdo de 15 min. Usando as
condi¢cdes experimentais de adsorcdo obtidas, e com base em técnicas de
eletroforese e espectrometria de massas, 0 soro de pacientes com diferentes tipos de
cancer (linfoma, mieloma) e voluntarios saudaveis tiveram seu perfil de proteinas
tracados pelo método desenvolvido e os dados foram classificados corretamente
usando a analise de componentes principais (PCA), o que indica que o método tem
grande potencial de diagndstico auxiliar de doencas.

Uma estratégia de deplecdo concomitante de algumas PAAs foi proposta em
Yang et al. (2017). Como um proteoma contém varias proteinas de diferentes
concentracdes, essa heterogeneidade inerente da amostra foi aplicada exatamente
para imprimir e depletar as PAAs, por meio de criogéis macroporosos. Estes materiais

consistem em polimeros impressos molecularmente, obtidos adicionando-se soro
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humano em solucdes de diferentes mondmeros funcionais. Os criogéis obtidos foram
usados no empacotamento de colunas de cromatografia e as analises cromatograficas
demonstraram que a albumina, serotransferrina e a maioria das globulinas foram
esgotadas das amostras. Apos a deplecdo, as proteinas de menor abundancia foram
reveladas por SDS-PAGE, anélise de impresséao digital de peptideos e identificadas
por MALDI-TOF-MS. Apo6s a remocdo das PAAs, as PBAs podem ser facilmente
enriquecidas por técnicas convencionais, como a diélise, tornando o protocolo de
impressdo extensivel. Isso permite tracar o perfil completo dos proteomas e a
aquisicao de proteinas de baixa abundancia de forma intacta.

O uso de um criogel para a deplecdo de HSA de soro humano também foi
proposto por Andac, Galaev e Denizli (2013), em que o0s criogéis impressos com HSA
(PHEMAPA-HSA) foram preparados por copolimerizacdo de 2-hidroxietil metacrilato
com um comondmero funcional de N-metacriloil-L-fenilalanina. Experimentos de
ligacdo seletiva na presenca de proteinas competitivas como transferrina e mioglobina
humanas atestaram a alta especificidade do material. Os PHEMAPA-HSA foram
usados em uma coluna para separagdo por cromatografia liquida de proteina de
amostras de soro, em que, juntamente com os estudos de eletroforese SDS-PAGE
atestaram a eficiéncia do material para deplecdo de HSA.

A capacidade maxima experimental de adsorcdo de HSA nos PHEMAPA-HSA
foi de 390,2 mg g* com soro ndo diluido. Foi feita a eluicdo da HSA ligada aos
PHEMAPA-HSA com 10% de etilenoglicol em tampédo acetato 100 mM (pH 4,0)
atingindo uma taxa de dessorcdo de 96%. Praticamente, nenhuma reducdo na
capacidade de adsorcdo da coluna foi observada apés a reutilizacdo da coluna de
criogel PHEMAPA-HSA de até dez vezes. A alta eficiéncia da eluicdo das proteinas
adsorvidas tem um beneficio adicional de permitir o estudo do depletoma e do
albuminoma, como ja descrito anteriormente.

Um dos problemas mais caracteristicos de muitos polimeros molecularmente
impressos (MIPs) usando HSA como modelo séo as baixas capacidade de adsorcao
e seletividade. Visando minimizar tais problemas, Lu et al. (2021a) desenvolveram um
novo MIP impresso com HSA sintetizado usando N-isopropilacrilamida (NIPAM) como
mondmero principal, acrilamida (AAm), acido metacrilico (MAA) e metacrilato de
dimetilaminoetil (DMAEMA) como mondmeros funcionais e reticulador de peptideo a
base de &acido oligoglutamico (PC) como um reticulador em pH 55. O MIP

desenvolvido apresentou alta capacidade de adsorcdo de HSA (648,05 mg g?) e
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possibilidade de reutilizacdo ap6s a dessor¢do. O método de deplecdo com os MIPs
foi testado em amostras de soro humano diluidas e os resultados de cromatografia e
eletroforese demonstraram a eficiéncia de deplegao e seletividade.

O uso de polimeros impressos de reconhecimento, embora promissores,
podem enfrentar outras desvantagens como a dificuldade de remocé&o de algumas das
proteinas usadas como moldes, elevado tempo de adsorcdo das proteinas alvo,
complexidade e elevado tempo da sintese e necessidade de trituragcdo do material
depois de sintetizado. O processo de trituragdo pode ocasionar outros problemas,
como a geracédo de particulas de tamanhos irregulares e o baixo aproveitamento da
sintese, visto que muitos dos sitios de adsor¢cdo do material sdo parcialmente
destruidos durante a trituracdo, o que diminui a capacidade de retencao seletiva da
proteina alvo e pode ainda levar a formacdo de sitios de ligacdo ndo especificos
(TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

Outros diferentes tipos de materiais tém sido desenvolvidos para deplecéo de
PAAs. Em Wang et al. (2017b) foram sintetizados uma série de materiais de silica
mesoporosa funcionais, compostos de unidades de metacrilato de 2-(dietilamino)etil e
acido metacrilico, projetadas e sintetizadas via polimerizacdo por radical de
transferéncia de atomo. Estes materiais mostraram adsorcdo de algumas proteinas
em solucfes aquosas ou tampao com seletividade dependente do pH. Os materiais
foram aplicados na remocao seletiva de certas proteinas de amostras bioldgicas reais
de clara de ovo e soro humano. Os resultados de andlises cromatogréaficas e
eletroforéticas revelaram que as eficiéncias maximas de remocdo de ovalbumina e
lisozima da amostra de clara de ovo foram obtidas de 99% e 92%, respectivamente,
enquanto a eficiéncia maxima de deplecdo de HSA da amostra de soro humano foi de
cerca de 80% nas condi¢des estudadas. Os resultados foram promissores na reducéo
da complexidade de amostras biolégicas reais e pode facilitar a identificacdo de PBAs.
No entanto, segundo os autores, embora o método seja validado para estudos
direcionados a proteinas especificas de maior abundancia, esta abordagem ainda &
inadequada para analise protedmica ndo direcionada e mais pesquisas sao
necessarias para estender a aplicacdo do processo proposto, uma vez que estes
materiais também podem adsorver outras PBAS, o que é um problema comum em
técnicas similares.

No invento (patente) de Heemstra, Jahnke e Peterson (2016) foram

desenvolvidos métodos para preparar aptameros de acido nucleico na presenca de
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um surfactante e a utilizacdo desses métodos para separacdo de proteinas
abundantes, incluindo HSA, de uma amostra biologica, como soro. De modo
semelhante, lyer e Muriithi (2018) desenvolveram sorventes para isolar pelo menos
uma proteina alvo de uma amostra liquida, sendo que 0s sorventes sdo constituidos
de um material de suporte solido tendo reagentes de afinidade ligados a eles, como
aptameros ou afimeros, os quais tém um alta afinidade para pelo menos uma proteina
alvo. Um aptamero € um &cido nucleico (por exemplo, DNA, RNA, etc.) que se liga
seletivamente a uma molécula alvo de 4cido ndo nucleico. Em algumas modalidades,
0s aptameros empregados podem variar de 15 a 80 bases de nucleotideos de
comprimento. Ja um afimero € uma molécula de proteina estavel que exibe alcas
peptidicas e que se liga seletivamente a uma molécula alvo especifica, comumente
compreendem uma estrutura central fixa com 2 algcas variaveis, que fornecem uma
superficie de ligacdo de alta afinidade para uma proteina alvo especifica. Em certas
modalidades, os afimero podem ser proteinas de baixo peso molecular (por exemplo,
12-14 kDa), derivadas da familia de cistatinas inibidoras de cisteina protease. Esses
sorventes desenvolvidos sdo adequados para cromatografia de afinidade ou técnicas
relacionadas baseadas em processos de adsorcao seletiva.

Apesar de promissor, 0 uso de aptameros apresenta algumas desvantagens
como o custo elevado, dificuldade para producdo em larga escala, necessidade de
condicdes muito bem estabelecidas e muito especificas para imobilizacdo dos
aptameros nas superficies solidas. Soma-se a isso o fato de que o DNA apés a
conjugacéao na superficie pode mudar sua conformacédo e assim alterar sua afinidade
de ligacao as proteinas alvo, o que pode diminuir drasticamente a remocao de PAAs
e ainda promover a deplecao cruzada de biomarcadores.

Ainda no campo das patentes, Chao et al. (2006) divulgaram a invencéo de um
método de deplecdo de PAAs utilizando nanoparticulas magnéticas de ouro com um
ligante de afinidade da PAA alvo fixado nas nanoparticulas. Esse ligante de afinidade
das PAAs compreende um anticorpo ou o polipeptideo de albumina A/G e seu
derivado e seu derivado. A interacado de afinidade entre a albumina por exemplo e seu
ligante de afinidade e o superparamagnetismo das nanoparticulas magnéticas de ouro
podem ser usados para separar a HSA do soro sanguineo.

Apesar da eficiéncia na deplecdo de PAAs com a utilizacdo de muitas das
estratégias discutidas, existem diversos desafios e desvantagens associados, como

por exemplo o alto custo de kits comerciais, a necessidade de equipamentos
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sofisticados como cromatégrafos, dificuldades técnicas, complexidade experimental
associada, o elevado tempo de execucao dos preparos de amostra, interacfes nao
especificas de alguns sorventes e principalmente a deplecdo concomitante de alguns
biomarcadores que interagem fortemente com a HSA devido & sua funcgéo
transportadora. Dessa forma, um protocolo mais adequado para estudo protedmico
gue envolva a deplecdo de PAAs deve considerar um estudo das proteinas néo so
obtidas apds a deplecdo, mas também daquelas que podem estar coadsorvidas na
fase sdlida usada para adsorcao da PAA alvo como também daquelas associadas a
HSA depletada (albuminoma).

Diante do exposto, uma alternativa viavel para separacdo de proteinas e a
deplecdo de PAAs é a utlizacdo de nanoparticulas magnéticas (MNPs) com
recobrimentos especificos capazes de reter seletivamente algumas destas proteinas
em detrimento a outras com base na variacdo de parametros como pH. O uso de
nanoparticulas magnéticas, especialmente da magnetita (FesOs), tem atraido a
atencao de pesquisadores de diversas areas devido as suas caracteristicas tais como
elevada éarea superficial, protocolos de sintese bem estabelecidos, baixo custo,
excelentes propriedades magnéticas, baixa toxicidade e possibilidade de diversas
funcionalizacfes (LI; ZHANG; DENG, 2013).

A natureza magnética das MNPs, funcionalizada ou n&o, permite sua
manipulacdo seletiva e separacdo na presenca de outros sélidos suspensos mesmo
em amostras complexas como o plasma. Em termos praticos, a MNP é colocada em
contato direto com a amostra, promovendo a adsorcdo das proteinas alvo. Em
seguida, um campo magnético é utilizado para remoc¢éo do complexo MNPs/proteinas
da amostra e quando aplicavel, uma etapa adicional de eluicdo das proteinas
adsorvidas é feita a fim de recuperar-se tais proteinas (depletoma). A seguir serdo

apresentadas informacdes sobre as MNPs e seu uso em estudos protedmicos.

2.2.1.6 Nanoparticulas magnéticas na separacdo de proteinas humanas em estudos

prote6micos

Diferentes tipos de nanoparticulas tém sido apontadas na medicina, desde
meados da década de 1970, como ferramentas poderosas para obter uma reducao na
complexidade de amostras humanas, tendo sido utilizadas para separacdo de proteinas-

alvo, bem como para pré-concentracdo de proteinas de soro e plasma humanos
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(CORTES et al., 2012). Nas ciéncias de separacdo, o uso de MNPs em técnicas de
preparo de amostras tem sido bastante explorado, uma vez que proporciona uma série
de vantagens como simplicidade do processo, facilidade de separacédo das amostras
permitindo a remocdo de compostos alvo de amostras brutas (FRANZREB et al.,
2006) sem a necessidade de etapas prévias de pré-tratamento, como centrifugacao
ou filtracdo (SAHU et al., 2011).

As nanoparticulas sdo particulas nafaixananométrica (1 x 10°°m). Devido as
suas pequenas dimensdes e caracteristicas de superficie, elas exibem
propriedades eletrbnicas, Opticas e magnéticas com diversas aplicacdes
(WAHAJUDDIN; ARORA, 2012). Como uma classe de adsorventes tipicos, os 6xidos
metalicos foram desenvolvidos por um longo tempo e continuaram a atrair ampla
atencdo, uma vez que possuem propriedades fisico-quimicas Unicas, incluindo sitios
ativos de superficie abundantes, alta estabilidade quimica e forma e tamanho
ajustaveis (WANG et al., 2020).

De acordo com Wierucka e Biziuk (2014) e Wu, Jiang e Roy (2016), os os
oxidos de ferro mais comuns usados como MNPs sdo a hematita (a — Fe203), a
maghemita (y-Fe203) e a magnetita (FesO4). O atomo de ferro tem um forte
momento magnético devido a quatro elétrons desemparelhados em seu terceiro
orbital (TEJA; KOH, 2009). Dentre os 6xidos supracitados, o Fe3z04 € mais comumente
utilizado como suporte para MNPs, sendo facilmente obtidos em condi¢cdes de
bancada em laboratério a partir de sais de ferro. Uma revisdo detalhada sobre as
propriedades fisicas da magnetita € apresentada em (BATLLE et al., 2022).

No que diz respeito a obtencdo de MNPs, o primeiro ponto critico consiste em
definir as condi¢cdes experimentais que possibilitem um conjunto monodisperso de
particulas magnéticas de tamanho adequado. O segundo ponto € selecionar um
processo reprodutivel que possa ser industrializado sem nenhum procedimento de
purificacdo complexo, como ultracentrifugacdo, cromatografia de exclusdo de
tamanho, filtragcdo magnética ou gradiente de campo de fluxo (LAURENT et al., 2008).

Diferentes protocolos tém sido empregados e incluem sintese classica por
coprecipitacdo, método de poliol, métodos eletroquimicos, métodos sonoquimicos
(GUPTA; GUPTA, 2005), reacdes em ambientes restritos, reagdes hidrotérmicas e de
alta temperatura, reagdes sol-gel, sintese de injecédo de fluxo e sintese por eletrospray.
A sintese de nanoparticulas superparamagnéticas € um processo complexo devido a

sua natureza coloidal (LAURENT et al., 2008) e a reprodutibilidade pode ser uma
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barreira importante nas aplicagdes praticas (WU; JIANG; ROY, 2016). Esses métodos
tém sido usados para preparar particulas com composigao homogénea e distribuigao
de tamanho estreita (LAURENT et al., 2008).

De acordo com Laurent et al., (2008) e Liu et al. (2020), a técnica de
coprecipitacdo € provavelmente a via quimica mais simples e eficiente para a
obtencao de particulas magnéticas, e também a mais utilizada. Os 6xidos de ferro
(FesO4 ou y-Fe203) sdo geralmente preparados por uma mistura estequiométrica de
sais ferrosos e férricos em meio aquoso. As reagdes quimicas de formacao de Fes3O4

podem ser escritas como:

Fe?* + 20H = Fe(OH). (1)
Fe3* + 30H = Fe(OH)3 2)
2Fe(OH)s + Fe(OH)2 = Fe3Os + 4H20 (3)

Ou de forma simplificada:

2 Fe* + Fe? + 8 OH = FesOq+ 4H20 (4)

De acordo com a termodinamica da reacéo (4), a precipitacdo completa de
FesOs4 deve ser esperada em pH variando entre 8 e 14, com uma relagédo
estequiométrica de 2:1 (Fe®*/Fe?*) em um ambiente ndo oxidante de oxigénio. No
entanto, a magnetita (FesOas) ndo é muito estavel e é sensivel a oxidacdo. A magnetita
é transformada em maghemita (y-Fe20z3) na presenca de oxigénio, de acordo com a

reacao (5):

FesOs + 2H* + = y-Fe203 + Fe?* + H20 (5)

As reacdes de coprecipitagao envolvem a ocorréncia simultanea de processos
de nucleacdo, crescimento e engrossamento e/ou aglomeracdo. Quando a
concentragao das espécies atinge a supersaturagao critica, inicia-se a precipitagao e
numerosos cristalitos pequenos se formam inicialmente (nucleagao), mas eles tendem

a se agregar rapidamente para formar particulas maiores e termodinamicamente mais
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estaveis (crescimento). Os processos de nucleacdo e crescimento governam o
tamanho das particulas e a morfologia dos produtos das reacdes de precipitagdo
(CUSHING; KOLESNICHENKO; O’'CONNOR, 2004; LAURENT et al., 2008). Uma
discussao aprofundada especificamente sobre os processos de nucleagcdo e
crescimento das nanoparticulas de Fe3O4 é apresentada por Baumgartner et al. (2013).

De modo geral, conforme Cushing, Kolesnichenko e O’connor (2004) as

reacgdes de coprecipitagdo tendem a exibir as seguintes caracteristicas:

a) Os produtos resultantes s&o geralmente espécies pouco soluveis formadas
sob condi¢bes de alta supersaturagao;

b) Tais condigbes ditam que a nucleagao sera uma etapa chave do processo
de precipitagdo e que um grande numero de pequenas particulas sera
formado;

c) Processos secundarios, como amadurecimento e agregacao, afetarao
drasticamente o tamanho, a morfologia e as propriedades dos produtos.

d) As condigdes de supersaturagao necessarias para induzir a precipitagao sao
geralmente o resultado de uma reagdo quimica. Como tal, quaisquer
condi¢cbes de reacao que influenciem o processo de mistura, como taxa de
adicao de reagente e taxa de agitagdo, devem ser consideradas relevantes
para o tamanho do produto, morfologia e distribuicdo de tamanho de
particula.

O principal problema na aplicacdo de MNPs de 6xidos de ferro € a alta
tendéncia a adesao e agregacao, resultando em perda de magnetismo (CHEN; WANG;
TONG, 2011; MALLAKPOUR; MADANI, 2015). Conforme enfatizado por Mallakpour
e Madani (2015), uma alternativa € a modificacdo da superficie do nucleo magnético
por meio de um revestimento adequado com substancias inorganicas (tais como silica,
alumina, 6xido de manganés (IV) ou grafeno) ou com substancias organicas
(quitosana, divinilbenzeno, poliamidoaminas ou tensoativos). De acordo com Laurent
et al. (2008), esses revestimentos nado apenas fornecem estabilidade as
nanoparticulas em solugdo, mas também ajudam na ligagdo de varios ligantes
bioldgicos a superficie da nanoparticula.

A estratégia de modificagdes da superficie das MNPs é o fundamento basico
das suas aplicagcdes em preparo de amostras. Tais modificacbes podem ser feitas por

revestimento ou pela introdugdo de grupamentos quimicos quimicamente ou
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fisicamente (CARNEIRO; WARD, 2018). As modificagdes fisicas sao geralmente
realizadas com surfactantes ou macromoléculas adsorvidas na superficie da MNP. Os
grupos polares dos surfactantes podem ser adsorvidos na superficie das devido as
interagdes eletrostaticas. Uma desvantagem das modificagdes fisicas € que elas sao
térmica e solvoliticamente instaveis devido a natureza relativamente fraca das forcas
de van der Waals, ligacbes de hidrogénio (MALLAKPOUR; MADANI, 2015) e
interagbes eletrostaticas que as ancoram. As modificagbes quimicas envolvem a
ligacdo covalente do agente de revestimento (diferentes compostos organicos ou
inorganicos ou polimeros de baixa massa molecular), essas abordagens por ligagao
covalente sao preferidas para maximizar uma compatibilidade interfacial estavel entre
a superficie da MNP e o agente de revestimento (MALLAKPOUR; MADANI, 2015).

A silica tem sido bastante explorada como material de revestimento para
nanoparticulas magnéticas. Normalmente, um revestimento inerte de silica na
superficie das nanoparticulas de magnetita evita sua agregacédo em um meio liquido,
melhora sua estabilidade quimica e fornece melhor prote¢cao contra toxicidade. Este
revestimento estabiliza as nanoparticulas de magnetita de duas maneiras diferentes,
a primeira é protegendo a interagédo do dipolo magnético com o involucro de silica. Ja
a segunda, as nanoparticulas de silica sdo carregadas negativamente e, portanto, o
revestimento de silica aumenta a repulsdo coulombiana das MNPs (LAURENT et al.,
2008). Ao mesmo tempo, as superficies das MNPs ficam repletas de grupamentos de
silanol, os quais podem ser modificadas com varios agentes de acoplamento para
anexar bioligantes especificos de forma covalente as superficies das nanoparticulas
magnéticas (SUN et al., 2005). Exemplos de revestimentos de silica nas MNPs para
estabilizacdo antes de outro(s) revestimento(s) e para as mais diversas aplicagdes
das MNPs podem ser encontrados na literatura An et al. (2018), Dehghan et al. (2015),
Shahabadi et al. (2016), Shahabadi, Hadidi e Shiri (2020) e Zhao et al. (2014b).

Um outro agente de revestimento bastante utilizado, principalmente em drug
delivery, € a BSA, devido as suas propriedades como biocompatibilidade,
invisibilidade ao sistema imunoldgico, alta estabilidade coloidal em fluidos biolégicos
e longos tempos de circulagao sanguinea (AIRES et al., 2015). Os materiais de acesso
restrito (RAMs) s&o novos sorventes utilizados na preparagao de amostras biolégicas,
devido a sua capacidade de reter moléculas pequenas e excluir macromoléculas.
Esses materiais podem ser obtidos modificando-se as superficies externas de

sorventes convencionais como nanotubos de carbono, polimeros, nanoparticulas
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inorganicas e materiais a base de silica, com grupos hidrofilicos que evitam a
adsor¢cao de macromoléculas da amostra (FARIA et al., 2017). Uma modificagao
comumente usada € o revestimento com albumina de soro bovino (BSA). Gomes et
al. (2016) comprovaram que os nanotubos de carbono de acesso restrito (RACNTS)
encapsulados com BSA podem adsorver ou excluir proteinas em fungao do pH da
amostra, devido a modificagao da carga superficial. Para pHs menores ou maiores o
ponto isoelétrico das proteinas, a superficie dos RACNTs e as proteinas da amostra
sdo carregadas positivamente ou negativamente, e uma repulséo eletrostatica evita a
adsorgao entre ambos. Por outro lado, para pH préoximo ao ponto isoelétrico, ambas
as proteinas da amostra e da superficie do material ndo sao carregadas, sendo
possivel a interacédo entre ambas.

Com relagao as aplicagdes, a separacdo magnética pode ser usada como um
método rapido, simples e eficiente para a extracdo de espécies-alvo tais como
proteinas especificas, anticorpos, peptideos, acidos nucleicos, enzimas e até mesmo
células e virus, selecionadas mesmo na presencga de outros solidos suspensos em
meios complexos como caldo de fermentagao, células rompidas, sangue e tecidos
(SAHU et al., 2011).

Para informacdes mais detalhadas sobre possiveis aplicagbes de MNPs para
extracao seletiva de espécies de interesse, sugere-se a leitura de Smith et al. (2011),
em que os autores utilizam MNPs conjugadas com anticorpos marcados
fluorescentemente (IgG Alexa647-chick) para pré-concentracdo de alvos e
imunoensaios. Em Cao et al. (2012), os autores mostram aplicacbes de MNPs
relacionadas a imobilizacdo de enzimas, purificacdo de proteinas e analise de
alimentos. Li et al. (2013) fazem uma revisdo sobre a sintese e aplicacdes de
materiais magnéticos funcionalizados no preparo de amostras. Em um trabalho
semelhante, He et al. (2014) apresentam uma revisdo sobre o emprego de técnicas
de separacao magneética no preparo de amostras em analises bioldgicas. Vasconcelos
e Fernandes (2017), fizeram uma revisdo sobre a utilizagdo de MNPs para
determinacao de drogas em matrizes bioldgicas. Kupcik et al. (2017) apresentam uma
nova interface para purificagdo de proteinas utilizando nanotubos de carbono
magnetizados por nanoparticulas de FesOa4.

A escolha do revestimento das nanoparticulas é fundamental para o isolamento
de analitos e depende principalmente da natureza da amostra analisada. A polaridade

dos analitos, sua solubilidade e a composi¢cdo de matrizes complexas (presenca de
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varias substancias interferentes) sao importantes. Essas propriedades podem afetar
a forca de interacdo do analito com o sorvente, impactando diretamente no
desempenho da analise (WIERUCKA,; BIZIUK, 2014).

Com relagao as proteinas de alta abundéancia do sangue, alguns trabalhos na
literatura reportam a aplicacédo de nanomateriais a base de MNPs revestidos para
adsorcao de HSA de soro, alguns exemplos sdo nanopockets revestidos com
mondmeros de organo-silanos (BHAKTA et al., 2017), nanoparticulas magnéticas
obtidas de magnetita revestida com 3-aminopropiltrietoxysilano e com reagéo
subsequente com glutaraldeido (CAN; OZMEN; ERSOZ, 2009; MALTAS et al., 2011)
e nanoparticulas magnéticas puras para deplecgao direta de HSA (JESUS et al., 2017).

Em Sun et al. (2011a), foram descritas as aplicagbes de MNPs multifuncionais
para o enriquecimento de PBAs para separagcao por eletroforese SDS-PAGE. As
MNPs foram funcionalizadas pela hemoglobina, sendo obtidas com base em
interacOes eletrostaticas e ligacdes covalentes entre a hemoglobina (Hb) e as MNPs,
formando as Hb-MNPs. Foi demonstrado que algumas proteinas no soro humano
foram adsorvidas seletivamente com Hb-MNPs e puderam ser usadas para o
enriqguecimento seletivo de PBAs. Trés e sete proteinas foram identificados por MS
apos as eletroforeses 1-D e 2-D PAGE, respectivamente. Dentre essas, ha o
componente amiléide P sérico humano (SAP). A alta concentracdo de SAP pode ser
considerada um sinal para a neurodegeneracdo da doenca de Alzheimer, assim o
método baseado em Hb-MNPs pode ser aplicado para investigar o nivel sérico de SAP
para o diagndstico da doenca de Alzheimer, e os resultados foram satisfatorios.

No trabalho de Jiang et al. (2017), os autores utilizaram as MNPs de magnetita
na obtencdo de um nanocompdsito de 6xido de grafeno magnético funcionalizado com
nanoparticulas de prata (GO/Fe3O4/PEI/Ag). O material resultante foi utilizado como
adsorvente para enriquecimento seletivo de glicopeptideos e apresentaram alta
capacidade de enriguecimento e mostraram especificidade superior para
glicopeptideos mesmo quando os nao glicopeptideos eram 100 vezes mais
concentrados. Outras vantagens do nanocompasito foram rapida adsor¢éao (1 min),
baixo limite de detecc¢ao (25 fmol), repetibilidade (6 vezes) e alta recuperacéo (77,8%).
Usando esses nanocompositos, 91 glicoproteinas diferentes e 136 glicopeptideos
foram identificados entre 20 ug de proteinas tripticas do soro humano.

Na busca de biomarcadores a partir da urina como amostra, Bastos et al. (2017)

desenvolveram um método baseado no uso de nanoparticulas magnéticas
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funcionalizadas com EDTA (NPs@EDTA), para fracionar amostras de urina antes da
analise por cromatografia liquida e espectrometria de massa e compararam as
proteinas identificadas com aquelas obtidas de amostras de urina ultrafiltradas/ndo
fracionadas (UF). O método de preparo de amostras com as NPs@EDTA permitiu que
maiores volumes de urina fossem processados, resultando em um maior numero de
identificacbes de proteinas (~2 vezes) a um custo menor quando comparado as
amostras de UF. Proteinas de maior abundéncia (como albumina e uromodulina)
foram, pelo menos parcialmente, empobrecidas com NPs@EDTA enquanto as de
PBAs foram enriquecidas. Os resultados das analises por SDS-PAGE e
espectrometria de massas mostraram gque houve a identificacdo de 109 proteinas na
urina, revelando um alto potencial como plataforma para o fracionamento da urina
antes da analise prote6mica.

Em Jesus et al. (2017) os autores realizaram a deplecdo de PAAs utilizando
nanoparticulas magnéticas e compararam a efetividade do processo de deple¢do com
outros dois métodos, a deplecdo por reagentes quimicos (aplicacdo sequencial de
ditiotreitol e acetonitrila, DTT/ACN) com o kit de imunoafinidade ProteoMiner. A
deplecdo de PAAs foi efetiva nos trés métodos, com destaque para o kit ProteoMiner,
em que a deplecao foi mais expressiva. Por outro lado, a comparacéo direta entre os
métodos revelou 72 proteinas identificadas ao usar a deplecdo com nanoparticulas
(43 delas exclusiva deste método), 20 proteinas usando DTT/ACN (7 exclusivas) e 30
com o kit ProteoMiner (7 exclusivas). Aqui percebeu-se que, como ja comentado, a
deplecdo de PAAs pode depletar outras proteinas, principalmente as PBAs (possiveis
biomarcadores), pelo chamado efeito esponja da HSA. Ficou evidente que a deplecao
de PAAs com nanoparticulas magnéticas pode ser uma alternativa simples, rapida,
barata e robusta para a deplecdo baseada em imunoafinidade, fornecendo uma
estratégia potencial na busca de biomarcadores de doencas.

A maioria dos métodos de deplecao e/ou enriquecimento de proteinas humanas
ocorre por adsor¢cao das proteinas alvo na superficie dos materiais adsorventes, tais
como as nanoparticulas magnéticas com diferentes revestimentos ou os polimeros
molecularmente impressos. O estudo da adsor¢cdao das proteinas no material
adsorvente é de suma importancia para compreender os fendmenos associados a
essa interagao e assim direcionar o processo, por meio do controle de variaveis como
pH e quantidade de material, e dessa maneira obter adsorventes com maiores

seletividade e capacidade de adsorgao, robustez e baixo custo. Devido a importancia
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do processo de adsorgao, nas proximas secOes serdo apresentados importantes
conceitos relacionados ao assunto e a modelagem dos processos de cinética e

equilibrio (isotermas) de adsorgao.

2.3 O PROCESSO DE ADSORCAO

O processo de adsorcdo é uma operacao unitaria fundamental com diversas
aplicacbes tanto na academia quanto na industria. A adsor¢cdo € um fendmeno de
transferéncia de massa, o qual estuda a habilidade de certos materiais em concentrar
fisico-quimicamente na sua superficie determinadas substancias existentes em
fluidos, possibilitando desse modo, a separacdo dos componentes desses fluidos
(NASCIMENTO et al., 2014). Outra definicdo, proposta por Malherbe (2018), relata
gue a adsorcao gas-solido e liquido-sdlido consiste respectivamente em um aumento
da concentracdo de moléculas de um gas sobre a superficie de um sélido, ou um
aumento da concentracdo de uma substancia dissolvida na interface entre um sélido
e uma fase liquida. Em ambos os casos, o fenbmeno de adsor¢cdo € causado por
interacdes superficiais entre o adsorbato, substancia que € adsorvida, e o0 adsorvente.

O processo de adsorcdo € considerado um dos processos de separacao e
purificacdo mais utilizados, no qual a adsorcdo ocorre pela formacédo de ligacbes
fisicas ou quimicas entre um adsorvente e adsorvato em um meio fluido (AL-GHOUTI;
DA’ANA, 2020). Conforme Myers (1999), de acordo com a intensidade das forcas de
ligacdo envolvidas, o processo de adsorcédo pode ser dividido em dois mecanismos
distintos: adsorcéo fisica ou fisissor¢cdo e adsorcdo quimica ou quimissorcao. A
fisissorcdo ocorre por meio de forcas eletrostaticas de Van der Waals, sendo
relativamente fracas, a entalpia (calor) de adsorcéo associada € inferior a 20 kJ.mol?,
ha uma baixa energia de ativacdo. A adsorcdo pode ocorrer em toda a superficie do
adsorvente dada a baixa especificidade e pode formar até multicamadas. O processo
€ exotérmico e reversivel. Ja a quimissor¢cdo ocorre mediante ligagcdes quimicas,
sendo estas ligacdes mais fortes, com energia de adsorcdo superior a 20 kJ.mol?,
uma alta energia de ativacdo € necessaria e geralmente ocorre em temperaturas mais
elevadas. E caracterizada também por uma alta especificidade entre os sitios ativos
do adsorvente e o adsorbato, de modo que s6 ocorre adsor¢do em monocamada. O
processo € endotérmico e irreversivel (MYERS, 1999; NASCIMENTO et al., 2014).
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Diversos fatores podem influenciar o processo de adsorcdo, tais como
propriedades fisico-quimicas do adsorvente e do adsorbato, pH, temperatura e
condi¢bes do meio reacional. Com base em Myers (1999), Febrianto et al. (2009),
Malherbe (2018) e Nascimento et al. (2014). Um desse fatores sdo as propriedades
do adsorvente, as quais incluem a area superficial, massa de adsorvente,
granulometria e homogeneidade da superficie. Estas estdo associadas a
disponibilidade de sitios para adsorgcédo, porosidade, didmetro e distribuicdo do
tamanho dos poros, relacionadas a motilidade do adsorbato intraparticula, e a
presenca de diferentes grupos funcionais que podem influenciar as interacfes
eletrostaticas com o adsorbato. A heterogeneidade da superficie adsorvente afeta
significativamente o equilibrio e a cinética da adsor¢do. Os adsorventes heterogéneos
contém mais de um tipo de sitio de adsor¢cdo que pode se ligar ao adsorbato, e cada
tipo de sitio tem um calor de adsorcéo diferente (FOO; HAMEED, 2010).

Outro fator importante, a temperatura, pode influenciar na adsorcdo por
diferentes maneiras, em um primeiro instante, um aumento na temperatura pode
favorecer a adsorcédo, visto que pode ocorrer uma diminuicdo da viscosidade do
solvente e favorecer a difusdo do adsorbato até o adsorvente. Outra consequéncia
desse aumento € a ocorréncia de uma desobstrucdo dos poros do adsorvente
facilitando a difusdo intraparticula do adsorbato. Por outro lado, sob temperaturas
mais elevadas, a consequente maior energia das moléculas de adsorbato pode ser
maior que a energia de adsorc¢ao, prejudicando o processo, 0 que ocorre geralmente
na adsorcdao fisica. Em contraste, na quimissor¢ao essa ligacéo torna-se mais forte.

O efeito da temperatura sobre o processo de adsorcdo deve ser avaliado
considerando-se a entropia/energia de gibbs. A principio, um aumento de temperatura
promove maior adsor¢cao para processos endotérmicos em que a variacao de entalpia
€ positiva, por outro lado o sistema é ndo espontaneo porque a entropia diminui
(variacdo negativa).

O pH e o potencial de carga zero influenciam no processo de adsor¢cdo na
medida em que determina o grau de ionizacdo de grupamentos superficiais do
adsorvente e/ou adsorbato, o que por sua vez pode ocasionar atracao ou repulsao
entre as espécies. O potencial de carga zero (pHpzc), também chamado ponto
isoelétrico, é valor do pH necessario para que a carga liquida do adsorvente seja nula,

trata-se de um indice conveniente da tendéncia de uma superficie de adquirir carga
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positiva ou negativa. A superficie adquire carga positiva quando pH < pHpzc e negativa
quando pH > pHpzc.

Podem ser citadas aqui as condi¢cdes do meio em geral, compreendendo-se
alguns elementos tais como polaridade do solvente, que pode ocasionar uma menor
afinidade pelo adsorvente, velocidade de agitacdo, em que a energia cinética pode
ser maior que a energia de adsor¢ao prejudicando o processo, presenca de impurezas
na superficie do adsorvente ou quaisquer outras espécies competitivas, o que por sua
vez impede o contato direto adsorvente/adsorbato impedindo a adsorcédo, outro fator
€ viscosidade do solvente, que pode influenciar na motilidade do adsorbato até o
adsorvente (cinética de adsorcao).

Com maior notoriedade, a adsorcdo em fase liquida pode ser utilizada para
remover compostos recalcitrantes de efluentes (corantes, metais pesados, fendis,
produtos farmacéuticos e outros), para recuperar metais valiosos de lixiviados (ouro,
prata, cobalto e outros) e para purificar produtos durante o processamento industrial
(combustiveis, sucos, licores, vinhos e outros) (PICCIN et al., 2017), para imobilizacéo
de enzimas e adsor¢ao de proteinas em geral.

No que tange ao estudo experimental da adsorcéo, o processo é geralmente
subdividido em duas partes principais. A primeira é a cinética de adsorcado, a qual
estuda a velocidade/tempo até que o equilibrio de adsor¢ao seja atingido. A avaliacédo
da cinética possibilita a obtencéo de parametros importantes para a caracterizacao de
sistemas de adsorcao, como por exemplo o coeficiente de difusividade do adsorbato
no adsorvente e a constante de equilibrio cinético, os quais sdo obtidos com modelos
especificos. A segunda séo as isotermas de adsorcéo, que sdo modelos matematicos
que buscam descrever a relacdo entre a quantidade de adsorbato presente em
determinada massa de adsorvente no equilibrio e a concentracdo de adsorbato na
fase liquida no equilibrio, obtidos em temperatura constante. Dada a importancia

dessas etapas, elas serdo discutidas separadamente nas préximas secoes.

2.3.1 Obtencgao dos dados e modelagem do processo

O estudo do equilibrio de adsorcao é uma etapa fundamental para obtencéo de
informacBes relevantes sobre um processo de separacdo por adsor¢do. E obtido

quando uma determinada quantidade de um material adsorvente € colocado em

contato com uma solu¢cdo contendo um adsorbato, a adsor¢cdo ocorre até que o
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equilibrio seja estabelecido em temperatura e pH constantes. Quando colocados em
contato, as moléculas do adsorbato fluem de modo gradiente do meio fluido para a
superficie do adsorvente até que a concentracdo de adsorbato na fase fluida
permaneca constante (ce). Quando o equilibrio é atingido, a quantidade de adsorbato
adsorvido (ge) pode ser determinada (FEBRIANTO et al., 2009; NASCIMENTO et al.,
2014). O calculo da quantidade (ge) é feito com base na equacéo (6):

(CO — Ce) XV
m

ge - 6)

em que Co e Ce SA0 as concentragdes de adsorbato iniciais e de equilibrio
respectivamente, V € o volume de solucdo e m é a massa de material adsorvente. Nos
estudos de cinética de adsorcdo, ge pode ser substituido por gt, de modo que qt
corresponde a quantidade de adsorbato adsorvido em um tempo especifico t, em que
o equilibrio pode ou nao ter sido atingido.

Obtidos os dados de quantidade de soluto adsorvida e concentracfes de
equilibrio, pode-se entao partir para a modelagem do processo de adsor¢cado por meio
do ajuste dos modelos de cinética e/ou de isotermas de adsorcéo.

2.3.2 A cinética de adsorcao

A cinética do processo de adsorcao esta associada com a taxa de adsorcdo do
adsorbato presente na fase fluida em relacdo ao tempo, tal processo envolve a
transferéncia de massa do adsorbato para superficie e/ou interior do adsorvente por
diversas etapas/mecanismos. Para o projeto/estudo de sistemas de adsorcéo
adequados, é de suma importancia que os perfis de adsor¢cado em relacdo ao tempo
sejam conhecidos, e uma das formas de se analisar os dados referentes a estes
estudos € por meio dos diferentes modelos de cinética.

De acordo com Ho, Ng e Mckay (2000) e Nascimento et al. (2014), de modo
geral, a cinética de adsorcdo pode ocorrer por diferentes etapas. A primeira delas
corresponde a transferéncia de massa externa, na qual as moléculas do adsorbato
sdo transferidas da fase fluida para superficie externa do material adsorvente por
intermédio da camada de fluido que envolve o adsorvente. Essa etapa € afetada pela
principalmente pela concentracdo de adsorvato e pela agitacdo do sistema. O

segundo processo € a difusdo no poro, o qual consiste na transferéncia do adsorbato
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do fluido para o interior dos poros do adsorvente. O terceiro e Ultimo processo
corresponde a difusédo na superficie do poro, em que o adsorbato € adsorvido ao longo
da superficie do mesmao.

Diversos fatores podem influenciar a cinética do processo de adsor¢éo, dentre
eles estdo a temperatura do sistema, o pH e a forca idnica do meio, a concentracéo
inicial de adsorbato, a velocidade e o tempo de contato e agitacdo, as caracteristicas
intrinsecas do material adsorvente, tais como tamanho, granulometria, distribuicdo do
tamanho dos poros, quando se tratar de um material poroso, e também as condi¢des
hidrodinamicas do sistema (HO, 2006).

O estudo da cinética de adsorcao é importante porque fornece informacdes
valiosas sobre as vias de reacdo, o mecanismo de adsorcado (LIMA; ADEBAYO;
MACHADO, 2015), e uma previsao da taxa de adsorcédo (YOUSEF; EL-ESWED; AL-
MUHTASEB, 2011).

Quando se trata de adsorcédo, aspectos termodinamicos e cinéticos devem ser
avaliados para conhecer mais detalhes sobre seu desempenho e mecanismos. O
desempenho cinético de um determinado adsorvente também é de grande
importancia para a aplicacéo piloto. A partir da analise cinética, pode-se estabelecer
a taxa de adsorcao do soluto, que determina o tempo de residéncia necessario para
a conclusao da adsorcao (QIU et al., 2009).

A forma mais utilizada para avaliagdo da cinética de adsorcao é por meio do
ajuste dos modelos caracteristicos. Existem diversos modelos para essa finalidade,
dos quais os de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem sdo 0s mais
conchecidos. Outros bastante frequentes sdo os modelos de Elovich, de Avrami e o
modelo de difusdo intraparticula de Weber-Morris (TRAN et al., 2017). Cada um
destes modelos sera apresentado a sequir.

2.3.2.1 Modelo de pseudo-primeira ordem

De acordo com Tan e Hameed (2017) e Qiu et al. (2009) o modelo de pseudo-
primeira ordem, o mais simples e antigo para avaliar a cinética do processo de
adsorcao, foi proposto por Lagergren (1898) para descrever o processo cinético de
adsorcao liquido-solida de acido oxalico e acido malénico em carvao. De acordo com

0s autores, o modelo é descrito pela expressao:
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qt=ged—e™) (7)

Em que ge e gt s&o respectivamente as quantidades de adsorbato adsorvidas por
grama de adsorvente (mg g*) no equilibrio e no tempo t (segundos), ki é a constante
da taxa de adsorcdo de pseudo-primeira ordem (s'). Espera-se que estimativa da
constante ki seja influenciada por condigbes experimentais, como pH e temperatura
(TAN; HAMEED, 2017) e que este valor diminua com o aumento da concentracao
inicial de adsorvato (FEBRIANTO et al., 2009).

De acordo com Vijayaraghavan, Palanivelu e Velan (2006), em muitos casos
descritos na literatura, o0 modelo de pseudo-primeira ordem ndo se ajusta bem aos
dados cinéticos para toda a faixa de tempo de contato estudada e geralmente
subestima os valores de ge, o que sugere a insuficiéncia do modelo para ajustar os
dados cinéticos para as concentracfes iniciais examinadas. A razdo para essas
diferencas nos valores de ge € que pode haver um atraso no tempo, possivelmente
devido a uma camada limite ou resisténcia externa controlado no inicio do processo
de adsorcao. O modelo geralmente se ajusta bem a dados de tempos de equilibrio

maiores.
2.3.2.2 Modelo de pseudo-segunda ordem

O modelo de cinética de pseudo-segunda ordem (FEBRIANTO et al., 2009; HO;
MCKAY, 1999; QIU et al., 2009) é descrito pela expressao:

ge’k,t

:1+qe@t ®)

Em que ge e gt sdo respectivamente as quantidades de adsorbato adsorvidas por
grama de adsorvente (mg g*) no equilibrio e no tempo t (segundos), k2 é constante
da taxa de adsorcdo de pseudo-segunda ordem (g mg? s?t). Assim como ki, a
estimativa da constante k. diminui com o aumento da concentragdo inicial de
adsorvato (FEBRIANTO et al., 2009).

Em sistemas de biossor¢cao de metais por exemplo, diferentemente do modelo

de pseudo-primeira ordem, os valores de ge obtidos com o de pseudo-segunda sao
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mais condizentes com os dados experimentais, o que demonstra que este modelo &
considerado mais apropriado para representar os dados cinéticos (FEBRIANTO et al.,
2009). Esta equacéo tem sido aplicada com sucesso na adsor¢do de ions metélicos,
corantes, herbicidas, 6leos e substancias organicas a partir de solu¢cfes aquosas (QIU
et al., 2009).

2.3.2.3 Modelo de Elovich

O modelo de Elovich foi proposto por Roginsky e Zeldovich (1934) para
descrever a adsor¢éo de CO no MnOz2 (QIU et al., 2009; TAN; HAMEED, 2017; TRAN
et al., 2017). Este modelo é mais adequado a sistemas de cinética que envolvem
mecanismos de quimissor¢ao, cobrindo uma ampla faixa de taxas de adsorcéo lenta,
e sendo mais aplicado quando a superficie do adsorvente é heterogénea (LIMA;
ADEBAYO; MACHADO, 2015). A equacao do modelo € dada por:

ot = % In(1+ at) ()

Em que gt é a quantidade de adsorbato adsorvidas por grama de adsorvente (mg g)
no tempo t (segundos), a é a taxa de adsorgéo inicial (mg gs?) e B esta relacionado
com a extensdo da cobertura da superficie e a energia de ativagdo envolvida na

quimissorc¢édo (g mg?).
2.3.2.4 Modelo de ordem fracionaria de Avrami

No modelo de ordem fracionaria de Avrami proposto por Lopes et al. (2003), no
qual a equacdo cinética de Avrami determina alguns parametros cinéticos, como
possiveis alteracdes das taxas de adsor¢cdo em funcdo da concentragao inicial e do
tempo de adsorgdo, bem como a determinagdo de ordens cinéticas fracionarias. O
modelo de adsor¢cdo Avrami proposto é considerado uma boa alternativa para
encontrar parametros cinéticos de adsorcao relativamente incomuns em situacdes nas
quais a taxa de adsorcdo € muito lenta e apresenta mais de um mecanismo de

adsorcdo. O modelo de Avrami é descrito pela equacgéo:
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qt =ge—gexe ™" (10)

Em que ge e gt sdo respectivamente as quantidades de adsorbato adsorvidas por
grama de adsorvente (mg g) no equilibrio e no tempo t (segundos), ka é a constante
de Avrami (s), na é constante relacionada ao mecanismo de adsorcdo. Este modelo
€ de primeira ordem em relagdo a forca motriz (ge - qt) mas pode ser de ordem
fracionaria em relagéo a t, uma vez que na pode ser um inteiro ou fragdo (LOPES et
al., 2003; TAN; HAMEED, 2017). Os valores fracionarios de na do modelo Avrami
também podem ser relacionados as ordens cinéticas de adsorcdo. No entanto, deve-
se ressaltar que outras determinacdes experimentais devem ser feitas para validar
definitivamente o uso da equacdo de Avrami para calcular as ordens cinéticas de
adsorcao (LOPES et al., 2003).

2.3.2.5 Modelo Weber e Morris ou modelo de difuséo intraparticula

O modelo de modelo de difusdo intraparticula, proposto por Weber e Morris
(1963), prevé qual o fator determinante da cinética de adsor¢do. Os autores
descobriram que em muitos casos de adsorcdo, a quantidade de adsorbato gt varia
quase proporcionalmente com +/t e ndo com o tempo de contato t. O modelo é

descrito por:

qt = kdi \/E +C (11)

Em que kg é a taxa de difusdo intraparticula (mg g~'s™°) e C é uma constante de
adsorcdao inicial (mg g), relacionada com a espessura da camada limite e também a
resisténcia a difusdo no filme. O gréfico gt versus /t pode apresentar multilinearidade
e cada regido representa um mecanismo distinto de transferéncia de massa.

De acordo com Wu, Tseng e Juang (2009), no modelo de Weber-Morris plota-
se a quantidade gt contra +/t para obter uma linha reta que é forcada a passar pela
origem. A multilinearidade no gréafico gt versus vt é considerada (duas ou trés etapas
estdo envolvidas em todo o processo de adsor¢éo). A adsorcdo da superficie externa
ou adsorcéo instantdnea ocorre na primeira etapa; a segunda etapa é a etapa de
adsorcao gradual, onde a difuséo intraparticula € controlada; e a terceira etapa é a
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etapa de equilibrio final, onde o soluto se move lentamente dos poros maiores para
0S microporos, causando uma taxa lenta de adsorcdo. O tempo necessario para a
segunda etapa geralmente depende das variagcbes do sistema (incluindo
concentracdo de soluto, temperatura e tamanho de particula adsorvente), o que é
dificil de ser previsto ou controlado.

Em Gupta e Bhattacharyya (2011), os autores ressaltam que o modelo de
Weber e Morris representa uma aproximacao simplista da cinética de difusdo dos
poros, por ndo considerar 0s possiveis impactos das dimensdes dos poros. Segundo
0S autores, a literatura € em grande parte omissa sobre esses aspectos e poucos
trabalhos apareceram relatando um estudo detalhado do impacto dos processos de

difusé@o dos poros e os efeitos do raio e tamanho dos poros na cinética de adsor¢ao.

2.3.3 As isotermas de adsorcgao

Isotermas de adsorcéo sdo expressdes matematicas que correlacionam uma
quantidade de adsorbato, em relagdo a uma massa do material adsorvente (ge) com
a concentracdo desse adsorbato (ce). Para as diversas aplicagbes do processo de
adsorcao, a obtencdo, modelagem e interpretacéo das isotermas de equilibrio sdo um
estudo chave e fundamental. As isotermas de adsorcdo possibilitam a caracterizacéo
de um determinado material adsorvente, permitindo uma ideia de como ocorre a
interac&o adsorvente-adsorbato e em quais mecanismos ocorre a adsor¢ao, permitem
a estimacdo de parametros termodinamicos, entre outros (PICCIN et al., 2017).

Os parametros dos modelos de equilibrio de adsorcéo fornecem informacées
Uteis sobre as propriedades da superficie, mecanismo de adsor¢ao e interacao entre
0 adsorvente e o adsorbato (LIMA; ADEBAYO; MACHADO, 2015). Ao levar em
consideracdo os dados de equilibrio e as propriedades de adsor¢do tanto do
adsorvente quanto do adsorbato, os modelos de isotermas de adsorcdo podem
descrever os mecanismos de interacdo entre o adsorvente e 0 adsorbato a
temperatura constante. Portanto, entender a modelagem dos dados de equilibrio é
uma maneira muito essencial de prever 0os mecanismos de adsor¢do de varios
sistemas de adsorcéao.

Ha diversos trabalhos de reviséo na literatura que abordam tais modelos e suas
aplicagbes nas mais variadas areas (ABEBE; MURTHY; AMARE, 2018; AL-GHOUT],
DA'ANA, 2020; AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017; FEBRIANTO et al., 2009; FOO;
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HAMEED, 2010; LIMA; ADEBAYO; MACHADO, 2015). Existem isotermas de um,
dois, trés, quatro e cinco parametros, mas neste trabalho o enfoque sera dado aos
modelos de dois e trés parametros. As unidades de medida de alguns parametros sao
colocadas de acordo com 0s ensaios experimentais aqui utilizados. As isotermas de
dois parametros a serem apresentadas sdo as de Langmuir, Freundlich, Dubinin-
Radushkevich, Temkin, Elovich, Harkins-Jura, Halsey e Jovanovic, enquanto as de
trés parametros sédo Sips, Koble-Corrigan, Toth, Redlich-Peterson, Langmuir-
Freundlich, Hill, Khan, Radke-Plausnitz, BET (Brunauer, Emmett e Teller) e Jossens.

2.3.3.1 Isoterma de Langmuir

A isoterma de Langmuir (1916), desenvolvida inicialmente para descrever a
adsorcao de fase gas-sodlida, € uma das mais utilizadas devido a sua simplicidade,
aplicabilidade em diversos processos e pela facilidade de estimacdo dos seus
parametros por meio de linearizacdes. De acordo com Foo e Hameed (2010), tal
modelo descreve o processo de adsor¢gdo que ocorre em monocamada, quando o
adsorvente possui um numero definido de sitios, sendo esses sitios energeticamente
homogéneos e equivalentes, podendo comportar apenas uma molécula adsorvida, em
gue ndo ha ocorréncia de interacbes laterais ou impedimento estérico entre as
moléculas adsorvidas. A expressédo do modelo é:

mbCe
ge e (12)

1+hc,
Em que ge é a quantidade de analito adsorvido no equilibrio (mg g?), ce é a
concentracdo de analito, gm € a capacidade maxima de adsorcédo do adsorvente (mg
g?) e b é a constante de equilibrio de adsorcédo de Langmuir (L mg?).
Uma aplicacdo adicional da isoterma de Langmuir, associada ao grau de
desenvolvimento do processo de adsorcéo, a qual foi proposta por Hall et al. (1966),
consiste no célculo de uma constante adimensional chamada de fator de separagéo

ou parametro de equilibrio, denotado por R, sendo obtido pela expressao:

1

~1+bxc, (13)

L
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Em que b (L mg?) refere-se a constante de Langmuir. De acordo com os valores
obtidos para o fator R, o processo de adsor¢éo pode ser classificado como favoravel
quando 0 < R. < 1, linear quando R. = 1, desfavoravel quando RL > 1 e irreversivel
quando R =0.

2.3.3.2 Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich também € uma das mais utilizadas para a descri¢cao
do equilibrio de adsorcdo. O modelo de Freundlich (1906) assume que a adsorcéo
ocorre em uma superficie com sitios energeticamente heterogéneos, sendo que a
adsorcdo pode ocorrer em multicamadas. Segundo o modelo, ha uma distribuicdo
exponencial dos sitios de adsorcdo e das energias associadas, sendo os sitios de
maior energia ocupados primeiro, e 0s de mais baixa ocupados posteriormente, de
modo que a energia de adsorcdo diminua exponencialmente durante o processo de
adsorcao. A isoterma de Freundlich ndo estabelece que a quantidade de analito
adsorvido atinja um valor constante a medida que as concentracfes de equilibrio
aumentam, tal como visto na isoterma de Langmuir (FOO; HAMEED, 2010). Conforme

Lima, Adebayo e Machado (2015), a equacéo tem a seguinte forma (11):

ge=k:C, ™ (14)
Em que ke é a constante de equilibrio (mg g(mg L) “¥") e ne é o0 expoente
(adimensional) relacionado a intensidade da adsorcao.

Avaliando-se o valor de 1/ng € possivel analisar a intensidade da adsor¢éo ou
heterogeneidade de superficie, a distribuicdo relativa de energia e a heterogeneidade
dos sitios de adsorbato. Quando 1/nr € maior que zero (0 < 1/nr < 1) a adsorcéo é
considerada favoravel, quando 1/nr > 1 o processo de adsorcédo é desfavoravel, e é
irreversivel quando 1/nf = 1 (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020). Quanto mais 1/nr se

aproxima de zero, maior é a intensidade de adsorcdo e a heterogeneidade da
superficie (FOO; HAMEED, 2010).
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2.3.3.3 Isoterma de Dubinin-Radushkevich

Proposto em 1947, (DUBININ; RADUSHKEVICH, 1947), trata-se de um modelo
adsorcao, geralmente aplicado para expressar um mecanismo de adsor¢cdo com
distribuicdo de energia gaussiana em superficies heterogéneas (DABROWSKI, 2001).
Esta isoterma é mais adequada para concentracbes de adsorbato em uma faixa
intermediaria, uma vez que exibe um comportamento assintético irreal e ndo prevé as
leis de Henry em baixa presséo (FOO; HAMEED, 2010). De acordo com Ayawei,

Ebelegi, Wankasi (2017), o modelo é expresso por:

ge = (ay,) exp(—k,e*) (15)
1

e=RT In(1+—) (16)
Ce

Em que gm € a capacidade maxima de adsorcéo (mg g), kad € constante de Dubinin-
Radushkevich (mol?/kJ?), R é constante dos gases (8,31 JmolK?) e T é a temperatura
absoluta (K).

Uma das caracteristicas Unicas do modelo de Dubinin-Radushkevich reside no
fato de que ele é dependente da temperatura. Considerando o modelo linearizado,
guando os dados de adsorcao em diferentes temperaturas sdo plotados em funcéo do

logaritmo da quantidade adsorvida versus o quadrado da energia potencial &€, os dados

adequados estardo na mesma curva, denominada curva caracteristica (FOO,;
HAMEED, 2010).

2.3.3.4 Isoterma de Temkin

A isoterma de Temkin (1940), mais indicada para adsor¢do géas-solido,
pressupde que o calor de adsor¢cdo em funcdo da temperatura (AHads) de todas as
moléculas na camada diminui linearmente como resultado do aumento da cobertura
de adsorbato da superficie do adsorvente, sendo caracterizada por uma distribuicdo
uniforme de energias nos sitios de ligacdo (TEMKIN, 1940; FOO, HAMEED, 2010).
Este modelo leva em consideragao a interacdo adsorvente/adsorbato, ignorando os
valores extremos de concentragdes muito elevadas ou muito baixas, sendo mais

utilizada para uma faixa intermediaria de concentragdes. E dada pela expressao:
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RT
=—1I
ge b, n(A.Cc,) (17)

Em que br é a constante de Temkin em relacdo ao calor de adsorcédo (Jmol?), Aré a
constante de Temkin (L g?'), R é constante dos gases (8,31 Jmol’K?1) e T é a

temperatura absoluta (K).

2.3.3.5 Isoterma de Elovich

A equacgdo que define este modelo é baseada em um principio cinético que
assume que os sitios de adsor¢cdo aumentam exponencialmente com a adsorcao, o
gue implica uma adsorcdo multicamada. Segundo o modelo os sitios de adsorcéo
aumentam exponencialmente com a adsor¢cdo, o que isso implica uma adsorcéo
multicamada (ELOVICH; LARIONOV, 1962). A isoterma tem a forma:

Ce
O
Em que gm € a capacidade maxima de adsorcdo (mg g?) e ke é a constante de
equilibrio (L mg).

2.3.3.6 Isoterma de Harkins-Jura

O modelo de isoterma de Harkins-Jura pressupde a possibilidade de adsorcdo
multicamada na superficie de absorventes com distribuicdo heterogénea de poros
(HARKINS; JURA, 1944), geralmente € mais aplicada na adsor¢éo de sélido-gasosa
e para a determinacédo da area superficial do adsorvente. Este modelo é expresso da

seguinte forma:

) A, 1/2
qe_(BHJ —|Og(Ce)] (19)

Em que Anj e Bujy s@o os parametros da isoterma de Harkins-Jura.
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2.3.3.7 Isoterma de Halsey

A isoterma de Halsey avalia um sistema de adsor¢cao multicamada e descreve
sua condensacdo a uma distancia relativamente grande da superficie. Da mesma
forma, analogamente ao modelo de Freundlich, o modelo Halsey € adequado para a
adsorcao multicamada, bem como para as superficies heterogéneas nas quais o calor

de adsorc¢do € distribuido de forma n&do uniforme (HALSEY, 1952). O modelo tem a

1ny
ge = (K—J (20)
C

Em que Kn e ny séo os parametros do modelo.

seguinte expressao:

2.3.3.8 Isoterma de Jovanovic

O modelo proposto por Jovanovic (1969) possui premissas bastante
semelhantes ao de Langmuir, juntamente com a possibilidade de alguns contatos
mecanicos entre as adsorbatos. Ela é aplicavel a adsorcdo moével e a adsor¢cdo em
monocamada sem interacdes laterais. Esta equacao se reduz a lei de Henry em baixas
concentracdes. A equacao de Jovanovich tem uma abordagem mais lenta para a
atingir a saturacdo maxima, quando comparada a equacédo de Langmuir (DO, 1998).

O modelo é expresso por:

ge=q, (L-¢“*) @1)

Em que gm descreve a capacidade maxima de adsorcdo (mg g?) e K; é a constante

de Jovanovic (L mg).
2.3.3.9 Isoterma de Sips

A isoterma de Sips (1948) € uma combinacdo dos modelos de Langmuir e
Freundlich utilizado para prever a heterogeneidade dos sistemas de adsorcéo, bem
como para contornar as limitacdes associadas ao aumento das concentracbes do
modelo de adsorbato de Freundlich (FOO; HAMEED, 2010). Isso, por sua vez, leva a
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producdo de uma expressao que tem um limite finito em alta concentracdo. Em baixas
concentracfes de adsorbato, reduz-se ao modelo de Freundlich, enquanto que em
altas concentracdes, ele prevé uma capacidade de adsor¢cdo em monocamada
caracteristica da isoterma de Langmuir (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020; LIMA;
ADEBAYO; MACHADO, 2015). Os parametros do modelo de Sips sdo regidos
principalmente pelas condi¢cdes operacionais como pH, temperatura e concentracao

de adsorbato.

1/be
qe _ qm KSCe °

"Lk @)

Em que gm € a capacidade maxima de adsor¢do (mg g?), Ks é a constante de equilibrio
(mg L™")""" e bes é o expoente do modelo (adimensional).

O modelo é valido quando 0 < 1/bes < 1, embora poucos trabalhos na literatura
levam em conta essa consideracao (LIMA; ADEBAYO; MACHADO, 2015).

2.3.3.10 Isoterma de Koble-Corrigan

Semelhante ao modelo de Sips, a isoterma de Koble e Corrigan (1952) também
€ combinacdo dos modelos de Langmuir e Freundlich para representar o dados de

adsorcao de equilibrio. O modelo s6 é valido quando nk € menor que 1.

o — A

T 1+B.c™ (23)

Em que Ak é constant (L" mg'™"g?), Bk € constant (L mg?)" e nk é o expoente
adimensional. Reparametrizando-se o modelo (20) considerando-se Ak = gm Bk tem-
se a expressao:

_ quKCenK

e=
| 1+ B,c,™

(24)

Em que gm € a capacidade maxima de adsorcdo (mg L1).
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2.3.3.11 Isoterma de Toth

O modelo de Toth (1971) é uma modificacdo da equacéo de Langmuir utilizado
na descricdo de sistemas heterogéneos de adsorcdo em uma ampla faixa de
concentracdes do adsorbato (FOO; HAMEED, 2010) e em monocamada (DO, 1998).
Uma das premissas deste modelo € uma distribuicdo de energia quasi-gaussiana
assimétrica dos sitios de adsorgcdo, na qual a maioria dos sitios tem energia de
adsorcdo menor do que o valor médio ou o pico (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI,
2017; FOO; HAMEED, 2010).

Dada a heterogeneidade da energia dos sitios, fisicamente, é preferivel que o
adsorbato seja adsorvido nos sitios de alta energia no inicio e, com o progresso da
adsorcao, as moléculas vao sendo adsorvidas em sitios de menor energia, 0 que por
sua vez leva a um aumento mais lento da quantidade adsorvida (AL-GHOUTI;
DA’ANA, 2020). De acordo com Do (1998), o modelo tem a seguinte forma:

quT Ce

s [1+ (k. C,)™ T/HT

(25)

Em que gm € a capacidade maxima de adsorcéo (mg g™'), kt € a constante de equilibrio
de Toth (L mg™') e nt é o expoente do modelo de Toth (adimensional).

O parametro nt caracteriza a heterogeneidade do sistema. Quando nr =1, a
isoterma de Toth se reduz a de Langmuir e quanto mais distante de 1, maior é a
heterogeneidade do sistema (DO, 1998).

2.3.3.12 Isoterma de Redlich-Peterson

O modelo de Redlich e Peterson (1959) € um hibrido dos modelos de Langmuir
e Freundlich, que pode ser ajustado considerando uma ampla faixa de concentracéo,
podendo ser aplicado para adsorcdo em sistemas homogéneos ou heterogéneos

(FOO; HAMEED, 2010). A isoterma é representada pela seguinte equacao:

qe _ KRPCe

= 26
1+ ag.c, o (26)
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Em que Kr (L g1) e ar (Mmg™) séo as constantes de Redlich-Peterson, gre é 0 expoente
do modelo (adimensional) e 0 < grp < 1.

De acordo com Lima, Adebayo e Machado (2015), esta equacao se torna linear
em uma baixa cobertura da superficie (gre = 0) e se reduz a uma isoterma de Langmuir

quando grp = 1.
2.3.3.13 Isoterma de Langmuir-Freundlich

A Isoterma de Langmuir-Freundlich, proposta em 1952 (KOBLE; CORRIGAN,
1952), descreve a distribuicdo da energia de adsorcdo de adsorventes com superficie
sheterogéneas. Em baixas concentragbes de adsorbato, esse modelo se torna o
modelo de Freundlich, enquanto que em altas concentracbes o de Langmuir
(AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017). O modelo pode ser expresso como:

— qm(KLFCe)mLF
1+ (Kpec)™

ge (27)
Em que gm € a capacidade maxima de adsorcdo (mg L), Kir € a constante de

equilibrio para sélidos heterogéneos (L mg*) e m.r é a constante de heterogeneidade
(0 < 1/mpr < 1).

2.3.3.14 Isoterma de Hill

O modelo de Hill (1946) foi postulado para descrever a ligacdo de diferentes
espécies em adsorventes com superficie homogénea. O modelo assume que a
adsorcao é um fenbmeno cooperativo, em que o adsorbato em um sitio no adsorvente
pode influenciar outros sitios de ligacdo no mesmo adsorvente. O modelo tem a

seguinte expressao:

n
qmce i

Q="+~
K, +c,™

(28)
Em que gm é capacidade maxima de adsorcdo (mg g™"), Ku € a constate de Hill [(mg
L=")"H] (LIMA; ADEBAYO; MACHADO, 2015) e n4 € o constate de cooperatividade da
interacéo (FOO; HAMEED, 2010).
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2.3.3.15 Isoterma de Khan

A isoterma de Khan (KHAN; ATAULLAH; AL-HADDAD, 1997) € um modelo
generalizado sugerido para o equilibrio de adsorcdo em solucbes puras (FOO,;
HAMEED, 2010):

qe _ qmbKCe

" (L+bec)™ (29)

Em que gm é a capacidade maxima de sorcéo (mg g), bk € a constante isotérmica de
equilibrio de Khan (L mg™) e ak é o expoente de Khan (adimensional).

Em altos valores de concentracédo de equilibrio, a isoterma de Khan se reduz
ao modelo de Freundlich e em baixas concentracées ao modelo de Langmuir, quando
0 parametro ax € igual a unidade (KHAN; AL-WAHEAB; AL-HADDAD, 1996).

2.3.3.16 Isoterma de Radke-Plausnitz

A isoterma de Radke-Prausnitz é encontrada na literatura com varias
reparametrizagdes distintas. Em Abebe, Murthy e Amare (2018), Ayawei, Ebeleqgi,

Wankasi (2017), os autores trazem a expressao:

qRPI KRPICe
(L+ Ko C,)™

RPI ~e

qe= (30)
No entanto essa expressdo é idéntica a isoterma de Khan, diferindo apenas nos
nomes atribuidos aos parametros. Em Rangabhashiyam et al. (2014) os autores

incluem também mais estas duas expressoes

qRPII I‘<RPIIC’e
R 31
q 1_|_ KRPIlcemRP" ( )
qe — qRPIII KRPIII CemRP”I (32)

1+ KRPIII CemRPIH N

Em que grei, greil € greit S80 as capacidades maximas de adsorcdo (mg gt), Kgei,
Krri € Krprii S80 as constantes de equilibrio € mgpi, Mrpi € Mrpii SA0 0S expoentes
adimensionais dos modelos Radke-Prausnitz (RANGABHASHIYAM et al., 2014).
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Em Lima, Adebayo e Machado (2015), os autores trazem a expressao:

qe _ qRPIV KRPIVCe

= 33
(L4 Kgpn €™ 9

Para Foo e Hameed (2010), Vijayaraghavan et al. (2006) e Liu e Liu (2008), a
isoterma de Radke-Prausnitz tem a forma:

c Mgpin

qe _ qRPIV KRPIV e (34)

- Mgpyy —1
qRPIV + KRPIV Ce e

Conforme Liu e Liu (2008), a expressao anterior pode ser rearranjada como:

A, XC,
ge = oot RP s (35)
rp X Ce

Mgp -1 ~ - .
em que KRP =dp /bRp. Para Ky >>C, ™ aequacao original torna-se uma isoterma

do tipo Freundlich:

Mgp
_ 2 XC,

ge
KRP

(36)

-1 ~ . . .
Por outro lado, quando Ky, << CemRP , @ equacao pode ser simplificada na forma linear:

(€ =ag, XC, (37)

Em outras palavras, em baixas concentragdes de adsorbato, este modelo
reduz-se a forma linear (37). Sob altas concentracdes torna-se a isoterma de
Freundlich e quando mrp = 0, torna-se a isoterma de Langmuir. Outra caracteristica
importante desta isoterma é que ela permite um bom ajuste em uma ampla faixa de
concentracdes (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017).

2.3.3.17 Isoterma de BET

A isoterma de Brunauer, Emmett e Teller (1938) é um modelo desenvolvido
para estudos de adsorcdo em sistemas gés-solido com adsor¢cdo em multicamada.
Uma aplicacdo comum deste modelo é para a determinacdo da area superficial de um
adsorvente a partir de dados de adsorcdo de nitrogénio (FOO; HAMEED, 2010). O

modelo é descrito pela expressao:
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ge = OmCeer Ce (38)
(CS _Ce) [1+ (CBET _l)(ce /Cs)]

Em que gm € a capacidade maxima de adsor¢do da monocamada (mg g1), ceer é a
constante de adsorcdo BET relativa a energia de interagdo com a superficie (L mg™?),
e Cs concentracdo de saturacdo de monocamada de adsorbato (mg L™).

Embora a expresséo (38) seja a mais utilizada pela maioria dos autores, Ebadi,
Mohammadzadeh, Khudiev (2009) apresentam uma discusséo sobre a isoterma de
BET, em que séo discutidas sutilezas da aplicacdo da isoterma BET para adsor¢ao
em fase liquida. Foi demonstrado que o uso direto da equacéo BET (38) para adsorcéo
em fase liquida pode levar a resultados ambiguos e errdneos. Através de um exame
minucioso do desenvolvimento da equacdo classica (38), as causas dos mal-
entendidos foram elucidadas e a forma mais adequada da equacdo BET para

adsorcao da fase liquida é descrita pela equacéo:

_ quSCe
(1_ KLCe)(l_ KLCe + KSCe)

ge (39)

Em que gm é a quantidade méxima de adsorbato correspondente a adsor¢éo completa
em monocamada (mg g), Ks é a constante de equilibrio de adsor¢éo para 1° camada
de adsorbato (mg L)%, K. é constante de equilibrio de adsorcdo para camadas

superiores na isoterma de BET (mg L) L.
2.3.3.18 Isoterma de Jossens

O modelo de Jossens et al. (1978) € uma equacao baseada na distribuicdo de
energia das interacdes adsorbato-adsorvente nos sitios de adsorcédo. Este modelo
assume que o adsorvente possui uma superficie heterogénea em relacdo as
interacBes que com o adsorbato (AYAWEI; EBELEGI; WANKASI, 2017):

C. = %GXD(FQG") (40)

Em que H é a constante de Jossens (correspondente a constante de Henry), p € a
constante de Jossens caracteristica do adsorvente e independentemente da

temperatura e F é outra constante de Jossens. Os parametros H e F sdo dependentes
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da temperatura (HAMDAOUI; NAFFRECHOUX, 2007; JOSSENS et al., 1978). A
isoterma de Jossens é pouco utilizada nos dias atuais.

ApOGs a apresentagdo dos principais modelos de cinética e de isotermas de
adsorcdo, a questdo que surge é como fazer o ajuste e qual é a forma de selegcéo
do(s) modelo(s) que melhor descreve o comportamento dos dados de adsorcdo. Nas
proximas secdes serdo apresentados alguns conceitos associados a regressao nao

linear, classe a qual os modelos de cinética e de isotermas sdo pertencentes.
2.3.4 Regressao nao linear: Conceitos, ajuste e selegao

De modo geral, conforme Bates e Watts (1988) e Draper e Smith (1998) os
modelos de regressao assumem a seguinte forma (37):

Y =f(X,0)+¢ (41)

Em que Y é a variavel resposta ou dependente, no caso a quantidade adsorvida ge ou
gt, f € uma funcdo (modelo) que associa uma variavel independente ou preditora X
(concentracéo de equilibrio ou tempo) e um parametro (ou vetor de parametros) 6 e ¢
€ 0 erro aleatério associado ao processo.

Os modelos de regressao linear sdo aqueles lineares nos parametros, ou seja,
nenhuma derivada parcial em relacdo a algum parametro dependera de qualquer
parametro do modelo. Por outro lado, os modelos de regressdo nao linear sao
caracterizados por funcdes f(X, 6) ndo lineares em pelo menos um dos parametros 6,
isso significa que ao menos uma das derivadas parciais de f(X,0) em relacdo a 6
dependera de pelo menos um dos parametros 6; (MAZUCHELI; ACHCAR, 2002).

Para ilustrar essa diferenca, seja 0 modelo de regresséao:

Y =Pyt Bx+BX +e (42)
Suas derivadas parciais séo:
8y 1 ay X ay 2

8_ﬂoz ’ a_ﬂl: , 6_,82:)( (43)
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Como nenhuma de suas derivadas parciais em relacdo aos parametros depende de

qualquer parametro, entdo o modelo € dito linear. Considerando-se agora o modelo

dado por:
y=e""*+e (44)
Obtém-se as derivadas parciais:
ay 0,+6,x 8y 6,+6,x
A e 172 7 = Xe 17Y2 45
06, ’ 0o, (45)

em que ambas estdo em fungcéo dos parametros t91 e 92.

As estimativas dos parametros de modelos de regressdo geralmente sao
obtidas pelo método de minimos quadrados, o qual consiste em encontrar os valores
dos parametros de modo a minimizar a soma de quadrado dos residuos do modelo.

Os residuos (ej) sdo a diferenca entre os valores experimentais yi e os preditos pelo

modelo Vi :

&=y -V (46)

Sendo L a soma dos quadrados dos residuos, tem-se a representacao:
2
L= =2 (%~ F(%.0)) (47)

Se f(x,0) for o modelo de regressdo linear simples Y=p,+8X+¢ | e

substituindo ,30 eﬂl por f,ef, paraindicar os valores dos pardmetros que minimizam

L e aplicando-se a técnica de minimizagao tem-se:

LB _ o5 (y _p_j
a—ﬂoz_zé(yi _ﬂo_ﬂlxi):O (48)
oLy B) _ —Zan(yi o= Bix )% =0 (49)

aﬂl i=1
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Resolvendo-se as expressdes, obtém-se os estimadores de minimos

quadrados de ﬂoeﬂl:

By = 1n -4 1n ouentdo B, =y-fAX (50)
in Yi _Yny
=i —— (51)

> xt—nx?

i=1
Quando se considera f(X,9) um modelo de regressdo ndo linear, os

estimadores obtidos ndo possuem solucao explicita, o que traz a necessidade do uso
de métodos numéricos iterativos, tais como Newton Raphson, Gauss-Seidel, Jacobi,
Steepest-Descent ou método do gradiente, Gauss Newton, Marquardt, Ralston-
Jennrich, D.U.D. (doesn’t use derivatives). Embora haja uma complexidade na
obtencéo desses estimadores, existem muitos softwares estatisticos que ja possuem
estes métodos implementados, possibilitando a obtencdo de estimativas bastante
similares com rapida convergéncia, embora a convergéncia dependa da complexidade
do modelo e da qualidade dos valores iniciais, cujo fornecimento é necesséario em
qualquer método iterativo (MAZUCHELI; ACHCAR, 2002).

Outra estratégia bastante utilizada por muitos autores é a linearizacao de
alguns modelos nao lineares por meio de reparametrizacdes adequadas, no entanto,
essa estratégia pode gerar vieses nas estimativas e alterar a estrutura dos residuos
dos modelos (FEBRIANTO et al.,, 2009; FOO; HAMEED, 2010; MAZUCHELI,
ACHCAR, 2002).

Os modelos de regressdo nao linear tém algumas vantagens como
interpretabilidade dos parametros, maior precisao das estimativas e o fato de serem
parcimoniais, mas tém desvantagens como maior complexidade de ajuste e a
necessidade de procedimentos iterativos para a estimacdo dos parametros, e um
conhecimento a priori acerca do modelo para os valores iniciais do procedimento
iterativo (MAZUCHELI; ACHCAR, 2002). Ha diversos softwares disponiveis para
ajuste dos modelos de regressao linear e nao linear, tais como o R, POLYMAT,

MATLAB, EXCEL, Origin, SAS, a linguagem de programacao Python, entre outros.
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Tanto modelos de regressao lineares quanto os nao lineares devem passar por
uma avaliacdo da qualidade do ajuste, a qual é feita por alguns procedimentos, dos
quais o principal € a analise dos residuos do modelo (diagnésticos de regresséo). Tal
andlise é feita verificando-se se o0s residuos sdo normalmente distribuidos,
independentes e se a variancia é constante entre os diferentes niveis da variavel
independente. Para estas verificagcdes existem os métodos formais, no caso testes
especificos, e os informais, os quais se baseiam em analises gréaficas das dispersdes
dos residuos.

Para pressuposicao de normalidade pode ser verificada por meio de um gréfico
de probabilidade normal para os residuos, em que cada residuo € representado em
funcéo de seu valor esperado, o qual é calculado com a suposi¢ao de que os residuos
seguem uma distribuicdo normal. Existem alguns testes para essa finalidade, dos
quais os principais sao os testes de Shapiro e Wilk (1965), Kolmogorov-Smirnov (K-
S), K-S corrigido de Lilliefors, Anderson-Darling, Cramer von Mises, teste de
assimetria de D'Agostino, teste de curtose de Anscombe-Glynn, teste omnibus de
D'Agostino-Pearson e teste de Jarque-Bera (OZTUNA; ATILLA; TUCCAR, 2006).

Ja a pressuposicao de homocedasticidade de variancias indica que a variancia
da variavel resposta (Y) deve ser constante para todos os valores da variavel preditora
(X), é esperado que no grafico, a variancia dos residuos seja constante ao longo dos
valores de X e também que a dispersao dos valores dos residuos, sejam eles positivos
ou negativos, sejam similares para os diferentes valores de Y preditos. Alguns testes
propostos para a avaliacdo da homoscedasticidade sao os testes de Bartlett (1937),
Levene (1960), Goldfeld e Quandt (1965), Brown e Forsythe (1974), Breusch e Pagan
(1979) e O’brien (1979).

Quanto a independéncia dos residuos, na analise grafica a quebra dessa
pressuposicao € indicada pela presenca de sequéncias de residuos positivos e
negativos com um padrdo de comportamento. Em um grafico de residuos em funcéo
dos valores estimados, pode se observar a independéncia e a homoscedasticidade
dos residuos, se eles se distribuirem de modo aleatério (disperso, sem
tendenciosidade) e com mesma amplitude oscilando em torno do zero. O teste de
Durbin-Watson (DURBIN; WATSON, 1950, 1951) e o de Box e Pierce (1970) podem
ser utilizados para verificar formalmente a independéncia dos residuos.

Apos o ajuste e a verificagdo das pressuposicoes da regressao pelos modelos,

a proxima etapa é a selecdo do modelo que melhor se ajusta aos dados. Esta etapa
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geralemente baseia-se na comparacéo entre os dados experimentais e os preditos
pelos respectivos modelos a fim de avaliar-se a concordancia entre eles. Existem
diversas alternativas disponiveis, tais como a utilizagcéo dos critérios de informacéo de
Akaike, Bayesiano e de Akaike corrigido, o uso da funcao de verossimilhanga, o uso
do coeficiente de determinacdo mudltipla, uma das medidas mais utilizadas na
literatura, e/ou a utilizacdo de métricas de ajuste.

O critério de informacéo de Akaike, AIC, (AKAIKE, 1998), € fundamentado na
teoria da informacdo. Nas situagbes em que um modelo estatistico € usado para
representar um determinado fendmeno, a representacao quase nunca sera exata, de
modo que algumas informacdes serdo perdidas. O AIC estima a quantidade relativa
de informagbes perdidas por um determinado modelo, sendo assim quanto menos
informacdes um modelo perder, maior serd a qualidade do mesmo. O AIC pode ser

obtido pela expressao:
AIC =—log L(é)+2(p) (52)

Em que em que p é o nimero de parametros do modelo ajustado e L(é) é a funcao

de maxima verossimilhanca do modelo.

De acordo com Burnham e Anderson, (2002), o AIC é assintoticamente
eficiente, no entanto pode haver uma perda de eficiéncia nas situacdes em que ha
muitos parametros no modelo em relagdo ao tamanho da amostra. Diante disso,
alguns autores propuseram correcdes do AIC a fim de minimizar o viés, tais como

apresentado em Sugiura (1978), cuja expressao é:

AlCc = —log L(é)+2(p)+2:(p—p+li (53)

Em que n € o numero de observagdes nos dados experimentais.

Outro critério que tem sido bastante utilizado pelos autores é o Critério de
informagao bayesiano (BIC), proposto por Schwarz (1978), o qual € baseado na
avaliacao de modelos definidos em termos da probabilidade a posteriori, o BIC pode
ser obtido pela expressao:

BIC =-log f (x,|8)+ pxlog(n) (54)

em que n e p sdo o numero de observagdes nos dados experimentais e o numero de
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parametros do modelo respectivamente, f (Xn |¢9) € a expressao do modelo estudado

e Xn € a variavel independente (tempo t para os modelos de cinética ou concentragao
Ce para as isotermas), 6 sdo os parametros.
Outra medida que pode ser utilizada na selegdo de modelos € o logaritmo

I(0;qe) da fung&o de verossimilhanga L(qe;0); a qual € obtida por:

16 ce) =1og(L(0: ¢e)) (55)
L 0) = ] 1(060:0) (56)

Em que geiexp € cada observagdo experimental e f(qei,exp;ﬁ) € a expresséo do

modelo avaliado. Quanto maior o valor da log-verossimilhanca, mais adequado é o
ajuste do modelo a um conjunto de dados.

A medida mais utilizada na literatura para a selecdo de modelos € o coeficiente
de determinacdo multipla R?, o qual descreve a variacéo total (%) de uma variavel

dependente que é explicada pelo modelo. O R? pode ser obtido por:

R2 — Z:ﬂ(qei-exp _@exp )2 _Zinﬂ(qei-exp 08 carc )2 (57)
(08,00~ )

Em que geiexp € cada observacédo experimental de ge e geicac € valor tedrico de ge
predito pelo modelo avaliado. O coeficiente R? tende a apresentar maiores valores
conforme o maior numero de paréametros do modelo (np), assim o coeficiente de
determinacdo mudltipla ajustado R?aust, 0 qual faz uma ponderacéo pelo np, fornece

uma mediada mais realista:

n, -1
Rzajust =l—(l— Rz)( : J (58)
n,—p-1
Na literatura, complementando a utilizacdo do coeficiente R?, outras métricas
de avaliacdo da qualidade de ajuste tém sido utilizadas. Estas métricas geralmente
baseiam-se em diferentes medidas da diferenca entre os valores experimentais e
agueles preditos por um modelo (dados tedricos). Algumas dessas métricas mais

citadas na literatura sdo apresentadas a seguir na Tabela 3:
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Tabela 3 - Principais métricas de avaliagao da qualidade de ajuste para selegcéo de

modelos.
Sigla Expressao Nome
ARE 100 Zn: oo — U8 cate Erro médio relativo
n 43 08 oxp ‘ (Average Relative Error)
SSE n 2 Soma de quadrado dos erros
Z(qei calc — J€; exp)
T ' (Sum Squares Errors)
HYBRID 100 Zn: 01 exp — U catc Erro fracionario hibrido
n—piz 0€; exp (Hybrid Fractional Error Function)
EABS n Soma de erros absolutos
Z‘qei.exp =08 carc
=) (Sum of the Absolute Erros)
MPSD 2 Desvio padrdo percentual de
1 : qei.exp — 06 carc
100 x — Z 0 Marquardt
—ps )
| o (Derivative of Marquardt’s Percent
Standard Deviation)
SRE n Desvio padrao do erro relativo
Z[(qei exp qei calc) - ARE]2 .. .
= ' ' (Standard Deviation of Relative
n-1 Errors)
; 5 — -
¥ Zn: (qei.calc _qei.exp) Estatistica de Qui-quadrado
i=1 qei.exp

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

geiexp: Observacdo experimental de ge; geicac: valor tedrico de ge predito pelo modelo; n: nimero de
observages; p: numero de parametros; 6: vetor de parametros do modelo.

Algumas descricbes mais detalhadas destas métricas podem ser encontradas
em Ayawei, Ebelegi e Wankasi (2017), Foo e Hameed (2010) e Hadi, Samarghandi e
Mckay (2010).

Uma outra medida que pode ser avaliada € o desvio padrédo residual.
Considerando um modelo genérico Y= f(Xn,9)+8, em y € a variavel resposta,
f(Xnﬂ) uma funcdo com parametro(s) 6(s) e variavel independente x, € € o0 erro

aleatorio, e &~ N(O, O'e) , 0 desvio padrao residual € uma estimativa de oe que reflete

a variabilidade de €. Quanto menor a estimativa do desvio padrao residual, maior a

precisdo do modelo estudado.
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2.3.5 Aplicagoes do processo de adsorgao

2.3.5.1 Adsorcao de poluentes

Com a crescente disponibilidade de varios tipos de adsorventes atualmente,
um aumento expressivo das aplicacdes do processo de adsor¢cdo vem ocorrendo em
diversos campos. Algumas das aplicagOes da adsorcdo sdo a remogao de corantes,
remocao de metais pesados, remoc¢do de compostos fendlicos, tratamento avangcado
de efluentes, recuperacdo e concentracdo de proteinas, remocdo de outros
contaminantes emergente, entre outros (KAYKHAII; SASANI; MARGHZARI, 2018).

Uma das areas que mais utilizam a adsor¢céo é a remoc¢ao de poluentes como
0s metais pesados, devido principalmente a sua alta eficiéncia de remocao e o baixo
custo (CHAKRABORTY et al., 2022). Existem diversos tipos de materiais que podem
ser utilizados como adsorventes. Em Chai et al. (2021) os autores apresentam uma
revisao sobre materiais convencionais e alguns novos que podem ser utilizados como
adsorventes de metais pesados no tratamento de efluentes. Fiyadh et al. (2019)
discutem sobre a utilizacdo de nanotubos de carbono com diferentes funcionalizacées
como adsorventes de varios tipos de metais. Adsorventes com diferentes
propriedades fisico-quimicas podem ser usados para remover diferentes tipos de
poluentes (BABEL, 2003).

Em Chakraborty et al. (2022), os autores fazem uma reviséo sobre a adsorc¢éo
de metais pesados, apresentado adsorventes comerciais como grafeno, carvéo
ativado e nanotubos de carbono, materiais naturais como argilas, zedlitas e materiais
siliciosos, bioadsorventes como quitinas e quitosana, turfa, leveduras, biomassa
fungica ou biomassa bacteriana. Estes autores enfatizam o uso de residuos naturais
como adsorventes de baixo custo, de modo que estes materiais adsorventes podem
ser classificados em cinco categorias: minerais naturais (carvao, turfa, argilas, etc.),
residuos agricolas (cascas, palha de trigo, farelo de milho etc.), residuos florestais
(cascas, folhas, sementes, etc.), residuos animais (penas de frango, cascas de ovos,
cascas de caranguejo, escamas de peixe, etc), e residuos industriais (cinzas, lama
vermelha e escérias de forno). Muitos destes materiais podem ser utilizados na
adsorcdo de diversos outros compostos inorganicos e até mesmo compostos
organicos complexos como as enzimas (GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO, 2020).
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Em Lu et al. (2021) os autores empregaram o0 processo de adsorcao na
remocao de fungicidas azolicos de amostras de agua ambiental em um compasito de
Fes04s@ZnAI-LDH@MIL-53(Al), sendo que a cinética de adsor¢cdo obedeceu a um
modelo de pseudo-segunda ordem atingindo o equilibrio em 5 minutos e os dados de
equilibrio foram melhor descritos pela isoterma de Langmuir, com capacidade maxima
de adsorc¢édo de na faixa de 43,54 - 71,79 mg g* nas diferentes condicdes estudadas.

Ainda no que diz respeito a utilizagdo do processo de adsor¢ao para remogao
de poluente ambientais, Titchou et al. (2021) fazem uma revisao sobre a remocao de
poluentes organicos persistentes (POPs) de agua e efluentes por processo de
adsorcdao e eletrocoagulacéo, para o processo de adsorcao, esta revisao discute ainda
varias isotermas de adsorcdo, modelos cinéticos, estudos termodindmicos e a
regeneracao do suporte utilizado em reatores descontinuos e continuos.

No trabalho de Nodehi, Shayesteh e Rahbar-Kelishami (2022), os autores
descreveram a sintese de nanoparticulas magnéticas de Fe3O4@NiO para a remocéao
por adsorcdo de corante vermelho S de alizarina de efluentes contaminados, sendo
que a cinética de adsorcédo obedeceu a um modelo de pseudo-segunda ordem e 0s
dados de equilibrio foram melhor descritos pela isoterma de Freundlich, com
capacidade maxima de adsorcédo de 223,30 mg g.

Em lbrahim et al. (2021) os autores apresentam uma revisdo sobre alguns
avangos no emprego do processo de adsorgéo utilizando como materiais adsorventes
novas estruturas metal-organicas (MOFs: Metal-organic frameworks) para a remogao
de diferentes contaminantes dos ecossistemas. O estudo também destacou alguns
adsorventes de MOFs promissores usados para a adsorcao de diferentes poluentes,
incluindo metais pesados, CO2, compostos organicos volateis clorados (CVOCs),
corantes, pesticidas, aditivos alimentares, produtos veterinarios, farmacéuticos e de

cuidados pessoais (PPCP), antibioticos, residuos industriais, etc.

2.3.5.2 Adsorcéo de proteinas

O processo de adsor¢éo de proteinas tem sido investigado em diversas areas
de pesquisa, tais como imobilizacdo de enzimas, purificagdo de proteinas, estudo de
camada de proteina corona em sistemas in vivo/in vitro, entre outros. A adsorcao de
proteinas em superficies de nanoparticulas desempenha um papel critico em sistemas

bioldgicos e a albumina de soro bovino (BSA) é um modelo Gtil devido a sua alta
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abundancia e propriedades semelhantes a sua variante humana (XU; GRASSIAN,
2017), de modo que sua adsorcdo tem sido estudada em diversos materiais
adsorventes. Liu et al. (2017a) realizaram um estudo de adsor¢cdo de BSA em
nanoparticulas magnéticas de ZnFe204, em que 0 processo obedece a uma cinética
de pseudo-primeira ordem e é descrito pela isoterma de Temkin. Maleki, Moradi e
Tahmasebi (2017) estudaram a adsor¢cdo de BSA em nanoparticulas de ouro,
demonstrando que a cinética do processo segue um modelo de pseudo-primeira
ordem e é descrito pela isoterma de Freundlich.

Em Wang et al. (2017a) os autores estudaram a adsorcdo de BSA em NPs de
prata, demonstrando que houve evidéncias de mudancas conformacionais
significativas na BSA e sendo o processo descrito por uma cinética de pseudo-
segunda ordem e pela isoterma de Freundlich. A adsor¢cdo de BSA em nanoparticulas
de TiO:2 foi estudada por Xu e Grassian (2017). Os autores demonstraram que o ion
fosfato pode impedir a desnaturacédo da BSA na superficie das TiO2 em pH muito &cido
e até alterar a afinidade da BSA em relacéo as superficies das NPs. Foi demonstrando
também que a estrutura da proteina adsorvida pode ser alterada varias vezes, por
meio da modificacdo do pH do meio.

A adsorcédo de BSA em nanoparticulas de prata (AgNPs) também foi estudada
por Wang et al. (2017a), foi mostrado que a BSA € adsorvida nas AgNPs para formar
um complexo estavel, cujas principais forcas atuantes sdo ligacdes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas. A cinética do processo de adsorcdo seguiu um modelo de
pseudo-segunda ordem e os dados de equilibrio foram descritos pela isoterma de
Freundlich. Em Kopac, Bozgeyik e Flahaut (2018) os autores utilizaram nanotubos de
carbono de paredes multiplas para adsorcdo de BSA, sendo a cinética do processo
descrita por um modelo de pseudo-primeira ordem e os dados de equilibrio ajustados
pela isoterma de Langmuir com capacidade de adsor¢éo de 1221 mg g.

No trabalho de Fan et al. (2018), foram desenvolvidas novas nanoesferas
magnéticas de poli (liquidos i6nicos) de impressdo molecular oca para o
reconhecimento especifico de BSA. Foram estudados dois tipos de adsorventes, as
FesOs@void@PILMIP quando se utilizou a BSA como molde na sintese e as
FesOs@void@PILNMIP sem a BSA no meio reacional. A adsor¢cao de BSA foi
bastante influenciada pelo pH e temperatura, apresentando capacidades maximas de
adsorcdo, estimadas pelo modelo de Langmuir, respectivamente para as
Fe3s04@void@PILMIP e Fes0s@void@PILNMIP, em 30° C de 296,54 e 94,07 mg g},
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e em 20° C de 353,14 e 126,92 mg g. Outro resultado importante discutido foi que
0s experimentos de reconhecimento seletivo e competitivo indicaram que as
FesOs@void@PILMIP apresentaram alta seletividade para adsorcdo de BSA em
solugdes contendo outras proteinas (hemoglobina bovina, ovalbumina e lisozima).

Os resultados de isoterma e cinética de adsorcdo mostraram que as
nanoesferas de Fe304@void@PILMIP possuem bom reconhecimento e alta
capacidade de adsor¢cdo da albumina sérica bovina. Os experimentos de
reconhecimento seletivo e competitivo indicaram que as nanoesferas
Fe304@void@PILMIP podem reconhecer seletivamente a albumina sérica bovina em
comparacao com outras proteinas (hemoglobina bovina, ovalbumina e lisozima).

Em outra aplicacéo do processo de adsorcao, Merces et al. (2020) realizaram
a adsorcao e posterior identificacdo de proteinas do plasma sanguineo (serpinas,
protrombina e albumina humana) utilizando microparticulas magnéticas de quitosana
revestidas com heparina. Em Santos et al. (2021), os autores utilizaram
nanoparticulas revestidas com tetraetilortosilicato (TEOS) e BSA (mesmo material
proposto neste trabalho) para adsorcdo de lisozima de clara de ovo de galinha. O
melhor pH de adsorcao de lisozima foi o pH 10,0, em que a capacidade maxima de
adsorcdo foi de 193,19 mg g* de acordo com a isoterma de Langmuir e a maior
porcentagem de dessorcdo ocorreu em pH 5,0. Os dados de cinética de adsor¢ao
foram melhores descritos pelo modelo de pseudo-segunda ordem e os de equilibrio
pela isoterma de Freundlich.

Outra aplicacdo do processo de adsorcdo de proteinas foi feita por
Cheeveewattanagul et al. (2021). Utilizando uma particula magnética funcionalizada
com aptédmero, os autores desenvolveram um método de deteccdo seletiva de
albumina urinaria humana em amostras clinicas de nefropatia diabética e outras
doencas do trato renal. Nesse método, a urina era incubada com as particulas durante
30 min para adsorcédo da albumina, em seguida era realizada a separacdo magnética
e 0 descarte do sobrenadante, posteriormente as particulas eram incubadas com uma
solucéo de azul de metileno (esse corante adsorve-se na albumina) e outra separacéo
magnética era feita. Apds isso, o azul de metileno do sobrenadante era quantificado
em um sensor voltamétrico em uma medida indireta da concentracdo de albumina era
obtida.

Em Yin et al. (2015), os autores sintetizaram um polimero de impressao

molecular magnético na superficie de nanotubos de carbono de paredes mudltiplas
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magnéticas (MMWNTSs), usando albumina de soro humano (HSA) como molde e
dopamina como mondmero funcional. O MWNTs@Fe304@MIP resultante exibiu altas
propriedades magnéticas e capacidade de adsor¢do de HSA de 66,23 mg g, nédo
foram realizados estudos de cinética e equilibrio de adsorcado, a capacidade méxima
foi estimada apenas com a isoterma de Langmuir. Os autores combinaram a técnica
de extracdo em fase solida e cromatografia liquida de alta eficiéncia para adsorcéo de
HSA de amostras de urina.

A adsorcédo de HSA em 6xido de grafeno (GO) foi estudada por Liu, Yan e Chen
(2019), os autores demonstraram que um aumento na forca ibnica do meio em
condicGes de pH neutro resultou em uma ligacdo mais forte entre HSA e GO, bem
como camadas de HSA mais compactas na superficie do GO. Os autores concluiram
que ions de calcio também facilitaram a adsor¢cdo de HSA provavelmente por meio de
neutralizacéo de carga e efeito de ponte. Em condicdes de forca idnica fisioldgica (150
mM), a adsorcdo maxima de HSA foi observada no ponto isoelétrico de HSA (4,7). Em
condicdes 4cidas, a adsor¢cdo de HSA em GO levou a formacéo de camadas proteicas
com alto grau de fluidez devido a conformacao estendida de HSA.

Em Shah e Alveroglu (2021) foi desenvolvido um nanocompasito para adsor¢cao
de BSA e HSA. Inicialmente foram sintetizadas nanoparticulas de Fes3Oas, as quais
foram recobertas em seguida por uma fina camada de nanoparticulas de prata (Ag),
seguidas por um recobrimento com silica (TEOS) e por ultimo com nanogéis de Poli(N-
isopropil acrilamida) (PNIPA), formando o nanocompdsito polimérico de
Fes0s@Ag@SiO2—PNIPA. Para adsor¢cédo de BSA e HSA, foram avaliados os efeitos
do pH em diferentes meios tamponados com acetato, carbonato/bicarbonato, fosfato
e em agua pura. Os dados de equilibrio de adsor¢cédo de BSA e HSA foram melhor
explicados respectivamente pelo modelo de Langmuir com capacidades maximas de
adsorcdo de 322 e 166 (mg g*') e os dados de cinética para ambas proteinas foram
descritos pelo modelo de pseudo-segunda ordem.

Semelhante a proposta deste trabalho, Bhakta et al. (2017) desenvolveram
nanopockets utilizando a HSA como molde em uma nanoparticula de Fe203@SiO2 e
os monbmeros de silano de hidroximetiltrietoxissilano, benziltrietoxissilano, n-
propiltrietoxissilano e 3-aminopropiltrietoxissilano para formar os sitios de ligagdo ao
redor da proteina molde na formacdo do polimero. O nanomaterial resultante
apresentou alta especificidade de adsorcdo para a HSA e capacidade maxima de

adsorcdo de 21 mg g, estimada pela isoterma de Langmuir-Freundlich de sitios
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multiplos. Foi demonstrada a alta seletividade do material pela HSA em um
experimento de adsorcdo conjunta em uma solucdo de lisozima, IgG e HSA. A
eficiéncia do nanomaterial desenvolvido foi comparado ao kit comercial de remocéo
de albumina ProteoExtract, demonstrando resultados semelhantes entre as duas
metodologias com relacdo as bandas de separacdo em um gel de eletroforese de
SDS-PAGE. Outro importante resultado apresentado foi a possibilidade de
enriquecimento da PSA (Prostate Specific Antigen) adicionada em amostras de soro
e quantificada antes e depois da aplicacdo das metodologias de deplecdo de HSA
com a aplicacdo do nanomaterial desenvolvido e com o kit comercial.

Outro tipo de MNP para adsorcdo de HSA foi proposta em Borowska et al.
(2019), em que foi realizada sinteses de MNPs de magnetita aminadas revestidas com
quitosana, com diferentes numeros de grupos amino ligados a unidade piranose na
quitosana: Fes04-CS-Et(NH2)1-3. Os autores também avaliaram o efeito do método de
secagem (liofilizacdo ou estufa a vacuo) sobre a eficiéncia de adsor¢cao de HSA. Foi
mostrado que o método de secagem das MNPs tem uma influéncia chave na eficiéncia
de adsorcdo de HSA. Para os materiais aminados Fe3Os-CS-Et(NH2) e Fe304-CS-
Et(NH2)3 secos por liofilizagéo, a eficiéncia de adsorcao foi 200% maior do que para
as nanoparticulas secas em estufa a vacuo. Além disso, o0 método de aminacao teve
efeito sobre a eficiéncia de adsorcdo, para materiais obtidos sem solvente, o
rendimento foi aumentado em cerca de 35%. Infelizmente, resultados semelhantes
nao foram observados para nanoparticulas de Fe3Os-CS-Et(NH2)2. Nem o método de
sintese nem a secagem por liofilizacdo aumentaram o rendimento de imobilizacdo de
HSA, gue foi muito baixo em comparag¢do com as restantes nanoparticulas

Uma MNP revestida com amido aminado para imobilizacdo de HSA foi
apresentada por Borowska (2019). Diferente das estratégias de adsorgédo até aqui
apresentadas, a imobilizagao de HSA foi feita por ligagdo quimica com glutaraldeido.
A quantidade de HSA na superficie das MNPs de AS-Fe304 foi determinada a partir
da diferenca HSA utilizada para imobilizacdo e a HSA no sobrenadante apds a
separacao das MNPs por aplicacdo de um ima. Nestas condicbes as AS-Fe3Oq4
apresentaram uma capacidade de adsorgédo de HSA de 149,96 mg g™'.

Outra metodologia para adsorcao de HSA, e também para IgG, foi apresentada
em Gondim et al. (2018), em que foi utilizado um hidréxido duplo em camadas de Mg-
Al nao calcinado (Mg-Al LDH) como adsorvente, e avaliado o efeito da solugdo tampéo

e do pH sobre a adsorgao das proteinas. Os resultados indicaram que as capacidades
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maximas de adsorgio, estimadas pela isoterma de Langmuir, foram de 239 mg g
para IgG e 105 mg g' para HSA em tampdo TRIS-HCI. Por outro lado, a maior
seletividade para adsorgao de IgG foi obtida com tampéao fosfato em pH 6,5, em que
as capacidades maximas foram de 165 e 36 mg g' para a IgG e a HSA
respectivamente, e ambas puderam ser totalmente recuperadas por eluicado dos Mg-
Al LDH com cloreto de sodio (NaCl 1 mol L1).

2.4 OBJETIVOS

2.4.1 Objetivo geral

Desenvolver um método rapido, o qual possa ser aplicado em minutos, simples,
gue envolva poucas etapas e nao necessite de equipamentos complexos, e de custo
reduzido para deplecdo de HSA de soro, por meio da utilizacdo de nanoparticulas de

magnetita (Fes0a4) revestidas com TEOS, e também com TEOS e BSA.

2.4.2 Objetivos especificos

De acordo com Fang e Zhang (2008), um método ideal utilizado para
separacbes de misturas complexas de proteinas ou enriquecimento de grupos
especificos de PBAs deve possuir as seguintes caracteristicas:

a) Sintetizar nanoparticulas magnéticas de magnetita (Fes04) e revesti-las

com tetraetilortosilicato (TEOS) e albumina sérica bovina (BSA).

b) Realizar a caracterizagdo das FesOa4 puras e das revestidas, por meio das
técnicas de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), Espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), medida do potencial
zeta, analise termogravimétrica (TG), Difratometria de raios-X (DRX);

c) Otimizar as condi¢cdes experimentais de adsorcao e dessor¢céo de HSA de
soro sanguineo das nanoparticulas;

d) Estudar a interacdo da HSA com as nanoparticulas por meio dos estudos
de cinética e equilibrio (isotermas) de adsorcao;

e) Avaliar a eficiéncia do método de deplecdo desenvolvido por meio técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil-sulfato de
sédio (SDS).
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3 METODOLOGIA

3.1 REAGENTES

HSA, cloreto de ferro (Ill) tetrahidratado (FeCl3.4H20), sulfato de ferro (ll)
heptahidratado (FeS04.7H20), TEOS, BSA e borohidreto de sddio foram adquiridos
da Sigma Aldrich® (Steinheim, Alemanha). Hidréxido de amonio e alcool isopropilico
foram obtidos da Isofar® (Rio de Janeiro, Brasil). O acido cloridrico foi obtido da
Exodus Scientifica (Sdo Paulo, Brasil). O glutaraldeido foi adquirido da Rioquimica
(Séo José do Rio Preto, Brasil). Fosfato de potassio monobasico e dibasico, hidroxido
de sodio e cloreto de sédio foram obtidos da Synth (Diadema, Brasil). A agua
deionizada (18,2 MQ cm) foi obtida de um sistema de purificagdo de agua Milli-Q
(Millipore, Bedford, EUA). As solucbes padrao foram preparadas diariamente

O reagente de Bradford foi preparado com base em Bradford (1976), no qual,
em um baldo de 500 mL, misturou-se 50 mg de azul de cromassie, 25 mL de etanol
95% e 50 mL de &cido fosforico (85% PA). A solucdo foi agitada manualmente até a
solubilizacdo do cromassie, completando-se o volume com agua ultrapura. Encapou-
se 0 baldo com papel aluminio e manteve-os em banho ultrassénico por cerca de 4
horas. Posteriormente o reagente de Bradford foi filtrado e armazenado na geladeira
em frasco ambar (também encapado com papel aluminio). Sempre antes da utilizacéo
nos experimentos, a quantidade do reagente a ser utilizada é levada ao banho

ultrassoénico por 2 horas novamente.

3.2 OBTENGAO DAS NANOPARTICULAS MAGNETICAS

3.2.1 Sintese de magnetita

A sintese das nanoparticulas magnéticas foi feita pelo método de co-
precipitacédo descrito em Salviano et al. (2018) e Valenzuela et al. (2009) com algumas
modificacdes. Inicialmente, 4g de FeS04.7H20 (0,015 mol de Fe?*) e 7g de
FeCls.6H20, (0,030 mol de Fe®') foram dissolvidos em um baldo de trés bocas
contendo 300 mL de agua ultrapura previamente aquecida a 80°C. Apos dissolucao
dos sais de ferro, a solugéo foi mantida sob fluxo de N2 e agitacdo de 600 rpm por 10

min para desoxigenac¢ao. Em seguida adicionou-se 48 mL de uma solugdo a 30% de



118

NH4OH durante 5 min, utilizando uma bomba peristaltica com um fluxo de
aproximadamente 9,6 mL/min. Posteriormente, a solucéo foi mantida sob o fluxo de
N2 e agitacdo de 600 rpm durante 40 minutos. A solugéo resultante contendo o
precipitado preto (FesOas) foi resfriada a temperatura ambiente e lavada com &gua
deionizada até atingir-se o pH neutro. Em seguida as Fe30O4 resultantes foram secas

em estufa a 60°C durante 24 horas.

3.2.2 Revestimento das nanoparticulas com TEOS

O principal objetivo desse revestimento é estabilizar as nanoparticulas evitando
gue elas se aglomerem. O procedimento foi baseado em Zeng et al. (2012), para isso,
em 6 tubos de 50 mL contendo cada um 300 mg de FesOa4, adicionou-se 30 mL de
uma solucdo isopropanol/agua na proporcdo de 5:1 V/V. Posteriormente os tubos
foram sonicados durante 20 minutos e adicionados em cada um, 5 mL de NH4sOH
(28%) e 2 mL de TEOS (Tetraetilortosilicato). Apos as adi¢Bes, os tubos foram
deixados sob agitac@o horizontal méxima durante 12 horas ininterruptas. Concluido o
revestimento, as nanoparticulas resultantes (FesO4@TEOS) foram lavadas com o

auxilio do ima e posteriormente secadas em estufa a 60° C durante 24 horas.

3.2.3 Revestimento das Fe3s04@TEOS com BSA

O protocolo de revestimento foi baseado em Moraes et al. (2013). Inicialmente
preparou-se uma solucdo aquosa de BSA 1% (m/v), em que 1,5 g de BSA foram
solubilizadas em 150 mL de uma solucdo tampédo fosfato 0,05 mol L e pH 6,0.
Posteriormente, em 6 tubos de 50 mL, adicionou-se 500 mg de FesO4@TEOS e 20
mL da solucdo de BSA 1%. Em seguida os tubos contendo as solucGes foram
sonicados por 20 min e deixados em repouso por outros 10 min, sendo entéo
separados usando um ima.

Em seguida, adicionou-se 5 mL de uma solucao de glutaraldeido 25% em cada
tubo, sendo logo em seguida colocados no agitador horizontal em agitacdo de 1,6
durante 5 h. Retirou-se a solugéo de glutaraldeido 25% e adicionou-se a cada tubo,
10 mL de uma solucdo de borohidreto de sédio 1% (preparada no momento da
utilizacdo). Os tubos foram agitados manualmente por 10 s e colocados em repouso

por 3 min, sendo este processo de agitagdo/repouso repetido 10 vezes. Por ultimo, a



119

disperséo foi lavada exaustivamente com agua deionizada e com auxilio de ima até
gue toda a espuma residual fosse retirada e a agua de lavagem se tornasse limpida.
O material obtido (FesO4@TEOS@BSA) foi secado em estufa a 60 °C por 24 h.

3.5 CARACTERIZAGOES DAS NANOPARTICULAS

3.5.1 Difratometria de raios-X

A difracdo de raios-X foi realizada com um difratdbmetro automatico de p6 da
marca Rigaku modelo Ultima IV localizado no Laboratério de Cristalografia da
Universidade Federal de Alfenas - Campus Santa Clara. Foi utilizada radiacédo Cu Ka
(tubo selado) com 40 kV e 40 mA. A varredura foi realizada de modo continuo, a
temperatura ambiente, com velocidade de 2° 26 min, na faixa de 10 — 70° 26, sendo
as medidas obtidas da DRX obtidas a cada 0,05° 26.

3.5.2 Analise termogravimétrica

As andlises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento da marca
Netzsch, modelo TG 209 F3 Tarsus®. As andlises foram realizadas utilizando-se um
cadinho de Al203, com uma massa de 11,5 mg de amostra, a faixa de temperatura
analisada foi de 40 a 800°C com rampa de aquecimento de 10 °C min! sob atmosfera

inerte de nitrogénio (N2) com fluxo de 40 mL min-L.

3.5.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As amostras de cada nanoparticula foram preparadas por trituracdo de 1 mg
de nanoparticula com 100 mg de KBr, sendo a mistura comprimida com uma prensa
hidraulica para formar discos com aproximadamente 1 mm de espessura. Os
espectros foram obtidos a temperatura ambiente na faixa de comprimento de onda de
400 a 4000 cmt em um espectrofotdmetro Varian 3100, a temperatura ambiente, com
resolucdo de 4 cm™ e nimero de varreduras igual a 32, com o disco KBr servindo

como pano de fundo.
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3.5.4 Potencial zeta

As medidas de (potenciais zeta) foram obtidos utilizando-se um equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Assim, foram preparadas
solucdes tampéo (e eletrélitos) com concentracédo analitica de 0,02 mol L2, na faixa
de pH de 2 a 11, com a utilizacdo de NaOH (1 mol L) e H3PO4 (4 mol L'1). Foram
preparadas solucGes de 100 mg L de HSA e suspensdes aquosas (0,4 mg mL?) das
nanoparticulas de Fe3Oas, FesO4@TEOS e FesOs@TEOS@BSA para cada ponto de
pH da faixa estudada.

Para cada valor de pH foram realizadas 6 medidas de potencial zeta. Avaliou-
se a presenca de observacdes discrepantes (outliers) em todos os valores de
potencial conforme o pH, mediante a aplicacéo do teste de Grubbs (1950) ao nivel de
5% de significancia e por andlises gréficas, de modo que as observacoes
consideradas outliers foram retiradas dos dados. Para aplicacdo deste teste, foi
utilizada a funcao grubbs.test() disponivel no pacote outliers (KOMSTA, 2011) do
Sistema Computacional R (R CORE TEAM, 2021).

3.5.5 Microscopias eletrénicas de varredura

O tamanho e morfologia foram analisados por imagens de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) (FEI Company — XL30 FEG),trabalhando em 10 a 25
keV e spot 3. As amostras foram preparadas colocando uma gota da disperséo
coloidal diluida em etanol anidro depositado sobre uma placa de metal silicio (111).
Os contatos entre a amostra e o suporte foram feitos com tinta condutora de prata
(Degussa). Foi adicionado filme de silicone fixado em fita de carbono e, por fim, as
amostras foram secas em estufa a 40 °C por 12 h. Os histogramas foram construidos
usando o software de processamento de imagens Image-J de dominio publico. As
analises do detector de raios X dispersivo de energia 2D, EDX ou EDS foram
realizadas com mapeamento 2D trabalhando a 25 keV e ponto 4. O grafico foi plotado

analisando a energia liberada da emissao C Ka, O Ka, Fe Ka e Si La1.



121

3.6 ESTUDOS DE ADSORCAO E DESSORCAO
3.6.1 Otimizacao da adsorcao de HSA em Fe304@TEOS e Fe3:04@TEOS@BSA

Para estabelecer-se as condicbes Otimas de adsorcdo de HSA em
FesO4s@TEOS@BSA e Fe304@TEOQOS foi utilizado um delineamento composto central
rotacional (DCCR) com pontos centrais em triplicata, analisando-se as variaveis pH
(3,02 - 6,38), massa de nanoparticula (6,59 - 23,41 mg) e concentracdo de HSA da
solucdo (49,09 - 250,91 mg L1).

Em relacdo ao procedimento experimental, para cada ensaio do DCCR, foram
adicionadas as solu¢des de HSA de concentracdes e pH especificas em tubos de
vidro de 10 mL contendo as respectivas massas. Em seguida esses tubos foram
agitados em um agitador de tubos horizontal durante 1 hora e depois submetidos a
duas extracBes magnéticas de no minimo 10 minutos cada. Por altimo, aliquotou-se
0,2 mL de cada ensaio e 2,8 mL do reagente de Bradford em tubos de 10 mL, agitou-
0os manualmente e, apés 5 minutos de repouso, realizou-se a leitura em
espectrofotometro a 595 nm em cubetas de vidro. A variavel resposta analisada foi a

eficiéncia de remocao de HSA (%), obtida conforme expressao (59):

Re=100 x o~ % (59)
C

0

Em Re é a eficiéncia de remocao de HSA (%), co e ce (Mg L) sdo as concentragdes
iniciais e de equilibrio de HSA, respectivamente.

3.6.1.1 Avaliacdo complementar do efeito do pH na adsorcéo de HSA

Foi realizado um estudo complementar para validar os resultados das
otimizagbes da adsorgcéo e avaliar a influéncia do pH na adsor¢do da HSA nos
nanomateriais (FesO4@TEOS e FesO4@TEOS@BSA) Para isso, mediu-se 5 mg de
nanoparticula em tubos de ensaio de vidro de 10 mL. Em seguida foram preparadas
solucdes de HSA (tampéo fosfato) com concentracédo analitica de 20 mg L nos pHs
de 2,0; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,5; 8,5, utilizando-se H3POas (4 mol L?)
NaOH (1 mol L?), ressalta-se que algumas dessas soluces sédo apenas eletrdlitos,

uma vez que o fosfato ndo tampona em todas as regidbes de pH estudadas.
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Posteriormente, adicionou-se 1 mL de cada solucdo de HSA em pH especifico nos
tubos contendo o nanomaterial (em triplicata). A suspensdo foi mantida em um
agitador de tubos a uma velocidade 1000 rpm por 1 h. Em seguida, os tubos foram
submetidos a um campo magnético de imas de neodimio (40mm x 20mm x10mm)
para separacao das nanoparticulas. Recolheu-se 0,5 mL do sobrenadante em um tubo
de 10 mL, adicionou-se 1,5 mL de reagente de Bradford, agitou-se manualmente e
apos 5 min realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm.

A porcentagem de adsorcdo de HSA foi determinada pela razdo da média da
absorbéancia das triplicatas pela média das duplicatas de cada solucdo padrdo, de
acordo com o valor de pH avaliado. O uso da absorbancia como variavel resposta é
encontrado em literatura (BASAGLIA et al., 2017), aqui ndo se utilizou a quantidade
de proteinas adsorvidas pelo fato de que do reagente de Bradford pode ser
influenciado pelo pH, o que faz com que fosse necessario uma curva de calibracéo
para cada regido, um esforco desnecessario por se tratar apenas de um estudo

preliminar envolvendo uma Unica variavel.

3.6.2 Estudos de cinética de adsorgao

3.6.2.1 Nanoparticulas de FesO4@TEOS@BSA

Adicionou-se 5 mg de FesO4s@TEOS@BSA em tubos de ensaio de 10 mL. Para
cada tubo (triplicata) foi adicionado 1 mL de uma solugdo de HSA (20 mg L!) em pH
3,5 e mantidos sob agitacdo de 500 rpm nos tempos especificos de 0.08, 0.25, 0.5, 1,
2,3,4,5,7, 10, 20 e 60 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, as
nanoparticulas foram separadas com auxilio dos imas de neodimio, recolheu-se 0,5
mL do sobrenadante em um tubo de 10 mL, adicionou-se 1,5 mL de reagente de
Bradford e agitou-se manualmente, realizando-se a leitura em espectrofotbmetro a
595 nm apds 5 minutos.

Com a curva analitica ajustada e os valores de absorbancia encontrados com
o estudo de cinética, obteve-se os dados de quantidade de HSA adsorvida gt com o
tempo (mg g?) utilizando-se a expresséo (56) (TAN; HAMEED, 2017), em que co é a
concentracdo inicial de HSA (20 mg L™1), ce a concentragéo no tempot(mg L?),Véo
volume de solucdo de HSA adicionado (1 mL) e m (5 mg) € a massa de
Fes04s@TEOS@BSA adicionada no tubo.
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c,—C.)xV
- Lol (60)
m
Com os dados de gt e t obtidos, os modelos de cinética de adsorcdo de pseudo-
primeira ordem (PFO), pseudo-segunda ordem (PSO), ordem fracionaria (Avrami),
quimissorcdo (Elovich) e difusdo intraparticula (TAN; HAMEED, 2017) foram

ajustados.

3.6.2.2 Nanoparticulas de FesOs@TEOS

O estudo de cinética de adsor¢cdo de HSA em Fe304@TEOS foi conduzido
analogamente ao de FesO4s@TEOS@BSA, com a diferenca de que a concentracéo
do padréo de HSA foi de 100 mg L, o pH foi 4,5, a massa de nanoparticluas foi de
10 mg e os tempos de agitacéo foram de 0,05, 0,08, 0,17, 0,42, 0,67, 2, 3, 4, 5, 7, 10,
23, 35, e 60 minutos.

3.6.3 Estudos de isotermas de adsorgao

3.6.3.1 Nanopatrticulas de FesO4s@TEOS@BSA

Inicialmente, 1 mL de solu¢des de HSA (solucao de fosfato dibasico, 0,02 mol
L1, pH 3,5) nas diferentes concentracdes (100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 850 e 1000 mg L) foram adicionados em tubos de vidro contendo 10 mg de
FesO4s@TEOS@BSA. Os tubos foram agitados (1000 rpm) a 25 °C por 1 h, e as
nanoparticulas foram separadas magneticamente. Posteriormente recolheu-se 0,2 mL
do sobrenadante em um tubo de 10 mL, adicionou-se 2,8 mL do reagente de Bradford
e agitou-se manualmente, realizando-se a leitura em espectrofotbmetro a 595 nm

apos 5 minutos.

3.6.3.2 Nanoparticulas de FesO4@TEOS

Um procedimento analogo foi realizado para as nanoparticulas de
FesO4@TEOS, as Unicas diferencas foram as solugdes de HSA (solugéo de fosfato
dibasico, 0,02 mol L%, pH 4,5) nas concentraces de 220, 270, 330, 410, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 e 1200 mg L.
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Com as curvas analiticas ajustadas para cada pH (3,5 e 4,5) e os valores de
absorbancia do estudo de isotermas, obteve-se os dados de concentracdo de
equilibrio ce (mg L?). A quantidade de HSA adsorvida ge (mg.g™?) foi obtida de acordo
com a expressdo (57) (TAN; HAMEED, 2017), em que co (mg L) é a concentracdo
inicial de HSA (diferentes padrdes), V (mL) € o volume de solucdo de HSA adicionado

e m (g) a massa de nanoparticula adicionada no tubo.

qezw (61)
m

Com os dados de ge e ce obtidos, pode-se ajustar os modelos de isotermas de
adsorcdo de Langmuir, Freundlich, Dubinin-Radushkevich, Liu, Redlich-Peterson,
Sips, Hill, Toth, Koble-Corrigan, Khan, Langmuir-Freundlich, Temkin, Jossens e
Brunauer-Emmett-Teller (BET), obtidas a partir dos trabalhos de Ayawei, Ebelegi e
Wankasi (2017), Foo e Hameed (2010), Lima, Adebayo e Machado (2015) e Gritti e
Guiochon (2003).

3.6.4 Estudos de otimizagcdo da dessorcdao de HSA e reutilizagdo das

nanoparticulas magnéticas

Os estudos de otimizacao da dessorcéo foram realizados a fim de se avaliar a

recuperacdo da HSA adsorvida e a possivel reutilizacdo das nanopatrticulas.

3.6.4.1 Nanopatrticulas de FesOs@TEOS@BSA

Para se determinar as melhores condi¢cdes de dessorcdo de HSA utilizou-se
um delineamento composto central rotacional (DCCR) com quatro repeticbes no ponto
central, analisando-se as variaveis pH (3,14 - 9,86) e volume das solucdes de
dessorcédo (0,32 - 3,68 mL) e o tempo de agitacao (4,77 — 55,22 min). As variaveis
respostas analisadas foram a recuperacédo de HSA (%) para ambos os estudos de
dessorcéo e reutilizacao.

Com relacdo ao procedimento experimental de dessorcdo, inicialmente
adicionou-se 10,0 mg de FesO4s@TEOS@BSA em tubos de vidro de 10,0 mL. Em
seguida promoveu-se a adsor¢do de HSA adicionando-se 1,0 mL de uma solucéo de

HSA 200 mg Lt em pH 3,5 e agitou-se durante 60 minutos em um agitador de tubos
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a 1000 rpm. Apoés isso, realizou-se a separacdo magnética (2 etapas iguais) das
nanoparticulas deixando a solucdo sob influéncia de um campo magnético durante 25
minutos, separando o sobrenadante apds esse periodo. Obteve-se a absorbancia
desse sobrenadante a fim de se avaliar a quantidade de HSA adsorvida da primeira
adsorcao, a quantificacéo foi feita pelo método de Bradford, ja descrito anteriormente.

Com as nanoparticulas com a HSA adsorvidas, realizou-se os ensaios do
DCCR, adicionando os eluentes de dessor¢cdo em cada ensaio conforme o
delineamento. Realizou-se entdo duas separa¢gfes magnéticas, a primeira foi logo
apos a agitacao, deixando as solu¢des sob campo magnético durante 2 minutos, a fim
de que este tempo de separacdo nédo influencie a cinética de dessor¢cao do processo.
Logo em seguida, a fim de se remover possiveis hanoparticulas ainda em suspenséao
na solucao, realizou-se uma segunda separacdo magnética com o tempo de 25
minutos. De acordo com estudos pilotos de dessorcao realizados, a recuperacao de
HSA ocorre em baixas porcentagens, abaixo do limite de quantificacdo da curva
analitica (25 mg L1), diante disso foi necessaria a adicdo de uma solugdo padrdo de
HSA para quantificacdo pelo método de Bradford. Desse modo, para as medidas da
absorbancia do eluato de dessorcéo resultante, mediu-se 100 pL do eluato de cada
ensaio e adicionou-se 100 yL de uma solugdo padrdo de HSA 50 mg L* em pH igual
ao da solucdo de dessorcdo do ensaio, a solucao resultante foi quantificada pelo
método de Bradford, j& descrito anteriormente.

Para o calculo da concentracdo de HSA recuperada baseado nas
absorbancias dos ensaios do DCCR, utilizou-se as curvas analiticas obtidas em cada
pH de dessorcao (4,5; 6,5 e 8,5), 0s pontos axiais correspondentes a variavel pH (3,14
e 9,86) foram quantificados pelas curvas construidas em pH 35 e 8,5
respectivamente, com os devidos fatores de corregao.

ApOs o0s testes de dessorcdo, promoveu-se entdo a reutilizacdo das
nanoparticulas com uma nova adsorcdo de HSA, repetindo-se 0s mesmos
procedimentos da primeira adsor¢cdo para obtencdo dos eluatos dos ensaios. As
concentragcbes de HSA no sobrenadante foram determinadas pelo método de
Bradford, ja descrito anteriormente. As respectivas porcentagens de adsorgéo foram

obtidas de acordo com a expressao (57):

CTEC
C,—C

0 [

R, =100x (62)
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Em que Rc é a recuperagdo de HSA (%), Co, Ce € Crec (Mg L) sd0 as concentragdes
inicial, de equilibrio (ap6s a adsorcao) e de HSA recuperada, respectivamente. Os
modelos obtidos e as condi¢fes 6timas foram anélogas a otimizacdo de adsor¢ao ja

descritos acima.

3.6.4.2 Nanoparticulas de FesOs@TEOS

Os estudos de otimizacdo da dessorcdo de HSA e da reutilizacdo das
FesO4@TEOS foram feitos seguindo o0 mesmo procedimento geral descrito nos
estudos com as FesO4s@TEOS@BSA. Utilizou-se um delineamento composto central
rotacional (DCCR) com quatro repeticdes no ponto central, analisando-se as variaveis
pH (4,98 — 10,02) e volume das solucdes de dessorc¢ao (0,32 - 3,68 mL) e o tempo de
agitacao (4,77 — 55,22 min). As variaveis respostas analisadas foram a recuperacao
de HSA (%) para ambos os estudos de dessorcéo e reutilizagao.

Foram feitas curvas de calibragédo nos pHs de 6, 7,5 e 9, o padrédo de HSA
utilizado na adsorc¢éo foi de 250 mg Lt em pH 4,5 e os padrdes adicionados para as
leituras, que foram na concentragdo de 100 mg L. As variaveis respostas analisadas
também foram a recuperacdo de HSA (%) para ambos os estudos de dessorcao e

reutilizacao.

3.6.5 Analises estatisticas

As curvas de calibracdo foram ajustadas com a funcao Im, e a qualidade do
ajuste da curva foi avaliada por meio da analise das pressuposi¢cdes basicas da
analise de regressao (normalidade, independéncia e homogeneidade de variancia dos
residuos do modelo) e pelo coeficiente de determinacdo multipla (R?). Para obtencéo
dos modelos de otimizacéo, das superficies e das curvas de nivel foi utilizado o pacote
rsm (LENTH, 2009), o qual contém todas as fun¢cbes necessarias. Todas as funcdes
e 0 pacote rsm citados estdo disponiveis no Sistema Computacional R (R CORE
TEAM, 2021).

Para avaliar as pressuposi¢coes basicas dos modelos de otimizacdo e das
curvas de calibracédo, os residuos foram analisados quanto a normalidade utilizando o

teste de Shapiro e Wilk (1965), a independéncia pelo teste de Box e Pierce (1970) e
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a homocedasticidade da variancia pelo teste de Breusch e Pagan (1979). As
pressuposicoes basicas também foram avaliadas por meio de analises graficas das
dispersdes dos residuos.

Os modelos de cinética e isotermas foram ajustados com programacéo direta
dos modelos com a funcao nls, também disponivel no Sistema Computacional R (R
CORE TEAM, 2021). A selecédo dos modelos foi realizada com base na analise das
pressuposicdes basicas da analise de regressao, critérios de informacdes de Akaike
corrigido (AICc), Bayesiano (BIC) e de Akaike (AIC), desvio padrao residual (RSD),
métricas de ajuste apresentadas na Tabela 4 e na significancia dos parametros do

modelo. O AICc, o BIC e o AIC foram obtidos respectivamente pelas expressoes:

. 1
AlCc = —IogL(9)+2(p)+2rF:(_P;;_i (63)
BIC = ~logf (x, |8) + pxlog(n) (64)
AIC = —IogL(é) +2(p) (65)

em que n e p sdo 0s numeros de ensaios experimentais e de parametros do modelo

ajustado respectivamente, L(é) € a funcdo de maxima verossimilhanca do modelo,

p € o numero de parametros, n € o nimero de observac¢des do experimento f(xn|8) €
o modelo estudado, xn € a variavel independente (tempo para os modelos de cinética

ou concentragao para as isotermas, 6 sdo os parametros). Considerando um modelo

genérico Y= f(Xn,9)+€, y é a variavel de resposta, . € o erro aleatdrio, em que

€NN(0,O'e), o desvio padrao residual € uma estimativa de oe que reflete a

variabilidade de «.
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Tabela 4 - Métricas de avaliagdo da qualidade de ajuste utilizadas para selegao dos
modelos de cinética e isotermas.

Sigla Expressao Nome
ARE 100 Zn: qei.exp — 06 carc
= Erro médio relativo
SSE n 2 Soma de quadrado dos
;(qei.calc - qei.exp ) residuos
HYBRID 100 i qei.exp - qei.calc
n—pis € exp Erro fracionario hibrido
EABS n
;‘qei.exp - qei.calc Soma de erros
absolutos
MPSD 1 <[ qe ge 2 Desvio padréo
i.exp ~ Vi.calc
100 n—p le{ <;e } percentual de
1= i.exp
Marquardt
SRE n , Desvio padréo do erro
;[(qei.exp - qei.calc) - ARE] relativo
n-1
2 2 Estatistica de ui-
Y4 . (qei.calc - qei.exp) Q
Z quadrado
i=1 qei.exp
Log-veros n
L =11 (98 s .
(ge.6) 1|_1[ (qe"exF” 9) Log-verossimilhanga
R? p — 2 p 27l Coeficiente de
zi=1(qei.exp _qeexp) _Zi=l(qei.exp _qei.calc) . " Lo
. — 2 determinagéo multipla
Zizl(qei.exp - qeexp )
R%ajust _ Coeficiente de
j 1-(1-R?) n,—-1
n,—p-1 determinagéo ajustado

Fonte: Elaborado pelo autor (2023), baseada em Foo e Hameed (2010).

Qeiexp: Cada observagéo experimental de ge; geicac: valor teérico de ge predito pelo modelo;

n: nimero de observacdes (nUmero de concentracdes ou tempos); p: nUmero de parametros; 6: vetor
de parametros do modelo.

Todas as analises estatisticas foram realizadas considerando-se o nivel de

significancia de 5%.



129

3.7 ANALISES DE AMOSTRAS DE SORO HUMANO

3.7.1 Quantificagcao de proteinas totais

Inicialmente centrifugou-se uma amostra de sangue a 3300 rpm por 4 minutos
(duas etapas iguais). Em seguida, coletou-se o soro resultante e fez-se as diluicbes
de estudo. Para as nanoparticulas de FesOs@TEOS@BSA, as diluicbes foram feitas
em balées de 5 mL, considerando os fatores de diluicdo de aproximadamente 1087,
758, 373, 250 e 188 vezes, o volume dos balbes foram entdo completados com agua
em pH 6timo de 3,5. Analogamente, para as nanoparticulas de FesOs@TEOS, os
fatores de diluigdo foram de 758, 373, 250, 188 e 150 vezes, completando o volume
com agua em pH 4,5. Pelo fato de que as FesO4@TEOS possuem maior capacidade
de adsorc¢do, ndo se avaliou a diluicdo de 1087 vezes, mas incluiu-se a de 150 vezes.

Adicionou-se 1 mL de cada padréo de soro das diferentes diluicdes nos tubos
(em triplicata) contendo 15 mg de nanoparticula. A suspensdo foi mantida em um
agitador de tubos a uma velocidade de no minimo 600 rpm por 30 minutos para
promover a adsorcao das proteinas presentes no soro. Em seguida, os tubos foram
submetidos a duas extracfes magnéticas de 10 minutos cada para separacao das
nanoparticulas da suspensdo e obtencdo do sobrenadante. As proteinas totais do
sobrenadante foram entdo quantificadas pelo método de Bradford. Tal procedimento
foi feito para ambas as nanopatrticulas.

Quantificou-se também as proteinas totais dos padrées de soro de diferentes
diluicdes pelo método de Bradford, para avaliar a quantidade de proteinas adsorvidas
apos a adsorcao pelas nanoparticulas. Para o célculo aproximado das concentraces
de proteinas totais foram utilizadas as curvas de calibracdo de HSA obtidas nos pHs
otimos de 3,5 e 4,5 respectivamente para as nanoparticulas de FesO4s@TEOS@BSA
e FesO4s@TEOS.

3.7.2 Corridas de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil-
sulfato de sédio (SDS)

Inicialmente foram preparadas as solucdes necessarias a eletroforese, as quais
foram 1 L de eletrdlito (tampé&o de corrida), adicionando-se 3,0 g de tris base, 14,8 g

de glicina e 1,0 g de SDS e completando volume com agua destilada para 1 L. Em
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seguida, preparou-se 500 mL da solucéo corante adicionando-se 1,25 g de Cromassie
Blue R 250, 227 mL de metanol, 46 mL de acido acético e completando volume para
500 mL. Posteriormente preparou-se 1 L de solugdo descorante, misturando-se 430
mL de metanol e 70 mL de &cido acético completando volume para 1 L. Por ultimo foi
preparado o tampado de ruptura das amostras, adicionando-se 3,5 mL de &agua
ultrapura (MILI-Q), 1,0 mL de tampé&o 0,5 mol L de tris-HCI pH 6,8; 0,8 mL de glicerol,
1,6 mL de uma solugcdo de dodecil-sulfato de sédio (SDS) 10%, 0,4 mL de 2-
mercaptoetanol e 0,4 mL de azul de bromofenol 1% (m/v).

Obtidas as solu¢Bes necessarias, 0 proximo passo foi realizar o preparo de
amostras para eletroforese. O procedimento consiste em transferir para um tubo
Eppendorf com a tampa furada, 150 yL de amostra e 50 yL de tampéo de ruptura,
mantendo-se o tubo em agua fervente (minimo de 80° C) durante 2 minutos. A amostra
depois de preparada € entéo transferida para outro eppendorf, podendo ser utilizada
no momento ou armazenada na geladeira por até dois dias.

O dltimo estagio é o preparo do gel de acrilamida/bis-acrilamida. O gel de
eletroforese SDS utilizado € formado por duas regides, a primeira um gel de
concentracdo de 4% e a segunda por um de separacdo 12%. O gel de separacéao foi
preparado do seguinte modo: inicialmente adicionou-se em um béquer 4,0 mL de uma
solucéo de acrilamida/bisacrilamida (30/2,67 %), 3,350 mL de agua destilada, 2,500
mL de uma solucdo tampéo 1,5 mol L de tris-HCI pH 8,8, 100 yL de uma solugéo de
SDS 10 %, 100 pyL de persulfato de aménio 10 % e 15 pL de TEMED. A solucao
resultante foi adicionada nas placas de vidro e logo em seguida adicionou-se n-butanol
sobre a superficie da solugcdo para homogeneizacdo da superficie. O sistema
resultante foi mantido em repouso durante 20 minutos até a completa polimerizacéo
do gel. Decorrido o tempo, o n-butanol foi lavado com agua destilada e a regido entre
as placas de vidro foi seca com papel filtro.

Posteriormente, foi preparado o gel de concentracdo acima da superficie do gel
de separacdo, para isso foram adicionados 0,667mL de uma solucdo de
acrilamida/bisacrilamida (30/2,67 %), 3,050 mL de agua destilada, 1,250 mL de uma
solucéo tampé&o 0,5 mol L de tris-HCI pH 6,8, 50 uL de uma solugdo de SDS 10 %,
50 pL de persulfato de aménio 10 % e 10 uyL de TEMED. Em seguida foi colocado o
pente de fossos no gel e o sistema também foi mantido em repouso durante 20

minutos até a completa polimerizacéo.
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Obtido o gel final, retirou-se o pente e adicionou-se 25 UL de cada amostra em
cada um dos respectivos fossos e 20 yL dos marcadores de corrida e peso. Montou-
se entdo o sistema, adicionou-se a solucdo de eletrdlito e realizou-se a corrida a uma
voltagem constante de 150 V. Na proxima etapa o gel foi separado das placas de vidro
e transferido para um recipiente contendo a solucdo corante, sendo mantido em
agitacdo manual por 10 minutos. Em seguida o gel foi lavado com agua destilada e
deixado mergulhado na solucéo descorante durante 24 horas. Em todos os géis de
eletroforese pelo menos uma banda na corrida referia-se a uma solucdo padréo de
HSA, cuja concentracdo calculada posteriormente foi utilizada no calculo de fatores
de correcdo para minimizar variacbes experimentais nos resultados decorrentes de
variacoes inter dia em relacdo as curvas de calibracéo.

Terminado todo o processo, o gel foi entdo fotografado em um analisador de
imagens Chemidoc (Bio-Rad, USA) e as imagens obtidas foram analisadas no
software Image Lab (Versdo 6.1.0, edicdo padrédo, 2020, Laboratorios Bio-Rad). A
varidvel resposta selecionada para analises foi o volume ajustado. O volume
corresponde a soma de todas as intensidades dentro dos limites da banda e o volume

ajustado € o volume corrigido pelo background da banda.

3.7.3 Diluigoes do soro

A fim de definir-se a diluicho do soro mais adequada para os estudos de
eletroforese, realizou-se um teste de triagem avaliando-se uma corrida de eletroforese
de seis diferentes diluicdes de soro, as quais consistiram de 758, 373, 250, 188, 150
e 5 vezes. As bandas das proteinas de soro no gel obtido foram avaliadas visualmente
quanto a intensidade, e foi escolhida a diluicdo que apresentou a intensidade das

bandas entre média e alta.

3.7.4 Curvas de calibragao

Obteve-se uma curva de calibracio em duplicata (duas curvas em géis
diferentes) para calculo das concentracdes de HSA na eletroforese a partir do volume
ajustado obtido com o Image Lab. Para isso, avaliou-se os calibradores nas
concentracbes de HSA de 0, 40, 70, 100, 200, 300, 400 e 500 mg L. Como a

eletroforese independe do pH, a mesma curva foi utilizada tanto para os estudos da
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deplecdo e dessorcdo das proteinas com ambas FesOs@TEOS@BSA e
FesOs@TEOS.

3.7.5 Deplegoes multiplas

A fim de avaliar-se o efeito da massa de nanoparticulas na deplecdo de HSA de
soro e comparar os resultados obtidos com os da otimizagcdo da adsor¢cdo de HSA
solubilizada em agua, realizou-se um estudo de diferentes deplecbes de HSA
consecutivas com 20 mg de nanoparticulas em soro diluido. Para as nanoparticulas
de FesO4s@TEOS@BSA, o soro foi diluido 188 vezes com agua em pH de 3,5 e para
as FesO4@TEQOS, 188 vezes com agua em pH 4,5. Avaliou-se o efeito da deplecao
em 1, 2 e 3 etapas (duplicata) com 20 mg de nanoparticula. O procedimento

experimental representado na Figura 6, foi analogo para ambas as nanoparticulas.

Figura 6 - Esquematizagao das deplegdes consecutivas.

1 mL de soro dilnido
188 vezes

Soro depletado 1 Soro depletado 2 Soro depletado 3

40 min agitagdo + 40 min agitacao +

40 min agitagao + I
Separagdo magnética

J

Separagao magnética Separagdo magnética

Nanoparticulas Nanoparticulas Nanoparticulas

Fonte: Autor (2023).

Para a primeira deplecdo, adicionou-se 1 mL de soro diluido em 6 tubos de
ensaio contendo 20 mg de nanoparticulas em cada um e agitou-os durante 40 minutos
a 500 rpm a 25°C, separando-os com o ima logo seguida. Obteve-se assim o soro
depletado 1 (tubos 1 e 2, duplicatas). Os sobrenadantes de deplecéo restantes (tubos

3 — 6, duplicatas) foram transferidos para outros tubos contendo 20 mg de
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nanoparticulas e todo processo de agitacéo e separacao foi repetido, nessa etapa foi
obtido o soro depletado 2 (tubos 3 e 4). Em seguida, repetiu-se todo o processo para

os tubos 5 e 6 (duplicatas) obtendo-se o soro depletado 3.

3.7.6 Dessorgao

Nos experimentos de otimizacéo da dessorcao de HSA realizados anteriormente
nao foi possivel utilizar o NaCl por ele ser um interferente do reagente de Bradford,
mas como ha na literatura varios relatos de sua acdo como auxiliar na dessorcao
(NICOLAS; FERREIRA; LASSALLE, 2019; SANTOS et al., 2021; ALMEIDA NETO;
VIEIRA; DA SILVA, 2014), decidiu-se avaliar seu efeito na dessor¢édo da HSA de soro
das nanoparticulas na eletroforese.

Para isso, inicialmente promoveu-se a deplecdo de HSA adicionando-se 1 mL
de soro diluido 188 vezes (pH 3,5 em 6 tubos contendo 70 mg de
FesO4s@TEOS@BSA, agitando-os durante 40 minutos a 500 rpm. Em seguida,
realizou-se duas extracdes magnéticas de 10 minutos cada. Posteriormente, aos
tubos contendo as nanoparticulas, adicionou-se as solucbes de dessorcdo do
seguinte modo:

a) Tubos 1 e 2: 0,5 mL de agua em pH 9,2;

b) Tubos 3 e 4: 0,5 mL de uma solucdo de NaCl 0,5 mol Lt pH 9,2;

c) Tubos 5 e 6: 0,5 mL de uma solugéo de NaCl 1,0 mol L1 pH 9,2.

Em seguida agitou-se os tubos durante 40 minutos a 500 rpm e realizou-se a
separacdo magnética. Obtidos entdo os eluatos de dessorcéo, realizou-se entdo o
processo de ruptura das amostras, conforme ja descrito.

Para as FesO4@TEOS, seguiu-se os mesmos procedimentos, as Unicas
diferencas foram o pH do soro diluido (pH 4,5), a massa de nanoparticulas nos tubos

(50 mg) e o pH das solu¢Bes de dessorcéao (pH 8,3).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENGAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de Fe3O4 (FIGURA 7 - a) foram obtidas com massa proxima
a 3g de acordo com o protocolo utilizado, apresentando coloragdo negra apds a
secagem. As MNPs de FesO4@TEOS, (FIGURA 7 - b), foram obtidas com massa
média em torno de 3g, apresentando coloragdo amarronzada depois de secas. Ja as
MNPs de FesO4@TEOS@BSA, (FIGURA 7 - c) apresentaram massa em torno de 2g,

com coloragado amarronzada levemente mais claras que as FesO4@TEOS.

Figura 7 - Nanoparticulas obtidas em cada etapa.

Fonte: Autor (2023).
Legenda: a) MNPs de Fe3O4
b) MNPs de FesO4@TEOS
c) MNPs de FesO4@TEOS@BSA
NOTA: As quantidades dos frascos ndo representam o produto
de uma sintese ou revestimento, tratam-se de
ilustracBes de quantidades em estoque.

E importante ressaltar que os rendimentos foram menores que o esperado, uma
vez que durante o processo de lavagem apds os revestimentos com TEOS e com
BSA, notou-se a presenca de FesO4 ndo revestida pela forte coloracdo escura. Para
retirada deste material, baseou-se em sua maior magnetizacéo e densidade, de modo
que as particulas de Fe3Os se sedimentem mais rdpido que sob acdo do campo
magnético. Aproveitando-se disso, realizou-se sucessivas de adicfes de agua

deionizada, agitacdo e magnetizacdo seguida de rapida separacédo da dispersédo de
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FesO4s@TEOS ou FesO4s@TEOS@BSA para outro béquer, reiniciando todo o
procedimento em seguida. Durante essa etapa de separacdo, pequenas quantidades
de Fes304 revestidas eram perdidas ao se sedimentar junto com as Fes3Os4 né&o
revestidas. Embora haja uma redugcdo na quantidade de nanoparticulas obtidas, ha

uma maior pureza do material resultante.
4.2 CARACTERIZACOES DAS NANOPARTICULAS

As MNPs sintetizadas e revestidas foram caracterizadas pelas técnicas de
difratometria de raios-X (DRX), analises termogravimétricas (ATG), espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) e potencial zeta, cujos resultados
sao apresentados nas sec¢des a seguir.
4.2.1 Difratometria de Raios-X (DRX)

Os resultados das analises de DRX séo apresentados no Grafico 1:

Grafico 1- Padrdes de difracdo de DRX das MNPs estudadas.

(311)
S — Fey04
o ' —— Fes04@TEOCS
—— Fe:0s@TEOS@BSA
= o
@ _
bR J
@
® o Silica
% =3 amorfa (220)
g
c o
= B
D —
T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
26 (°)

Fonte: Autor (2023).

Os difratogramas apresentados no Grafico 1 confirmam as modificagbes na

superficie das nanoparticulas bem como sua integridade cristalina apds o0s
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revestimentos. As Fes3Os apresentaram picos de difragdo com 20 a 30°, 35,5°, 43°,
53,5° 57° e 63°, 0 que corresponde aos planos de cristal de (220), (311), (400), (422),
(611) e (440), respectivamente. Isso € indicativo de uma estrutura de espinel cubico
da magnetita. O mesmo conjunto de picos caracteristicos também foi observado para
Fes04@TEOS e Fes04@TEOS@BSA, indicando a estabilidade da fase cristalina das
nanoparticulas de FesO4 durante os revestimentos com TEOS e com BSA. Nota-se
uma pequena diminuicdo da intensidade dos picos apds os revestimentos com TEOS
e BSA e também uma diminuicdo de intensidade do sinal da silica amorfa apds o
revestimento com BSA. Padrbes de DRX semelhantes de nanoparticulas de Fes3O4
foram encontrados por Loh et al. (2008), Wang et al. (2010), Liu et al. (2015), Wanijeri
et al. (2018) e Chen et al. (2020).

4.2.2 Analise termogravimétrica

Os resultados das analises termogravimétricas séo apresentados no Grafico 2:

Grafico 2 - Analise termogravimétrica das nanoparticulas: Termogravimetria (TG)
Termogravimetria derivada (DTG).
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Fonte: Autor (2023).
Legenda: (a) Termogravimetria (TG)
(b) Termogravimetria derivada (DTG).

A andlise do Grafico 2 (a) e (b) demonstra a efetividade dos revestimentos com
TEOS e BSA tendo em vista as diferencas nas curvas de perda de massa das
respectivas nanoparticulas, percebe-se também a alta estabilidade térmica das

mesmas, devido a minima perda de massa ao longo do aumento de temperatura. Na
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Figura 9 é demonstrada a perda de massa caracteristica das MNPs, para as Fe3Oa,
por se tratar de um material inorganico, a perda de massa, em torno de 5%, € atribuida
a eliminacdo de agua das amostras por volta de 80° C, o que fica mais nitido no pico
apresentado na Figura 9 (b). Apés a primeira perda de massa devido a agua adsorvida
na superficie do material, a segunda perda de massa que ocorre entre 200 e 320 °C,
mais especificamente em 270 °C, é atribuida a conversao de FesO4 (magnetita) em y-
Fe203 (maghemita), e por volta de 320 °C a y-Fe2Os3 passa a a-Fe203, que é a
conversdo da maghemita em hematita, alterando a estrutura cristalina e as
propriedades magnéticas do material.

As nanoparticulas de FesOs@TEOS e FesO4@TEOS@BSA apresentaram um
perfil de perda de massa bastante semelhante, em que essa perda foi inferior a 13%.
A camada de BSA formou um filme muito fino nas nanoparticulas de FesOs@TEQOS,
0 que justifica as diferencas inexpressivas na perda de massas das nanoparticulas.
Além da perda de agua mencionada, os recobrimentos com TEOS e BSA também
demonstram perdas provenientes da condensacdo de grupamentos hidroxilas
presentes nas suas superficies, degradacdo de grupamentos etéxidos do
revestimento com TEOS e da decomposi¢cdo da camada de BSA propriamente dita,
sendo essa Ultima mais nitida pelo pequeno pico em azul, o qual se inicia em torno de
210° C na DTG Figura 9 (b), resultado semelhante foi observado em Li et al. (2013b).
A elevada estabilidade térmica das nanoparticulas de Fes3Os4 e FesOs@TEOS é
reportada em Liu et al. (2015) e as FesO4s@TEOS@BSA em Santos et al. (2021).

4.2.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de FT-IR das MNPs sao apresentados no Gréfico 3:
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Grafico 3 - Espectro de Espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR) das nanoparticulas.
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Fonte: Autor (2023).

Os espectros apresentados no Grafico 3 confirmam as modificagcdes na
superficie das nanoparticulas bem como sua integridade ap0s os revestimentos. A
banda caracteristica da vibracdo de estiramento da ligacao Fe-O, localizado em torno
de 580 cm, foi encontrado nas nanoparticulas de FesOs e nas demais, o que mostra
a integridade das nanoparticulas apds as etapas de revestimento. As bandas situadas
em aproximadamente 790, 950 e 1100 cm sdo atribuidas respectivamente ao
estiramento simétrico da ligacdo Si-O e estiramentos assimétricos de Si-OH e Si-O-
Si, 0 que mostra que a superficie das Fes3O4 foi revestida com TEOS, essas bandas
estdo presentes nas MNPs de FesO4s@TEOS e FesOs@TEOS@BSA, confirmando a
integridade da camada de silica apdés o revestimento com BSA. Resultados
semelhantes foram obtidos por Shahabadi et al. (2016).

A auséncia de bandas em 1550 e 1250 cm™? nas nanoparticulas de
FesO4s@TEOS@BSA, os quais correspondem as amidas Il e lll, pode ser explicada
pela alta densidade de grupos quimicos na superficie devido aos grupamentos
originarios do TEOS (SANTOS et al., 2021). A fina camada de recobrimento com BSA
apresenta uma quantidade de BSA muito pequena que provavelmente foi insuficiente

para apresentar bandas que sejam mais nitidos que os ruidos dos espectros.
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Observou-se que a banda caracteristica da vibragcédo de estiramento da ligacao
Fe-O sofreu um deslocamento, situando-se em aproximadamente 480 nm, indicando
que o Fes304 foi influenciada pelo revestimento de silica devido a possivel formacéo
de ligacao Fe-O-Si, o que também foi observado por Liu et al. (2015) e Wanjeri et al.
(2018). As bandas localizadas em 3432 e 1630 cm™ sdo caracteristicos de estiramento
vibracional de -OH, provavelmente devido a existéncia de hidroxilas e H20 na

superficie das nanoparticulas (WANJERI et al., 2018).
4.2.4 Potencial zeta

As medidas de potencial zeta foram realizadas para se determinar a carga
superficial das nanoparticulas e da HSA. No Grafico 4 e no Gréfico 5 sao apresentados
respectivamente o perfil das curvas de potencial e o potencial zeta médio das

nanoparticulas de Fes3Oas, FesO4@TEOS e das FesO4s@TEOS@BSA:

Grafico 4 - Potencial zeta e ponto isoelétrico das nanoparticulas e da HSA.
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Fonte: Autor (2023).
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Grafico 5 - Potencial zeta médio das
nanoparticulas magnéticas.
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Fonte: Autor (2023).

A forma de representacdo do potencial zeta médio no Gréfico 5 foi baseada em
Wanjeri et al. (2018). O Grafico 4 evidencia que o revestimento foi efetivo, uma vez
gue cada nanoparticula apresentou uma curva de potencial com um perfil diferente,
assim como diferentes valores do ponto isoelétrico (PIl). As nanoparticulas de Fe3O4
apresentaram uma variagédo de potencial de -73,55 mV ao longo da faixa estudada
(GRAFICO 4), sendo o potencial médio de -23,92 mV (GRAFICO 5). O ponto
isoelétrico encontrado foi o pH de 3,5. As nanoparticulas de Fes:0s@TEOS
apresentaram uma variacéo de potencial de -91,42 mV ao longo da faixa (GRAFICO
4), sendo o potencial médio de -35,33 mV (GRAFICO 5). O ponto isoelétrico obtido foi
o pH de 3,5. As diferencas nos valores destes parametros, quando comparados aos
das nanoparticulas de Fe3sO4 demostram que o revestimento com TEOS foi efetivo.
Para as nanoparticulas de FesO4s@TEOS@BSA, a variacdo de potencial foi de -75,78
mV (GRAFICO 4) e o potencial médio de -13,18 mV (GRAFICO 5). As diferencas nos
valores destes parametros, quando comparados aos das MNPs de Fe3O4@TEOS
demostram que o revestimento com BSA foi obtido. O Pl encontrado foi o pH de 4,7,
o0 qual corresponde também ao Pl da BSA pura, sendo outro indicio quanto a

efetividade do recobrimento com a BSA.

4.2.5 Microscopias eletronicas de varredura

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foi utilizada para examinar o
tamanho e a morfologia das de Fe304, FesO4@TEOS e FesO4s@TEOS@BSA.
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Figura 8 - Microscopia eletrénica de varredura das nanoparticulas de Fe3Oa.

Fonte: Autor (2023).
a-i) Diferentes ampliagbes de imagem mostrando que as Fe3O4 sdo menores a 50 nm.

A analise MEV das Fes3Os4 apresentadas na Figura 8 mostrou que as
nanoparticulas sdo menores que 50 nm e essas particulas aglomeram-se formando
clusters maiores que 1 uym. O tamanho de particula do Fe3Os4 ndo pode ser
determinado com precisdo em todas as imagens, mas o tamanho menor que 50 nm
corresponde aos tamanhos obtidos por outros autores usando a mesma metodologia
(SALVIANO et al., 2018; VALENZUELA et al., 2009).
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Figura 9 - Microscopia eletrénica de varredura das nanoparticulas de FesO4@TEOS.

Fonte: Autor (2023).
a-f) Diferentes ampliagdes de imagem das FesO4@TEOS.

A analise MEV das Fe3sO4@TEOS (FIGURA 9) mostrou particulas possuem
formato esférico uniforme, monodispersas e com tamanho médio de 695 + 229 nm. O
revestimento das FesOs4 com TEOS promoveu a formagado de “nucleo-casca” das
particulas FesO4@TEOS e protegeu as nanoparticulas de possivel aglomeragao e
crescimento como ocorreu nas Fes3O4 puras. As FesO4@TEOS sdo muito homogéneas,

com uma faixa de distribuicdo de tamanho estreita.
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Figura 10 - Microscopia eletronica de varredura de particulas de FesO4@TEOS@BSA.

e

Fonte: Autor (2023).
a-f) Diferentes ampliacdes de imagem das FesO4@TEOS@BSA.

As particulas foram encapsuladas com BSA resultando nas
FesOs@TEOS@BSA (FIGURA 10). A camada de BSA formou um filme fino nas
nanoparticulas de FesO4@TEOS, portanto ndo foram observadas alteractes
expressivas nos tamanhos e formatos das particulas, o que é condizente com 0s
resultados das analises de termogravimetria (TG) e infravermelho (FT-IR) de ambas

as nanoparticulas discutidas anteriormente.
4.3 ESTUDOS DE ADSORCAO E DESSORCAO

Apbs as caracterizagfes de algumas propriedades das MNPs, prosseguiu-se
entdo para os estudos de adsorgédo, em que inicialmente avaliou-se a interacao da
HSA com as MNPs de FesO4@TEOS e FesO4s@TEOS@BSA sob diferentes pHs a fim
de se avaliar em qual pH ha maior adsorgdo. Apos essa avaliagéo inicial, definiu-se
qual a nanoparticula mais adequada e a faixa de pH em que ocorre maior adsor¢éo
de HSA. Em seguida, estas informacdes foram utilizadas nos estudos de triagem das
principais variaveis que influenciam no processo de adsorcao (pH, massa de
FesO4s@TEOS@BSA e concentragdo de HSA) para definir quais as condigbes dos

experimentos de cinética e isotermas de adsor¢ao.
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4.3.1 Estudos de otimizagao da adsorg¢ao de HSA

Antes de se apresentar os estudos de otimizag&do da adsorgédo propriamente
ditos, apresentar-se-d4o0 as principais informacfes relacionadas as curvas de
calibracdo de HSA em diferentes pHs, as quais foram utilizadas na obtencédo das
concentracfes de HSA nos delineamentos de otimizacéo. Inicialmente avaliou-se a
precisdo das absorbancias dos calibradores das curvas pela analise dos coeficientes
de variagdo associados, sendo os resultados apresentados na Tabela 5:

Tabela 5 - Coeficientes de variacédo (%) dos
calibradores das curvas de HSA
conforme o pH.

Concentracdes | Coeficientes de variacao

(mg L) pH3,7 | pH4,7 | pH5,7
0
25 10,27 13,7 7,15
50 7,39 21,80 2,68
75 2,44 9,44 7,39
100 1,77 3,66 2,68
125 3,73 0,57 4,28
150 2,61 1,11 6,79
175 0,15 1,70 0,48
200 1,28 3,52 4,83
230 1,32 3,45 1,46
260 3,04 3,58 0,47

Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode observar na Tabela 5, as absorbancias dos calibradores
apresentaram pequenos valores dos respectivos coeficientes de variagdo, sendo que
todos os valores foram menores de 20%. A Unica exce¢ao ocorreu para o calibrador
de 50 mg L do pH 4,7, para o qual o coeficiente foi de 21,80%, mas como este
calibrador tem concentracdo maior que o limite de quantificagcdo da curva, entéo

provavelmente essa medida esta associada a erros experimentais, 0s quais nao
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interferem no ajuste da curva e nem comprometem as pressuposices da analise de
regressado, conforme sera apresentado posteriormente.

Com os dados dos calibradores e suas respectivas absorbancias, ajustou-se
curvas de calibragdo de primeiro e segundo graus. As curvas de primeiro grau
apresentaram diversas violacdes na analise de residuos, principalmente casos de
heterocedasticidade dos residuos. Desse modo, foi necessaria a utilizagcdo dos
modelos de segundo grau. Na Tabela 6, apresenta-se as estimativas dos parametros
das curvas em cada pH, o desvio padrao, a estatistica-t e o valor-p associados aos
parametros do modelo, a analise de significancia do modelo (valor-pm) bem como o

coeficiente de determinacdo multipla.

Tabela 6 - Informacgdes das curvas de calibragao de HSA obtidas em diferentes pHs:
Estimativas, desvio padrao, estatistica-t e valor-p associados aos
parametros, significdncia do modelo (valor-pm) e coeficiente de
determinagao multipla (R?).

pH | Par Estimativa D.p. t-calc Valor-p | Valor-pm | R? (%)
Bo 0,0063 0,0080 0,7817 0,4569

3,7 B 0,0026 0,0001 17,8299 <0,0001 <0,0001 99,62
B2 -0,0003x102 0,0001x102%  -5,4725 0,0006
Bo -0,0005 0,0047 -0,0995 0,9232

47 B 0,0026 0,0001 30,8268 <0,0001 <0,0001 99,86
B2 -0,0003x102 0,0003x10°  -10,4373  <0,0001
Bo 0,0139 0,0089 1,5593 0,1575

57 B 0,0024 0,0002 15,2429 <0,0001 <0,0001 99,53

B2 -0,0002x102 0,0001x102%  -4,1181 0,0034

Fonte: Autor (2023).

Par.: par@metro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t.

As curvas de primeiro grau tém a forma y = fo+ PB1X, € as de segundo y = Bo+ B1x + B2x?, em que y é
a absorbéancia, x € a concentragdo de HSA (mg L), Bo é o intercepto; B1 é o coeficiente de primeiro
grau e B2 € o coeficiente de segundo grau.

Ao que se pode observar da Tabela 6, nenhum dos interceptos das curvas de
calibracéao foi significativo, o que indica que o branco nao apresentou absorbancia em
nenhum dos pHs estudados. As estimativas dos parametros 32 foram estatisticamente
significativas (p < 0,05). E importante frisar que as estimativas dos parametros dos
modelos de otimizacdo obtidas se utilizando curvas polinomiais quadréticas

apresentaram maiores precisdes quando comparadas aquelas obtidas com modelos
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de primeiro grau. Por ndo ser objeto de estudo nesse momento, as estimativas obtidas
com as curvas de primeiro grau ndo serdo apresentadas. Ao analisar-se 0s
parametros 31, observa-se que todas as estimativas foram significativas (p < 0,05) e
bastante proximas entre si (~0,0026), resultados semelhantes aos parametros 2.
Diante disso, pode-se dizer que o pH nao influenciou nas medidas de absorbéancias
obtidas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Na Tabela 7 apresenta-se a
andlise das pressuposicdes da regressao:

Tabela 7 - Analise de residuos (pressuposigdes) das curvas
de HSA em diferentes pHs.

pH Teste de Teste de Teste de
Shapiro-Wilk | Box-Pearse | Breusch-Pagan

3,7 0,8510 0,1962 0,0646

4,7 0,7649 0,8156 0,2795

57 0,5989 0,7648 0,4426

Fonte: Autor (2023).

De com acordo com a Tabela 7, nenhuma das curvas de calibragao apresentou
violagdes de pressuposi¢cdes, o que indica que elas estdo adequadas para serem
utilizadas na quantificacdo da HSA nos delineamentos de otimizagao de adsorgao.

Obtidas as curvas, realizou-se os delineamentos compostos centrais para
otimizacdo da adsor¢cdo de HSA nas nanoparticulas de FesO4@TEOS e de
FesO4@TEOS@BSA. As informagdes do planejamento experimental e as respostas

obtidas (porcentagem de adsorgao) sao apresentadas a seguir na Tabela 8:
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Tabela 8 - Planejamento experimental para o estudo da adsorcdo de HSA nas

nanoparticulas de FesO4@TEOS e de FesO4@TEOS@BSA.

n pH cod | m.(mg) | cod | Conc.(mgL?) | cod | Adsteos(%) | Adsesa(%)
1 3,70 -1,00 10,00 -1,00 90,00 -1,00 88,95 61,19
2 570 1,00 10,00 -1,00 90,00 -1,00 75,56 33,61
3 3,70 -1,00 20,00 1,00 90,00 -1,00 100,00 66,56
4 570 1,00 20,00 1,00 90,00 -1,00 81,69 32,83
5 3,70 -1,00 10,00 -1,00 210,00 1,00 50,73 38,82
6 570 1,00 10,00 -1,00 210,00 1,00 40,26 23,59
7 3,70 -1,00 20,00 1,00 210,00 1,00 75,93 39,21
8 570 1,00 20,00 1,00 210,00 1,00 59,96 27,02
9 3,02 -168 15,00 0,00 150,00 0,00 35,17 54,57
10 6,38 1,68 15,00 0,00 150,00 0,00 47,72 13,21
11 4,70 0,00 6,59 -1,68 150,00 0,00 54,80 33,89
12 470 0,00 2341 1,68 150,00 0,00 79,80 41,35
13 4,70 0,00 15,00 0,00 49,09 -1,68 100,00 71,4
14 4,70 0,00 15,00 0,00 250,91 1,68 61,28 26,07
15 4,70 0,00 15,00 0,00 150,00 0,00 72,75 39,34
16 4,70 0,00 15,00 0,00 150,00 0,00 75,12 37,09
17 4,70 0,00 15,00 0,00 150,00 0,00 78,06 33,08

Fonte: Autor (2023).
Adsteos.: porcentagem de adsorcéo de HSA em FesO4@TEOS; Adsssa.: (idem) FesO4s@TEOS@BSA,;

cod.: valor codificado.; conc.: concentracdo de HSA; m.: massa;

Com os dados da Tabela 8 obteve-se os modelos de otimizacdo da adsorcao

de HSA nas respectivas nanoparticulas. As informacdes e os resultados detalhados

para cada nanoparticula sdo apresentados nas secfes a seguir.

4.3.1.1 FesO4s@TEOS@BSA

Inicialmente ajustou-se o modelo geral, o qual contém todos os coeficientes de

primeiro e segundo grau e todas as interacdes entre as variaveis (fatores) do estudo.

As informacgdes da analise de variancia do modelo geral sdo apresentadas a seguir

na Tabela 9:
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Tabela 9 - Analise de variancia do modelo geral de adsorgao de
HSA em FesOs@TEOS@BSA.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 9 3756,25 417,36 22,05  0,0002™
1 1834,57 1834,57 96,94 <0,0001™
1 32,16 32,16 1,70 0,2336
1 1471,59 147159 77,76 <0,0001™
1 51,71 51,71 2,73 0,1423
X2? 1 9,45 9,45 0,50 0,5026
X3? 1 211,98 211,98 11,20 0,0123"

1

1

1

7

5

2

X1
X2
X3

X12

1,21 1,21 0,06 0,8079
143,52 143,52 7,58 0,0284"
0,07 0,07  3,8x10-3 0,9524
132,48 18,93
112,40 22,48 2,24 0,3370
20,08 10,04

X1:X2
X1:X3
X2:X3
Residuos
Falta de ajuste

Erro puro

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%

Fonte de var.: Fonte de variacdo; xi: pH; x2: massa de nanopatrticulas; xas:
concentracdo de HSA, gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:
quadrado médio; F: estatistica F calculada.

Como alguns coeficientes do modelo foram néo significativos, reajustou-se
varios modelos retirando-se estes termos e recalculando os coeficientes restantes. As
informacdes da andlise de variancia do modelo 6timo e a andlise das pressuposicdes

basicas sdo apresentadas nas Tabelas 10 e 11 respectivamente:
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Tabela 10 - Informagdes da analise de varidncia do modelo
reduzido de adsorcao de HSA em
FesOs@TEOS@BSA.

Fonte de var. o] SQ QM F Valor-p
5 3739,99 748,00 55,32 <0,0001™
X1 1 1834,57 1834,57 135,67 <0,0001™
X2 1 32,16 32,16 2,38 0,1513
1
1
1

modelo

X3 1471,59 1471,59 108,83 <0,0001™

X3? 258,16 258,16 19,09 0,0011"

X1:X3 143,52 143,52 10,61 0,0076"

Residuos 11 148,74 13,52

Falta de ajuste 9 128,66 1430 1,42 0,4794
Erro puro 2 20,08 10,04

Fonte: Autor (2023).

" Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%.

Fonte de var.: fonte de variacdo; xi1: pH; Xx2: massa de nanoparticulas; xa:
concentracdo de HSA, gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:
quadrado médio; F: estatistica F calculada.

Tabela 11 - Valor-p obtido para os testes da analise dos
residuos do modelo ajustado para adsorgéo
de HSA em FesO4s@TEOS@BSA.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,5385 0,4759 0,0895

Fonte: Autor (2023).

Os resultados apresentados na Tabela 10 e na Tabela 11 mostram que o
modelo 6timo ndo apresentou falta de ajuste (p = 0,4794) e nem violacdes nas
pressuposicoes da analise de regressao. Ao que se pode observar na Tabela 10, a
variavel massa foi ndo significativa na faixa estudada (p = 0,1513). Entretanto, devido
a sua importancia optou-se por manté-la no modelo. Tal escolha é reforcada por
resultados de experimentos de otimizacao anteriores (aqui ndo apresentados), em que
se fixou o pH e variou-se a massa e a concentracdo de HSA, os quais indicaram a
significancia da massa. Além do mais, o modelo recalculado sem a variavel massa
apresentou uma tendéncia de falta de ajuste, evidenciada pela queda no valor-p de
0,4794 (TABELA 10) para 0,0776, proximo do nivel de significancia. Soma-se a isso
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o fato de que as condicdes de otimalidade obtidas com ou sem a variavel massa no
modelo foram praticamente as mesmas. Diante disso, obtiveram-se o0s coeficientes do

modelo, e as informacdes sdo apresentadas na Tabela 12:

Tabela 12 - Estimativas dos coeficientes do modelo étimo de
adsorcao reduzido de HSA em
FesO4@TEOS@BSA, desvio padrao, estatistica t
e valor-p associados.

Parametros Estim. D.p. t-calc | valor-p
Intercepto 36,00 1,21 29,74 <0,0001™
pH -11,59 0,99 -11,65 <0,0001™
massa 1,53 0,99 1,54 0,1513
conc. -10,38 0,99 -10,43 <0,0001™
conc.? 4,45 1,02 4,37 0,0011™
pH:conc 4,24 1,30 3,26  0,0076™

Fonte: Autor (2023).
* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%
D.p.: desvio padréo; t-calc.: estatistica t calculada.; conc.: concentracdo

O valor obtido a partir do modelo para a estatistica F (55,32) foi maior que o F
tabelado (3,20), o que demonstra alta significancia. Assim, o modelo apresentado
Tabela 12 e sumarizado na equacao (66) € adequado para descricdo dos dados e
pode ser usado para obtencdo dos graficos de superficie de resposta e curvas de
contorno (GRAFICO 7) para a andlise dos efeitos das variaveis na eficiéncia de
remocao de HSA por FesO4s@TEOS@BSA.

Re =-11,59 x1 + 1,53 x2 -10,38 x3 + 4,45 x3? + 4,24 x1:x3 + 36,00 (66)

Em que Re € a eficiéncia de remogao de HSA (%), x1, x2 € x3 sdo respectivamente as
variaveis independentes codificadas pH, massa de FesO4@TEOS@BSA e
concentragdo de HSA. O modelo (66) apresentou um R? de 0,9618, o que indica que
ele é capaz de explicar 96,18% da variabilidade dos dados de adsor¢ao de HSA em
FesO4@TEOS@BSA.

No Grafico 6 a seguir € apresentado a dispersao dos valores da quantidade de

HSA removida predita pelo modelo e os valores experimentais:
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Gréfico 6 - Eficiéncia de remog¢ao de HSA (%)
predita pelo modelo em funcéo da
eficiéncia experimental para os
dados de adsorcdo de HSA em
FesO4s@TEOS@BSA.

40 60 70

Remocao de HSA predita (%)

20

10
|

10 20 30 40 50 60 70
Remocédo de HSA experimental (%)

Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado no Grafico 6, ha uma boa concordancia entre os
valores preditos pelo modelo (66) e os valores reais (experimentais) obtidos, o que
reafirma a adequabilidade do ajuste do modelo (66) aos dados. Em seguida, foram
obtidas as superficies de resposta e as curvas de contorno para descrever a
porcentagem de adsor¢cdo de HSA de acordo com o efeito das variaveis do estudo,

sendo tais resultados apresentados no Grafico 7:
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Grafico 7 - Curvas de contorno e superficie de respostas do modelo de otimizagao da
adsorgédo de HSA em FesO4@TEOS@BSA de acordo com as variaveis

avaliadas duas a duas e fixando a terceira no valor correspondente ao
ponto central do delineamento.
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Fonte: Autor (2023).

Legenda: a) e b) pH e massa de nanoparticulas (mg);
c) e d) pH e concentragcao de HSA (mg L1);

e) e f) massa de nanoparticulas (mg) e concentragdo de HSA (mg L?).
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Pode-se observar pelas curvas de contorno e superficie de respostas no
Grafico 7 que a adsorcdo de HSA nas FesO4s@TEOS@BSA aumenta
consideravelmente com a diminuicdo do pH e pela diminuicdo da concentragéo de
HSA da solucdo, nota-se também que a massa de nanoparticula na faixa estudada
pouco influencia na adsor¢cdo. De modo geral, as maiores porcentagens de adsorcao
foram obtidas nas regides com os menores pHs e concentracdo de HSA e maiores
massas.

De acordo com o modelo obtido, obteve-se as condi¢Bes 6timas de adsorcao
de HSA, as quais foram pH = 1,4; massa = 15 mg e concentracdo de HSA de 314 mg
L. A fim de avaliar estes valores, realizou-se a analise canénica do modelo 6timo, a
qual permite determinar a natureza do ponto estacionario (minimo, maximo ou ponto
de sela) com base no valor dos autovalores da matriz hessiana do modelo de
otimizacao (5,3; 0 e -0,84). Como estes valores apresentam sinais diferentes, tem-se
assim um ponto de sela, o que é esperado, uma vez que as condi¢cdes Otimas se
localizam fora da regido de experimentacéo. Para contornar essa situacao realizou-se
uma analise ridge. A analise ridge, a qual € baseada no método steepest ascent, para
uma distancia especificada d, ele encontra o ponto no qual a resposta prevista € um
méaximo entre todas as combinacées das variaveis preditoras no raio d. E importante
ressaltar também que o modelo 6timo néo considera a natureza bioguimica associada
ao processo, uma vez que em pH 1,4 ocorre a precipitagdo da HSA da solucéo, assim,
a analise ridge também ¢é justificada pela necessidade de se restringir a faixa do pH

otimo do delineamento. A analise ridge é apresentada no Grafico 8:

Grafico 8 - Ponto 6timo da analise ridge representado nas curvas de contorno do
modelo da adsor¢ao de HSA em FesO4@TEOS@BSA de acordo com as

variaveis.
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Fonte: Autor (2023).
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De acordo com a analise ridge, a porcentagem maxima de adsorcdo de HSA
nas FesO4@TEOS@BSA (74,64 %) é obtida com as condigbes experimentais de pH
de 3,8; uma massa de 15,4 mg e uma concentracdo de HSA de 67,4 mg L. A fim de
validar os resultados deste experimento de otimizacédo da adsorcao, realizou-se um
estudo de avalicdo do pH fixando a massa de nanoparticulas (5 mg) e a concentracéo

de HSA (20 mg L). Os resultados séo apresentados no Grafico 9:

Grafico 9 - Porcentagem de adsorgao de HSA em FesO4@TEOS@BSA de acordo
com o pH.
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Fonte: Autor (2023).

Os resultados apresentados no Gréfico 9 validam os resultados de otimizacdo
mostrando o 6timo de adsorgéo ao redor de 3,5, valor muito proximo dos 3,8 indicados
pelo modelo. A explicagdo para este valor de pH 6timo pode ser também
correlacionada com as curvas de potencial zeta das FesO4s@TEOS@BSA e da HSA,

mostradas no Gréfico 10.
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Grafico 10 - Curvas de potencial zeta das FesO4@TEOS@BSA e da HSA.
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Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode concluir com base nos Gréficos 6 - 10, o pH étimo de adsorcéo
da HSA nas FesO4s@TEOS@BSA, esta ao redor de 3,5. Devido a complexidade do
revestimento com BSA das nanoparticulas, sua superficie apresenta diversos
grupamentos quimicos, os quais sdo bastante influenciados por variacbes do pH.
Conforme pode ser observado no Grafico 10, em pHs ao redor de 3,5 tanto as
nanoparticulas quanto a HSA estdo com carga liquida superficial positiva, uma vez
que este pH estad abaixo do ponto isoelétrico de ambas (4,7), isso sugere que a
adsorcdo esta ocorrendo em regides bastante especificas, uma vez que como as
cargas das proteinas e das nanoparticulas sédo iguais, o efeito predominante é a
repulséo eletrostatica, o que justifica a baixa capacidade de adsorcéo.

Discussdes semelhantes também foram apresentadas em Gomes et al. (2016),
em que os autores demonstraram que a BSA tem uma maior porcentagem de
adsorcdo em nanotubos de carbono revestidos com BSA na faixa de pH de 3,5 a 4,6.
A importancia do pH também foi reportada por Santos et al. (2021), em que 0s autores
utilizando estas mesmas nanoparticulas para extracdo de lisozima e obtiveram
melhores porcentagens de adsorcdo em pH 10,0, no qual os grupos carboxila das
nanoparticulas estdo negativamente carregadas (COO") e a lisozima esta com carga

liquida positiva.
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De modo geral, acredita-se que o fato de o pH estar proximo do ponto
isoelétrico da proteina (4,7), e consequentemente a carga liquida superficial tendendo
a zero, faz com que haja um balanceamento entre as interacdes de atracao e repulsao
eletrostaticas entre as nanoparticulas e a HSA, 0 que por sua vez permite que as
proteinas se compactem ao maximo na superficie das nanoparticulas, favorecendo o
processo de adsorcdo. Em pHs acidos abaixo de 4,3, a HSA assume a forma (F)
(ASCENZI et al., 2006; FOSTER, 1977, SHAW,; PAL, 2008), na qual provavelmente a
HSA sofre expanséo na sua estrutura, expondo seus grupos funcionais na superficie
com predominio das pontes de dissulfeto e grupos amino (protonados), e 0 grupo
carboxilico em sua forma neutra, o que favorece a adsorcao.

Resultados semelhantes também foram apresentadas em Rezwan et al. (2004),
0s quais investigaram a adsor¢ado de BSA em particulas coloidais de Al20O3, e em Wang
et al. (2013), os quais obtiveram uma maior adsorcdo de BSA em nanoparticulas
magnéticas de carboximetilquitosana em pH 4,8.

A fim de se validar o modelo, realizou-se uma adsorcao (em quadruplicada)
considerando as condi¢cdes 6timas obtidas a partir do modelo. Para isso, essas
condi¢cBes foram uma massa de nanoparticulas de 15,4 mg, concentracao de HSA de
68 mg L e pH 3,5. Nas referidas condi¢es e com o de pH 3,5, uma predi¢do com o
modelo indica que a porcentagem de adsorcao de HSA sera de 79,48%. Nas amostras
de soro o valor obtido foi de 62,90%, o que representa uma exatiddo de cerca de
79,14% em comparacado com o valor predito. Embora tal valor seja menor que o
coeficiente de determinacéo linear do modelo (R? = 96,18%), uma exatiddo de quase
80% pode ser considerada alta, dada a complexidade do comportamento de proteinas
como HSA. A fim de comparacéao, realizou-se um teste em quadruplicata nas mesmas
condicbes de otimalidade referidas, mas com pH de 3,8, obtendo-se uma
porcentagem de adsorcdo de 35,67% contra 74,26% preditos pelo modelo. Tal
disparidade entre as porcentagens obtidas nos pHs de 3,5 e 3,8 mostram que a
escolha pelo pH de 3,5 como 6timo de adsorcao foi adequada.

Considerando-se agora uma massa de 10 mg, uma concentracdo de HSA de
200 mgL* e um pH 3,5, obteve-se uma porcentagem de adsorcéo de 31,24%. Nessas
condig¢des o valor da predicdo com o modelo foi de 38,58%, o que indica uma exatidao
de 80,97% em relacdo ao valor experimental. Os dois cenarios avaliados mostraram
uma alta concordancia em relacéo a exatiddo das predi¢cdes do modelo, a qual esta

em cerca de 80 %.
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4.3.1.2 FesO4@TEOS

As informacdes da analise de variancia do modelo geral ajustado séo
apresentadas na Tabela 13:

Tabela 13 - Analise de variancia do modelo geral de adsorgao de
HSA em FesO4@TEOS.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
9  4796,68 532,96 5,00 0,0227"
1 61,50 61,50 0,58 0,4723
1 735,87 735,87 6,90 0,0340"
1  2307,95 2307,95 21,65 0,0023™
1 1401,89 1401,89 13,15 0,0084™
X2? 1 20,50 20,50 0,19 0,6743
X3? 1 168,50 168,50 1,58 0,2490

1

1

1

7

5

2

modelo
X1
X2
X3

X12

16,04 16,04 0,15 0,7096
6,87 6,87 0,06 0,8068
77,55 77,55 0,73 0,4219

746,27 106,61

732,32 146,46 21,00 0,0461"
13,95 6,97

X1:X2
X1:X3
X2:X3
Residuos
Falta de ajuste

Erro puro

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%

Fonte de var.: Fonte de variacdo; xi: pH; x2: massa de nanopatrticulas; xas:
concentracdo de HSA, gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:
quadrado médio; F: estatistica F calculada.

Como pode ser observado na Tabela 13, apenas os coeficientes de primeiro
grau associados as variaveis massa e concentracdo de HSA e o coeficiente da
interacdo pH:massa foram significativos no nivel de significancia adotado. Nota-se
também que a falta de ajuste foi significativa. Reajustou-se varios modelos retirando-
se os coeficientes ndo significativos e recalculando os coeficientes restantes. As
informacdes da analise de variancia do modelo final obtido e a analise das

pressuposicdes basicas sdo apresentadas nas Tabelas 14 e 15 respectivamente:
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Tabela 14 - Analise de variancia do modelo 6timo de adsorgao de
HSA em FesO4s@TEOS.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
7 4712262 673,18 7,29 0,0041"
1 61,50 61,50 0,67 0,4354
1 73587 735,87 7,97 0,0199°
1 2307,95 2307,95 25,01 0,0007™
X12 1 1401,89 1401,89 15,19 0,0036™
X2? 1 20,50 20,50 0,22 0,6487
1
1
9
7
2

modelo
X1
X2

X3

168,5 168,50 1,83 0,2096
16,04 16,04 0,17 0,6866
830,69 92,30
816,74 116,68 16,73 0,0575
13,95 6,97

X3?
X1:X2
Residuos
Falta de ajuste
Erro puro

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%

Fonte de var.: Fonte de variacdo; xi1: pH; x2: massa de nanoparticulas; xa:
concentracdo de HSA, gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:
quadrado médio; F: estatistica F calculada.

Tabela 15 - Valor-p obtido para os testes na analise dos
residuos do modelo ajustado para adsorgéo
de HSA em FesO4s@TEOS.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,9462 0,7756 0,0745

Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode observar na Tabela 14, o coeficiente de primeiro grau associado
a variavel pH e os de segundo grau associados as variaveis massa de nanoparticulas
e concentracdo de HSA nao foram significativos, no entanto foram mantidos no
modelo para corregcao da falta de ajuste e de violacbes nas pressuposicoes da
regressao. Ressalta-se que a presenga desses coeficientes ndo alterou de forma
expressiva o coeficiente de determinagdo multipla (R?>) e nem os valores das
condigbes de otimalidade. De acordo com a Tabela 15, ndo houve violagbes nas
pressuposi¢coes da regressao. As estimativas e as demais informacdes associadas

aos coeficientes do modelo final sdo apresentadas na Tabela 16:
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Tabela 16 - Estimativas dos parametros do modelo 6timo
de adsorgdo reduzido de HSA em
FesO4@TEOS, desvio padrado, estatistica t e
valor-p associados.

Parametros Estim. D.p. | t-calc valor-p
Intercepto 74,75 554 1355 <0,0001™
X1 -2,12 2,60 -0,82 0,4354
X2 7,34 2,60 2,82 0,0199"
X3 -13,00 2,60 -5,00 0,0007™
X12 -9,52 2,86 -3,33 0,0088™
X22 -0,15 2,86 -0,05 0,9604
X3? 3,87 2,86 1,35 0,2096
X1:X2 -1,42 3,40 -0,42 0,6866

Fonte: Autor (2023).
Estim.: Estimativa; D. p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t calculada.
x1: pH; x2: massa de nanoparticulas; x3: concentracdo de HSA.

O valor obtido a partir do modelo para a estatistica F (7,29) foi maior que o F
tabelado (3,68), o que demonstra significancia. Assim, o modelo apresentado na
Tabela 16 e sumarizado na equacgéao (67) € adequado para descricdo dos dados e
pode ser usado para obtencao dos graficos de superficie de resposta e curvas de
contorno (GRAFICO 12) para a analise dos efeitos das variaveis na eficiéncia de
remogao de HSA por FesOs@TEOS.

Re= -2,12x1 + 7,34 x2-13,00 x3 - 9,52 x12 - 0,15 x22 + 3,87 x3? - 1,42 x1:x2+ 74,75
(67)

Em que Re € a eficiéncia de remogao de HSA (%), x1, X2 € X3 sdo respectivamente as
variaveis independentes codificadas pH, massa de FesO4@TEOS e concentracao de
HSA. O modelo (67) é capaz de explicar 85,01% da variabilidade dos dados da
eficiéncia de remogao de HSA (%), conforme o valor de R?. No Grafico 11 a seguir é
apresentada a dispersdo dos valores da quantidade de HSA removida predita pelo

modelo e os valores experimentais:



160

Grafico 11 - Eficiéncia de remogao de HSA (%)
predita pelo modelo em funcdo da
eficiéncia experimental para os dados
de adsorgédo de HSA nas FesO4@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado no Grafico 11, ha uma boa concordancia entre
os valores de eficiéncia de remocao de HSA preditos pelo modelo (62) e os valores
reais (experimentais) obtidos, o que reafirma a adequabilidade do ajuste do modelo
(62) aos dados. Em seguida, foram obtidas as superficies de resposta e as curvas de
contorno para descrever a porcentagem de adsorgdo de HSA de acordo com o efeito

das variaveis do estudo, sendo tais resultados apresentados no Grafico 12:
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Grafico 12 - Curvas de contorno e superficie de respostas do modelo de

otimizagéo da adsorgéo de HSA em FesO4@TEOS de acordo com

as variaveis avaliadas duas a duas e fixando a terceira no valor
correspondente ao ponto central do delineamento
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Legenda: a) e b) pH e massa de nanoparticulas (mg);
c) e d) pH e concentracdo de HSA (mg L1);

e) e f) massa de nanoparticulas (mg) e concentragdo de HSA (mg L)
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Pode-se observar pelas curvas de contorno e superficie de respostas na Figura
20, que a adsorcdo de HSA nas FesO4s@TEOS aumenta consideravelmente com a
diminuicdo do pH e também pela diminuicdo da concentracdo de HSA da solugédo, e
pelo aumento da massa de nanoparticula. De modo geral, conforme esperado, as
maiores porcentagens de adsorcao foram obtidas nas regiées com os menores pHs e
concentracdo de HSA e maiores massas de nanoparticulas.

De acordo com o modelo obtido, obteve-se as condi¢Bes 6timas de adsorcao
de HSA, as quais foram pH = 1,6; massa = 215,51 mg e concentracdo de HSA de
250,87 mg L. A andlise can6nica do modelo 6timo revelou que o ponto estacionario
€ um ponto de sela, uma vez que os autovalores encontrados apresentam sinais
diferentes (3,87; -0,09 e -9,58). Como estes valores, tem-se assim um ponto de sela,
0 que é esperado, uma vez que as condi¢des 6timas segundo o modelo se localizam
fora da regido de experimentacédo. No Grafico 13 a seguir sdo apresentadas as curvas

de contorno da analise ridge do modelo de otimizacao.

Grafico 13 - Curvas de contorno da analise ridge do modelo de otimizag&o da adsorgao
de HSA em Fe304@TEOS de acordo com as variaveis.
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Fonte: Autor (2023).

A analise ridge indicou que a porcentagem maxima de adsor¢cdo de HSA nas
Fes04@TEOS (108,51 %) € obtida com as condicbes experimentais de pH de 4,5;
massa de nanoparticulas de 17,29 mg e uma concentracdo de HSA de 55,02 mg L.
No ponto 6timo de adsorcdo a HSA esta na conformacgéo (N) (ASCENZI et al., 2006;
PETERS JR, 1996) a qual se caracteriza pela estrutura tipica em forma de coracao.

Analogamente aos estudos com as FesOs@TEOS@BSA, a fim de validar os
resultados deste experimento de otimizacdo da adsorcéao, realizou-se um estudo de
avalicdo univariado do pH fixando a massa de nanopatrticulas (5 mg) e a concentracéo

de HSA (20 mg L1). Os resultados sdo apresentados no Gréafico 14:



Grafico 14 - Porcentagem de adsor¢dao de HSA nas nanoparticulas de

FesO4@TEOS de acordo com o pH.
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Fonte: Autor (2023).
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Os resultados apresentados no Grafico 14 sédo coerentes com os resultados de

otimizacdo dos Graficos 12 e 13, mostrando ndo apenas um O6timo pontual de

adsorcdo, mas sim uma regido entre os pHs de 3,0 a 5,5, com o valor 6timo da analise

ridge incluido nessa faixa. Para discusséo desse resultado, considera-se as curvas de

potencial zeta das Fe3Os@TEOS e da HSA, mostradas no Gréfico 15:

Grafico 15 - Curvas de potencial zeta das FesOs@TEOS e da

HSA.
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Fonte: Autor (2023).
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As curvas de potencial zeta do Grafico 15 mostram que na faixa de pH 6timo
(~3,5-5,5), as nanoparticulas de FesO4s@TEQOS apresentam carga liquida superficial
negativa ao passo que a HSA apresenta carga positiva. Desse modo, como as cargas
sdo opostas, h4 um favorecimento das interacdes eletrostaticas de atracdo e
consequentemente do processo de adsorcdo. O fato destas nanoparticulas serem
mais simples que as FesO4@TEOS@BSA e apresentarem sua superficie compostas
em sua maioria por grupos silandis, faz com que a adsorcdo de HSA néo seja tao
influenciada pelo pH, uma vez que h& uma diminui¢do da repulsdo de cargas iguais
de grupamentos da nanoparticula com a HSA. A adsorcao ocorre em uma faixa de
pHs que em que a HSA pode se encontrar nas conformacdes (N) e (F).

A interagcdo de BSA com nanoparticulas revestidas com TEOS foi estuda por
Galdino et al. (2020), os quais demonstraram que a adsorgéo ocorre em pH 6,0. Em
estudo semelhante, Givens et al. (2017) obtiveram resultados em que a adsor¢ao de
BSA diminuiu consideravelmente em pH 2,0, semelhante ao que foi mostrado na
Figura 22. Em Xu et al. (2010), os autores demonstraram a sintese e a caracterizagao
de Fe304 revestidas com TEOS e um peptideo poli-l-alanina resultando em
microesferas magnéticas (FesO4s@SiO2@poly-I-alanine), as quais foram aplicadas
para adsor¢cao de BSA em pH 6,6, ressalta-se que os autores néo realizaram um
estudo com o objetivo especifico de avaliar o efeito do pH tal como neste trabalho.

Para validagdo do modelo, realizou-se uma adsor¢édo (em quadruplicada)
considerando as condi¢cdes 6timas obtidas a partir do modelo. Tais condigdes foram
uma massa de nanoparticulas de 17 mg, 1 mL de uma solugdo com concentragao de
HSA de 55 mg L' em pH 4,5. Nessas condigdes, o modelo prediz que toda a HSA é
adsorvida, o que foi confirmado nos ensaios experimentais. Outros estudos
preliminares corroboram com estes resultados, os quais demonstraram que uma
massa de FesO4@TEOS de 10 mg é capaz de adsorver toda HSA em 1 mL de
qualquer solugdo em concentragdes de até 120 mg L.

Realizou-se outro estudo de validacdo complementar em quadruplicata, no qual
se utilizou uma massa de 10 mg de FesO4@TEOS, uma concentracao de HSA de 250
mgL* e um pH 4,48. A porcentagem de adsorcéo obtida foi de 47,67%, enquanto que
a porcentagem predita pelo modelo foi de 56,03%, tais resultados indicam uma
exatidao de 85,09% comparando-se o valor real e o experimental, o que indica que o
modelo de otimizagéo da adsorgdo de HSA nas FesO4@TEOS tem maior exatiddo na
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predicdo da porcentagem de HSA adsorvida que o modelo obtido para as
FesO4s@TEOS@BSA.

4.3.2 Estudos de cinética de adsorgao

Os estudos de cinética de adsorcdao de HSA nas nanoparticulas serao

apresentados nas seg¢des a seguir:

4.3.2.1 Nanoparticulas de FesO4s@TEOS@BSA

Inicialmente avaliou-se o coeficiente de variagdo dos calibradores da curva

analitica em pH 3,5. Os valores obtidos apresentados na Tabela 17:

Tabela 17 - Coeficiente de variagao
para os calibradores da
curva analitica em pH 3,5.

Concentracdes | Coeficientes de

(Mg L) variacdo (%)
0
10 10,96
20 8,73
40 9,50
60 2,28
80 2,21
100 2,72
120 3,17
150 2,00
200 1,51
250 0,85

Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado da Tabela 17, nenhum calibrador da curva
apresentou um coeficiente de variagao maior que 20%, logo todos podem ser

utilizados no ajuste das curvas. Ajustou-se entdo curvas de primeiro, segundo e
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terceiro graus e em seguida os modelos de cinética considerando os dados obtidos
com cada curva. Comparando-se cada um dos modelos entre si de acordo com a
curva de calibracdo, os modelos que apresentaram os menores erros foram
obtidos com a curva de terceiro grau. As informagdes associadas a curva, tais
como os parametros (par), desvio padrao (d.p.), estatistica t (t-calc), e valores-p
dos parametros e do modelo, bem como o coeficiente de determinagédo multipla do

modelo (R?) sdo apresentados na Tabela 18:

Tabela 18 - Informagbes da curva de calibragdo de HSA em pH 3,5:
Estimativas, desvio padréo, estatistica-t e valor-p associados
aos parametros, significAncia do modelo (valor-pm) €
coeficiente de determinagédo multipla (R?).

Par. | Estimativa D.p. t-calc Valor-p | Valor-pm | R? (%)
Bo -0,0070 0,0073 -0,954 0,3716
B1 0,0081 0,0003 26,230 <0,0001™ <0,0001™ 99,91

B2 -3,0x10°% 3,2x10% -9,5020 <0,0001™
Bs 4,6 x10®% 8,6x10° 5,3130 0,0011"

Fonte: Autor (2023).
Par.: parédmetro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t.

Ao que se pode observar da Tabela 18, a estimativa do intercepto nao foi
significativa (p = 0,3716), o que indica que quando ndo ha HSA na solugao, a
absorbancia é estatisticamente igual a zero. As estimativas dos parametros B2 e B3
foram préximas de 0, mas significativas (p < 0,0001) e o modelo apresentou um
R? bastante elevado, indicando que 99,91% da variabilidade dos dados de
absorbancia de acordo com a concentracdo de HSA pode ser explicada pelo
modelo.

E importante ressaltar que, a titulo de comparacéo, todas as analises foram
refeitas utilizando-se a curva de segundo grau, e a conclusao que se chegou é
gue os estudos de cinética, independente do grau da curva de calibragao (segundo
ou terceiro) o modelo selecionado € o mesmo. A analise das pressuposicoes é

apresentada na Tabela 19:



Tabela 19 - Valor-p obtido para os testes da analise dos

residuos da curva de HSA em pH 3,5.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,9714 0,9139 0,4175

Fonte: Autor (2023).
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De acordo com a Tabela 19, o modelo polinomial de grau 3 ndo apresentou

nenhuma violacdo nas pressuposicdes da regressao, sendo adequado para o

calculo das concentragcbes de HSA nos estudos de cinética de adsorcdo em
Fes04@TEOS@BSA.

Com a curva resultante pode-se obter as concentracdes de HSA de acordo com

0 tempo, sendo estes dados utilizados para o calculo das quantidades de HSA

adsorvidas nas nanoparticulas. Posteriormente ajustou-se os modelos de cinética de

pseudo-primeira e segunda ordens, Elovich e Avrami. As informagdes dos modelos

ajustados, como estimativas dos parametros, desvio padrdo e os valores-p séo

apresentados na Tabela 20:

Tabela 20 - Expressodes, estimativas, desvio padrdo e significancia dos parametros
dos modelos de cinética de adsor¢ao de HSA em FesOs@TEOS@BSA.

Modelo Expresséao Parametro Estimativa D.p. Valor-p
PPO 4, = G, (1—exp(k, 1)) ge1 (Mg go) 3,4315 0,1539  <0,0001"
ke (minY) 0,9813 0,1924 0,0005
PSO gkt Qe2 (Mg g7 3,7957 0,1201  <0,0001™
%= 14qkt ks(g mg™. mint)  0,3427 0,0596  0,0002™
Elovich _In(l+apt) a (mg gt min?t) 22,0339 10,13 0,0547
t B B (mg g?) 1,7724 0,1953  <0,0001""
e (Mg g?) 3,8193 0,1409  <0,0001"
Avrami g =q,1-exp(kot™))  Kav (Min?) 0,7648 0,0681  <0,0001"
Nav 0,5718 0,0591  <0,0001™

Fonte: Autor (2023).

Fkk

significativo a 0,1%.

D.p.: Desvio padréao; PPO: Pseudo-primeira ordem; PSO: Pseudo-segunda ordem.

De acordo com a Tabela 20, apenas o parametro a do modelo de Elovich foi

nao significativo (p = 0,0547). A fim de se avaliar a adequabilidade dos modelos
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ajustados, verificou-se as pressuposicdes da regresséo nao linear, de forma analoga

as curvas de regressao, cujos resultados sao apresentados na Tabela 21:

Tabela 21 - Valor-p obtido para os testes da analise dos

residuos dos modelos de cinética de
adsorcéo de HSA em FesOs@TEOS@BSA.

Modelo Teste de Teste de Teste de

Shapiro-Wilk | Box-Pearse | Breusch-Pagan

PPO 0,0075" 0,1849 0,1313
PSO 0,2390 0,6178 0,2532
Elovich 0,7637 0,6285 0,1731
Avrami 0,1431 0,2097 0,4575

Fonte: Autor (2023).
PPO: Pseudo-primeira ordem; PSO: Pseudo-segunda ordem.

Ao que se pode observar na Tabela 21, apenas o modelo de cinética de

primeira ordem apresentou uma violagdo na pressuposicdo de normalidade dos

residuos, o que indica que ndo houve um ajuste satisfatorio. Com relagdo aos demais

modelos, as conclusdes obtidas a partir dos mesmos sao validas. Prosseguiu-se entao

para a selecdo do modelo que melhor se ajustou aos dados, primeiramente

analisando-se os critérios de informacao AICc, AIC e BIC, cujos resultados sao

apresentados na Tabela 22:

Tabela 22 - Critérios de selegcao dos modelos
de cinética de adsor¢ao de HSA
em FesO4s@TEOS@BSA.

Modelos AlCc AlIC BIC

PSO 3,0308 0,0308 1,4855
Avrami 4,0026 -1,7117 0,2279
Elovich 13,4457 10,4457 11,9004
PPO 15,4212 12,4212 13,8759

Fonte: Autor (2023).

AlCc: Critério de informacgéo de Akaike corrigido; BIC:
Critério de informagdo Bayesiano; AIC: Critério de
informacéo de Akaike.

Conforme pode ser observado na Tabela 22, o modelo de cinética de segunda

ordem e o de ordem fracionaria de Avrami apresentaram os menores valores dos
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critérios, com uma diferenca maior que 2 unidades em relacdo aos demais, e assim,
de acordo com esses critérios, PSO e Avrami melhor se ajustaram aos dados. No
entanto, dada a proximidade dos valores entre os dois, ndo se pode afirmar qual é o
mais adequado. Assim, para prosseguir com a selecdo, calculou-se uma série de
métricas que analisam a intensidade dos residuos como as apresentadas em Foo e

Hameed (2010), cujos resultados sdo apresentados na Tabela 23:

Tabela 23 - Métricas de avaliacdo da qualidade de ajuste dos modelos de cinética de
adsorcao de HSA em Fe3O4@TEOS@BSA ajustados.

Modelo Avrami| PSO |Elovich| PPO |Nome dafuncéo

SSE 0,3128 0,4272 11,0177 11,1998 Soma de quadrado dos erros
HYBRID 1,7246 2,8757 5,1774 6,8885 Erro fracionario hibrido

ARE 5,4202 10,5472 13,2349 16,2782 Erro médio relativo

EABS 1,3320 1,9857 2,8057 3,4744 Soma de erros absolutos

MPSD 9,2793 16,5609 18,4789 24,1984 Desvio padrao percentual de Marquardt
SRE 0,1072 10,1686 0,2534 0,2382 Desvio padrao do erro relativo

X? 0,1380 0,2588 0,4660 0,6200 Estatistica de Qui-quadrado

RSD 0,1864 0,2067 0,3190 0,3464 Desvio padrao residual

Log-veros 4,8558 2,9846 -2,2228 -3,2106 Log-verossimilhanca

R? 0,9832 0,9784 10,9455 10,9426 Coeficiente de determinacéo

RZ%.q 0,9770 0,9736 0,9334 10,9299 Coeficiente de determinacéo ajustado

Fonte: Autor (2023).

Os resultados na Tabela 23 mostram que o modelo de Avrami apresentou 0s
melhores resultados das métricas de ajuste (em negrito): menores valores de todas
as métricas baseadas em residuos (SSE, HYBRID, ARE, EABS, MPSD, SRE, ¥?,
RSD) e maiores valores de log-verossimilhanca e dos coeficientes de determinagao
multipla (R?) e ajustado (RZ%jus). De acordo com o modelo de ordem fracionéria de
Avrami, a capacidade maxima adsortiva na concentracdo de HSA estuda é de 3,82
mg g (intervalo de confianca de 95%, IC95%: 3,52 - 4,18) na concentracdo avaliada
(20,00 mg L1). O expoente de Avrami refere-se a um nimero fracionario relacionado
com possiveis alteracdes do mecanismo de adsorcdo durante o processo, 0 que
significa que, ao invés do mecanismo de adsorcdo seguir apenas uma ordem de
cinética inteira e constante, ele poderia seguir cinéticas de multiplas ordens que se
alteram durante o contato da HSA com as FesO4@TEOS@BSA.
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De modo geral a Tabela 23 mostra que os modelos apresentaram uma
qualidade de ajuste satisfatoria, com baixos valores das métricas de avaliacdo da
qualidade de ajuste dos modelos e elevados valores de R%,us, em que os modelos de
Avrami, PSO, Elovich e PPO sao capazes de descrever cerca de 98,32; 97,84; 94,55
e 94,26 % da variabilidade dos dados de quantidade de HSA adsorvida nas
Fes04s@TEOS@BSA conforme o tempo. As curvas do modelo de cinética de Avrami

e os demais modelos ajustados séo apresentados no Grafico 16:

Grafico 16 - Modelos de cinética de adsorcdo de HSA em
FesO4s@TEOS@BSA ajustados.
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Fonte: Autor (2023).

A possibilidade de resisténcia de difusdo intraparticula afetar o processo de
adsorcao foi explorada usando o modelo de difusdo intraparticula de Weber-Morris,

cujas informacdes séo apresentadas na Tabela 24:
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Tabela 24 - Informagdes dos modelos de difusao intraparticula de Weber - Morris
no estudo de cinética de adsor¢cédo de HSA em FesOs@TEOS@BSA.

Modelo Parametro Estimativa D.p. Valor-p R?

Modelol Ci(mgg?) -0,065 0,1534 0,6964 0,9655
kia1 (mg gt min©-) 2,3200 0,2533 0,0027"

Modelo2 Cz(mg g?) 1,7764  0,1204 <0,0001™ 0,9648
kid2 (mg gt min--°) 0,6170 0,0590  0,0005™

Modelo3 Cz(mgg?) 3,7740 0,0077 0,0013™  0,5193

kiga (Mg g'* min-°-5) 0,0015  0,0014  0,4877

Fonte: Autor (2023).
**Significativo a 0,1%; "Significativo a 1%; D.p.: Desvio padréo.

Conforme a Tabela 24, os modelos 1 e 2 foram estatisticamente significativos,
uma vez que os parametros kisa e kidsz, taxas de difusdo intraparticula, foram
significativos (p = 0,0027 e p = 0,0005 respectivamente). Sendo o coeficiente de

correlacdo linear p=+R*, observa-se também que os modelos apresentaram alta

correlagao aos dados (p1 = 0,9825 e p2 = 0,9822 respectivamente). Estes resultados,
sugerem que a velocidade do processo de adsorcédo é influenciada por duas etapas
determinantes. A primeira que ocorre a uma taxa kis1 = 2,32 mg g* min®> pode ser
atribuida ao processo de difusdo da HSA sobre a superficie das FesO4s@TEOS@BSA
juntamente com a dispersao (desagregacao) das FesO4s@TEOS@BSA na solucédo de
HSA, que corresponde a etapa mais rapida. Nesta etapa a quantidade inicial de HSA
adsorvida é C1 = 0, uma vez que o parametro Ci foi ndo significativo (p = 0,6967), e
gue corresponde ao inicio do processo de adsorc¢ao.

A segunda etapa do processo, a qual ocorre a uma taxa de kis2 = 0,62 mg “min-
05, corresponde a difusédo da HSA nos “poros da camada de HSA adsorvida” até que
se atinja o equilibrio de adsorcdo nas nanoparticulas, que € a etapa mais lenta,
limitante da velocidade do processo de adsor¢édo. Durante esta etapa a espessura da
camada de HSA adsorvida é de C2=1,78 mg g*.

Para o modelo 3, a taxa de difusdo de HSA é kias =0 (p = 0,4877), a partir desta
etapa a superficie das nanoparticulas ja atingiu o equilibrio de adsor¢cédo e a
quantidade de HSA adsorvida é aproximadamente de Cs = 3,77 mg g* (p = 0,0013).
Nota-se que este valor é bem proximo da capacidade méaxima de adsorgéo qge = 3,81
mg g~ do modelo de Avrami (TABELA 20).
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No Grafico 17 sdo apresentados os modelos de Weber-Morris para os dados

de cinética de adsorcéo.

Grafico 17 - Modelos de difusao intraparticula de Weber-Morris
para a cinética de adsorcdo de HSA em

FesOs@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).

A analise das pressuposi¢cdes dos modelos de Weber-Morris é apresentada na
Tabela 25:

Tabela 25 - Valor-p obtido para os testes da analise das pressuposi¢des
dos modelos de difuséo intraparticula de Weber - Morris no
estudo de cinética de adsorcdo de HSA em

FesOs@TEOS@BSA.
Modelo Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pearse Breusch-Pagan
Modelo 1 0,5785 0,3763 0,1536
Modelo 2 0,6560 0,2046 0,8103
Modelo 3 0,4632 0,2765 0,2494

Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode observar na Tabela 25, nenhuma pressuposi¢ao da analise
de regresséao foi violada para os modelos ajustados, sendo vélidas as informacdes

obtidas a partir dos mesmos.
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4.3.2.2 Nanoparticulas de FesOs@TEOS

Inicialmente avaliou-se o coeficiente de variagdo dos calibradores da curva de

calibracdo analitica em pH 4,5. Os valores obtidos apresentados na Tabela 26:

Tabela 26 - Coeficientes de variacdo dos
calibradores da curva de HSA
em pH 4,5.

Concentragoes Coeficientes de

(mg L) variagao (%)
0
20 5,68
30 2,86
40 10,38
60 2,99
80 1,30
100 2,22
120 2,09
150 3,51
200 3,91
300 0,78
400 3,17
500 0,47
600 1,23

Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado da Tabela 26, nenhum calibrador da curva
apresentou um coeficiente de variagdo maior que 20%, logo todos podem ser
utilizados no ajuste das curvas. Ajustou-se entdo curvas de primeiro, segundo e
terceiro graus e em seguida os modelos de cinética considerando os dados obtidos
com cada curva. Comparando-se cada um dos modelos entre si de acordo com a
curva de calibragdo, os modelos que apresentaram os menores erros foram
obtidos com a curva de terceiro grau. As informagbes associadas a curva, tais

como os parametros (par), desvio padrao (d.p.), estatistica t (t-calc), e valores-p
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dos parametros e do modelo, bem como o coeficiente de determinagao multipla do

modelo (R?) sdo apresentados na Tabela 27:

Tabela 27 - Informacgdes da curva de calibracdo de HSA em pH 4,5: Estimativas,
desvio padrao, estatistica-t e valor-p associados aos parametros,
significancia do modelo (valor-pm) e coeficiente de determinagéo

multipla (R?).
Par. | Estimativa D. p. t-calc Valor-p | Valor-pm | R? (%)
Bo 0,0016 0,0075 0,2180 0,8318
B1 0,0026 0,0001 18,7676 <0,0001 <0,0001 99,85
B2 -3,66 x 10 591 x 107 -61871 0,0001

B3 2,62x10° 6,69x10° 39115 0,0029

Fonte: Autor (2023).
Par.: parédmetro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t.

Ao que se pode observar da Tabela 27, a estimativa do intercepto nao foi
significativa (p = 0,8318), o que indica que quando ndo ha HSA na solucdo, a
absorbancia é estatisticamente igual a zero. As estimativas dos parametros B2 e 33
foram significativas (p < 0,0001) e a curva apresentou um R? bastante elevado,
indicando que 99,85% da variabilidade dos dados de absorbancia de acordo com a
concentracdo de HSA pode ser explicada pelo modelo. A andlise das pressuposicdes
€ apresentada na Tabela 28:

Tabela 28 - Valor-p obtido para os testes da analise das
pressuposi¢coes da curva de HSA em pH 4,5.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,5846 0,2991 0,7408

Fonte: Autor (2023).

De acordo com a Tabela 28, a curva ndo apresentou nenhuma violagéo nas
pressuposi¢cdes da regressdo, mostrando-se adequada para o calculo das
concentracdes de HSA nos estudos de cinética de adsor¢cdo em FesO4s@TEOS.
Com a curva resultante pode-se obter as concentragbes de HSA de acordo com o
tempo, sendo estes dados utilizados para o calculo das quantidades de HSA

adsorvidas nas nanoparticulas. Posteriormente ajustou-se os modelos de cinética de
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pseudo-primeira e segunda ordens, Elovich e Avrami. As informacfes dos modelos
ajustados, como estimativas dos parametros, desvio padrdo e os valores-p séo

apresentados na Tabela 29:

Tabela 29 - Equagdes, estimativas, desvio padrao e significancia dos parametros
dos modelos de cinética de adsor¢do de HSA em FesO4@TEOS.

Modelo | Expresséo Parametro Estimativa | D.p. Valor-p

PPO 0, = G (1—exp(kt)) gez (Mg g?) 6,7682 0,2121 <0,0001™
ks (min') 8,5146 1,607 0,0001*
PSO gk ez (Mg g™) 7,0136 0,1598  <0,0001"
= L14qkt ks(g mgt. minl)  1,8113 0,3324  0,0001™

Elovich 6= In(L+apt) a(mgg?l mint) 6771,9584 5271,4509 0,2213
B B (mg g?) 1,6539 0,1372  <0,0001™
e (Mg g?) 7,6033 0,2804  <0,0001™
Avrami 0, =9, (1—exp(k t™))  Kav (Min) 1,4717 0,1755 <0,0001™
Nav 0,2856 0,0384 <0,0001™

Fonte: Autor (2023).
** significativo a 0,1%.
D.p.: Desvio padrédo; PPO: Pseudo-primeira ordem; PSO: Pseudo-segunda ordem.

De acordo com a Tabela 29, apenas o parametro a do modelo de Elovich foi
nao significativo (p = 0,2213). A fim de se avaliar a adequabilidade dos modelos
ajustados, verificou-se as pressuposicfes da regressdao nao linear, sendo os

resultados apresentados na Tabela 30:

Tabela 30 - Analise das pressuposi¢cdes dos modelos de
cinética de adsorcadgo de HSA em
FesO4s@TEOS.

Modelo Teste de Teste de Teste de

Shapiro-Wilk | Box-Pearse | Breusch-Pagan

PPO 0,2234 0,0166" 0,3171
PSO 0,1149 0,0241" 0,6677
Elovich 0,6103 0,0986 0,4920
Avrami 0,5751 0,0990 0,3726

Fonte: Autor (2023).
PPO: Pseudo-primeira ordem; PSO: Pseudo-segunda ordem.



176

Ao que se pode observar da Tabela 30, apenas os modelos de cinética de
pseudo primeira e segunda ordem apresentaram uma violagdo na pressuposicao de
independéncia dos residuos (p = 0,0166 e 0,0241 respectivamente), o que indica que
ndo houve um ajuste satisfatério dos mesmos. Com relagdo aos demais modelos, as
conclusdes obtidas séo validas. Prosseguiu-se entdo para a selecdo do modelo que
melhor se ajustou aos dados, primeiramente analisando-se os critérios de informacao

AICc, AIC e BIC. Os resultados sé@o apresentados na Tabela 31:

Tabela 31 - Critérios de informacao dos
modelos de cinética de
adsorcado de HSA em
FesO4s@TEOS.

Modelos AlCc AIC BIC
Avrami 17,4509 13,4509 16,2831
Elovich 21,3267 19,1449 21,2690
PSO 26,1205 23,9386 26,0628
PPO 37,4842 35,3024 37,4266
Fonte: Autor (2023).

De acordo com a Tabela 31, o modelo de Avrami apresentou 0s menores
valores dos critérios, com uma diferenca maior que 2 unidades em relacdo aos
demais, o que indica melhor adequacdo aos dados. Para reafirmar este resultado,

calculou-se as métricas de ajuste e os resultados sao apresentados na Tabela 32:
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Tabela 32 - Métricas de avaliacao da qualidade de ajuste dos modelos de cinética de

adsorcdo de HSA em FesO4@TEOS.

Modelos de cinética de adsorc¢éo

Funcéo Avrami | Elovich | PSO PPO Nome da funcéo

SSE 1,2631 2,1096 2,904 6,1945 Soma de quadrado dos erros
HYBRID 1,8853 3,1354 4,1745 9,5015 Erro fracionério hibrido

ARE 4,2784 6,2938 7,1459 10,6105 Erro médio realtivo

EABS 3,5147 4,9486 5,8113  8,2879 Soma de erros absolutos
MPSD 5,6678 7,7986 8,9688 13,9401 D.p. percentual de Marquardt
SRE 0,0714 0,1044 0,1116 0,1684 Desvio padrao do erro relativo
X2 0,2074 10,3762 0,5009 1,1402 Estatistica de Qui-quadrado
RSD 0,3244 10,4028 0,4726  0,6903 Desvio padrao residual
Log-veros -2,7254 -6,5724 -8,9693 -14,6512 Log-verossimilhanca

R? 0,9792 0,9653 0,9527 0,9015 Coeficiente de determinacéo
RZ%.q 0,9736 0,9595 0,9448 0,8850 Coeficiente de determ. ajustado

Fonte: Autor (2023).

Os resultados apresentados na Tabela 32 mostram que o modelo de Avrami

apresentou os menores valores (em negrito) de todas as métricas de avaliacdo da

qualidade de ajuste e maiores valores de log-verossimilhanca e dos coeficientes de

determinacdo multipla (R?) e ajustado (RZ?ajust). De acordo com o modelo de ordem

fracionaria de Avrami, a capacidade maxima adsortiva na concentracdo de HSA

estuda é de 7,60 mg g* (IC95%: 7,09 - 8,70), as demais discussées sdo analogas as

feitas para cinética com as FesO4s@TEOS@BSA. As curvas do modelo de cinética de

Avrami e os demais modelos ajustados sao apresentados no Gréfico 18:
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Grafico 18 - Modelos de cinética de adsorcdo de HSA em
FesO4s@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).

A possibilidade de resisténcia de difusdo intraparticula afetar o processo de
adsorcao foi explorada usando o modelo de difusdo intraparticula de Weber-Morris,

cujas informacdes séo apresentadas na Tabela 33:

Tabela 33 - Informagdes dos modelos de difusao intraparticula de Weber -
Morris para os dados de cinética de adsorcdo de HSA em

FesO4s@TEOS.
Modelo Parametro Estimativa | D.p. Valor-p R?
Modelo1 Ci(mgg?) 0,7570 0,5778 0,2814  0,9128
kia1 (mg g min-0:5) 8,5501 1,5261 0,0112™
Modelo 2 Cz2(mgg?) 54941  0,1901 <0,0001™ 0,8318
kid2 (Mg gt min-°5) 0,5171  0,0949 0,0016™
Modelo 3 Cs(mg g?) 7,5008  0,3916 0,0027" 0,0073

kis (Mg gl min©5)  0,0084  0,0692  0,9146

Fonte: Autor (2023).
"*Significativo a 0,1%; "Significativo a 1%; D.p.: Desvio padrao.

A analise das pressuposi¢coes dos modelos é apresentada na Tabela 34:
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Tabela 34 - Valor-p obtido para os testes da analise das pressuposi¢des
dos modelos de Weber-Morris no estudo de cinética de
adsorcéo de HSA em Fe3O4s@TEOS.

Modelo Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pearse Breusch-Pagan
Modelo 1 0,6485 0,8014 0,1240
Modelo 2 0,2006 0,8050 0,0856
Modelo 3 0,1764 0,3157 0,3652

Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode observar na Tabela 34, nenhuma pressuposi¢cao da analise de
regressao foi violada para os modelos ajustados, sendo validas as informacdes
obtidas a partir dos mesmos. Conforme pode ser observado na Tabela 32, os modelos
1 e 2 foram estatisticamente significativos, uma vez que os parametros kid1 € kida2, taxas

de difusdo intraparticula, foram significativos (p = 0,0112 e p = 0,0016,

respectivamente, p=+R?), observa-se também que os modelos apresentaram alta

correlagdo aos dados (p1 = 0,9554 e p2 = 0,9120 respectivamente). Estes resultados,
sugerem que a velocidade do processo de adsorgéo € influenciada por duas etapas
determinantes, a primeira que ocorre a uma taxa kis1 = 8,55 mg g* min®® pode ser
atribuida ao processo de difusdo da HSA sobre a superficie das FesO4@TEOS
juntamente com a disperséo (desagregacao) das FesO4@TEOS na solugdo de HSA,
que corresponde a etapa mais rapida. Nesta etapa inicial a quantidade de HSA
adsorvida é 0, uma vez que o parametro C1 foi n&o significativo (p = 0,2814).

A segunda do processo, a qual ocorre a uma taxa kigz2 = 0,52 mg g* min?>s,
corresponde a difusdo da HSA nos poros das multicamadas de HSA adsorvidas até
que se atinja a saturacdo maxima da superficie das nanoparticulas, que é a etapa
mais lenta, limitante da velocidade do processo de adsor¢cdo. Durante esta etapa a
quantidade de HSA adsorvida é de C2=5,49 mg g™.

Para o modelo 3, a taxa de difusdo de HSA € kias =0 (p = 0,9146), uma vez que
partir desta etapa a superficie das nanoparticulas ja esta saturada e a quantidade de
HSA adsorvida é de cerca de Cs = 7,39 mg g (p = 0,0073), nota-se que este valor é
concordante com a capacidade maxima de adsorcéo ge = 7,5 mg g do modelo de

Avrami.
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No Grafico 19 sédo apresentados os modelos de Weber-Morris para os dados
de cinética de adsorcdo de HSA em FesO4@TEOS.

Grafico 19 - Modelos de difusdo intraparticula de Weber-Morris
para cinética de adsorgéo de FesO4s@TEQOS.
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Fonte: Autor (2023).

De modo geral, na maioria dos estudos de adsor¢cdo de proteinas, sdo
ajustados apenas os modelos de cinética de pseudo-primeira e segunda ordens, o
gue muitas vezes justifica a grande quantidade de trabalhos em que uma ou outra é
citada como melhor ajuste aos dados. No estudo de Wang et al. (2013), os dados de
cinética de adsorcdo de BSA em nanoparticulas magnéticas de carboximetilquitosana
foram melhor ajustados pelo modelo de pseudo-segunda ordem. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Wang et al. (2017a) estudando a
adsorcdo de BSA em nanoparticulas de prata, e por Santos et al. (2021) para cinética
de adsorcao de lisozima em FesO4@TEOS@BSA. Em Maleki, Moradi e Tahmasebi
(2017) e em Liu et al. (2017), o modelo de pseudo-primeira ordem foi o que melhor se
ajustou aos dados de adsor¢cdo de BSA em nanoparticulas de ouro e em

nanoparticulas magnéticas de ZnFe204 respectivamente.
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4.3.3 Estudos das isotermas de adsorgao

Analogamente ao que foi feito para os estudos de cinética de adsorcgéo,
inicialmente avaliou-se o coeficiente de variacdo dos calibradores para obtencédo da
curva analitica nos pHs de 6tima adsor¢cédo para cada nanoparticula. Os ajustes das

isotermas de cada nanoparticula seréo apresentados a seguir.

4.3.3.1 Isotermas de adsorgao de HSA em FesOs@TEOS@BSA

Os valores dos coeficientes de variacdo obtidos para os calibradores da curva

de HSA em pH 3,5 sé&o apresentados na Tabela 35 a sequir.

Tabela 35 - Coeficientes de variagao
(%) para os calibradores
da curva analitica de
HSA em pH 3,5.

Concentracdes | Coeficientes de

(mg L?) variacdo (%)
0
20 21,73
40 4,14
60 1,16
80 4,57
100 2,51
125 1,10
150 1,86
200 2,61
250 2,47
300 0,69
350 1,68
400 0,98
500 0,72
600 0,83

Fonte: Autor (2023).



Conforme pode ser observado na Tabela 35, apenas o calibrador na

concentracdo de 20 mg L* apresentou um coeficiente de variacdo elevado
(21,73%), mas como este valor esta pouco acima dos 20% e a média da
absorbancia das triplicatas apresentou um comportamento dentro da linha de
tendéncia, optou-se por manter o calibrador de 20 mg L no ajuste das curvas. A

curva de calibracdo mais adequada aos dados foi um polinémio de segundo grau,

cujas informacdes sédo apresentadas na Tabela 36:

Tabela 36 - Informagbes da curva de calibragdo de HSA em pH 3,5:
Estimativas, desvio padréo, estatistica-t e valor-p associados
aos parametros, significancia do modelo (valor-pm) e coeficiente
de determinagao multipla (R?).

Par. | Estimativa D.p. t-calc Valor-p | Valor-pm | R? (%)
Bo 0,0086 0,0039 2,1731  0,0505
B1 0,0020 3,7x10° 55,1117 <0,0001 <0,0001 99,93
B2 -1,3 x 10 6,3x10® -19,8825 <0,0001

Fonte: Autor (2023).
Par.: parédmetro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t.

Ao que se pode observar na Tabela 36, a estimativa do intercepto nao foi

significativa (p = 0,0505), o que indica que quando ndo ha HSA na solugéo, a
absorbancia é estatisticamente igual a zero. O modelo apresentou um R? bastante
elevado, indicando que 99,93% da variabilidade dos dados de absorbancia de acordo

com a concentragdo de HSA pode ser explicada pelo modelo. Na Tabela 37 é

apresentada a analise das pressuposi¢coes da curva de HSA.

Tabela 37 - Valor-p obtido para os testes da analise dos
residuos da curva de HSAem pH 3,5.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,2676 0,9756 0,5132

Fonte: Autor (2023).

De acordo com a Tabela 37, a curva de HSA em pH 4,5 ndo apresentou

nenhuma violagdo nas pressuposi¢cdes da regressao, sendo adequado para o



183

calculo das concentracdes de HSA nos estudos de isotermas de adsor¢cdo em
FesO4@TEOS@BSA.

Com a utilizagao da curva de calibracéo, obteve-se os dados de concentragoes
de equilibrio e posteriormente os de quantidades de HSA adsorvidas. Os coeficientes
de variagdes destas variaveis de acordo com as concentragdes de HSA iniciais sao

apresentados na Tabela 38:

Tabela 38 - Coeficientes de variagcao (%) para os
dados de concentragdes de HSA no
equilibrio e quantidades adsorvidas
nas FesO4@TEOS@BSA de acordo
com as concentracdes iniciais.

Concentracdes | C.V.sdas ce | C.V.s das ge

Inicias (mg L) (%) (%)
100 12,65 8,14
150 8,25 10,34
200 3,69 5,24
250 5,27 10,20
300 3,97 9,97
400 0,84 2,67
500 2,78 9,54
600 2,94 13,45
700 3,39 17,22
850 3,93 31,29
1000 4,57 35,50

Fonte: Autor (2023).
C.V.s.: Coeficientes de variacdo; ce: concentracdes de HSA
de equilibrio; ge: quantidades de HSA adsorvidas.

Ao que se pode observar na Tabela 38, alguns pontos apresentaram elevados
coeficientes de variagao, o que ocorreu devido a presenca de outliers nos dados,
principalmente nas concentracbes mais elevadas. Diante disso, foi necessaria a
retirada de alguns destes outliers quando os mesmos prejudicaram o ajuste das
isotermas, tal retirada foi feita baseada no grafico de dispersdo dos dados, nos
coeficientes de variagao da Tabela 38 e no teste de Grubbs (1950).
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Obtidos os dados, ajustou-se os principais modelos de isotermas de adsorgao
de dois e de trés parametros. Na Tabela 39 a seguir sdo apresentadas as principais

informagdes dos modelos ajustados das isotermas de dois parametros:

Tabela 39 - Estimativas, desvio padrao e significancia dos parametros das isotermas
de dois parametros para adsor¢cdo de HSA em FesO4s@TEOS@BSA.

Modelos Expresséo Parametros | Estimativas| D. p. Valor-p
Langmuir q = Omex O Qmax 11,9298 0,4453 <0,0001™
L+be, b 00171 00031  0,0004™
Freundlich —k_clre NF 2,7311 0,3213 <0,0001™
qe F~e
Kr 4,5971 0,4187 <0,0001™
Dubinin- q. = (a,) exp(—k,qe*) gs 10,0692 0,4897 <0,0001™
Radushkevich  e=RTIn{l+1/c,) Kad 0,0002 0,0001 0,0290°
. RT *kk
Temkin 0.~ e br 1281,8435 102,7571 <0,0001
AT 0,4663 0,1821 0,0307"
Elovich B {ce j gm 1691,2202 337,1823 0,0007
qe_que EXp| —
" Ke 0,0044 0,0007  0,0001™
Harkins-Jura :( A, J“Z AHJ 37,787 4,4805 <0,0001™
B —100(c.) By 45100 02224 <0,0001"
Halsey K, U KH 0,0099 0,0095 0,3244
ks _[ c, j NH 45971  0,4187 <0,0001"
Jovanovic e = O (1-€°%) Qmax 10,742 0,4411 <0,0001™
Ky 0,0114 0,0020  0,0003™

Fonte: Autor (2023).
* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%;
D. p.: desvio padrao.

** Significativo a 0,1%.

Ao que se pode observar da Tabela 39, apenas a isoterma de Halsey
apresentou parametro com estimativa estatisticamente ndo significativa. Para as
demais, todas as estimativas foram significativas. Na Tabela 40 sdo apresentadas as

principais informag¢des dos modelos ajustados das isotermas de trés parametros:
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Tabela 40 - Estimativas, desvio padrao e significancia dos parametros das isotermas
de trés parametros para adsorgédo de HSA em FesOs@TEOS@BSA.

Modelos Expressao Parametros | Estimativa | D. p. Valor-p
Qmax 18,1866  7,8797  0,0498"
Sips g = dna Kscle/l;:’% Ks 0,0895 00237  0,0054°
1+ac™™ bes 22547  1,0052  0,0552
Koble- Ax 18,1866  7,8797  0,0498"
Corrigan d, = - f\ECC Nk 0,4435  0,1977  0,0552
kCe Bk 0,0895  0,0237  0,0054"
Qmax 23,1907 20,2669  0,2856
Toth - % Kr 05278 2,371  0,8294
L+ (k)" ] nr 3,7842 35487  0,3174
Redlich- Krp 0,8496  1,0302  0,4335
Peterson g, = ;:;P—‘;Zew arp 0,2329 0,3682 0,5447
RPe Ore 0,8245  0,0573 <0,0001"
Langmuir- qur 18,1863 7,8792 0,0498"
Freundlich q, = O (KLFCe):“ Kir 0,0043  0,0088  0,6362
L+ (Kec,)™ mue 04435 01977  0,0552
Qmax 18,1865  7,8795  0,0498"
Hill Q= l?ma—l—cz N 0,4435  0,1977  0,0552
HtG K 11,1785 2,9613  0,0054"
Qmax 4,8706  2,4541  0,0825
Khan q, = % bx 0,1346  0,2054  0,5306
KCe ax 0,8129  0,0498 <0,0001™
Radke- Qe 3,6485 14112  0,0323
Prausnitz g - % Krei 02329  0,3682  0,5447
reii Ce Mgel 0,8245  0,0573 <0,0001™
Brunauer, Om 10,1881 0,8954 <0,0001™
Emmettand = KLCQ)?lmf;%CE K Ks 0,0269  0,0089  0,0161"
Teller KL 0,0002  0,0001  0,0975
H 3.7565 109,790  0.9735
c;%exp(qu) 2
Jossens FF 0,0841 15,3854  0,9506
P 0,7022 42199  0,8720

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%
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Ao que se pode observar da Tabela 40, todas as isotermas de trés parametros
apresentaram pelo menos um parametro com estimativa estatisticamente nao
significativa ao nivel de 5%, no entanto alguns dos valores-p associados a estas
estimativas estdo muito préximas do valor de 0,05, como por exemplo, o parametro
bes da isoterma de Sips com valor-p = 0,0552. Como a variabilidade aleatéria dos
dados de adsorgao de HSA nas FesO4s@TEOS@BSA é relativamente alta, parametros
cujas estimativas apresentaram valores-p muito proximos a 5% foram considerados
significativos. Diante disso, apenas os modelos de Sips, Koble-Corrigan e de Hill
apresentaram todos os parametros com estimativas significativas. A analise das
pressuposi¢cdoes dos modelos apresentados na Tabela 39 e da Tabela 40 é

apresentada na Tabela 41:

Tabela 41 - Valor-p obtido para os testes da analise das pressuposi¢des
das isotermas de adsorcdo de HSA em FesO4@TEOS@BSA.

Teste de Teste de Teste de
Modelos Shapiro-Wilk | Box-Pearse | Breusch-Pagan
Elovich 0,8467 0,0780 0,9583
Dubini-Radushkevich 0,0353" 0,0908 0,3076
Harkins-Jura 0,4865 0,2824 0,2715
Jovanovic 0,4541 0,3128 0,1719
Freundlich 0,4448 0,6352 0,1830
Halsey 0,4447 0,6352 0,1830
Langmuir 0,7806 0,7279 0,0724
BET 0,0334" 0,7927 0,7575
Khan 0,2774 0,8714 0,6595
Redlich-Peterson 0,2468 0,9110 0,6942
Radke-Prausnitz 0,2468 0,9110 0,6942
Sips 0,1583 0,9152 0,8019
Hill 0,1583 0,9152 0,8019
Koble-Corrigan 0,1583 0,9152 0,8019
Langmuir-Freundlich 0,1583 0,9152 0,8019
Toth 0,1668 0,9561 0,7907
Jossens 0,1802 0,6164 0,1932

Fonte: Autor (2023).
BET: Brunauer, Emmett e Teller
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Ao que se pode observar na Tabela 41, apenas os modelos de Dubinin-
Radushkevich e de BET apresentaram violagcdes nas pressuposi¢cdes, sendo 0s
residuos ndo normais (p = 0,0353 e 0,0334 respectivamente), ndo se mostrando
adequados para andlise/descricdo dos dados. Na etapa seguinte obteve-se o0s
critérios de informacéao para selecdo dos modelos que melhor se ajustaram aos dados
de adsorcéo de HSA nas Fe3O4s@TEOS@BSA. Os resultados sédo apresentados na
Tabela 42:

Tabela 42 - Critérios de selecdo dos modelos de
isotermas de adsorcdo de HSA nas

FesO4s@TEOS@BSA.

Modelos AlCc AIC BIC
Temkin 22,4866 19,0581 20,2518
Halsey 23,5542 20,1256 21,3193
Freundlich 23,5542 20,1256 21,3193
Hill 26,8586 20,1919 21,7835
Sips 26,8586 20,1919 21,7835
Koble-Corrigan 26,8586 20,1919 21,7835
Langmuir-Freundlich 26,8586 20,1919 21,7835
Toth 27,1446 20,4780 22,0695
Harkins-Jura 27,4986 24,0700 25,2637
Radke-Prausnitz 28,0070 21,3404 22,9319
Redlich-Peterson 28,0070 21,3404 22,9319
Khan 28,1949 21,5282 23,1198
Langmuir 29,8514 26,4228 27,6165
BET 32,1934 25,5268 27,1183
Jovanovic 39,0965 35,668 36,8616
Elovich 39,6511 36,2225 37,4162
Dubini-Radushkevich 45,9529 42,5243 43,7180
Jossens 148,5564 141,8897 143,4813

Fonte: Autor (2023).

BET: Brunauer, Emmett and Teller

AlCc: Critério de informacdo de Akaike corrigido; AIC: Critério de
informacéo de Akaike; BIC: Critério de informacéo Bayesiano.
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Para a discriminacdo entre os modelos por meio dos critérios de selecao, a
diferenca entre os valores desses critérios deve ser maior ou igual a dois. Diante disso,
conforme a Tabela 42, os modelos que apresentaram 0s menores valores dos critérios
AICc, AIC e BIC, também apresentaram esses valores bem proximos entre si, sé
sendo possivel uma diferenciacdo por meio do AlCc. Dessa forma, os modelos que
melhor se ajustaram aos dados foram os de Temkin, Halsey e Freundlich seguidos
pelos de Hill, Sips, Koble-Corrigan e Langmuir-Freundlich. Prosseguiu-se entdo a
etapa de selecdo pela obtencdo dos valores das métricas de avaliacdo da qualidade

do ajuste, os quais sédo apresentados na Tabela 43:
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Tabela 43 - Métricas de avaliagao da qualidade de ajuste dos modelos de isotermas de adsor¢édo de HSAem FesO4@TEOS@BSA.

Modelos SSE HYBRID ARE EABS MPSD SRE ) & Log-v. RSD R? R%just
Koble-C. 1,9511 2,5729 4,0342 4,0388 53621 0,0648 0,2058 -6,0959 0,4938 0,9495 0,9278
Sips 1,9511 2,5729 4,0342 4,0388 53621 0,0648 0,2058 -6,0959 0,4938 0,9495 0,9278
Hill 1,9511 2,5729 4,0342 4,0388 53621 0,0648 0,2058 -6,0959 0,4938 0,9495 0,9278
Lang.-Freund 1,9511 2,5729 4,0342 4,0388 53621 0,0648 0,2058 -6,0959 0,4938 0,9495 0,9278
Toth 2,0025 2,6318 4,0604 4,0753 54129 0,0655 0,2105 -6,2390 0,5003 0,9481 0,9259
Temkin 2,1109 2,5118 4,1925 4,1724 53442 0,0683 0,2261 -6,5290 0,4843 0,9453 0,9317
Redlich-P. 2,1658 2,7973 4,0957 4,1610 55240 0,0668 0,2238 -6,6702 0,5203 0,9439 0,9199
Radke-P. 2,1658 2,7973 4,0957 4,1610 55240 0,0668 0,2238 -6,6702 0,5203 0,9439 0,9199
Khan 2,2031 2,8268 4,0773 4,1625 55306 0,0668 0,2261 -6,7641 0,5248 0,9429 0,9185
Halsey 2,3260 2,5251 3,7410 4,0292 50618 0,0643 0,2273 -7,0628 0,5084 0,9398 0,9248
Freundlich 2,3260 2,5251 3,7410 4,0292 50618 0,0643 0,2273 -7,0628 0,5084 0,9398 0,9248
BET 3,1688 4,6010 5,4951 5,2636 7,5621 0,0890 0,3681 -8,7634 0,6294 0,9186 0,8837
Harkins-Jura 3,3292 3,7515 4,8523 5,0275 6,3425 0,0836 0,3376  -9,0350 0,6082 0,9151 0,8939
Langmuir 4,1232 6,0429 6,0713 5,4767 9,1626  0,1052 0,5439 -10,2114 0,6769 0,8989 0,8737
Jovanovic 9,5554 14,5878 8,5087 7,6153 14,4800 0,1540 1,3129 -14,834 1,0304 0,8122 0,7653
Elovich 10,0495 12,8074 9,0410 8,8470 12,6076 0,1628 1,1527 -15,1113 1,0567 0,7407 0,6759
Dubini-R. 17,8216 23,7567 14,0867 13,3002 17,3017 0,2303 2,1381 -18,2622 1,4072 0,5418 0,4272
Jossens 124468,5622 2363171,75 3448,3816 805,8985 1122,6187 12,3841 11186,195 -66,9448 124,734 0,9379 0,9113

Fonte: Autor (2023).

SSE: Soma de quadrado dos erros; HYBRID: Erro fracionario hibrido; ARE: Erro médio realtivo; EABS: Soma de erros absolutos; MPSD: Desvio padrdo
percentual de Marquardt; SRE: Desvio padrao do erro relative; x?: Estatistica de Qui-quadrado; RSD: Desvio padrao residual; Log-v.: Log-verossimilhanca;
R2: Coeficiente de determinacdo mdltipla; R2ajust: Coeficiente de determinagdo multipla ajustado.
Dubini-R.: Dubini-Radushkevich; Lang.-Freund.: Langmuir-Freundlich; Redlich-P.: Redlich-Peterson; Radke-P: Radke-Prausnitz; Koble-C.: Koble.Corrigan.
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Os valores apresentados na Tabela 43 sdo condizentes com os resultados dos
critérios de informacéo (TABELA 42) e indica que os modelos que melhor se ajustaram
aos dados foram os de Koble-Corrigan, Sips, Hill, Langmuir-Freundlich, Toth, Temkin,
Redlich-Peterson, Radke-Prausnitz, Khan, Halsey e Freundlich, conforme os elevados
valores dos coeficiente de determinacdo miltipla (R? > 0,90), coeficiente de
determinacdo multipla ajustado (RZ%aus > 0,90) e da funcdo de log-verossimilhanca,
bem como os menores valores das métricas de ajuste (SSE, HYBRID, ARE, EABS,
MPSD, SRE, x2 e RSD). E importante ressaltar que nenhum dos modelos apresentou
ao mesmo tempo todos os melhores valores das métricas de avaliacdo da qualidade
de ajuste. Como os modelos de Langmuir-Freundlich, Toth, Redlich-Peterson, Radke-
Prausnitz, Khan e Halsey apresentaram parametros ndo significativos, eles foram
desprezados da analise.

De acordo com Sips (1948), o modelo de Sips possui uma premissa para ser
utilizado, a qual estabelece que 1/bes deve ser menor que a unidade. Como a
estimativa de bes aqui obtida foi bes = 2,25 (TABELA 40) entdo 1/bes = 0,44, 0 que
mostra que o modelo de Sips pode ser avaliado para modelagem dos dados.
Analogamente, de acordo com Koble e Corrigan (1952), a isoterma proposta por estes
autores sO é valida se a estimativa do parametro nkc for maior ou igual a 1, como
obteve-se nkc = 0,44 (TABELA 40), tal modelo é inapropriado.

As isotermas de Hill e Sips séo reparametrizacdes dos modelos de Langmuir e
Freundlich, que possuem a mesma estrutura de modelo, o que justifica tais modelos
apresentarem os mesmos valores dos critérios de selecdo, métricas de ajuste e
resultados da analise de residuos. Para diferenciacdo entre eles deve-se avaliar a
curvatura do modelo devido ao efeito da parametrizagdo, quanto menor o valor da
curvatura mais adequado é o modelo. Para a isoterma de Sips a curvatura obtida foi
de 11,00, enquanto para a de Hill o valor foi 41,33, o que sugere a escolha do modelo
de Sips.

Embora a isoterma de Temkin tenha apresentado resultados satisfatérios do
ponto de vista estatistico, ela n&o sera utilizada nas discussdes. De acordo com Foo
e Hameed (2010) ela é mais adequada em sistemas de adsor¢do em fase gasosa.
Conforme Febrianto et al. (2009), a adsor¢do na fase liquida é um fenbmeno mais
complexo do que a adsorcéo na fase gasosa, pois as moléculas adsorvidas néo estao
necessariamente organizadas em uma estrutura compacta com orientacdo idéntica,

soma-se a isso a presenca de moléculas de solvente e possiveis interacdes
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intermoleculares da HSA. Outros fatores podem aumentar a complexidade da
adsorcao da fase liquida, incluindo pH, solubilidade do HSA no solvente, temperatura
e 0s grupamentos quimicos na superficie das FesO4@TEOS@BSA.

A isoterma de Temkin assume que a queda do calor de adsor¢cdo € um
fendmeno linear ao invés de logaritmico. O calor de adsorcdo de todas as moléculas
na camada diminuiria linearmente com a cobertura devido as interacbes HSA/
FesO4@TEOS@BSA. Uma vez que a base de derivagéo para a equacgédo de Temkin
€ uma suposicao simples, a referida complexidade envolvida na adsorcao da fase
liquida discutida anteriormente néo € levada em conta. Como resultado, esta equacao
muitas vezes ndo é adequada para a representacdo de dados experimentais em
sistemas complexos. O que reforga tais argumentos sao os resultados das isotermas
de Sips e Radke-Prausnitz que corroboram com a isoterma de Freundlich, conforme
sera discutido posteriormente.

Diante das justificativas apresentadas para a recusa da isoterma de Temkin,
dos resultados de selecao discutidos, a analise das pressuposicdes da regressao,
significancia estatistica dos parametros, os valores dos critérios de sele¢cdo, das
métricas de ajuste e premissas dos proprios modelos, os modelos que melhor se
ajustaram aos dados foram o de Freundlich seguido por Sips.

O modelo de Freundlich prevé que o processo de adsorcdo da HSA nas
FesO4s@TEOS@BSA ocorre em multicamadas, sendo os sitios de adsorcédo
energeticamente heterogéneos, o valor de 1/nr = 0,22 (TABELA 39), estando na faixa
0 < 1/nF < 1, 0 que indica que a adsorcdo €& considerada favoravel, com uma
intensidade de adsorcdo e heterogeneidade da superficie relativamente altas, uma
vez que quanto mais 1/nr esta proximo de 0 no intervalo de 0 a 1, maior a intensidade
da adsorcao (FOO; HAMEED, 2010).

De acordo com o modelo de Sips, a capacidade maxima de adsorcdo de HSA
nas nanoparticulas é gmax = 18,19 mg g* (TABELA 40). O parametro gmax parece ter
sido superestimado pela isoterma de Sips e todas as outras de trés parametros, tais
como a de Hill, Koble-Corrigan e a de Toth, uma vez que a maior quantidade Qe
experimental encontrada foi ge = 11,51 mg g%, por outro lado a estimativa obtida pela
isoterma de Langmuir gmax = 11,93 mg g é mais condizente com a realidade dos
dados experimentais. A estimativa obtida para a constante de equilibrio ou de
afinidade foi as = 0,09 (L mg?)'". Para o parametro de afinidade, a estimativa obtida

foi bes = 2,25, de modo que 1l/bes# 1, o que indica que o processo de adsorcéo é



192

energeticamente heterogéneo, estando de acordo com o que foi discutido para a
isoterma de Freundlich.

Quanto a isoterma de Radke-Prausnitz, de acordo com Liu e Liu (2008), a
expressédo pode ser rearranjada do seguinte modo:

Mgp
_ 9gp XC,

e n
q RP -1

-1 ~ .. .
emque Ky =8y /by, Para Kq >>¢,™ ™ aequacdo original torna-se uma isoterma

do tipo Freundlich:

Mgp
_ Ggp XCq

qe KRP
Por outro lado, quando K, << CemRP‘l, a equacao pode ser simplificada como:
Qe = 8gp XC,

A partir desse rearranjo e das estimativas obtidas para os parametros da

isoterma de Radke-Prausnitz, obteve-se Krp = 15,67. Comparando-se os valores de

Cem”’*1 com o valor de Krp Obteve-se a Tabela 44:

Tabela 44 - Comparagao dos valores de Cem”’_1 com o
valor de Krp para as FesO4@TEOS@BSA.

Concentracéo ¢ Kep > | K <™
39,138 0,525 sim nao
83,434 0,460 sim nao
117,399 0,433 sim nao
164,843 0,408 sim nao

214,491 0,390 sim nao
304,644 0,367 sim nao
387,084 0,351 sim nao
492,479 0,337 sim nao
584,865 0,327 sim nao
755,155 0,313 sim nao
885,851 0,304 sim nao

Fonte: Autor (2023).
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Ao que se pode observar da Tabela 44, em todas regides de concentracdo de

Mgp—1

HSA obteve-se Kg, >C, , 0 que significa que a isoterma de Radke-Prausnitz indica

uma favorabilidade do modelo de Freundlich. Tais resultados também s&o coerentes
com a selecéo dos modelos, a qual demonstrou o ajuste mais adequado da isoterma
de Freundlich em comparacdo ao de Langmuir. No Grafico 20 (a) e (b) séo

apresentados os graficos das isotermas de dois parametros:

Grafico 20 - Modelos de isotermas de dois parametros de adsorgédo de
HSA nas FesO4@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).
Legenda: a) Isotermas de Langmuir, Freundlich, Dubinin-Radushkevich e de Temkin;
b) Isotermas de Jovanovic, Harkins-Jura, Elovich e Halsey.
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No Grafico 21 (a) e (b) e no Grafico 22 sdo apresentados os modelos de

isotermas de trés parametros:

Grafico 21 - Modelo de isotermas de trés parametros de adsor¢céo de HSA
nas FesO4@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).
Legenda: a) Isotermas de adsorcéo de Sips, Redlich-Peterson, Toth e Khan;
b) Isotermas de adsor¢do de Hill, Langmuir-Freundlich, Koble-Korigan e de
Radke-Prausnitz.
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Grafico 22 - Isoterma de Jossens.
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Fonte: Autor (2023).

Os Gréficos 20 - 22 enfatizam a qualidade geral de todos os modelos ajustados,
conforme os elevados valores dos coeficientes de determinacdo multipla (R?) e
ajustado (R?%qjust) da Tabela 43, evidenciando que as isotermas de Freundlich e de Sips
foram as mais adequadas para ajuste dos dados.

Como a isoterma de Langmuir mostrou boa qualidade de ajuste, utilizou-se a
mesma avaliar o grau de desenvolvimento do processo de adsor¢ao por meio da

avaliacdo do fator de separacao R, cujos resultados sao apresentados na Gréfico 23.

Grafico 23 - Fator de separacgao para a adsorgao
de HSA nas FesO4@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).
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Os valores obtidos de R do Grafico 23 estdo na faixa de 0,06 a 0,60, indicando
gue a adsorcao ocorre de modo favoravel em toda faixa de concentracao analisada,
isso sugere que a HSA tem maior afinidade pelas nanoparticulas de
FesO4s@TEOS@BSA do que pela 4gua.

4.3.3.2 Isotermas de adsorcédo de HSA em FesOs@TEOS

Analogamente ao que foi feito para os estudos de isotermas com as
FesO4s@TEOS@BSA, inicialmente avaliou-se o coeficiente de variagdo dos
calibradores para obtencdo da curva analitica no pHs de 6tima adsorgcao (4,5). Os

valores obtidos para os calibradores da curva sao apresentados na Tabela 45:

Tabela 45 - Coeficientes de variagao
para os calibradores da
curva analitica de HSA
em pH 4,5.

Concentracdes | Coeficientes de

(mg L?) variacdo (%)
0
20 11,02
40 2,80
60 3,25
80 10,12
100 3,41
130 3,79
150 2,27
180 0,83
220 3,03
270 2,07
330 0,48
410 0,68
500 1,52
600 0,65

Fonte: Autor (2023).
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Conforme pode ser observado na Tabela 45, nenhum calibrador apresentou
coeficiente de variacdo maior que 20%, logo todos podem ser utilizados na
obtencdo das curvas. A curva de calibracdo mais adequada aos dados foi um
polindbmio de segundo grau, cujas informagdes sao apresentadas na Tabela 46:

Tabela 46 - Informagbes da curva de calibragdo de HSA em pH 4.5:
Estimativas, desvio padréo, estatistica-t e valor-p associados
aos parametros, significAncia do modelo (valor-pm) e
coeficiente de determinagdo mdltipla (R?).

Par. | Estimativa D.p. t-calc | Valor-p |Valor-pm| R? (%)
Bo -0,0049 0,0045 -1,0921  0,2962
B1 0,0019 4,21 x10° 45,7444 <0,0001 <0,0001 99,90

B2 -1,07 x10® 7,17 x10® -14,8631 <0,0001

Fonte: Autor (2023).
Par.: parédmetro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t.

Ao que se pode observar da Tabela 46, a estimativa do intercepto néo foi
significativa (p = 0,2962). A estimativa do parametro B2 foi préxima de 0, porém
significativa (p < 0,0001) e o modelo apresentou um R? bastante elevado,
indicando que 99,90% da variabilidade dos dados de absorbancia de acordo com
a concentracdo de HSA é explicada pelo modelo. A andlise dos residuos do
modelo n&o indicou nenhuma violacdo das pressuposicdes da regressao,
conforme os valores-p obtidos, 0,0567; 0,5443 e 0,8259 para os testes de Shapiro-
Wilk, Box-Pearse e de Breusch-Pagan respectivamente.

Utilizando-se essa curva de calibracdo obteve-se os dados de
concentracbes de equilibrio e posteriormente os de quantidades de HSA
adsorvidas. Para as concentracdes de HSA acima de 600 mg L diluiu-se as
amostras em 50% para que pudessem ser quantificadas por esta curva, no
entanto, a variabilidade dos dados obtidos para a quantidade de HSA adsorvida
foi muito alta, com diversos pontos caracterizados como outliers. Diante disso, foi
necessaria a repeticdo dos ensaios das isotermas nessas concentragdes,
entretanto, a quantificacdo da HSA foi feita utilizando-se uma nova curva de
calibracdo com uma modificacdo no método de Bradford, a qual consistiu em
utilizar-se 100 yL de amostra e 3,0 mL de reagente de Bradford. As informacdes
sobre os coeficientes de variacdo dos calibradores da nova curva sdo mostradas

a seguir na Tabela 47:
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Tabela 47 - Coeficiente de variacao
(%) para os calibradores
da curva de HSA em pH
4,5 com o método de
Bradford modificado.

Concentracdes | Coeficientes de

(mg L?) variacdo (%)
0
100 4,82
200 11,04
300 6,17
500 4,56
700 3,43
800 4,44
900 2,95
1000 1,85
1200 2,86
1500 0,51

Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado na Tabela 47, nenhum calibrador apresentou
coeficiente de variagdo maior que 20%, logo todos podem ser utilizados na
obtencdo das curvas. A curva de calibracdo mais adequada aos dados foi um

polindbmio de segundo grau, cujas informacfes sdo apresentadas na Tabela 48:
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Tabela 48 - Informagdes da nova curva de calibragcdo de HSA em pH 4,5:
Estimativas, desvio padréo, estatistica-t e valor-p associados
aos parametros, significancia do modelo (valor-pm) e
coeficiente de determinagéo multipla (R?).

Par. | Estimativa D. p. t-calc | Valor-p |Valor-pm| R? (%)
Bo 0,0043 0,0060 0,7228  0,4904
B1 0,0005 1,9x10° 27,5845 <0,0001 <0,0001 99,84
B2 -94x10% 1,3x10® -7,0906 0,0001

Fonte: Autor (2023).
Par.: pardmetro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t.

Ao que se pode observar da Tabela 48, a estimativa do intercepto nao foi
significativa (p = 0,4904). A estimativa do parametro 32 foi significativa (p < 0,0001) e
o modelo apresentou um R? bastante elevado, indicando que 99,84% da variabilidade
dos dados de absorbancia de acordo com a concentracédo de HSA pode ser explicada
pelo modelo. A andlise dos residuos do modelo ndo indicou nenhuma violacédo das
pressuposi¢cdes da regresséao, conforme os valores-p obtidos, 0, 5892; 0, 8894 e
0,3424 para os testes de Shapiro-Wilk, Box-Pearse e de Breusch-Pagan
respectivamente.

Com a utilizacdo das curvas de calibracdo, obteve-se os dados de
concentracbes de equilibrio e posteriormente os de quantidades de HSA
adsorvidas nas FesO4@TEOS. Os coeficientes de variacfes destas variaveis de

acordo com as concentracdes de HSA iniciais sdo apresentados na Tabela 49:
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Tabela 49 - Coeficientes de variagao (%) para os
dados de concentragdes de HSA no
equilibrio e quantidades adsorvidas
nas FesO4@TEOS de acordo com as
concentracées iniciais.

Concentragcdes | C.V.sdas ce | C.V.s das ge

Inicias (mg L) (%) (%)
220 8,53 7,33
270 2,36 3,21
330 2,59 4,77
410 0,93 2,20
500 0,60 1,74
600 1,37 4,81
700 5,81 22,27
800 1,59 7,33
900 0,40 2,13
1000 0,93 541
1200 2,53 21,53

C.V.s.: Coeficientes de variagao; ce: concentracdes de
HSA de equilibrio; ge: quantidades de HSA adsorvidas.
Fonte: Autor (2023).

Conforme observado na Tabela 49, as concentragées de 700 e 1200 mg L
apresentaram elevados coeficientes de variagao, o que ocorreu devido a presenca de
outliers nos dados. Diante disso, foi necessaria a retirada de trés observagdes do
conjunto de dados devido a influéncia destes pontos no ajuste das isotermas, tal
retirada foi feita com base no grafico de dispersdo dos dados, nos coeficientes de
variacdo da Tabela 49 e no teste de Grubbs (1950). Obtidos os dados, ajustou-se os
principais modelos de isotermas de adsorcao de dois e de trés parametros. Na Tabela
50 séo apresentadas as principais informagdes dos modelos ajustados das isotermas

de dois parametros:
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Tabela 50 - Estimativas, desvio padrao e significancia dos parametros das isotermas
de adsor¢cdo de dois parametros para adsorcdo de HSA em

FesO4@TEOS.
Modelos Expressdes Parametros | Estimativas D.p. Valor-p
Langmuir q = Qe DCs Omax 14,8882 0,2951 <0,0001™
1+be, b 0,0212 0,0032 0,0001™
Freundlich —k_c Yne ke 5,8104 0,4646 <0,0001™
qe F~e
Nk 7,4598 0,7224 <0,0001™
Dubinin- q, = (a,) exp(—k,,e?) Os 13,7497 0,2968 <0,0001™
Radushkevich  e=RTIn(L+Y/c,) Kad 0,0005 0,0001 0,0032"
Temkin RT b 1451,9314 131,4757 <0,0001™
' 0. =——In(Ac,) T
by At 4,9231 3,3974 0,1812
Elovich (c J Om 3599,4939 660,674 0,0004™
Ge = dnk, €Xp| —
Un Ke 0,0031 0,0005 0,0001™
Harkin A, 12 Any 84,2083 9,0446 <0,0001™
_ J
%= [ B, — Iog(ce)] By 5,8613 0,3399  <0,0001™
Halsey K 1/ny Kh 2,0 x10° 3,7 x 10 0,6049
—| Bn
% _[ c, ] Nw -7,4598 0,7224  <0,0001™
Jovanovic 0, =0, (1_e*<Jce ) Qmax 13,7405 0,3079  <0,0001™
K3 0,0119 0,0016 <0,0001™

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%.

D. p.: desvio padréo.

Ao que se pode observar da Tabela 50, apenas as isotermas de Halsey e de
Temkin apresentaram parametros com estimativas nao significativas. Na Tabela 51

sdo apresentadas as principais informacfes das isotermas de trés parametros:
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Tabela 51 - Estimativas, desvio padrao e significancia dos parametros das isotermas

de adsorgao de trés parametros da adsorgao de HSA em FezO4@TEOS.

Modelos Expression Parametros | Estimativa| D. p. Valor-p
g, K Omax 20,3574 9,4078  0,0624

Sips = l+agc, "™ Ks 0,2012  0,0908 0,0575
bes 2,7383  2,1672  0,2420

Koble- AC,™ Ak 4,09632 3,63632 0,2926
Corrigan % = 1+B.c™ Nk 0,3652 0,2890 0,2420
Bk 0,2012  0,0908 0,0575

_ GuakiC Omax 6,9465 2,3304 0,0176"

Toth [1+ (krc)™ ]”"T Kt 0,2048 0,4282 0,6452
nr 0,8910 0,0477 <0,0001™

Redlich- _ Kg +C, Krp 22,5074 16,4089 0,2074
Peterson * ltagce arp 4,0500 37,8556 0,9174
OrP 0,2568  0,3329  0,4626

Langmuir- q - 0. (KeC)™ guF 1,4227 2,5112 0,5866
Freundlich ©l+(Kee)™ Kvr 0,2048  0,4282 0,6452
MLF 0,8910  0,0477 <0,0001™"

o - % Omax 20,3576 9,4083  0,0624

Hill HT e NH 0,0124 0,0292 0,6824
KH 0,3652 0,289  0,2420

g, = TmeDiCe Omax 20,3577 9,4084  0,0624

Khan (L+bec)™ bk 0,3652 0,2890 0,2420
ax 49697 2,2418 0,0575

Radke- q = 1<1R:<.. KRg..m G, qrPIl 8,4298  3,7258  0,0535
Prausnitz P e Krei 0,1350 0,2732 0,6344
MRPII 0,8867  0,0439 <0,0001™
Brunauer, _ 0 KsC, gm 13,6759 0,8115 <0,0001™
Emmettand @tk rKe) Ks 0,0304 00100 0,0158"
Teller KL 0,0001  0,0001 0,1728

Fonte: Autor (2023).
* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%
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A isoterma de Jossens ndo pode ser ajustada para os dados de adsorcéo de
HSA nas FesO4@TEOS na faixa de concentracdo estudada, acredita-se que para esta
isoterma, seria necessaria uma faixa de concentracfes mais ampla. Ao que se pode
observar na Tabela 51, todos os modelos apresentaram pelo menos um parametro
com estimativa estatisticamente nao significativa. A andlise das pressuposicoes

basicas de todos os modelos é apresentada na Tabela 52:

Tabela 52 - Valor-p obtido para os testes da analise dos residuos das
isotermas de adsorgdo de HSA em FesO4@TEOS.

Teste de Teste de Teste de
Modelos Shapiro-Wilk | Box-Pearse | Breusch-Pagan
Langmuir 0,5629 0,0959 0,0681
Harkins-Jura 0,8866 0,1907 0,0775
Jovanovic 0,2672 0,0585 0,0815
Freundlich 0,9772 0,2071 0,0984
Halsey 0,9772 0,2071 0,0984
Elovich 0,9928 0,1135 0,1499
Temkin 0,9907 0,2012 0,1623
Khan 0,9876 0,1928 0,3706
Dubini-R. 0,0434" 0,0350" 0,3856
Redlich-P. 0,9792 0,1926 0,3868
Radke-P. 0,9792 0,1926 0,3868
Toth 0,9194 0,1900 0,4968
Sips 0,9159 0,1907 0,5115
Hill 0,9159 0,1907 0,5115
Koble-C 0,9159 0,1907 0,5115
Lang.-Freund 0,9159 0,1907 0,5115
BET 0,4376 0,1543 0,8877

Fonte: Autor (2023).
Dubini-R.: Dubini-Radushkevich; Koble-C.: Koble-Corrigan; Lang-Freund.:
Langmuir-Freundlich; Redlich-P.: Redlich-Peterson; Radke-P.: Radke-Prausnitz.

Ao que se pode observar na Tabela 52, apenas o modelo de Dubini-
Radushkevich apresentou viola¢gdes nas pressuposi¢coes, sendo que os residuos

deste modelo ndo podem ser considerados independente. Na etapa seguinte utilizou-
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se os critérios de selecdo de modelos para escolha do modelo que melhor se ajustou
aos dados de adsorcdo de HSA nas FesO4@TEOS. Os resultados séo apresentados

a seguir na Tabela 53:

Tabela 53 - Valores dos critérios de sele¢gao dos modelos de
isotermas de adsorcgo de HSA nas

FesO4@TEOS.

Modelos AlCc AIC BIC

Temkin 16,4634 13,0348 14,2285
Freundlich 17,1916 13,7630 14,9567
Halsey 17,1916 13,7630 14,9567
Harkins-Jura 18,6202 15,1916 16,3853
Sips 21,3415 14,6748 16,2664
Koble-Corrigan 21,3415 14,6748 16,2664
Langmuir-Freundlich 21,3415 14,6748 16,2664
Hill 21,3415 14,6748 16,2664
Toth 21,4477 14,7811 16,3727
Redlich-Peterson 22,0304 15,3637 16,9553
Radke-Prausnitz 22,0304 15,3637 16,9553
Langmuir 22,0545 18,6259 19,8196
Khan 22,0978 15,4312 17,0228
BET 24,9327 18,266 19,8576
Elovich 29,7456 26,3171 27,5108
Dubini-Radushkevich 33,6594 30,2309 31,4246
Jovanovic 34,1169 30,6883 31,8820

Fonte: Autor (2023).
AlCc: Critério de informacdo de Akaike corrigido; AIC: Critério de
informacgdo de Akaike; BIC: Critério de informacg&o Bayesiano.

Ao analisar as informacdes da Tabela 53, nota-se que as isotermas de Temkin,
Freundlich e Halsey, seguidas pela isoterma de Harkins-Jura apresentaram o0s
menores valores de AICc, AIC e BIC. No entanto a pequena diferenca entre os valores
nao permite uma diferenciacdo entre eles. Posteriormente obteve-se os valores das

métricas de ajuste, 0s quais sdo apresentados na Tabela 54:



Tabela 54 - Métricas de avaliagdo da qualidade de ajuste das isotermas de adsorgdo de HSA nas FezO4@TEOS.

Modelos SSE |HYBRID| ARE | EABS |MPSD | SRE X? Log-v | RSD R? | R%just
Hill 1,1815 1,1039 2,0488 2,9539 2,8848 0,0339 0,0883 -3,3374 0,3843 0,9335 0,9050
Langmuir-Freundlich 1,1815 1,1040 2,0488 2,9539 2,8848 0,0339 0,0883 -3,3374 0,3843 0,9335 0,9050
Koble-Corrigan 1,1815 1,1040 2,0488 2,9539 2,8848 0,0339 0,0883 -3,3374 0,3843 0,9335 0,9050
Sips 1,1815 1,1040 2,0488 2,9539 2,8848 0,0339 0,0883 -3,3374 0,3843 0,9335 0,9050
Toth 1,1930 1,1136 2,0515 2,9602 2,8958 0,0340 0,0891 -3,3905 0,3862 0,9328 0,9041
Temkin 1,2209 0,9989 1,9870 2,8940 2,7212 0,0336 0,0899 -3,5174 0,3683 0,9313 0,9141
Redlich-Peterson. 1,2579 1,1637 2,0459 2,9716 2,9455 0,0344 0,0931 -3,6819 0,3965 0,9292 0,8988
Radke-Prausnitz 1,2579 1,1637 2,0459 2,9716 2,9455 0,0344 0,0931 -3,6819 0,3965 0,9292 0,8988
Khan 1,2656 1,1688 2,0390 2,9657 2,9492 0,0344 0,0935 -3,7156 0,3978 0,9288 0,8982
Freundlich 1,3044 1,0501 1,8919 2,8055 2,7645 0,0334 0,0945 -3,8815 0,3807 0,9266 0,9082
Halsey 1,3044 1,0501 1,8919 2,8055 2,7645 0,0334 0,0945 -3,8815 0,3807 0,9266 0,9082
Harkins-Jura 1,4853 1,1902 2,0173 2,9939 2,9356 0,0356 0,1071 -4,5958 0,4062 0,9166 0,8957
BET 1,6377 1,5714 2,5491 3,6346 3,4917 0,0416 0,1257 -5,1330 0,4525 0,9079 0,8684
Langmuir 2,0296 1,8323 2,9804 4,1448 3,8777 0,0486 0,1649 -6,3129 0,4749 0,8864 0,8581
Elovich 4,0838 3,4161 3,8430 5,5156 5,1023 0,0648 0,3075 -10,1585 0,6736 0,7704 0,7131
Jovanovic 6,0764 5,5320 5,2966 7,3313 6,7636 0,0850 0,4979 -12,3442 0,8217 0,6803 0,6004
Dubini-Radushkevich 5,8289 5,2147 5,3736 7,4805 6,5098 0,0855 0,4693 -12,1154 0,8048 0,6723 0,5904

Fonte: Autor (2023).

SSE: Soma de quadrado dos erros; HYBRID: Erro fracionéario hibrido; ARE: Erro médio realtivo; EABS: Soma de erros absolutos; MPSD:
Desvio padrao percentual de Marquardt; SRE: Desvio padrao do erro relative; x2: Estatistica de Qui-quadrado; RSD: Desvio padréo residual;

Log-v.: Log-verossimilhanga; R?: Coeficiente de determinagao multipla; R?%ajust: Coeficiente de determinagdo multipla ajustado.
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Analisando-se os dados da Tabela 54, percebe-se que os modelos de Sips,
Hill, Koble-Carrigan, Langmuir-Freundlich, Temkin, Freundlich e Halsey
apresentaram os melhores resultados das métricas de ajuste. Diante dos resultados
de selecdo discutidos, a analise das pressuposi¢cdes da regressao, significancia
estatistica dos parametros, os valores dos critérios de selecdo, das métricas de
ajuste, os modelos que melhor se ajustaram aos dados foi o de Freundlich seguido
por Harkins-Jura.

O modelo de Freundlich prevé que o processo de adsor¢cdao da HSA nas
FesO4s@TEOS ocorre em multicamadas, sendo os sitios de adsorcao
energeticamente heterogéneos, o valor de 1/nr = 0,13 (TABELA 50), presente na
faixa 0 < 1/n < 1, indica que a adsorcdo é considerada favoravel, com uma
intensidade de adsorcdo e heterogeneidade da superficie relativamente altas.
Avaliando-se a capacidade maxima de adsorcédo das FesOs@TEOS, a estimativa
obtida pela isoterma de Langmuir gmax = 14,89 mg g também parece ser mais
condizente com a realidade dos dados experimentais.

A isoterma de Harkins-Jura é pouco utilizada na maioria dos estudos de
adsorcao, geralmente ela € mais aplicada na adsorcao de sélido-gasosa e para a
determinacao da area superficial do adsorvente. Por outro lado, suas premissas sao
semelhantes as da isoterma de Freundlich e coerentes com o que foi discutido aqui.
De acordo com o modelo de Harkins-Jura, a adsor¢ao da HSA pelas FesOs@TEOS
ocorre em multicamadas e pode ser explicada pela existéncia de uma distribuicéo
“‘heterogénea de poros”. Acredita-se que estes “poros” sejam espacos entre as
moléculas de HSA adsorvidas, uma vez que a formacao das camadas de HSA néo
€ uniforme e dada a heterogeneidade dos sitios de adsorcao, aqueles de maior
energia sdo ocupados primeiro. Mais detalhes sobre a orientacdo de proteinas
adsorvidas sobre superficies solidas podem ser encontrados em Rabe, Verdes e
Seeger (2011).

Embora tenha apresentado parametros com estimativas ndo significativas,
avaliou-se a isoterma de Radke-Prausnitz e sua tendéncia para o modelo de

Freundlich ou de Langmuir. Para Kre, obteve-se o valor de 33,92, e comparando-o

-1
com os valores de C,"*" tem-se a Tabela 55:



Tabela 55 - Comparacéo dos valores de CemRP_l com o

valor de Krp para as FesO4s@TEOS.

Concentracéo 6™ | Kep>C™ ™ | Ko <™
101,618 0,604 sim nao
155,601 0,577 sim nao
213,828 0,557 sim nao
288,484 0,539 sim nao
372,662 0,525 sim nao
466,673 0,512 sim nao

555,23 0,502 sim nao
657,601 0,493 sim nao
756,522 0,486 sim nao
852,905 0,479 sim nao
1073,744 0,467 sim nao

Fonte: Autor (2023).
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Ao que se pode observar na Tabela 55, em todas regides de concentracao de

Mgp—1

HSA obteve-se Kg, >C,

, 0 que significa que a isoterma de Radke-Prausnitz

indica uma favorabilidade do modelo de Freundlich. Tais resultados também sao

coerentes com a selecdo dos modelos, a qual demonstrou o ajuste mais adequado

da isoterma de Freundlich em comparagéo ao de Langmuir.

No Gréfico 24 (a) e (b) sdo apresentadas as curvas dos modelos de isotermas

de dois parametros:
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Grafico 24 - Modelos de isotermas de dois parametros de adsor¢cao de HSA
nas FesO4s@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).

Legenda: a) Isotermas de Langmuir, Freundlich, Dubinin- Radushkevich e Temkin;
b) Isotermas de Jovanovic, Harkins-Jura, Elovich e Halsey.

No Grafico 25 a) e b) sdo apresentados as curvas dos modelos de isotermas

de trés parametros:
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Grafico 25 - Modelo de isotermas de trés parametros de adsor¢cdo de HSA nas

FesO4@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).
Legenda: a) Isotermas de adsor¢éo de Sips, Redlich-Peterson, Toth, Khan e de BET;
b) Isotermas de adsorc¢éo de Hill, Langmuir-Freundlich, Koble-Korigan e de Radke-
Prausnitz.

Os graficos 24 e 25 enfatizam a qualidade dos modelos ajustados,
evidenciando que as isotermas de trés parametros foram mais adequadas para
ajuste dos dados, o que corrobora com os valores dos coeficientes de determinacao

multipla (R?) e ajustado (RZ%just) apresentados na Tabela 54.
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Como a isoterma de Langmuir mostrou boa qualidade de ajuste em termos de
residuos e métricas de ajuste, utilizou-a para avaliar o grau de desenvolvimento do
processo de adsorcdo por meio da avaliacdo do fator de separacdo Ri, cujos
resultados sdo apresentados no Grafico 26:

Grafico 26 - Fator de separagao para a adsorgao
de HSA nas FesO4@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).

Os valores obtidos de RL do Grafico 26 estdo na faixa de 0,04 a 0,32,
indicando que a adsorcao ocorre de modo favoravel em toda faixa de concentracéo
analisada, isso sugere que a HSA tem maior afinidade pelas nanoparticulas de
Fes04@TEOS do que pela agua.

Diante dos resultados discutidos nas se¢fes anteriores, quando se comparam
as nanoparticulas de FesO4s@TEOS@BSA e Fe3sO4s@TEOS, percebe que que elas
apresentam mecanismos de cinética e equilibrio de adsorcéo bastante semelhantes.
Ambas atingem o equilibrio de adsor¢do em cerca de 10 minutos, o processo de
adsorcao ocorre em duas etapas, ha a ocorréncia de “difusdo intraparticula” da HSA
e também h& a adsor¢do em multicamada em sitios de adsor¢cdo energeticamente
heterogéneos, conforme as caracteristicas especificadas pela isoterma de
Freundlich.

Com relacdo a capacidade maxima de adsor¢cdo, para as FesOs@TEQOS, a

estimativa obtida utilizando-se a isoterma de Langmuir, gmax = 14,89 mg g1, (1IC95%:
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14,23 - 15,59 mg g) é quase 20% maior que o gmax = 11,93 mg g* (IC95%: 10,93 -
13,08 mg g') das Fes04s@TEOS@BSA, como os intervalos de confianca para as
estimativas ndo se sobrepfem, pode-se dizer que as capacidades méaximas de
adsorcdo para as nanoparticulas sdo estatisticamente diferentes. Diversos fatores
podem estar associados a maior capacidade das Fe3O4@TEQOS, um deles é a menor
diversidade de grupamentos na superficie das nanoparticulas, os quais consistem
majoritariamente em grupamentos silandis, conforme pode ser observado na

representacéo da Figura 11.

Figura 11 - Representagao
esquematica das FesOs@TEOS.

Fonte: Adaptado de Wijk et al. (2014).

Essa menor diversidade de grupos na superficie leva a uma menor
diversidade de cargas iguais e com isso um menor efeito de repulséo eletrostatica.
A maior complexidade da superficie das FesO4@TEOS@BSA, a qual possui
diversos grupamentos com diferentes cargas elétricas no pH 6timo de adsorgéo
(3,5), pode aumentar o efeito repulsivo tanto entre a HSA e as nanoparticulas quanto
entre as proprias moléculas de HSA. Em Xu e Grassian (2017) foi relatado que a
adsorcao de proteinas é 6tima em seu ponto isoelétrico, pois a repulséo eletrostatita
nas interacbes proteina-proteina € reduzida, o que permite que moléculas de

proteina se acumulem na superficie em maior extensdo. Como o pH 6timo de
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adsorcéo nas FesO4s@TEOS (4,5) € bem proximo do ponto isoelétrico da HSA (4,7),
ha uma minimizacao desses efeitos eletrostaticos de repulsdo entre as moléculas de
HSA adsorvidas, permitindo um aumento na adsorgao.

Com relagéo a literatura da modelagem do processo de adsor¢do, algumas
consideracdes devem ser feitas a respeito de muitos estudos. Em primeiro lugar,
guanto a quantidade de ensaios (nUmero de concentragdes) realizados e a faixa de
concentracéo analisada. Em alguns trabalhos como o de Wanjeri et al. (2018), a faixa
de concentracdo de pesticidas organofosforados estudada foi de 0 a 2 mg L™ para
ajuste das isotermas, o que ndo permitiu que o formato das isotermas apresentasse
um comportamento de estabilidade que fosse condizente com a determinacao da
capacidade maxima de adsorcao grafeno modificado adsorvente. Em Maleki, Moradi
e Tahmasebi (2017), que estudaram a adsor¢cdo de BSA em nanoparticulas de ouro,
foram avaliadas quatro formas de linearizacdo da isoterma de Langmuir e uma de
Freundlich, selecionando o melhor modelo conforme o coeficiente de determinacéo
R? e o erro médio relativo (ARE), entretanto foram analisadas apenas as
concentragdes de 100, 200, 300 e 400 mg L, um nimero muito baixo para este tipo
de experimento.

Em Shah, Alveroglu (2021), os autores estudaram a adsorcao de BSA e HSA
em nanoparticulas de Fe3Os e prata revestidas com TEOS e poli(N-isopropil
acrilamida), para as isotermas foram avaliadas apenas 5 concentracfes das
proteinas na faixa de 0 a 25 mg L%, o ajuste das isotermas de Langmuir e Freundlich
foi feito por meio de linearizacbes dos modelos e transformacdes dos dados,
selecionando o melhor modelo com base nos valores de R?. Os autores obtiveram
capacidades maximas de adsorcdo de 166,67 e 322 mg g* para a HSA e BSA
respectivamente, no entanto tais estimativas parecem superestimadas tendo em
vista a falta de informac@es divulgadas a respeito dos modelos e a estreita faixa de
concentracfes das proteinas utilizadas para o ajuste das isotermas.

Em Liu et al. (2017b), os autores avaliaram a adsorcdo de pepsina em
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com pepsina (pepsin-GNP), considerando a
faixa de estudo das isotermas aproximadamente de 0 a 6000 mg L, foram avaliados
seis pontos, sendo cinco deles em concentracGes abaixo de 1500 mg L e o ultimo
acima de 5000 g L%, possuindo uma longa faixa sem nenhum ponto. Para este
estudo deveria ter sido avaliado um namero bem maior de concentragdes a fim de

se analisar adequadamente uma faixa tdo ampla. Foram ajustadas as isotermas de
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Langmuir e Freundlich, mas néo foi detalhado como foram feitos os ajustes, a
selecdo dos modelos e nem mesmo as estimativas dos parametros da isoterma de
Langmuir, apenas foi dito que a isoterma de Freundlich se ajustou melhor aos dados.

Outro fator que merece atencdo e a estratégia de ajuste dos modelos de
isotermas. Muitos trabalhos na literatura linearizam os modelos a fim de que estes
possam ter seus parametros estimados pelo método de minimos quadrados da
regressao linear, no entanto, de acordo com (MAZUCHELI; ACHCAR, 2002) esta
estratégia pode levar a obtencdo de estimativas viesadas, uma vez que as
transformacdes podem alterar a estrutura e distribuicdo dos residuos dos modelos,
de modo que os residuos do novo modelo poderdo nédo satisfizerem as
pressuposi¢cdes usuais de normalidade, independéncia e homogeneidade de
variancia. A grande maioria dos trabalhos ndo avaliam as pressuposi¢cfes basicas
da regressao.

Outra questédo importante a se considerar é a selecdo do modelo que melhor
se ajusta aos dados. Diversos trabalhos consideram apenas o coeficiente de
determinacdo multipla R? (SHAH; ALVEROGLU, 2021) como forma de selecédo,
outros avaliam uma ou duas métricas de ajuste além do coeficiente R? (LIU et al.,
2017a; MALEKI; MORADI; TAHMASEBI, 2017; VIJAYARAGHAVAN et al., 2006),
alguns no entanto incluem um numero maior métricas de selecdo de modelos
baseadas no residuo (VISHALI; MULLAI, 2016; WANG et al., 2013) e até mesmo
critérios de informacéo AIC e AlCc (HADI; SAMARGHANDI; MCKAY, 2010; SANTOS
et al., 2021). Ressalta-se que o coeficiente R? ndo deve ser utilizado como valor
Gnico para selecdo de modelos quando se comparam isotermas de dois e trés
parametros, uma vez que ele tende a apresentar maiores valores quanto mais
parametros tiver o modelo. Por outro lado, o coeficiente de determinagdo mdltipla
ajustado RZ?aust faz uma ponderacdo do R? pelo nimero de parametros do modelo,
sendo entdo mais adequado nesse caso.

De modo geral, como foi mostrado no estudo das isotermas de adsor¢cao de
HSA nas nanoparticulas de FesO4@TEOS@BSA e FesO4s@TEOS, em estudos de
modelagem de adsorcdo mais detalhados, sugere-se que a selecdo do modelo que
melhor se ajusta aos dados seja feita com diferentes estratégias, tais como analise
de residuos dos modelos, significancia dos parametros, critérios de informacao
(AICc, AIC e BIC) e meétricas de ajuste. Como foi mostrado nas Tabelas 41 e 52,

nenhum modelo apresenta ao mesmo tempo os melhores resultados de todas as



214

métricas de ajuste. Em outros casos, alguns modelos podem apresentar elevados
R2?, menores valores de outras métricas baseadas em residuos, mas possuirem
maiores valores dos critérios de selecdo e alguns de seus parametros podem ainda
nao ser estatisticamente significativos.

Deve-se também ater-se ao fato de que modelos como o de Redlich-Peterson,
Sips, Koble-Corrigan e Langmuir-Freundlich devem atender a algumas premissas
caracteristicas para suas respectivas utilizacdes. Ressalta-se ainda a importancia de
uma andlise conjunta das isotermas que melhor se ajustaram aos dados, avaliando
se tais isotermas indicam caracteristicas semelhantes no que tange a adsorcédo em
mono ou multicamadas, heterogeneidade energética dos sitios de adsorcdo da

superficie do adsorvente, intensidade da adsorcéo, entre outras.

4.3.4 Estudos de otimizagao da dessorgao de HSA

Alguns estudo da literatura (CHEN; LIN; JIA, 2015; SUN et al., 2011; SUN;
XU; YANG, 2011; WANG et al., 2017; SANTOS et al., 2021) relataram um aumento
na dessorcao de proteinas (lisozima) com o0 aumento da forca idnica do meio com a
adicao de NaCl. Assim, realizou-se alguns testes iniciais de dessorcdo de HSA com
solucdes de NaCl, no entanto ndo se identificou nenhuma melhora substancial no
processo de dessorcédo, por isso a variavel concentracdo de NaCl ndo foi incluida
nos planejamentos de otimizacédo da dessorcdo de HSA. Ressalta-se ainda que o
NaCl no meio reacional € um interferente do reagente de Bradford (ZAIA; ZAIA;
LICHTIG, 1998), o qual pode diminuir a absorbancia em mais de 50% em
comparacdo a uma solucdo padrdo de HSA sem NaCl, resultando em um falso
negativo e comprometendo as analises.

O objetivo dos estudos de otimizacdo da dessorcao foi recuperar a HSA
adsorvida nas nanoparticulas e ao mesmo tempo fazer a “limpeza” das mesmas, a

fim de possibilitar a reutilizacdo em novas adsor¢des subsequentes.
4.3.4.1 FesO4s@TEOS@BSA
Antes de se apresentar os estudos de otimizacéo da dessor¢cao propriamente

ditos, apresentar-se-a as principais informacfes relacionadas as curvas de

calibragcédo de HSA em diferentes pHs de dessorcéo, as quais foram utilizadas na
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obtencéo as concentracdes de HSA nos delineamentos de otimizacao. Inicialmente
avaliou-se a precisdo dos calibradores das curvas pela analise dos coeficientes de

variagao associados, sendo os resultados apresentados na Tabela 56:

Tabela 56 - Coeficientes de variacdo (%) dos
calibradores das curvas de HSA nos
pHs de 4,5; 6,5 e 8,5.

Concentracdes | Coeficientes de variagao (%)
de HSA(mgL?) | pH45 pH65 | pH8,5

0
25 9,09 30,54 11,98
50 4,03 3,06 4,03
75 2,03 1,00 6,13
100 4,86 4,34 8,12
125 3,07 3,84 3,75
150 3,45 3,38 7,08
175 4,08 1,61 0,92
200 1,68 0,18 1,61

Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode observar na Tabela 56, apenas o coeficiente de variagdo do
calibrador de 25 mg L* apresentou um valor elevado (30,54%) devido a presenca de
um outlier, o qual foi indicado pelas andlises graficas. No entanto, como a curva
ajustada nesse pH nao apresentou violacdes nas pressuposi¢des da regressao e as
estimativas dos parametros B’s foram praticamente as mesmas e com o0 mesmo
valor-p associado, optou-se por manter o ponto no conjunto de dados. Na Tabela 57,
sdo apresentadas as principais informacfes das curvas ajustadas nos diferentes

pHs:
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Tabela 57 - Informagdes das curvas de calibracdo de HSA obtidas nos pHs de 4,5;
6,5 e 8,5: Estimativas, desvio padrio, estatistica-t e valor-p associados
aos parametros, significancia do modelo (valor-pm) e coeficiente de

determinagdo multipla (R?).

pH | Par. | Estimativa D.p. t-calc Valor-p Valor-pm | R? (%)
Bo 0,0125 0,0091 1,3736 0,2187

4,5 B1 0,0024 0,0004 11,4577 <0,0001™ <0,0001 99,42
B2 -2,90 x 10°® 1,02x10°® -2,8517 0,0291
Bo 0,0083 0,0056 1,4853 0,1880

6,5 B1 0,0022 0,0001 16,833 <0,0001™ <0,0001 99,71
B2 -2,9x 10 6,2 x 10”7 -4,7001 0,0033"
Bo 0,0059 0,0103 0,5744 0,5866

8,5 B1 0,0025 0,0002 10,5711  <0,0001™ <0,0001 99,27
B2 -3,38 x 10°® 1,15x10%  -2,9395 0,0260°

Fonte: Autor (2023).
* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%
Par.: pardmetro; D.p.: desvio padréo; t-calc.: estatistica t.

Ao que se pode observar na Tabela 57, nenhum dos interceptos das curvas
de calibracéo foi significativo, o que indica que o branco ndo apresentou absorbancia
em nenhum dos pHs estudados. As estimativas dos parametros (2 foram
estatisticamente significativas (p < 0,05). Ao analisar-se os parametros 31, observa-
se gue todas as estimativas foram significativas (p < 0,05) e bastante préximas entre
si (~0,0024). Observa-se que tais resultados sdo semelhantes aos das curvas de
calibracdo de otimizacdo da adsorcdo, em que também se obtiveram curvas de
segundo grau e com praticamente as mesmas estimativas dos parametros. Diante
disso, pode-se dizer que o pH né&o influenciou nas medidas de absorbancias obtidas
pelo método de Bradford. Na Tabela 58, apresenta-se a analise das pressuposicoes

das curvas:



Tabela 58 - Valor-p obtido para os testes da analise das
pressuposi¢coes das curvas de HSA obtidas
nos pHs de 4,5; 6,5 e 8,5.

pH Teste de Teste de Teste de
Shapiro-Wilk | Box-Pearse | Breusch-Pagan

4,5 0,7271 0,1164 0,1062

6,5 0,5614 0,7167 0,0953

8,5 0,3926 0,6642 0,3028

Fonte: Autor (2023).
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De acordo com Tabela 58, nenhuma das curvas de calibracdo apresentou

alguma violacao de pressuposicdes. Realizou-se entdo os delineamentos compostos

centrais para otimizacdo da dessorcdo de HSA nas nanoparticulas de

FesO4@TEOS@BSA. As informacgdes do planejamento experimental e as respostas

obtidas (porcentagem de recuperacdo de HSA) sdo apresentadas na Tabela 59:

Tabela 59 - Planejamento experimental e resposta (absorbancia) para
o estudo da dessorgédo de HSA das FesO4s@TEOS@BSA.

Ensaio| pH | cod |Volume| cod |[Tempo| cod | Recup. (%)

1 450 -1 1,00 -1 15,00 -1 1,62
2 8,50 1 1,00 -1 15,00 -1 23,48
3 450 -1 3,00 1 15,00 -1 ~0,00
4 8,50 1 3,00 1 15,00 -1 4,10
5 450 -1 1,00 -1 45,00 1 ~0,00
6 8,50 1 1,00 -1 45,00 1 20,08
7 450 -1 3,00 1 45,00 1 ~0,00
8 8,50 1 3,00 1 45,00 1 10,03
9 3,14 -1,68 2,00 0 30,00 0 ~0,00
10 986 1,68 2,00 0 30,00 0 21,82
11 6,50 0 0,32 -1,68 30,00 0 15,94
12 6,50 0 3,68 1,68 30,00 0 ~0,00
13 6,50 0 2,00 0 4,77 -1,68 3,01
14 6,50 0 2,00 0 55,22 1,68 5,97
15 6,50 0 2,00 0 30,00 0 2,52
16 6,50 0 2,00 0 30,00 0 0,56
17 6,50 0 2,00 0 30,00 0 4,00

Fonte: Autor (2023).

cod.: valor codificado; Recup.: Recuperacao obtida a partir do eluato de dessorcgéo.
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Com os dados da Tabela 59 ajustou-se os modelos de otimizacdo. A analise

de variancia do modelo geral € apresentada na Tabela 60:

Tabela 60 - Analise de variancia do modelo geral de otimizagdo da dessorcao
de HSA das FesO4@TEOS@BSA.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 9 1099,09 122,12 42,26  <0,0001™
X1 1 630,18 630,18 218,09 <0,0001™
X2 1 245,16 245,16 84,84  <0,0001™
X3 1 2,54 2,54 0,88 0,3795
X12 1 69,75 69,75 24,14 0,0017"
X2? 1 33,64 33,64 11,64 0,0113"
X3? 1 4,01 4,01 1,39 0,2774
X1:X2 1 96,65 96,65 33,45 0,0007™
X1:X3 1 2,17 2,17 0,75 0,4149
X2:X3 1 15,00 15,00 5,19 0,0568
Residuos 7 20,23 2,89

Falta de ajuste 5 14,29 2,86 0,96 0,5803
Erro puro 2 5,93 2,97

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%; *** Significativo a 0,1%

Fonte de var.: Fonte de variagdo, X1: pH; X2: volume de eluente de dessor¢do (mL); Xa:
tempo de agitagcdo (min); gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado
médio; F: estatistica F calculada.

De acordo com a analise de variancia do modelo geral apresentada na
Tabela 60, os coeficientes associados a variavel tempo de primeiro e segundo
graus, bem como as suas interagbes com as demais variaveis foram né&o
significativas. Reajustou-se entdo o modelo considerando apenas os termos

significativos, sendo a analise de variancia apresentada na Tabela 61.
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Tabela 61 - Analise de varidncia do modelo recalculado de otimizagdo da
dessorgédo de HSA das FesO4s@TEOS@BSA.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 5 1075,37 215,07 53,84 <0,0001™
X1 1 630,18 630,18 157,75 <0,0001™
X2 1 245,16 245,16 61,37 <0,0001™
X12 1 69,75 69,75 17,46 0,0015™
X2? 1 33,64 33,64 8,42 0,0144"
X1:X2 1 96,65 96,65 24,19 0,0005™
Residuos 11 43,94 3,99

Falta de ajuste 3 3,49 1,16 0,23 0,8728
Erropuro 8 40,45 5,06

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%; *** Significativo a 0,1%
Fonte de var.: Fonte de variacdo; X1: pH; X2: volume de eluente de dessor¢do (mL); gl.:
Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: estatistica F

calculada.

As informagdes da Tabela 61 sdo coerentes com as da Tabela 60, em que

o0 modelo e todos os coeficientes foram significativos e ndo houve falta de ajuste

(p = 0,8728). Foram entéo obtidas as estimativas dos parametros e a analise de

residuos do modelo 6timo, cujas informacdes sdo apresentadas na Tabela 62 e

na Tabela 63 respectivamente:

Tabela 62 - Estimativas dos parametros do modelo 6timo da
dessorcdo de HSA das FesO4@TEOS@BSA,
desvio padrao, estatistica t e valor-p associados.

Parametros | Estimativa D.p. t-calc Valor-p
Intercepto 3,17 0,86 3,66 0,0037"
pH 6,79 0,54 12,56  <0,0001™
volume -4,24 0,54 -7,83  <0,0001™
pH? 2,69 0,57 4,73 0,0006™
volume? 1,65 0,57 2,90 0,0144
pH:volume -3,48 0,71 -4,92 0,0005™

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%
D.p.: desvio padréo; t-calc.: estatistica t calculada.



220

Tabela 63 - Valor-p obtido para os testes na analise dos
residuos do modelo 6timo de dessorgao de
HSA das FesO4s@TEOS@BSA.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,7252 0,6335 0,2798

Fonte: Autor (2023).

O valor da estatistica F (53,84) obtido a partir do modelo foi muito maior que
o F tabelado (3,20), o que demonstra alta significancia. Assim, o modelo apresentado
na Tabela 62 e sumarizado na equacao (63) € adequado para descricdo dos dados
e pode ser usado para obtencéo dos gréaficos de superficie de resposta e curvas de
contorno do Gréfico 28 para a analise dos efeitos das varidveis na recuperacéo de
HSA das FesO4s@TEOS@BSA:

Rrecup = 3,17 + 6,79 X1 - 4,24 x2 + 2,69 x12 + 1,65 x22 - 3,48 x1:x2 (68)

Em que Rrecup € a recuperacado de HSA (%), X1, X2 € X3 S80 respectivamente as
variaveis independentes codificadas: pH, volume do eluente de dessorcdo (mL) e
tempo de agitacdo (min). O modelo (68) apresentou um R? de 0,9607, o que indica
que ele é capaz de explicar 96,07% da variabilidade dos dados de recuperacéo de
HSA (%). No Grafico 27 é presentada a dispersdo dos valores de recuperacédo de

HSA predita pelo modelo e os valores experimentais:



Grafico 27 - Recuperacao de HSA (%) predita
pelo modelo em funcdo da
recuperacdo experimental da
dessorcdo de HSA das
Fes0O4@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).
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As superficies de resposta e as curvas de contorno da recuperagao de HSA

obtidas com o modelo sédo apresentadas no Grafico 28:

Grafico 28 - Curvas de contorno e superficie de resposta do efeito do pH e do
volume de eluente sobre a recuperagcdo de HSA das
FesO4s@TEOS@BSA de acordo com o modelo 6timo de dessorgao.
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Fonte: Autor (2023).
Legenda: a) Curvas de contorno;
b) Superficie de resposta.
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O Grafico 28 evidencia que a recuperagao aumenta significativamente com o
aumento do pH e com a diminuicdo do volume. Como a variavel resposta é a
concentragéo recuperada e a variavel volume de solugéo de dessorgao € significativa,
€ esperado que maiores concentragdes ocorram em menores volumes, conforme
evidenciado tanto nas curvas de contorno quanto nas superficies de resposta
(FIGURA 36). Observa-se também que em pH ao redor de 4, que é préximo ao 6timo
de adsorgao, a recuperacao foi praticamente nula.

De acordo com o modelo obtido, obteve-se as condi¢des 6timas de dessorcao
de HSA, especificadas em pH = 3,79 e volume de 1,86 mL. No entanto, com a andlise
candnica do modelo 6timo, obteve-se os autovalores de 3,98 e 0,36, 0 que indica
que o ponto estacionario corresponde a um ponto de minimo. Assim, foi necesséaria

a realizacdo de uma analise ridge, cujos resultados sdo apresentados no Gréfico 29:

Grafico 29 - Ponto 6timo da analise ridge
das curvas de contorno do
modelo 6timo para dessorgao

de HSA das
FesO4s@TEOS@BSA.
wn
T
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Fonte: Autor (2023).

De acordo com a analise ridge apresentada no Grafico 29, a recuperagao
maxima de HSA no processo de dessorgao das FesO4@TEOS@BSA (27,19%) é
obtida com as condi¢des experimentais de pH de 9,2 e volume de eluente de
dessorcao de 1,06 mL. Nesse valor de pH a HSA encontra-se em sua conformacéao
B (ASCENZI et al., 2006; PETERS JR, 1996).

De modo geral, a recuperagédo de HSA foi relativamente baixa, o que por sua
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vez pode ser explicada pela complexidade das interagcbes entre a HSA e as
FesO4s@TEOS@BSA. Em valores de pH mais altos a ionizagdo de diferentes
grupamentos na superficie das nanoparticulas e da HSA resultam em interagbes
eletrostaticas (forgas de Van der Waals) de cargas iguais, promovendo a dessor¢ao
da HSA. O fato de o tempo de dessorgéo nao ter sido significativo na faixa estudada
mostra (~5 a 55 min) reforca a hipétese de adsorgao fisica, uma vez que a dessorgao
foi obtida em um tempo relativamente baixo.

Para validacdo do modelo de otimizagdo da dessorcdo de HSA das
nanoparticulas de FesO4@TEOS@BSA, realizou-se uma adsorcédo (em
quadruplicada) com 1 mL de uma solugdo de HSA 200 mg L' em pH 3,5 em tubos
contendo 10 mg de nanoparticulas seguidas de uma dessor¢ao considerando as
condi¢cbes otimas aproximadas obtidas a partir do modelo. Tais condi¢cbdes foram 1
mL de volume de eluente em pH 9,2. Nessas condi¢des, uma predigdo com o modelo
indica que a porcentagem de HSA recuperada é de 27,82%. Nos ensaios
experimentais o valor real obtido foi de 23,04%, o que representa uma variacdo de
cerca de 4,78% em comparagao com o valor predito, 0 que sugere que o modelo de
otimizacao tem boa capacidade de predigcdo da quantidade de HSA recuperada na

dessorgao das nanoparticulas com cerca de 83% de exatidéao.

4.3.4.1.1 Otimizagéao da reutilizagdo das Fe3O4@ TEOS@BSA

Utilizando-se o mesmo delineamento do experimento do estudo de dessorg¢ao
da HSA, obteve-se as recuperacdes de HSA apods a reutilizagdo das nanoparticulas

de FesO4s@TEOS@BSA e as informacdes séo apresentadas na Tabela 64
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Tabela 64 - Planejamento experimental e resposta (recuperag¢ao) para
o estudo da reutilizagédo das FesO4@TEOS@BSA.

Ensaio| pH | cod |Volume| cod |Tempo| cod | Recup. (%)

1 450 -1 1,00 -1 15,00 -1 101,21
2 8,50 1 1,00 -1 15,00 -1 80,16
3 450 -1 3,00 1 15,00 -1 91,93
4 8,50 1 3,00 1 15,00 -1 77,64
5 450 -1 1,00 -1 45,00 1 92,52
6 8,50 1 1,00 -1 45,00 1 80,44
7 450 -1 3,00 1 45,00 1 97,28
8 8,50 1 3,00 1 45,00 1 80,44
9 3,14 -1,68 2,00 0 30,00 0 91,64
10 986 1,68 2,00 0 30,00 0 80,72
11 6,50 0 0,32 -1,68 30,00 0 84,98
12 6,50 0 3,68 1,68 30,00 0 84,41
13 6,50 0 2,00 0 4,77 -1,68 90,76
14 6,50 0 2,00 0 55,22 1,68 90,18
15 6,50 0 2,00 0 30,00 0 81,57
16 6,50 0 2,00 0 30,00 0 90,47
17 6,50 0 2,00 0 30,00 0 84,69
18 6,50 0 2,00 0 30,00 0 84,41

Fonte: Autor (2023).
cod.: valor codificado; Recup.: Recuperacdo obtida a partir do sobrenadante da
reutilizacéo (segunda adsorcao).

Com os dados da Tabela 64 ajustou-se os modelos de otimizacdo da
reutilizacdo das FesO4@TEOS@BSA. Inicialmente, ajustou-se o modelo geral, cujas

informacdes da andlise de variancia sdo apresentadas na Tabela 65:
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Tabela 65 - Analise de variancia do modelo geral de otimizagao da reutilizagao
das nanoparticulas de FesO4s@TEOS@BSA.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 9 595,65 66,18 3,87 0,0349
X1 1 499,90 499,90 29,24 0,0006™
X2 1 4,68 4,68 0,27 0,6149
X3 1 0,11 0,11 0,01 0,9369
X12 1 0,15 0,15 0,01 0,9285
X2? 1 3,46 3,46 0,20 0,6648
X3? 1 47,46 47,46 2,78 0,1343
X1:X2 1 0,50 0,50 0,03 0,8683
X1:X3 1 5,15 5,15 0,30 0,5980
X2:X3 1 34,23 34,23 2,00 0,1948
Residuos 8 136,78 17,10

Falta de ajuste 5 94,96 18,99 1,36 0,4251
Erro puro 3 41,82 13,94

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%; *** Significativo a 0,1%

Fonte de var.: Fonte de variacdo; X1: pH; X2: volume de eluente de dessor¢do (mL); Xa:
tempo de agitacdo (min); gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado
médio; F: estatistica F calculada.

Ao que se pode observar na Tabela 65, apenas o coeficiente associado a
variavel pH apresentou efeito significativo sobre a recuperacdo de HSA na
reutilizacdo das FesO4s@TEOS@BSA. Assim, o modelo recalculado reduz-se a uma

regressao linear simples, cuja analise de variancia € apresentada na Tabela 66:
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Tabela 66 - Informacdes da analise de varidncia do modelo 6timo de
recuperacédo de HSA na reutilizagcédo das FesO4s@TEOS@BSA.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 1 499,9 499,90 34,40 <0,0001™
X1 1 499,9 499,90 34,40 <0,0001™
Residuos 16 232,53 14,53

Falta de ajuste 3 83,78 27,93 2,44 0,1108
Erro puro 13 148,75 11,44

Fonte: Autor (2023).
* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%; *** Significativo a 0,1%
Fonte de var.: Fonte de variacdo; X1: pH; X2: volume de eluente de dessor¢do (mL); Xa:

tempo de agitacdo (min); gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado
médio; F: estatistica F calculada.

As informacgdes da Tabela 66 sdo coerentes com as da Tabela 65, em que
o0 modelo e todos os coeficientes foram significativos e ndo houve falta de ajuste
(p = 0,1108). Foram entdo obtidas as estimativas dos parametros e a analise de

residuos do modelo 6timo, as quais sao apresentadas respectivamente na
Tabela 67 e na Tabela 68:

Tabela 67 - Estimativas dos parametros, desvio padrao,
estatistica t e valor-p associados ao modelo
o6timo para recuperacdo de HSA apds a
reutilizagcao das FesOs@TEOS@BSA.

Parametros | Estimativa D.p. t-calc Valor-p
Intercepto 86,97 0,90 96,79  <0,0001™
pH -6,05 1,03 -5,86  <0,0001™

Fonte: Autor (2023).
* Significativo a 5%; ™ Significat. a 1%; ™ Significat. a 0,1%
D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t calculada.

Tabela 68 - Valor-p obtido para os testes na analise dos
residuos do modelo reduzido para
recuperacao de HSA apods a reutilizagao
das FesO4@TEOS@BSA.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,2322 0,2604 0,0888

Fonte: Autor (2023).
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O valor da estatistica F (34,49) obtido a partir do modelo foi muito maior que
o F tabelado (4,49), o que demonstra alta significancia. Assim, o modelo apresentado

na Tabela 67 e sumarizado na equacéo (64) € adequado para descrigao dos dados.

Rreut = 86,97 - 6,05 X1 (69)

Em que Rreut € a recuperagao de HSA (%), x1 representa a variavel pH codificada. O
modelo apresentou um R2 de 0,6825; o que indica que ele é capaz de explicar 68,25%
da variabilidade dos dados de recuperacao de HSA apds a reutilizacdo das
FesO4@TEOS@BSA.

De acordo com o modelo (69), a recuperagdo média de HSA apos a
reutilizacdo das nanoparticulas € de cerca de 86,97%, de modo que a recuperagao
diminui em média 6,05% para cada unidade de aumento na faixa estudada de pH. A
queda na recuperagao indica maior adsor¢ao de HSA pelas nanoparticulas. Tais
resultados corroboram com o estudo de dessorcdo de HSA, em que as maiores
recuperacoes foram obtidas com os maiores pHs de dessorcdao. No Grafico 30 é
apresentada a dispersao dos valores de recuperagao de HSA predita pelo modelo e

os valores experimentais:
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Gréfico 30 - Recuperacédo de HSA (%) predita
pelo modelo em fungcdo da
recuperacao experimental de
HSA apdés a reutilizagdo das
FesO4s@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado no Grafico 30, ha uma variabilidade
relativamente alta entre os valores preditos e experimentais de recuperacao de HSA.
Tais resultados estdo consoantes com o valor do coeficiente de determinagdo R?
relativamente baixo (68,25%), embora o modelo tenha se mostrado adequado
estatisticamente para descricdo dos dados. Nota-se que a recuperagao de HSA foi
bem maior na reutilizagdo quando comparada a primeira adsor¢do com as
nanoparticulas, a capacidade de adsorcao diminuiu cerca de 21,43 %. No Grafico 31

apresenta-se a recuperagado de HSA apos a reutilizagdo das FesO4@TEOS@BSA:
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Grafico 31 - Recuperagao de HSA apos a reutilizacdo das FesO4@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).

O Grafico 31 evidencia os resultados ja discutidos, em que se obteve uma alta
recuperacao de HSA apés a reutilizagado das FesO4@TEOS@BSA, que conforme ja
discutido, indica que ha moléculas de HSA nao dessorvidas na superficie das
FesO4s@TEOS@BSA. Tais resultados indicam a necessidade de um estudo posterior
mais aprofundado a fim de descobrirem-se outras possiveis variaveis que possam
aumentar a dessor¢cao da HSA e consequentemente possibilitar uma reutilizagao
viavel das FesO4@TEOS@BSA.

Alguns autores relataram um aumento na dessor¢do de proteinas ao
utilizarem diferentes concentracées de NaCl na solugao de dessorgcao (SANTOS et
al., 2021). Entretanto, estudos preliminares nao indicaram efeito expressivo do NaCl
sobre a dessor¢cdo de HSA. Além disso, o NaCl é um interferente do reagente de
Bradford (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). Bhakta et al. (2017) realizaram a dessorgéo
da HSA de nanopockets de nanoparticulas magnéticas revestidas com silica pelo
tratamento com glicina 0,2 mol L' em pH 2,5 e Tris-HCI 1 mol L-* em pH 9,0.

Para validacdo do modelo de reutilizacdo das nanoparticulas de
FesO4s@TEOS@BSA, utilizou-se os mesmos tubos usados na validagdo da
otimizagao da dessorgao e realizou-se uma nova adsorgao (em quadruplicada) com
1 mL de uma solugéo de HSA 200 mg L-' em pH 3,5. Uma predi¢édo do modelo indica

que a porcentagem de recuperacao de HSA € de 78,80%. Nos ensaios experimentais
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o valor real obtido foi de 78,90%, o que representa uma exatidao de 99,87% em
comparagao com o valor predito, isso indica que o modelo de otimizacdo da
reutilizacdo tem alta capacidade de predicdo da quantidade de HSA recuperada na
reutilizagdo das nanoparticulas de FesO4s@TEOS@BSA.

4.3.4.2 FesO4@TEOS

Como nos casos anteriores, inicialmente apresentar-se-4 as principais
informacdes relacionadas as curvas de calibracdo de HSA em diferentes pHs de
dessorcédo, as quais foram utilizadas na obtencédo as concentracbes de HSA no
delineamento de otimizag&o. O intervalo de estudo do pH de dessorcao foi maior,
uma vez que a faixa 6tima de adsorcdo de HSA das Fe3O4@TEOS é mais ampla.
Na Tabela 69 sdo apresentados os coeficientes de variacdo dos calibradores das

curvas:

Tabela 69 - Coeficientes de variagdo (%) dos
calibradores das curvas de HSA nos
pHs de 6,7,5¢e 9.

Coeficientes de variagéo (%)

Concentracdes pH 6 pH 7,5 pH 9

0 - - -
10 9,96 15,16 12,5
25 9,72 2,05 1,62
50 512 1,92 3,39
75 4,83 1,30 2,12
100 3,18 3,30 4,44
125 1,44 0,73 0,92
150 2,26 1,30 1,07
175 1,72 0,50 3,49
200 4,79 0,50 1,35

Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode observar na Tabela 69, todos os coeficientes de variagcdo do

apresentaram valores abaixo de 20 %, mesmo nas concentracbes menores,
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podendo serem usados para ajuste das curvas. As informac¢des das curvas sao

apresentadas na Tabela 70:

Tabela 70 - Informacdes das curvas de calibragdao de HSA obtidas nos pHs de 6,
7,5 e 9: Estimativas, desvio padrao, estatistica-t e valor-p associados
aos parametros, significancia do modelo (valor-pm) e coeficiente de
determinagao multipla (R?).

pH | Par. | Estimativa D.p. t-calc Valor-p | Valor-pm | R? (%)
Bo -0,0098 0,0059 -1,6602 0,1408

6,0 B 0,0034 0,0004 22,0122 <0,0001™ <0,0001™ 99,77
B2 -5, 7x10% 7,6x10% -7,6061 0,0001™
Bo 0,0058 0,0054 1,0727 0,3190

75 B 0,0034 0,0001 24,4713 <0,0001™ <0,0001™ 99,81
B -58x10% 7,0x107 -8,3990 0,0001™
Bo 0,0022 0,0062 0,3596 0,7298

90 B 0,0036 0,0004 22,5669 <0,0001™ <0,0001™ 99,75
B -7,1x10®% 8,0x107 -8,8345 <0,0001™

Fonte: Autor (2023).
* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%
Par.: parametro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t calculada.

As discussfes a respeito da Tabela 70, sdo analogas as apresentadas nos

estudos anteriores de otimizacdo. Na Tabela 71 apresenta-se a analise das

pressuposicoes das curvas:

Tabela 71 - Analise das pressuposi¢des das curvas de HSA
obtidas nos pHs de 6, 7,5 e 9.

pH Teste de Teste de Teste de
Shapiro-Wilk | Box-Pearse | Breusch-Pagan

6,0 0,3603 0,8670 0,8293

7,5 0,2365 0,2378 0,6908

9,0 0,5094 0,9748 0,0982

Fonte: Autor (2023).

De acordo com a Tabela 71, nenhuma das curvas de calibracdo apresentou

alguma violagéo de pressuposi¢cdes. Utilizando-se as curvas para as respectivas
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quantificacdes, obteve-se as recuperacfes de HSA na dessorcdo a partir das
Fes04@TEOS. As informagdes do planejamento experimental e as respostas obtidas

(porcentagem de recuperacao de HSA) sao apresentadas a seguir na Tabela 72.

Tabela 72 - Planejamento experimental e recuperagdo de HSA para o
estudo da dessorgdo de HSA das FesOs@TEOS.

Ensaio| pH | cod |Volume| cod |Tempo| cod |Recup (%)

1 6,00 -1 1,00 -1 15,00 -1 2,15
2 9,00 1 1,00 -1 15,00 -1 24,46
3 6,00 -1 3,00 1 15,00 -1 ~0,00
4 9,00 1 3,00 1 15,00 -1 11,04
5 6,00 -1 1,00 -1 45,00 1 3,15
6 9,00 1 1,00 -1 45,00 1 23,04
7 6,00 -1 3,00 1 45,00 1 ~0,00
8 9,00 1 3,00 1 45,00 1 10,25
9 498 -1,68 2,00 0 30,00 0 0,06
10 10,02 1,68 2,00 0 30,00 0 12,63
11 7,50 0 0,32 -1,68 30,00 0 45,39
12 7,50 0 3,68 1,68 30,00 0 4,03
13 7,50 0 2,00 0 4,77 -1,68 5,16
14 7,50 0 2,00 0 55,22 1,68 10,34
15 7,50 0 2,00 0 30,00 0 10,27
16 7,50 0 2,00 0 30,00 0 9,52
17 7,50 0 2,00 0 30,00 0 7,71

Fonte: Autor (2023).
cod.: valor codificado; Recup.: 1: Recuperacdo obtida a partir do eluato de
dessorcao.

Os modelos de otimizagédo foram ajustados com os dados da Tabela 72. O
modelo geral e todos os outros modelos recalculados sem os termos significativos
apresentaram problemas de violagdes nas pressuposicoes e de falta de ajuste, o que
levou a necessidade de transformacdo da variavel resposta (recuperacdo de HSA
%) com uma operacao de raiz quadrada. A analise de variancia do modelo geral

considerando a raiz quadrada da recuperacdo de HSA é apresentada na Tabela 73.
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Tabela 73 - Analise de variancia do modelo geral de otimizagdo da
dessorgcédo de HSA das FesO4@TEOS.

Fonte de var. | gl SQ QM F Valor-p
modelo 9 47,4626 5,2736 9,3525 0,0038™
X1 1 25,3133 25,3133 44,8919  0,0003™
X2 1 15,2174 15,2174 26,9872 0,0013"
X3 1 0,1947 0,1947 0,3453 0,5752
X12 1 3,9613 3,9613 7,0251 0,0329°
X2 1 2,1590 2,1590 3,8288 0,0913
X3? 1 0,5652 0,5652 1,0024 0,3501
X1:X2 1 0,0001 0,0001 0,0001 0,9925
X1:X3 1 0,0415 0,0415 0,0736 0,7940
X2:X3 1 0,0102 0,0102 0,0181 0,8968
Residuos 7 3,9471 0,5639

Falta de ajuste 5 3,8495 0,7699 15,7681 0,0607
Erro puro 2 0,0977 0,0488

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%

X1: pH; X2: volume de eluente de dessorcéo (mL); X3: tempo de agitacdo (min);

Fonte de var.: Fonte de variacdo; gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM:
quadrado médio; F: estatistica F calculada.

De acordo com a analise de variancia do modelo geral apresentada na
Tabela 73, apenas os coeficientes associados as variaveis pH, volume e pH?2
foram significativos. O modelo ndo apresentou falta de ajuste (p = 0,0607).
Reajustou-se entdo o modelo considerando apenas o0s coeficientes

significativos, sendo a analise de variancia apresentada na Tabela 74.



Tabela 74 - Analise de varidncia do modelo 6timo de dessor¢cado de HSA das

FesO4s@TEOS.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 6 47,41 7,90 19,76  <0,0001™"
X1 1 25,31 25,31 63,30 <0,0001™
X2 1 15,22 15,22 38,05 0,0001™
X3 1 0,20 0,19 0,49 0,5012
X12 1 3,96 3,96 9,91 0,0104"
X22 1 2,16 2,16 5,40 0,0425
X32 1 0,56 0,56 1,41 0,2619
Residuos 10 4,00 0,40

Falta de ajuste 8 3,90 0,49 9,99 0,0942
Erropuro 2 0,10 0,05

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%

X1: pH; X2: volume de eluente de dessorcéo (mL); X3: tempo de agitacao (min);
Fonte de var.: Fonte de variacgéo; gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado

médio; F: estatistica F calculada.
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Embora ndo tenham apresentado significancia estatistica ao nivel de 5%, a

os coeficientes da variavel tempo de primeiro e segundo graus foram mantidos no

modelo, uma vez que se retirados o modelo apresenta violagdes nas pressuposicoes

(heterocedasticidade dos residuos) e falta de ajuste. As informagdes da Tabela 74

sdo coerentes com as da Tabela 73, em que o modelo foi significativo, os coeficientes

associados as variaveis mantiveram a significancia apos redugdao do numero de

coeficientes e ndo houve falta de ajuste (p = 0,0942). Foram entdo obtidas as

estimativas dos coeficientes do modelo 6timo, e as informagdes sao apresentadas

na Tabela 75.



Tabela 75 - Estimativas dos parametros do modelo 6timo da
dessorgdo de HSA das FesOs@TEOS, desvio
padréo, estatistica t e valor-p associados.

Parametros | Estimativa D.p. t-calc Valor-p
Intercepto 3,06 0,36 8,39 <0,0001™
pH 1,36 0,17 7,96 <0,0001™
vol -1,06 0,17 -6,17  0,0001™
tempo 0,12 0,17 0,70 0,5012
pH? -0,52 0,19 2,77  0,0197
vol? 0,35 0,19 1,87 0,0912
tempo? -0,22 0,19 -1,19  0,2619

Fonte: Autor (2023).
*Significativo a 5%; ™ Significativo a 1%; ™ Significativo a 0,1%
D.p.: desvio padréo; t-calc.: estatistica t calculada.

Tabela 76 - Valor-p obtido para os testes na analise dos
residuos do modelo 6timo de dessorgcao de
HSA das FesOs@TEOS@BSA.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,4186 0,5207 0,0696

Fonte: Autor (2023).
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As informacdes da Tabela 75 sao condizentes com as da Tabela 74, e a

analise de residuos na Tabela 76 n&o indicou nenhuma violagao das pressuposicdes

de regresséao. O valor da estatistica F (19,76) obtido a partir do modelo foi maior que

o F tabelado (3,22), o que demonstra alta significancia. Assim, o modelo apresentado

na Tabela 75 e sumarizado na equacao (70) é adequado para descricdo dos dados

e pode ser usado para obtengao dos graficos de superficie de resposta e curvas de

contorno (GRAFICO 33) para a analise dos efeitos das variaveis na recuperacdo de

HSA na dessorcao das FesO4@TEOS:

R =244+108x,-085x,+0,10x, - 0,42 x> +0,28 x,* - 0,17 x;*

recup

(70)
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Em que Rrecup € a recuperacdo de HSA (%), X1, X2 € X3 S80 respectivamente as
variaveis independentes codificadas: pH, volume do eluente de dessorcdo (mL) e
tempo de agitagdo (min). O modelo (70) apresentou um R? de 0,9222; o que indica
que ele é capaz de explicar 92,22% da variabilidade dos dados de recuperacgéo de
HSA da dessorcdo. A presenca dos coeficientes associados as variaveis
estatisticamente ndo significativas tempo, tempo? e volume? néo altera de forma
expressiva o coeficiente R? do modelo, uma vez que o modelo recalculado sem os
mesmos apresenta um R? de 90,74%. No Gréfico 32 é apresentada a disperséo dos

valores de recuperacédo de HSA predita pelo modelo e os valores experimentais:

Grafico 32 - Recuperagdo de HSA (%)
predita pelo modelo em
funcdo da  recuperacao
experimental da dessorgao
de HSA em FesO4s@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado no Gréfico 32, ha uma boa concordancia entre
os valores preditos pelo modelo (70) e os valores reais (experimentais) obtidos, o
gue reafirma a adequabilidade do ajuste do modelo (70) aos dados. Em seguida,
foram obtidas as superficies de resposta e as curvas de contorno para descrever a
porcentagem de recuperacdo de HSA de acordo com o efeito das variaveis do
estudo, sendo tais resultados apresentados no Grafico 33:
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Grafico 33 - Curvas de contorno (a) e superficie de resposta (b) para o modelo

de otimizagao da dessor¢ao de HSA das Fe3O4@TEOS de acordo
com o modelo 6timo de dessorgao.
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Fonte: Autor (2023).

Legenda: a) e b) pH e volume de eluente de dessorc¢do (mL);
c) e d) pH e tempo (min);

e) e f) volume de eluente de dessor¢éo (mL) e tempo (min).

Ao que se pode observar do Grafico 33, a recuperagdo aumenta

significativamente com o aumento do pH e com a diminui¢do do volume, o tempo
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de agitagao nao influenciou significativamente na recuperagéao, corroborando com

os resultados da Tabela 75 e do Grafico 33. Observa-se também que na regido de

pHs menores que 5 (6timo de adsorg&o), a recuperacgao foi praticamente nula.

Com a analise canénica do modelo 6timo, obteve-se os autovalores de 0,35,

-0,23 e -0,52, o que indica que o ponto estacionario corresponde a um ponto de

sela. Assim, foi necessaria a realizacdo de uma analise ridge, e os resultados séao

apresentados no Grafico 34:

Grafico 34 - Curvas de contorno da analise ridge do modelo de otimizagcédo da
dessorgédo de HSA em FesO4s@TEOS.
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(b) (c)

De acordo com a analise ridge, a recuperagao maxima de HSA no processo
de dessor¢cao de HSA das FesO4s@TEOS (37,77 %) é obtida com as condigbes
experimentais de pH de 8,34, volume de solugao de dessor¢ao de 0,45 mL e um
tempo de agitacao de 30,97 minutos. Nesse valor de pH a HSA encontra-se em sua
conformacgao B (ASCENZI et al., 2006; PETERS JR, 1996).

De modo geral, a recuperacdo de HSA também foi relativamente baixa, o que
por sua vez pode ser explicada pela complexidade das interacfes entre a HSA e as
FesO4@TEOS. Assim como no caso das nanoparticulas revestidas com BSA, a
recuperacdo foi maior nos pHs maiores, o que também pode ser explicado pelas
diferencas entre os potenciais de carga de superficie, conforme pode ser visualizado
no Gréfico 15, em que as maiores diferencas ocorrem em pHs maiores que 7, de
modo que tanto a HSA quanto as nanoparticulas estdo com carga liquida positiva,
favorecendo a repulsao eletrostatica. Acredita-se que as maiores quantidade de HSA
dessorvida em comparagcdo com as FesO4@TEOS@BSA sejam devido a maior
homogeneidade de grupos de superficie das Fes04@TEOS, majoritariamente

compostos por grupos silanois, o que faz com que existam menos interagdes



239

eletrostaticas de cargas opostas com as diferentes regides da HSA e assim menor
possibilidade de adsorcédo em outros sitios.

Para validacdo do modelo de otimizagdo da dessorcdo de HSA das
nanoparticulas de FesO4@TEOS, realizou-se uma adsorgédo (em quadruplicada) de
uma solugdo de HSA 250 mg L' em pH 4,5 em tubos contendo 10 mg de
nanoparticulas seguidas de uma dessorgao considerando as condigbes o6timas
aproximadas obtidas a partir do modelo. Dada a necessidade de um maior volume
de solugao de recuperacao, optou-se por utilizar 1 mL de solugédo de dessorcdo em
pH 8,3 e 31 minutos de agitacdo. Nas referidas condi¢gdes, uma predigdo com o
modelo indica que a raiz quadrada da porcentagem de recuperacao de HSA é de
5,07, ja nos ensaios experimentais o valor real obtido foi de 4,31, o que representa
uma exatidao maior que 85% em comparagao com o valor predito, 0 que sugere que
o0 modelo de otimizacdo tem boa capacidade de predicdo da quantidade de HSA

recuperada na dessorgao das nanoparticulas.

4.3.4.2.1 Otimizagéo da reutilizagdo das FezO4@TEOS

Para estudos de reutilizacao das FesO4@TEQOS, obteve-se as recuperacoes
de HSA de acordo com o planejamento, sendo os resultados obtidos apresentados
na Tabela 77:
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Tabela 77 - Planejamento experimental e resposta para o estudo da
reutilizacdo das FesO4s@TEOS.

Ensaio| pH | cod |Volume| cod |Tempo| cod |Recup (%)

1 6,00 -1 1,00 -1 15,00 -1 67,25
2 9,00 1 1,00 -1 15,00 -1 65,05
3 6,00 -1 3,00 1 15,00 -1 67,47
4 9,00 1 3,00 1 15,00 -1 67,03
5 6,00 -1 1,00 -1 45,00 1 71,93
6 9,00 1 1,00 -1 45,00 1 62,23
7 6,00 -1 3,00 1 45,00 1 67,91
8 9,00 1 3,00 1 45,00 1 66,37
9 498 -1,68 2,00 0 30,00 0 74,65
10 10,02 1,68 2,00 0 30,00 0 68,13
11 7,50 0 0,32 -1,68 30,00 0 66,37
12 7,50 0 3,68 1,68 30,00 0 67,03
13 7,50 0 2,00 0 4,77 -1,68 65,93
14 7,50 0 2,00 0 55,22 1,68 62,88
15 7,50 0 2,00 0 30,00 0 60,72
16 7,50 0 2,00 0 30,00 0 62,23
17 7,50 0 2,00 0 30,00 0 62,01

Fonte: Autor (2023).
cod.: valor codificado; Recup.. Recuperacdo obtida ap6s a reutilizacdo das
nanoparticulas.

Com os dados da Tabela 77 ajustou-se os modelos de otimizagdo. As

informacBes do modelo geral sdo apresentadas a seguir na Tabela 78.



Tabela 78 - Analise de variancia do modelo geral de otimizagédo da
reutilizagcado das nanoparticulas de FesO4s@TEOS.
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Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 9 192,97 21,44 11,06 0,0023"
X1 1 45,18 45,18 23,30 0,0019"
X2 1 0,86 0,86 0,44 0,5265
X3 1 0,89 0,89 0,46 0,5188
X12 1 94,96 94,96 48,98 0,0002™
X2? 1 22,45 22,45 11,58 0,0114"
X3? 1 6,54 6,54 3,37 0,1089
X1:X2 1 12,28 12,28 6,33 0,0400"
X1:X3 1 9,26 9,26 4,78 0,0651
X2:X3 1 0,54 0,54 0,28 0,6147
Residuos 7 13,57 1,94

Falta de ajuste 5 12,24 2,45 3,69 0,2270
Erropuro 2 1,33 0,66

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%; *** Significativo a 0,1%

Fonte de var.: Fonte de variag8o; X1: pH; X2: volume de eluente de dessorgdo (mL); Xa:
tempo de agitacdo (min); gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado

médio; F: estatistica F calculada.

Conforme pode ser observado na Tabela 78, as variaveis pH (primeira e

segunda ordens), volume (segunda ordem) e a interacdo pH:volume apresentaram

efeito sobre a recuperacdo de HSA ap0s a reutilizacdo das nanoparticulas. Assim

ajustou-se o modelo reduzido sem as variaveis ndo significativas, e a analise de

variancia é apresentada na Tabela 79:
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Tabela 79 - Informacbes da analise de variancia do modelo 6timo de
recuperacéo de HSA na reutilizagdo das FesO4@TEOS.

Fonte de var. gl SQ QM F Valor-p
modelo 5 175,73 35,15 12,55 0,0003™
X1 1 45,18 45,18 16,13 0,0020™
X2 1 0,86 0,86 0,31 0,5903
X12 1 94,96 94,96 33,91 0,0001™
X2? 1 22,45 22,45 8,02 0,0163"
X1:X2 1 12,28 12,28 4,39 0,0602
Residuos 11 30,81 2,80

Falta de ajuste 3 0,49 0,16 0,04 0,9871
Erropuro 8 30,31 3,79

Fonte: Autor (2023).

* Significativo a 5%; ** Significativo a 1%; *** Significativo a 0,1%

Fonte de var.: Fonte de variacdo; X1: pH; X2: volume de eluente de dessor¢do (mL); Xa:
tempo de agitacdo (min); gl.: Graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado

médio; F: estatistica F calculada.

As informacgdes da Tabela 79 estdo de acordo com as da Tabela 78. Os
efeitos da interagado e da variavel volume de eluente foram néao significativos ao
nivel de 5%, mas optou-se por manté-los no modelo devido a importancia dos
mesmos. Os demais coeficientes foram significativos e ndo houve falta de ajuste
(p =0,9871). Foram entdo obtidas as estimativas dos parametros e a analise de

residuos do modelo 6timo, sendo as informagdes apresentadas na Tabela 80 e

na Tabela 81 respectivamente:
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Tabela 80 - Estimativas dos parametros do modelo 6timo de
reutilizagdo das FesO4s@TEOS, desvio padréao,
estatistica t e valor-p associados.

Parametros Estim. D.p. t-calc valor-p
Intercepto 62,69 0,72 86,59 <0,0001™
pH -1,82 0,45 -4,02 0,0020™
volume 0,25 0,45 0,55 0,5903
pH? 3,01 0,48 6,32 0,0001™
volume? 1,35 0,48 2,83 0,0163"
pH:volume 1,24 0,59 2,09 0,0602

Fonte: Autor (2023).
*Significativo a 5%; "Significativo a 1%; **Significativo a 0,1%.
D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t calculada.

Tabela 81 - Valor-p obtido para os testes na analise dos
residuos do modelo ajustado para
reutilizacao das FesO4s@TEOS.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pierce Breusch-Pagan
0,3760 0,5075 0,4117

Fonte: Autor (2023).

Conforme a analise dos residuos da Tabela 81, o modelo ndao apresentou
nenhuma violagao nas pressuposic¢oes. O valor da estatistica F (12,15) obtido a partir
do modelo foi maior que o F tabelado (3,20), o que demonstra alta significancia.
Assim, o modelo apresentado na Tabela 80 e sumarizado na equagédo (66) é

adequado para descricao dos dados:

Rreut = 62,69 - 1,82 x1 + 0,25 x2 + 3,01 x12 + 1,35 x22 + 1,24 x1:x2 (71)

Em que Rreut € a recuperacédo de HSA (%), x1 € X2 S80 respectivamente as variaveis
independentes codificadas pH e volume do eluente de dessor¢géo (mL). O modelo
(66) apresentou um R? de 0,8508, o que indica que ele é capaz de explicar 85,08%
da variabilidade dos dados. No Gréfico 35 € apresentada a disperséo dos valores de

recuperacdo de HSA predita pelo modelo e os valores experimentais:
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Grafico 35 - Recuperacdo de HSA (%) predita
pelo modelo em fungcdo da
recuperagao experimental apds a
reutilizacdo das FesO4s@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser observado no Grafico 35, ha uma boa concordancia entre
os valores preditos pelo modelo (71) e os valores reais (experimentais) obtidos, o
que reafirma a adequabilidade do ajuste do modelo (71) aos dados. Em seguida,
foram obtidas as superficies de resposta e as curvas de contorno (GRAFICO 36)
para descrever a porcentagem de recuperacdo de HSA apds a reutilizacdo das

Fe304@TEOS de acordo com o efeito das variaveis em estudo:
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Grafico 36 - Curvas de contorno e superficie de respostas do modelo de otimizagao

da reutilizagdo das Fe3O4s@TEOS de acordo com as variaveis
avaliadas.
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Fonte: Autor (2023).
Legenda: a) e b) pH e volume de eluente de dessor¢do (mL);

De acordo com as curvas de contorno e superficie de respostas do Grafico
36, a recuperacao de HSA ap0s a reutilizacdo das FesO4@TEOS € menor na regido
ao redor do pH 8 e de um volume de 2 mL. Nota-se também que, assim como com
as FesO4s@TEOS@BSA, a recuperacao € maior nos pHs mais acidos, préximos ao
otimo de adsorcao, o que evidencia que a HSA adsorvida na etapa de adsor¢céo nao
foi totalmente dessorvida, impedindo a adsorcdo de novas moléculas de HSA.

De acordo com o modelo, as condi¢cdes 6timas de recuperacdo de HSA,
ocorrem nas condicOes de dessorcdo de pH = 8,03 e volume de solugdo de
dessorcédo de 1,74 mL, que levam a uma recuperacao de HSA de 62,33%, valor
quase o dobro dos 37,73% da recuperacdo da primeira adsor¢cdo, mas quase 20%
menor quando comparados as menores recuperacdes de HSA (em torno de 80%)
da reutilizacdo das FesOs@TEOS@BSA (GRAFICO 31). Pela anélise canbnica do
modelo 6timo, obteve-se os autovalores de 3,21 e 1,14, o que indica que o ponto
estacionario € um ponto de minimo, validando as condi¢bes de otimalidade aqui
discutidas. Embora a recuperagéo ainda tenha se mostrado relativamente alta, as
FesO4@TEOS mostraram maior potencial para reutilizagdo quando comparadas com
as FesO4s@TEOS@BSA dadas as maiores quantidades de HSA
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adsorvidas/recuperadas, mas ainda assim sdo necessarios estudos mais detalhados
a fim de se otimizar o processo de reutilizacao até que se torne viavel.

Para validagdo do modelo de reutilizacdo das nanoparticulas de
FesO4@TEOS, utilizou-se os mesmos tubos usados na validagédo da otimizagédo da
reutilizagao e realizou-se uma nova adsorg¢ao (em quadruplicada) com 1 mL de uma
solugédo de HSA 250 mg L' em pH 4,5. Uma predigdo do modelo nas condigdes de
pH 8,3 e volume de solugdo de dessorgdo de 1 mL indica que a porcentagem de
recuperagio de HSA é de 63,01% em relagdo ao padrao de 250 mg L-'. Nos ensaios
experimentais o valor obtido foi de 81,30%, o que representa uma exatidao de 77,50%
em comparagao com o valor predito, isso indica que o0 modelo de otimizagcado da
reutilizacdo tem uma capacidade intermediaria de predicdo da quantidade de HSA

recuperada na reutilizacdo das nanoparticulas de FesOs@TEQOS.

4.4 QUANTIFICAGCAO DE PROTEINAS TOTAIS

4.4.1 Nanoparticulas de Fes;04@TEOS@BSA

No Grafico 37 sédo apresentados os resultados da quantificacdo de proteinas

totais de soro humano antes e apés a deplecdo com as de FesO4@TEOS@BSA:

Grafico 37 - Concentragao de proteinas antes e depois da deplecao
com nanoparticulas de FesO4@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).



247

No Grafico 37 é demonstrada a efetividade das FesO4@TEOS@BSA na
adsorcao de proteinas de soro sanguineo em toda a faixa de diluicdo estudada. De
acordo com as informacdes apresentadas, a reducdo das concentracdes de
proteinas foram de 77,34; 108,92; 129,88; 143,45 e 162,11 mg L™! respectivamente,
0 que corresponde a porcentagens de adsorcdo de 100,00, 84,65, 56,55, 44,75 e
39,77 %. A reducéo nas porcentagens de adsorcdo com 0 aumento da concentracao
de proteinas (menores fatores de diluicdo) evidencia a tendéncia de saturagcdo da
superficie das nanoparticulas. Ndo se pode afirmar com exatiddo quais proteinas
estdo sendo adsorvidas, mas ha indicios suficientes para se dizer que ha uma
adsorcdo expressiva de HSA, uma vez que ela é a proteina de maior abundancia,
com uma faixa de concentragdo entre 65 e 85 g.L?, o que representa mais de 60 %
do total de proteinas.

4.4.2 Nanoparticulas de FesO4@TEOS

No Grafico 38 sao apresentados os resultados da quantificacdo de proteinas

totais de soro antes e apos a deplecdo com as nanoparticulas de FesO4@TEOS:

Grafico 38 - Concentragao de proteinas antes e depois da deplecao
com nanoparticulas de FesO4@TEOS.
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Fonte: Autor (2023).
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Conforme pode ser visto no Grafico 38, as Fe3Os@TEOS também
demonstraram efetividade na adsorcdo de proteinas de soro sanguineo em toda a
faixa de diluicdo estudada, e sobretudo apresentaram maiores capacidades de
adsorcdo quando comparadas as nanoparticulas de FesOs@TEOS@BSA. De
acordo com as informacbes apresentadas, a reducdo das concentracdes de
proteinas foram de 95,56; 164,67; 181,23; 175,77 e 206,44 mg L™! respectivamente,
0 que corresponde a porcentagens de adsorcdo de 100,00; 82,38; 61,71; 46,58 e
42,39 %. A reducao nas porcentagens de adsor¢cao com o aumento da concentracao
de proteinas evidencia a tendéncia de saturacdo da superficie das nanoparticulas.
Conforme discutido acima, ha indicios suficientes para se dizer que ha uma adsorcéo
expressiva de HSA, uma vez que ela é a proteina de maior abundancia do soro.

De modo geral, ambas as nanoparticulas de FesOs@TEOS e
FesO4@TEOS@BSA apresentaram boa adsorgédo das proteinas do soro, e assim
resolveu-se estudar o perfil das proteinas adsorvidas mais detalhadamente atraves

dos experimentos de eletroforese.

4.5 ELETROFORESE

4.5.1 Curvas de calibracao

Em um primeiro momento, obteve-se os géis de eletroforese obtidos para as

curvas de calibracao (duplicata), os quais sdo mostrados na Figura 12:



249

Figura 12 - Curvas de calibragao de HSA obtidas através
de SDS-PAGE.
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Fonte: Autor (2023).
Legenda: a) Eletroforese da primeira curva,
b) Eletroforese da segunda curva.

A partir desses géis e com o software Image Lab obteve-se os dados de
volume ajustado. Analogamente ao que foi apresentado nos estudos de
guantificacdo de HSA pelo método de Bradford, inicialmente obteve-se os
coeficientes de variacdo dos calibradores da curva, cujos resultados séo

apresentados na Tabela 82.
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Tabela 82 - Coeficientes de variacéo (%)
para os calibradores da
curva analitica de HSA
obtida na eletroforese.

Concentragoes | Coeficientes de

(mg L) variagao (%)
0
20 30,75
40 48,90
70 29,19
100 27,11
200 11,44
300 13,71
400 9,22
500 5,76

Fonte: Autor (2023).

Ao que se pode observar da Tabela 82, todos os calibradores de
concentragdes menores que 200 mg L* apresentaram coeficientes maiores que
20%. O objetivo dessas analises € demonstrar a efetividade das nanoparticulas na
deplecdo da HSA, comparando-se para isso o total de HSA na amostra de soro com
a quantidade obtida nos diferentes tratamentos, os quais sdo todos efetuados no
mesmo gel, dessa forma, mesmo que houvesse um viés resultante da curva, ele
seria 0 mesmo para todas as amostras e ndo comprometeria o objetivo geral da
analise.

A eletroforese ndo é uma técnica quantitativa muito sensivel, sendo mais
utilizada qualitativamente, caso fossem necessarias maiores precisdo e exatiddo na
quantificacdo da HSA, utilizar-se-iam outras metodologias de analises, como
cromatografia ou espectrometria de massas de alta resolucdo. Outro fator a ser
considerado € que este estudo ndo envolve validagcdo analitica. Soma-se a isso 0
baixo nimero de repeticbes de cada calibrador da curva (duplicata), embora na
literatura haja trabalhos em que os autores utilizaram apenas uma réplica dos

calibradores da curva, como em Jesus, Guimaraes e Arruda (2019).
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Com relacéo ao maior valor de coeficiente de variacdo da Tabela 82, 48,90 %
para 40 mg L?, nota-se que ele ocorre devido a uma variacdo aleatéria do
experimento, uma vez que na concentracdo de 20 mg L o valor quase foi 40 %
menor (30,75 %). Desse modo, optou-se por retird-lo dos dados para ajuste da curva.
As concentragbes de 20, 70 e 100 mg L%, apresentaram valores de cv bastante
préximos entre si (pouco abaixo de 30 %).

Obtidos entdo os dados dos calibradores e suas respectivas respostas
(volumes ajustados), ajustou-se curvas de calibracdo com graus variando de 1 a 3,
sendo a curva mais adequada a de segundo grau, cujas informacdo sé&o
apresentadas na Tabela 83:

Tabela 83 - Informacfes da curva de calibracdo de HSA obtida na eletroforese:
Estimativas, desvio padrdo, estatistica-t e valor-p associados aos
parametros, significancia do modelo (valor-pm) e coeficiente de
determinagdo mudltipla (R?).

Par. | Estimativa D.p. t-calc Valor-p Valor-pm | R? (%)
Bo -3,9537 2,3170 -1,7064 0,1487
B1 0,4492 0,0266 16,8643 <0,0001™ <0,0001™ 99,70
B2 -0,0004 5,3x10° -6,5828 0,0012™

Fonte: Autor (2023).
Par.: parametro; D.p.: desvio padrao; t-calc.: estatistica t.

Ao que se pode observar da Tabela 83, a estimativa do intercepto néo foi
significativa (p = 0,1487), o que indica que quando ndo ha HSA na solucdo purae o
volume ajustado € estatisticamente igual a zero. A estimativa do parametro B2 foi
significativa (p < 0,0001) e a curva apresentou um R? bastante elevado, indicando
que 99,70% da variabilidade dos dados € explicada pelo modelo. A analise das

pressuposicoes € apresentada na Tabela 84.

Tabela 84 - Analise das pressuposi¢cdes da curva de HSA
obtida com a eletroforese.

Teste de Teste de Box- Teste de
Shapiro-Wilk Pearse Breusch-Pagan
0,2405 0,9041 0,4967

Fonte: Autor (2023).
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De acordo com a Tabela 84, o modelo ndo apresentou nenhuma violagao nas
pressuposicoes da regressdo, sendo adequado para quantificacdo da HSA das
amostras. No Grafico 39 seguir sdo apresentados os dados e as curvas de calibracédo
de HSA obtidos na eletroforese:

Grafico 39 - Dados obtidos com a eletroforese e curvas
de calibragcdo de HSA ajustadas.
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Fonte: Autor (2023).

Conforme pode ser visto no Gréafico 39, é bem evidente no comportamento
dos dados, 0 aumento na resposta de acordo com a concentracdo de HSA. Nota-se
gue os erros associados as réplicas foram reativamente altos, o que justifica os
valores dos coeficientes de variacdo apresentados na Tabela 82. No entanto, os
dados apresentaram um comportamento linear (de segundo grau) bastante
expressivo, o que é condizente com o elevado coeficiente R? de 99,70% (Tabela 83)
da curva de segundo grau, bem como a inadequacédo da curva de primeiro grau
(em azul).
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4.5.2 Eletroforese das deple¢oes multiplas

4.5.2.1 Nanoparticulas de FesO4@TEOS@BSA

Na Figura 13 é apresentado o gel de eletroforese dos sobrenadantes obtidos
ap0s as deplecbes consecutivas (duplicatas) de HSA com 20 mg de
Fes04@TEOS@BSA:

Figura 13 - Perfil eletroforético dos eluatos de deple¢des consecutivas
com FesO4s@TEOS@BSA apoés separagao via SDS-PAGE.
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Fonte: Autor (2023).

Na Figura 13 é mostrado o perfil das sucessivas deplec¢des de proteinas do
soro com as nanoparticulas de FesO4@TEOS@BSA, conforme evidenciado pela
comparacdo das bandas do soro antes da deplecdo (colunas 3 e 4) com as
resultantes das etapas de deplecdo (colunas de 5 - 10). As nanoparticulas de
FesO4s@TEOS@BSA foram pouco efetivas na deplecdo de HSA, conforme
evidenciado pela comparacdo das bandas do soro antes da deple¢éo (colunas 3 e
4) com as resultantes das etapas de deplecao (colunas de 5 - 10) em que houve uma
diminuicdo pouco expressiva na intensidade das bandas. Embora essas diferencas



254

tenham sido pouco expressivas, percebe-se que a quantidade de nanoparticula
influencia na deplecdo de HSA, visto a diminuicdo das intensidades das bandas,
corroborando com a inclusdo da variavel massa de nanoparticula no modelo de
otimizacao da adsorcao de HSA (62).

Pode-se dizer que as FesO4s@TEOS@BSA apresentaram baixa afinidade
pelas proteinas de peso molecular ao redor de 75 kDa, em que a intensidade das
bandas se manteve praticamente constante, com uma pequena diminuicdo na
terceira etapa (colunas 9 e 10). J4 para as proteinas com peso molecular abaixo de
50 kDa, as FesO4s@TEOS@BSA promoveram uma deplecdo cruzada, visto a
diminuicdo da intensidade das bandas, as quais praticamente desapareceram na
terceira etapa. De acordo com Mahmoudi et al. (2011), proteinas como HSA e
fibrinogénio podem cobrir a superficie de nanoparticulas por curtos periodos de
tempo, enquanto proteinas de baixa abundancia com maiores afinidades e cinética
mais lenta podem substitui-las em tempos subsequentes, 0 que explica a baixa
adsorcdo de HSA e a alta adsor¢do das demais proteinas. Uma andlise quantitativa
dessas bandas é apresentada no Grafico 40:

Grafico 40 - Quantidade de HSA adsorvida em cada etapa de
deplegéo com FesO4s@TEOS@BSA.
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Fonte: Autor (2023).
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Os resultados mostrados no Grafico 40 corroboram com o perfil da
eletroforese da Figura 13. HA uma ordem decrescente na quantidade de HSA
depletada, em que 42,61 ug foram depletadas na primeira etapa, seguidas por 24,40
e 10,91 pyg nas segunda e terceira etapas respectivamente. Tal comportamento é
semelhante ao discutido nos estudos das isotermas de adsorcdo, em que a
capacidade maxima de adsorcdo diminui com a reducdo da concentracdo de HSA
disponivel. Outro fator importante para explicar a menor capacidade de adsorcao €
que as FesO4s@TEOS@BSA também adsorvem outras proteinas, tais como as de
peso molecular abaixo de 50 kDa.

Os resultados aqui descritos corroboram com o fato de que a variavel massa
de nanoparticulas estudada nos experimentos de otimizacédo da adsor¢cdo de HSA
(secao 4.3.1.1) em 4gua nao tenha apresentado efeito significativo. Fica evidente
que devido a reduzida capacidade de adsorcdo das nanoparticulas de
FesOs@TEOS@BSA, na faixa estudada, o efeito ocasionado pelo aumento da

massa de nanoparticulas sobre a adsorcédo de HSA € inexpressivo.
4.5.2.2 Nanoparticulas de FesOs@TEQOS
Na Figura 14 é apresentado o gel SDS dos eluatos das deplecdes

consecutivas (duplicatas) de HSA de soro com 20 mg de nanoparticulas de
FesO4@TEOS:
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Figura 14 - Perfil eletroforético dos eluatos de deple¢Bes consecutivas
com Fe304@TEOS apos separagéo via SDS-PAGE.
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Fonte: Autor (2023).

Na Figura 14 € mostrado o perfil das sucessivas deple¢des de proteinas do
soro com as nanoparticulas de FesO4s@TEOS, conforme evidenciado pela
comparacao das bandas dos padrdes de soro (colunas 3 e 4) com as resultantes das
etapas de deplec¢édo (colunas de 5 - 10). Nota-se que as FesO4@TEOS apresentaram
alta capacidade de adsorcéo para a HSA e as demais proteinas do soro. De modo
gue ja na segunda etapa de deplecdo quase a totalidade da HSA havia sido
depletada. Resultados semelhantes foram obtidos por Lu et al. (2021a), os quais
realizaram uma método de deplecdo de HSA utilizando um polimeros de impresséo
molecular.

Na primeira etapa de deplecdo (colunas 5 e 6) percebe-se que as
FesO4@TEOS apresentaram alta afinidade pela HSA e baixa para as demais
proteinas, uma vez que a intensidade das bandas das proteinas de peso molecular
ao redor de 75 kDa permaneceu inalterada e a das bandas de peso molecular abaixo
de 50 kDa praticamente nédo sofreu alteracdo. Em um meio com baixas
concentracdes de proteina, proteinas como albumina podem dominar a superficie de
uma nanoparticula, o que é condizente com a adsor¢do da HSA nas FesO4@TEOS.
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As proteinas que se ligam mais fortemente a nanotubos de carbono (CNTS),
nanoparticulas de o6xido de ferro, lipossomas e nanoparticulas poliméricas séo
albumina, imunoglobulinas, proteinas do sistema complemento, fibrinogénio e
apolipoproteinas (NEL et al., 2009).

Ja na segunda etapa de deplecdo (colunas 7 e 8), apenas as bandas
correspondentes a HSA foram visiveis, enquanto na terceira (colunas 9 e 10), quase
todas as proteinas foram depletadas. A analise quantitativa dessas bandas é

apresentada a seguir no Grafico 41:

Grafico 41 - Quantidade de HSA adsorvida em cada etapa de
deplegdo com Fe3sO4@TEOS.

o
S _
(8"
8 Processo de deple¢3o
™ B Antes O Depois
_—
o)
2 o
X 2 108,20
T
o
o o
8 oS 88,19
[}
(1]
=
o 60,76
uw
27 43 27 43
o
Deplecao 1 Deplecgéo 2 Deplecéo 3

Fonte: Autor (2023).

Os resultados apresentados no Grafico 41 sao condizentes com os resultados
de eletroforese apresentados na Figura 14. Observa-se que ha uma ordem
decrescente na quantidade de HSA depletada, em que 108,20 ug foram adsorvidas
na primeira etapa de deplecéo, seguidas por 60,76 e 27,43 ug nas segunda e terceira
etapas respectivamente. Nao é possivel afirmar qual é a capacidade de adsorcéo
das FesO4@TEOS na terceira etapa, uma vez que toda HSA foi depletada, sabe-se
apenas gue esse valor € de no minimo 27,43 ug. DiscussGes semelhantes as feitas
para as nanoparticulas de FesOs@TEOS@BSA sao também aplicaveis a estes

resultados para as FesO4s@TEOS.
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No que tange aos experimentos de otimizacédo da adsorcdo de HSA (secéo
4.3.1.2), os resultados aqui descritos na eletroforese sado condizentes, de modo que
se percebe claramente o efeito expressivo do aumento da massa de FesO4s@TEOS
no aumento da deplecao de HSA.

De modo geral, acredita-se que para futuros estudos de busca de
biomarcadores, os quais envolvam um preparo de amostras envolvendo as
nanoparticulas de FesOs@TEOS, o ponto de partida inicial que se parece mais
adequado é a deplecdo descrita na primeira etapa (FIGURA 14, colunas 5 e 6), uma
vez que praticamente s6 as bandas de HSA foram depletadas. J4 para as
Fes04@TEOS@BSA, mais estudos sdo necessarios.

Sabe-se que durante o processo de deplecao de HSA pode haver a deplegéo
cruzada de proteinas de baixa abundancia (GRANGER et al., 2005; PETRICOIN;
LIOTTA, 2004; ZHOU et al., 2004) devido a possibilidade da HSA ligar-se a certas
proteinas de baixo peso molecular, fragmentos de proteinas ou peptideos durante
varios métodos de deplecdo de proteinas de alta abundancia, o chamado efeito
esponja (ZOLOTARJOVA et al., 2005). Ressalta-se também que € importante
reconhecer que muitas proteinas estéo ligadas a albumina (por exemplo, o chamado
albuminoma) e a deplecéo cruzada pode ocorrer, pois muitas proteinas abundantes
tém funcgdes transportadoras (IGNJATOVIC et al., 2019). Em Jesus et al. (2017) os
autores demonstraram que a deplecdo de HSA com nanoparticulas magnéticas
permitiu a deteccdo de uma quantidade bem maior de novas proteinas em
comparacao ao kit comercial Proteominer, embora o total de HSA depletado pelo kit
tenha sido maior.

Diante disso, o niumero de proteinas de baixa abundancia encontradas no
sobrenadante de deplecdo pode variar de acordo com a quantidade de HSA
depletada. Nos kits comerciais essa quantidade é alta, porém é fixa, o que por sua
vez limita o numero de biomarcadores que podem ser encontrados. Por outro lado,
a utilizacdo das nanoparticulas de FesO4@TEQOS tem a versatilidade de possibilitar
que a quantidade de HSA depletada seja controlada pela massa de nanoparticulas
utilizada no processo de deplecdo, podendo permitir que um maior niumero de
biomarcadores seja encontrado, o0 que € uma grande vantagem em relacdo aos kits

comerciais.
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4.5.3 Eletroforese das dessorgoes

4.5.3.1 Nanoparticulas de FesO4@TEOS@BSA

Na Figura 15 é apresentado o gel de eletroforese dos eluatos das dessor¢cdes
a partir das nanoparticulas de Fe3O4s@TEOS@BSA (70 mg por ensaio),
considerando eluentes de dessor¢cdo em pH 9,2 com as concentracoes de NaCl de
0 (colunas 5 e 6); 0,5 (colunas 7 e 8) e 1 mol L (colunas 9 e 10):

Figura 15 - Perfil eletroforético dos eluatos de dessorgdo das proteinas
adsorvidas nas FesO4@TEOS@BSA apos separacao via SDS-
PAGE.
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Fonte: Autor (2023).

A partir dos resultados apresentados na Figura 15, nota-se que as bandas
correspondentes a HSA recuperada na dessorcdo foram bastante semelhantes,
embora na concentragdo de NaCl de 1 mol L' (colunas 9 e 10) a recuperacgéo foi
levemente menor em comparagdo as demais, o que pode ser visto pela menor
intensidade. Na concentragéo de NaCl de 0,5 mol L-' houve uma maior recuperagéo
de proteinas de peso molecular abaixo de 50 kDa. Embora ndo se tenha atingido

uma recuperacao de 100% das proteinas adsorvidas nas nanoparticulas, isso ndo é
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um problema, visto que a digestao proteica por tripsinizagado, para estudos em
espectrometria de massas, pode ser feita mesmo que as proteinas estejam
adsorvidas nas nanoparticulas (CORTES et al., 2012).

De acordo com Koutroukides et al. (2011) o conjunto das proteinas
codepletadas na fragdo sérica de proteinas de alta abundancia é chamado
depletoma. De acordo com estes autores, esta fragdo sérica comumente ignorada
pode fornecer novos insights sobre a protedmica clinica, desse modo, em estudos
futuros os quais envolvam a analise do depletoma obtidos a partir da dessorgcéo das
FesO4@TEOS@BSA, a solugdo de NaCl 0,5 mol L' em pH 9,2 se mostra como
ponto de partida mais viavel. A recuperacao de proteinas além da HSA sugere que
as FesO4@TEOS@BSA sao potenciais candidatas a suporte para enriquecimento
de proteinas de baixa abundancia. Com relagdo a HSA, uma analise quantitativa das

bandas associadas € apresentada a seguir no Grafico 42:

Grafico 42 - Estudo da dessorgcédo da HSA das FesO4@TEOS@BSA
com diferentes solu¢des de dessorgao.
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Conforme se observa no Gréfico 42, as diferencas entre a HSA recuperadas

nas trés solugcdes foram pouco perceptiveis, contudo, o uso do NaCl na concentracéo
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de 0,5 mol L proporcionou maior recuperacéo de HSA. Uma possivel explicacéo é
gue haja uma competicdo de ions do NaCl e a HSA pelos sitios de adsor¢cdo das
FesO4s@TEOS@BSA, o que faz com que menos moléculas de HSA continuem
adsorvidas. Comportamento semelhante foi observado por Santos et al. (2021), em
qgue uma solucéo de NaCl 0,3 mol Lt em pH 5 foi utilizada para dessorcéo de lisozima
de FesO4s@TEOS@BSA.

A literatura discute o uso bem sucedido de pequenas concentracdes de NaCl
na dessorcdo. Zhao et al. (2020) usaram uma solugdo de NaCl 1,0 mol L' em pH 7
para dessorcdo de lisozima de um polimero com nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com aptameros. Em Nicolas, Ferreira e Lassalle (2019) foi utilizarado
NaCl 2,0 mol L na dessorcdo de proteinas de soro de queijo adsorvidas em
nanoparticulas de magnetita revestidas com &cido citrico e ions Cu?*.

Os resultados do Grafico 42 estdo de acordo com o perfil de eletroforese da
Figura 15, conforme os numeros apresentados, obteve-se uma maior quantidade de
HSA, 32,69 ug das 103,02 ug depletadas (31,73%), com uma solugéo de NacCl de
0,5 mol L'1. A menor recuperacéo foi obtida na concentracdo de NaCl de 1,0 mol L1,
acredita-se que o excesso de NaCl provoque uma solvatacdo e estabilizacdo de
cargas elétricas de grupamentos na superficie das nanoparticulas que seriam
responsaveis por ocasionar uma maior repulsdo da HSA e das demais proteinas

adsorvidas, diminuindo a eficiéncia do processo de dessorgao.

4.5.3.2 Nanoparticulas de FesOs@TEOS

Na Figura 16 é apresentado o gel de eletroforese dos eluatos das dessorcoes
a partir das nanoparticulas de FesO4s@TEOS (50 mg), considerando as diferentes
solucdes de dessorcdo em pH 8,3 com as concentracdes de NaCl de 0 (colunas 5 e
6); 0,5 (colunas 7 e 8) e 1 mol L* (colunas 9 e 10):
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Figura 16 - Perfil eletroforético dos eluatos de dessorgao das proteinas
adsorvidas nas FesO4@TEOS apds separagao via SDS-
PAGE.
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De modo semelhante ao que foi observado na Figura 15, na Figura 16 as
bandas correspondentes a HSA recuperada foram bastante semelhantes, embora
na concentracdo de NaCl de 1 mol L (colunas 9 e 10) a recuperacao foi menor. Na
concentracdo de NaCl de 0,5 mol L também houve uma maior recuperacdo de
proteinas de peso molecular abaixo de 50 kDa. Com o eluente de lavagem composto
apenas por agua em pH 8,3 e a concentracdo de NaCl de 0,5 mol L, houve uma
maior recuperacao de proteinas de peso molecular abaixo de 50 kDa.

Por outro lado, sem o NaCl (colunas 5 e 6), obteve-se maior quantidade e
variabilidade de proteinas recuperadas, o que é de suma importancia em estudo
protebmicos. Uma outra grande vantagem da utilizacdo das FesOs@TEQOS € a
possibilidade do uso como fase extratora de HSA como etapa inicial para purificacéo
dessa proteina (terceira utilidade). Como pode ser visto na Figura 16, nas colunas
de 7 a 10, é evidente que a HSA recuperada apresenta maior grau de pureza com
solventes com maiores concentracfes de NaCl em comparacgdo as demais, o que é
de interesse quando se usa 0 processo com O objetivo de extragcdo de HSA

especificamente.
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Aqui foi demonstrado apenas a utilizacdo da agua como solvente, com
diferentes concentracdes de NaCl em pH fixado em 8,3. Ressalta-se que ha diversas
possibilidades de formulacdo de eluentes de dessorcdo, o que fica a critério do
pesquisador e de acordo com o objetivo do estudo. Estes resultados reforcam a
versatilidade do uso das FesO4@TEOS.

As demais discussoes feitas anteriormente para os resultados da dessorcao
das FesO4s@TEOS@BSA podem ser consideradas para a dessor¢ao das proteinas
adsorvidas nas FesO4@TEOS. A analise quantitativa das bandas associadas a HSA

€ apresentada no Grafico 43:

Grafico 43 - Estudo da dessor¢do da HSA das FesO4s@TEOS com
diferentes solugbes de dessorgao.
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Os resultados apresentados no Gréafico 43 corroboram com os da Figura 16 e
indicam que se obteve uma maior recuperacao de HSA, 79,92 ug das 283,11 ug
depletadas (28,23%), com uma solucéo de NaCl de 0,5 mol L*. Nas FesOs@TEOS,
as diferentes solucdes de dessorcao apresentaram diferencas um pouco mais nitidas

em relacdo a quantidade de HSA recuperada.
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As de FesO4s@TEOS@BSA e FesO4s@TEOS apresentaram comportamentos
semelhantes em relacéo aos efeitos do NaCl nos eluentes de dessorcéo, em que as
maiores recuperacgdes de HSA foram com NaCl 0,5 mol L%, o mesmo se observa nas
recuperacbes de HSA, 31,73 e 28,23% respectivamente para as nanoparticulas.
Ressalta-se que em termos de massa absoluta as quantidades de HSA recuperadas
das Fe3sO4@TEQOS sédo mais que o dobro das quantidades das FesO4s@TEOS@BSA,
devido em parte & maior capacidade de adsorcéo.
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5 CONCLUSOES

As nanoparticulas de Fe3Os4 foram sintetizadas e revestidas com
tetraetilortosilicato (TEOS) e albumina de soro bovino (BSA), de modo que os
resultados das caracterizacbes por meio das técnicas de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, medida do potencial zeta, analise
termogravimétrica, difratometria de raios-X e microscopia eletrbnica (MEV),
demonstraram a efetividade da sintese e da integridade das Fes3Os apds o0s
respectivos revestimentos.

Este trabalho € um dos poucos a exemplificar a aplicacdo de metodologia de
superficie de respostas na otimizacdo da adsorcdo de proteinas, 0 emprego de
diversos modelos de cinética e de isotermas de adsorcdo, bem como varias
estratégias de selecdo, sendo estes estudos realizados para avaliar a interacdo das
nanoparticulas com a HSA. A otimizacdo da adsor¢cdo de HSA com delineamentos
compostos centrais rotacionais (DCCR), revelou que adsorcdo méaxima de HSA
ocorre em pH de 3,5 e 4,5 para as FesOs@TEOS@BSA e Fe304@TEOS
respectivamente.

Para ambas as nanoparticulas, a cinética de adsorc¢éao foi descrita pelo modelo
de Avrami e o tempo de equilibrio alcangcado em 10 minutos. Com relacéo aos dados
de equilibrio de adsorcao, os modelos que melhor se ajustaram foram as isotermas
de Freundlich e Sips para as FesO4@TEOS@BSA e de Freundlich e Harkins-Jura
para as FesO4@TEQOS. As capacidades maximas de adsorcao foram estimadas pela
isoterma de Langmuir em aproximadamente 11,93 e 14,89 mg g! respectivamente.

As condicdes de dessorcdo e reutilizacdo também foram otimizadas com
DCCRs, mas para ambas as nanoparticulas, as porcentagens de recuperacfes de
HSA foram baixas, de modo que a reutilizacdo das mesmas ainda € inviavel, sendo
necessarios estudos mais aprofundados explorando outras estratégias para
dessorgéo e reutilizagéo.

As eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE) mostraram padrbes diferenciados das bandas de proteinas do soro
quando se realizam deple¢cdes consecutivas utilizando-se as nanoparticulas.
Conforme os resultados obtidos na primeira etapa deplecédo, foi evidente que as
FesO4@TEOS apresentaram maior afinidade pela HSA e maior capacidade de

adsorcao, haja vista que houve uma expressiva diminuicdo da quantidade de HSA,
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enguanto as outras proteinas do soro praticamente néo sofreram alteracdes em suas
concentracfes. Uma caracteristica importante do processo € a sua versatilidade, em
que a quantidade de HSA a ser depletada pode ser controlada variando-se a massa
de nanoparticula utilizada.

Foi evidente que as FesO4@TEOS apresentaram maior afinidade pela HSA e
eficiéncia na deplecédo. Uma caracteristica importante apresentada pelo processo é
a sua versatilidade, em que a quantidade de HSA a ser depletada pode ser
controlada variando-se a massa de nanoparticula utilizada. Em suma, este estudo
mostrou que a deplecdo, utilizando-se as nanoparticulas, principalmente as
FesO4@TEOS, provou ser uma técnica de preparo de amostras para a deplecao
rapida (em torno de 1 hora), confidvel e especifica de HSA, mesmo que tenham
demonstrado codeplecdo de outras proteinas. No entanto, os estudos de
eletroforese em SDS-PAGE do depletoma das proteinas dessorvidas das
nanoparticulas revelou que boa parte destas proteinas codepletadas puderam ser
recuperadas, o que reforca a eficiéncia e viabilidade das nanoparticulas, podendo
ser usadas como suporte para enriquecimento de proteinas de baixa abundancia.

De modo geral, o método de utilizacdo das FesOs@TEOS@BSA e das
FesO4@TEOS para deplecdo de HSA foi um processo eficiente, robusto, versétil,
simples, controlavel e de baixo custo. Acredita-se que a aplicabilidade destas
nanoparticulas possa ser estendida as demais proteinas de alta abundancia do soro,
bem como a outros tipos de proteinas de interesse biotecnoldgico ou clinico.
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