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RESUMO 
 

Carvões ativados (AC) são utilizados como substratos na 
adsorção de biomateriais, pois permitem o carregamento de 
grandes quantidades de proteínas. Além disso, estes materiais 
podem ser incorporados para uma rápida transferência de 
elétrons. O tratamento de AC com ozônio tem demonstrado ser 
uma ótima técnica para inserção de grupos oxigenados na 
superfície do carvão, melhorando suas características e 
aplicações.  O carvão ativado pode ser utilizado como suporte 
para a imobilização de proteínas, possibilitando o reuso e 
estabilidade das mesmas. A albumina (BSA), principal 
componente do sangue, é uma proteína capaz de ser excitada 
por luz UV, desencadeando reações fotoquímicas, tornando a 
fotoinserção uma alternativa para a ligação entre carvão ativado 
e BSA. O objetivo deste trabalho é a oxidação do carvão ativado 
com ozônio em diferentes condições e utilizar a luz UV (254nm) 
para inserir a albumina nos diferentes produtos de oxidação do 
carvão. Foram preparados três carvões por meio da oxidação 
com ozônio: AC.O3, AC.O3-H2O e AC.O3-NaOH. Os carvões 
preparados e o carvão comercial foram caracterizados por 
TGA/FTIR, FTIR, análise elementar e análise superficial pelo 
método BET. Os carvões foram fotolisados em um reator 
isotérmico com luz UV 254 nm durante 10 min, a reação foi 
acompanhada por quantificação do carbono orgânico total 
presente em solução e o sólido resultante caracterizado por 
FTIR, TGA/FTIR e análise elementar. As reações de fotoinserção 
ocorreram no mesmo reator UV com 1 g L

-1 
de albumina e 2 g L

-1
 

de carvão. As caracterizações dos carvões demonstraram que 
os diferentes tratamentos produzem carvões com distintos graus 
de oxidação, sendo o AC.O3 o carvão que apresentou maior 
porcentagem de grupos carboxílicos em sua superfície e menor 
área superficial. As caracterizações das fotólises dos carvões 
apontaram para a liberação de grupos orgânicos dos carvões 
durante a reação, gerando assim grupos ativos a inserção. As 
análises de FTIR dos produtos das reações de fotoinserções 
com albumina indicaram o aparecimento de novas bandas, os 
termogramas a maior perda de massa, a análise elementar para 
a maior porcentagem de oxigênio em comparação aos 
respectivos carvões originais e a análise de XPS para o 



 
 

surgimento de ligações de nitrogênio (400,3 eV) características 
de amina de albumina.  

 
Palavras chave: Carvão ativado, ozonização, fotoinserção, 
albumina. 
  



 
 

ABSTRACT 
 

Activated carbon (AC) is used as subtract in the adsorption of 
biomaterials, since it allows the charging of large amounts of 
proteins. Moreover, these materials can be incorporated for quick 
electron transference. The treatment of AC with ozone has 
shown to be a great technic for insertion of oxygenated groups 
onto carbon surface, improving its characteristics and application. 
The AC can be used as support to immobilize proteins, making 
possible the reutilization and stability of this proteins. Albumin 
(BSA), main blood component, is a protein capable of being 
excited by UV light, starting photochemical reactions, making 
photoinsertionan an alternative to connect AC and BSA. The goal 
of this study is the oxidation of AC with ozone, in diverse 
conditions, and to use UV light (254nm) to insert albumin in 
different products of carbon oxidation. Three carbons were 
prepared by ozone oxidation: AC.O3, AC.O3-H2O and AC.O3-
NaOH. The manufactured carbon and the commercial carbon 
were characterized by TGA/FTIR, FTIR, elemental analysis and 
surface analysis by BET method. The carbons were photolysed 
in an isothermal reactor by UV light 254 nm for 10 minutes, the 
reaction was followed by measuring the total organic carbon 
present in the solution and the resulting solid was characterized 
by TGA/FTIR, FTIR and elemental analysis. The photoinsertion 
occurred in the same UV reactor with 1 gL

-1
 of albumin and 2 gL

-1
 

of carbon. The carbon characterization showed that the different 
treatment resulted in carbons with diverse degrees of oxidation, 
being the AC.O3 the carbon that exhibited the largest percentage 
of carboxylic groups in its surface and the smallest superficial 
area. The carbon photolysis characterization pointed to the 
release of organic groups during the reaction, resulting in groups 
active to insertion. The FTIR analyses of albumin photoinsertion 
products indicated the appearance of new bands, the 
thermograms indicated bigger mass loss, elemental analysis 
showed more percentage of oxygen in those samples when 
compared with the original carbons, the XPS analysis indicated 
the presence of new nitrogen bonds (400.3 eV) typical of the 
amide from albumin.  

 
Keywords: Activated carbon, ozonation, photoinsertion, albumin. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
A albumina tem sido uma das proteínas mais estudadas 

devido a sua numerosa aplicação bioquímica, incluindo ELISA, 
imunotransferência e inmunohistoquímica. Também se utiliza 
como nutriente em células e cultivo microbiano. Em digestões de 
restrições, a BSA é utilizada para estabilizar algumas enzimas 
durante a digestão de DNA e para evitar a adesão da enzima aos 
tubos de reação, pontas de pipetas e demais vidrarias. BSA 
também é usada comumente para determinar a quantidade de 
outras proteínas, mediante a comparação de uma quantidade 
desconhecida da proteína e quantidades conhecidas de BSA. 
Outros fatores que a tornam uma ótima proteína para ser 
estudada é à sua estabilidade e baixo custo. 

A dificuldade em se recuperar a proteína do meio reacional 
ao final da catálise, aliada à instabilidade e freqüente inadeqüa-
bilidade para uso em determinados solventes e/ou condições de 
pH, temperatura e exposição a agentes desnaturantes, podem 
ser superadas por meio da imobilização. A proteína imobilizada 
pode ser reutilizada e é normalmente mais estável em relação à 
proteína livre, com a vantagem adicional de possibilitar a 
realização de um processo contínuo (Carvalho et al, 2006). 

Embora a imobilização covalente ainda seja o método mais 
amplamente empregado na imobilização de biomoléculas, as 
condições adversas aplicadas durante a imobilização podem 
causar a desnaturação das proteínas. Isto tem motivado o 
desenvolvimento de novas estratégias para a imobilização 
covalente de biomoléculas em variadas superfícies (Naqvi et al, 
2002). Dentre estas estratégias está a fotoimobilização a qual 
usa a parte aromática de alguns aminoácidos para captura de 
energia no comprimento de onda da região de UV e transfere 
esta energia para as pontes de dissulfeto das proteínas, que se 
tornam altamente reativas favorecendo a imobilização seletiva 
por estas pontes. 

Um grande número de suportes tem sido usado para a 
imobilização de proteínas, esses devem ser inertes e possuir 
características desejadas de acordo com a aplicação da 
imobilização (Gékas, e Lopez-Leiva, 1985, Di Serio et al., 2003, 
Fitchorov, et al., 2010). 



 
 

Os carvões ativados (AC) são conhecidos por serem 
excelentes adsorventes, por sua abundância natural, 
propriedades e textura variável e sua grande área superficial e 
sua biocompatibilidade (Xiao et al., 2014).  A superfície do AC 
apresenta predominantemente estruturas aromáticas, apolares e 
hidrofóbicas, resultando em interações maiores com moléculas 
apolares ou fracamente polares, ademais, sua adsorção se dá 
por forças de van der Waals não específica. 

A reatividade do carvão ativado está diretamente 
relacionado com suas propriedades químicas, e esta reatividade 
pode ser atribuída à presença de grupos carboxílicos, radicais 
livres de hidroquinona, quinonas e íons metálicos (Valdés et al., 
2002) . 

O oxigênio em carbonos está presente em locais que são 
geralmente responsáveis por seu comportamento superficial em 
processos de adsorção e reações químicas, Isto ocorre pois o 
oxigênio modifica significativamente as propriedades de 
superfícies de átomos de carbono. Como resultado, a adsorção 
de oxigênio influencia sua capacidade, taxas e atividades 
catalíticas instrínsecas e extrínsecas (Gómez-Serrano, et al., 
2001).  

Os grupos com oxigênio são os mais estudados pois 
interferem na interação do carvão com outras espécies (Kim et 
al, 2005). Os óxidos da superfície do carvão criam sítios 
hidrofílicos sobre uma superfície hidrofóbica. Quanto maior a 
concentração dos óxidos, maior o caráter hidrofílico do AC, e 
este se dispersa bem na água. A dissociação dos grupos 
carboxílicos facilita ainda mais a dispersão, pois cria uma carga 
negativa na superfície (Bandosz, 2006). 

Grupos oxigenados podem ser fixados sobre o carvão 
utilizando-se soluções oxidantes (ácido nítrico, peróxido de 
hidrogênio e persulfato de amônio) ou gases (ar, oxigênio e 
ozônio). 

A utilização de ozônio como gás oxidante tem se mostrado 
como o melhor método para inserção de grupos oxigenados, 
principalmente grupos carboxílicos (Bradley et al., 1995). 

Existem poucos estudos na literatura que focam na 
utilização da luz ultravioleta para ligar um suporte de carvão 
ativado a uma proteína. Este trabalho visa modificar o carvão 
ativado por oxidação do mesmo com ozônio em diferentes 
atmosferas (O3, O3 em meio úmido e O3 em meio básico) de 
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modo a obter melhor oxidação da superfície do AC, gerando 
maior número de sítios ativos a ligação com a albumina. 

O estudo inclui a comparação e caracterizações dos carvões 
ativados e oxidados com ozônio, e a influência desta modificação 
frente à fotoinserção da albumina. 
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2 OBJETIVOS 
 

Obter e caracterizar partículas de carvão ativado modificadas 
com O3 e funcionalizadas com albumina e tirosina. 

 
 

2.1 Objetivos Específicos 
 

 Modificar a superfície de carvão ativado através de 
ozonização direta, em meio úmido e em meio básicos. 
 

 Avaliar as diferentes metodologias de oxidação na 
formação de grupos superficiais oxigenados; 
 

 Promover a fotoinserção de albumina de soro bovino em 
carvão ativado oxidado; 

 

 Determinar as características físico-químicas de carvões 
ativados funcionalizados com albumina de soro bovino e 
tirosina 

  



 
 

  



 
 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 

3.1 Albumina 
 
As proteínas são copolímeros de condensação que usam 

como monômeros 20 aminoácidos de ocorrência natural, são 
biomoléculas, de estrutura complexa e de alta massa molecular 
existentes em todos os organismos vivos. 

Do mesmo modo que todas as moléculas poliméricas, a s 
proteínas podem ser descritas em termos de níveis de 
organização, nesse caso, suas estruturas primária, secundária, 
terciária e quaternária. 

A estrutura primária de uma proteína é a sequência de 
aminoácidos de suas cadeias peptídicas e seus resíduos estão 
ligados por ligações peptídicas. 

O termo estrutura secundária se refere a qualquer segmento 
de uma cadeia polipeptídica e descreve o arranjo espacial de 
seus átomos na cadeia principal, sem considerar a posição das 
cadeias laterais ou sua relação com outros segmentos. Existem 
alguns tipos de estruturas secundárias que são particularmente 
estáveis e ocorrem extensamente em proteínas. As mais 
conhecidas são as hélices α e as conformações β; outro tipo 
comum é a volta β. Quando um padrão regular não é observado, 
a estrutura secundária algumas vezes é chamada de indefinida 
ou espiral aleatória (Nelson e Cox, 2014). 

Na hélice α o esqueleto polipeptídico é firmemente enrolado 
em torno de um eixo imaginário desenhado longitudinalmente no 
centro da hélice, e os grupos dos resíduos de aminoácidos se 
projetam para fora do esqueleto helicoidal. A estrutura é 
estabilizada por uma ligação de hidrogênio entre o átomo de 
hidrogênio ligado ao átomo de nitrogênio eletronegativo de uma 
ligação peptídica e o átomo de oxigênio eletronegativo de uma 
carbonila do quarto aminoácido no lado aminoterminal da ligação 
peptídica (Nelso e Cox, 2014). 

A conformação β é a mais estendida das cadeias peptídicas, 
e sua estrutura é também definida pelos esqueletos dos átomos 
arranjados de acordo com grupo característicos de ângulos 
diedro. O esqueleto da cadeia peptídica está estendido em forma 
de zigue-zague, em vez de estrutura helicoidal. O arranjo de 
vários segmentos lado a lado, os quais estão na conformação β, 



 
 

é chamado de folha β. Esta estrutura em zigue-zague dá origem 
a uma aparência pregueada da folha em geral. As ligações de 
hidrogênio são formadas entre os segmentos adjacentes da 
cadeia polipeptídica, dentro da folha (Voet, et al., 2008) 

As voltas β são particularmente comuns e conectam as 
extremidades de dois segmentos adjacentes de uma folha β 
antiparalela. A estrutura é uma volta de 180° que envolve quatro 
resíduos de aminoácidos, com o oxigênio carbonílico do primeiro 
resíduo formando uma ligação de hidrogênio com o hidrogênio 
do grupo amino do quarto resíduo (Nelso e Cox, 2014). 

O arranjo tridimensional total de todos os átomos de uma 
proteína é chamado de estrutura terciária. Enquanto o termo 
“estrutura secundária” se refere ao arranjo espacial dos resíduos 
de aminoácidos adjacentes em um segmento polipeptídico, a 
estrutura terciária inclui aspectos de alcance mais longo da 
sequência de aminoácidos. Aminoácidos que estão bem 
distantes na sequência polipeptídica e em diferentes tipos de 
estruturas secundárias podem interagir na estrutura da proteína 
completamente dobrada.  

Algumas proteínas contêm duas ou mais cadeias 
polipeptídicas distintas, ou subunidades, que podem ser idênticas 
ou diferentes. O arranjo destas subunidades proteicas em 
complexos tridimensionais constitui a estrutura quaternária. 

As proteínas podem ser classificadas também de acordo com 
a sua forma tridimensional em: fibrosa (insolúvel, como por 
exemplo, o colágeno e a queratina), as quais são formadas por 
cadeias de polipeptídios organizados “lado a lado” em longos 
filamentos; e globulares (solúveis, são exemplos a hemoglobina 
e a insulina), que tem estrutura compacta e esférica. São 
importantes, entre as forças que estabilizam a estrutura terciária 
das proteínas, as interações hidrofóbicas, que repelem água das 
cadeias laterais hidrocarbônicas dos aminoácidos neutros, as 
pontes de dissulfetos e as forças por atração iônica entre os 
sítios positivos e negativos das várias cadeias laterais de 
aminoácidos do interior da proteína contribuem para 
complementar a estrutura terciária. 

 Peter (1985) relatou que a estrutura secundária da BSA 
é composta por 50-55% α-hélice, 15-18% β folhas e 27-35% de 
enrolamento aleatório, esta molécula possui massa molecular de 
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66 kD, composta de 583 resíduos, possui 17 pontes de dissulfeto 
capazes de estabilizar a molécula (Nakamura et. al., 1997). 

A albumina tem sido uma das proteínas mais estudadas 
devido a sua numerosa aplicação bioquímica, estabilização de 
outras proteínas, solubilização de lipídios, aplicações em ELISA, 
imunotransferência e inmunohistoquímica. BSA é a proteína de 
referência universal para quantificação de proteína total (Furlán e 
Campderrós, 2015). Outros fatores que a tornam uma ótima 
proteína para ser estudada é à sua estabilidade e baixo custo.  

Esta proteína foi reconhecida como principal componente do 
sangue antes de 1839. As pesquisas anteriores referem-se à 
proteína como albúmen derivado do latim albus após a aparição 
da cor branca nos precipitados floculentos produzidos por várias 
proteínas.A albumina é a proteína mais abundante no sistema 
circulatório com concentração sanguínea típica de 5g/100mL 
contribuindo com 80 % da pressão osmótica sanguínea, além 
disso, é também a responsável pela manutenção do pH 
sanguíneo (Figge et al., 1991). 

Esta proteína funciona como uma transportadora ligando-se a 
uma variedade de moléculas endógenas e exógenas. A BSA é 
também utilizada frequentemente no bloqueio da superfície, tal 
como nos ensaios de ELISA, ou biochips (Wright, 2002).  É 
sintetizada no fígado tendo meia vida de 21 dias. Ácidos graxos, 
hematita, bilirrubina, cisteína, cobre, níquel, mercúrio, prata, 
ouro, são algumas das muitas moléculas que se ligam com a 
albumina (Cartér, 1994).   

 

Figura 1 - Estrutura da albumina bovina – BSA 
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Pela Figura 2 observa-se a sequência de aminoácidos e das 
pontes dissulfetos para albumina bovina. Nota-se também a 
presença de 9 alças organizadas nos 3 domínios, semi-
autônomos, mas homólogos. Este esquema foi proposto com 
base no alinhamento vertical das sequências Cys-Cys que 
ocorrem nas alças duplas. Os triângulos pretos mostrados na 
Figura 2 representam os sítios de clivagem específica para 
produzir os respectivos fragmentos. A albumina é constituída de 
uma única cadeia polipeptídica e, portanto, não é composta por 
subunidades (Peter, 1985). 

 

Figura 2 - Sequência de aminoácidos e de pontes dissulfetos para 
albumina bovina (Adaptado de Peter, 1985). 

 

 
Os mamíferos em geral possuem baixa quantidade de 

metionina e triptofano, e por outro lado alta quantidade de 
cisteína e ácidos aspártico e glutâmico. A albumina humana é 
muito semelhante à bovina, sendo diferenciadas principalmente 
pela quantidade de triptofanos, BSA apresenta dois (Trp 134 e 
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Trp 212) e HSA apenas um (Trp 214). Comparativamente existe 
uma sequência homóloga de 76% entre as albuminas bovina e 
humana. 

 

Tabela 1 - Composição dos aminoácidos da albumina do soro 
bovino (BSA) 

Aminoácidos BSA Aminoácidos BSA 

Ácido aspártico 41 Cisteína 35 

Aspargina 13 Metionina 4 

Treonina 34 Isoleucina 14 

Serina 28 Leucina 61 

Ácido glutâmico 59 Tirosina 19 

Grutamina 20 Fenilalanina 27 

Prolina 28 Lisina 59 

Glicina 16 Histidina 17 

Alanina 46 Triptofano 2 

Valina 36 Arginina 23 

 

Os resíduos de aminoácidos principais responsáveis pela 
fluorescência intrínseca das proteínas são triptofano, tirosina e 
fenilalanina (Simonelli e Arancibia, 2015). Estes resíduos têm de 
absorção e emissão de comprimentos de onda distintos e 
diferem nos rendimentos quânticos. O triptofano é muito mais 
fluorescente do que tirosina ou fenilalanina. A tirosina pode ser 
excitada em comprimentos de onda semelhantes à do triptofano, 
mas emite a um comprimento de onda distintamente diferente. 
Apesar da tirosina ser menos fluorescente que o triptofano, esta 
fornece um sinal importante, pois está presente em grande 
número de proteínas. A fenilalanina é muito fracamente 
fluorescente e apenas pode ser observada na ausência de 
ambos triptofano e tirosina (Held, 2003). 

A albumina quando em solução apresenta uma estrutura 
terciária em forma de elipse, com dimensão de aproximadamente 
de 41 Å x 141 Å, seu interior é também constituído por moléculas 
de águas além das cadeias pépticas. (Rondeau e Bourdon, 
2011). 
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Dentre as diversas propriedades da albumina, uma das mais 
importantes seja a sua capacidade de ligar-se reversivelmente a 
uma série de moléculas e íons. A BSA é também grande 
transportadora de ácidos graxos, insolúveis no plasma 
sanguíneo. Possui ainda a capacidade de sequestrar radicais 
livres de oxigênio e inativar vários metabólitos lipofílicos tóxicos 
como a bilirrubina. Sua afinidade com ácidos graxos, hematita, 
bilirrubina e por pequenos compostos aromáticos negativamente 
carregados, torna esta proteína muito útil nos estudos de 
biotecnologia, quando suportada em uma base de carbono pode 
ser direcionada a um sítio específico de atuação (Swain; Sarkar, 
2013). 

 
3.2 Imobilização de biomoléculas em materiais suportes 

 

A dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional ao 
final da catálise, aliada à instabilidade e freqüente inadeqüa-
bilidade para uso em determinados solventes e/ou condições de 
pH, temperatura e exposição a agentes desnaturantes, podem 
ser superadas por meio da imobilização. A enzima imobilizada 
pode ser reutilizada e é normalmente mais estável em relação à 
enzima livre, com a vantagem adicional de possibilitar a 
realização de um processo contínuo (Carvalho et al, 2006). 

Biomoléculas podem ser imobilizadas em diferentes materiais, 
estes suportes podem ser monocamadas auto-organizadas 
(Solanki et al., 2008), carvões (Zhou et al, 2013), bicamadas 
lipídicas (Murgida e Hildebrandt, 2005), matrizes poliméricas 
(Fritzen-Garcia et al., 2009). 

Conjugados biomoléculas-suporte possuem ampla aplicações 
nas áreas biomédicas e biotecnológicas (Garcia, 2010). As 
proteínas podem ser imobilizadas em suporte por meio de duas 
metodologias principais: químico e físico (Romaškevič et al., 
2006). 

O método químico se baseia na imobilização das 
biomoléculas no suporte por meio de ligações covalentes e 
covalentes cruzada. A imobilização física está alicerçada em 
interações fracas como as forças de van der Waals, entre a 
proteína e o suporte (Trevizam et al., 2010). 

Tanto os métodos físicos quanto os químicos de imobilização 
oferecem alguns prós e contras. Na imobilização química ocorre 
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a maior perda de sítios ativos, porém as ligações covalentes 
formadas são fortes e estáveis entre biomolécula e suporte. Já 
os métodos físicos se baseiam em ligações fracas podendo 
ocorrer dessorção da proteína do suporte, porém esta interação 
pode ocorrer sem modificar a estrutura da proteína. (Duran et al., 
2002). 

  

3.2.1 Técnicas de Imobilização 

 
As técnicas usualmente empregadas para imobilizar enzimas 

em suportes são baseadas em mecanismos físicos e químicos 
(Girelli e Mattei, 2006). Os principais processos de imobilização 
podem ser promovidos através da encapsulação ou ligação 
(Dalla-Vecchia et al., 2004; Vitolo, 2001) conforme demonstra a 
Figura 3: 

 
Figura 3 - Principais métodos para imobilização de proteínas. Fonte: 
Dalla-Vecchia et al. 2004 

 

 
 
A imobilização por encapsulação pode ser feita de duas 

formas, por separação por membranas e por entrelaçamento em 
polímero ou matriz. 

Na separação por membranas a enzima encontra-se 
fisicamente separada do meio de reação, através de uma 
película (membrana) semipermeável, e que por sua vez pode ser 
subdividida em: encapsulamento, onde a enzima é imobilizada 
no interior de esferas não-rígidas, cujo envoltório é constituído 

Métodos para Imobilização de Proteínas 
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por um polímero geleiforme e semipermeável; ou em membranas 
fibrosas semipermeáveis, que consiste no confinamento da 
enzima numa dada região da solução, através de uma 
membrana semipermeável. A separação por membranas 
acarreta em limitações difusivas intensas.  

Na imobilização por entrelaçamento em polímero ou matriz – 
neste caso, as enzimas são aprisionadas entre as malhas de um 
polímero geleiforme. A eficiência do entrelaçamento a 
permeabilidade do gel a sua resistência mecânica dependerão 
da composição dos reagentes e da natureza do monômero 
utilizado.  

Na imobilização por ligação química, a adsorção e a ligação 
covalente são as principais formas de fixação de proteínas. A 
imobilização por adsorção consiste na adsorção que ocorre por 
meio de ligações eletrostáticas ou hidrofóbicas, tais como 
interações iônicas, forças de “van der Waals”, ligações de 
hidrogênio e interações dipolo-dipolo. Este tipo de imobilização 
causa uma pequena modificação na estrutura nativa da proteína, 
se comparado aos outros tipos de imobilização e por isso, 
geralmente não promove perda de suas propriedades. 

A adsorção depende do pH da solução, obtendo-se valores 
máximos de adsorção em valores próximos ao ponto isoelétrico 
da proteína. Esta situação pode ser explicada pelo fato de que, 
no valor de pH correspondente ao ponto isoelétrico da proteína, a 
repulsão eletrostática entre as moléculas de proteína é 
minimizada (Sheldon, 2007). A adsorção de proteínas em 
superfícies pode induzir algumas alterações conformacionais na 
molécula da proteína, devido a interações entre a proteína e o 
suporte. Suportes hidrofóbicos conseguem adsorver maiores 
quantidades de proteínas e a densidade da camada de adsorção 
também pode ser maior, relativamente aos suportes hidrofílicos. 
Estes resultados indicam que as interações entre a enzima e o 
suporte são bastante fortes nos suportes hidrofílicos, o que pode 
causar, em alguns casos, maiores alterações conformacionais na 
proteína. Quando se utiliza suportes menos hidrofílicos, a 
retenção das propriedades aumenta, mas a quantidade de 
proteína adsorvida diminui e as interações entre a proteína e o 
suporte serão menores. Este tipo de imobilização pode também 
ser considerado como uma etapa de purificação parcial da 
proteína, uma vez que esta pode ser seletivamente adsorvida 
sobre o suporte (Sheldon, 2007). 
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Na imobilização por ligação covalente a proteína é ligada ao 
suporte mediante ligações químicas covalentes ou através de 
ligações cruzadas, que são normalmente estabelecidas entre os 
grupamentos amino primários ou o anel fenólico dos aminoácidos 
constituintes da enzima, com os grupos reativos do suporte. 
Como as interações entre a enzima e o suporte são fortes, pode 
ocorrer perda da atividade causada por modificações na 
estrutura do sítio ativo (Foresti e Ferreira, 2007). 

Dentre os agentes convencionais de imobilização covalente, 
as carbodiimidas e o glutaraldeído são os mais amplamente 
estudados. As carbodiimidas permitem a ligação entre os grupos 
amino do suporte e a função carboxila de enzima. A imobilização 
de enzimas também pode ser conseguida usando glutaraldeído 
como agente de ativação. A primeira reação com formação da 
base de Schiff ocorre entre um dos grupos aldeído do 
glutaraldeído e uma função amina do suporte. Em seguida, o 
segundo grupo aldeído de glutaraldeído reage com uma função 
amina da enzima (Sassolas et al, 2012). 

 
Figura 4 - Imobilização da enzima sobre uma superfície aminada 
por (A) carbodiimida ou (B) glutaraldeído (Sassolas et al, 2012). 
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A imobilização covalente pode ocorrer por meio de ligações 
multipontuais envolvendo múltiplos locais na superfície da 
enzima. Em pH 7, o único grupo reativo na superfície da enzima 
é o terminal amino, uma vez que outros grupos amino são 
ionizados e não reagem com o suporte (Poppe et al, 2013). Estes 
resíduos de aminoácidos estão presentes na maioria das 
proteínas, são geralmente colocados sobre a superfície da 
proteína e são muito reativos com a maioria dos grupos reativos 
inseridos nos suportes (aldeídos, epóxi, brometo cianogênios, 
tosil, etc.), sem necessidade de qualquer tipo de ativação prévia. 
À primeira vista, é possível distinguir, pelo menos, dois tipos de 
grupos amina em proteínas expostas ao meio. As mais 
abundantes são a porção ɛ-amina dos resíduos de lisina (Lys). 
Uma Lys externa e exposta deve apresentar um pKa próximo do 
aminoácido livre, cerca de 10,5-10,7. Embora alguns resíduos de 
Lys podem ter o seu pKa diferente do grupo amina de referência, 
mas isso deve ocorrer principalmente quando o Lys está situado 
em cavidades internas com micro-ambientes alterados e por 
consequência disto podem não participam na reação com a 
superfície do suporte. Desta forma, os obstáculos estéricos 
impedem a reação entre o suporte e estes grupos internos. Outro 
grupo amino com valor de pKa alterado é o grupo amino 
localizado na porção terminal da proteína, com um pKa em torno 
de 7-8 (Mateo et al, 2005). 

Embora a imobilização covalente ainda seja o método mais 
amplamente empregado na imobilização de biomoléculas, as 
condições adversas aplicadas durante a imobilização podem 
causar a desnaturação das proteínas. Isto tem motivado o 
desenvolvimento de novas estratégias para a imobilização 
covalente de biomoléculas em variadas superfícies (Naqvi et al, 
2002). Dentre estas estratégias está a fotoimobilização a qual 
usa a parte aromática de alguns aminoácidos para captura de 
energia no comprimento de onda da região de UV e transfere 
esta energia para as pontes de dissulfeto das proteínas, que se 
tornam altamente reativas favorecendo a imobilização seletiva 
por estas pontes. 
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3.3 Fotoimobilização de biomoléculas 
 

Os aminoácidos aromáticos como a fenilalanina, a tirosina e o 
triptofano presentes em proteínas funcionam como captadores 
nanométricos de luz UV (de ~250-298nm). Uma vez excitados 
por luz ultravioleta podem ser desencadeadas reações 
fotoquímicas que têm efeitos nocivos sobre estruturas de 
proteínas. A excitação dos grupamentos aromáticos pela luz UV 
provoca a ejeção de elétrons de suas cadeias laterais. No 
entanto, as pontes de dissulfeto nas proteínas são excelentes 
supressores do estado excitado dos resíduos aromáticos, 
contribuindo deste modo para a estabilidade da proteína. Estes 
elétrons podem ser capturados por meio de pontes de dissulfeto, 
levando à formação de um aduto de elétrons transiente de 
radicais dissulfeto, os quais irão se dissociar conduzindo à 
formação de radicias tiol livres na proteína (Neves-Petersen et al, 
2012). 

Com a observação destes fatores, a imobilização molecular 
por fotoimobilização é uma alternativa usada para funcionalizar 
superfícies com biomoléculas. Esta tecnologia está sendo 
utilizada, a fim de criar uma nova geração de biossensores com 
densidade insuperável (Neves-Petersen et al, 2012). 

A fotoimobilização sobre uma superfície sólida oferece 
vantagens únicas em relação aos outros métodos, dentre os 
quais se pode citar que (i) qualquer biomolécula 
independentemente do seu grupo funcional pode ser imobilizada 
por um método fotoquímico, (ii) que é um método não-invasivo e 
não há necessidade de quaisquer condições de reação severas, 
e (iii) a micromodelagem pode ser efetuada facilmente por 
técnica de microarranjo, controlando a exposição à luz (Kumar e 
Nahar, 2007). 

Este método permite o conhecimento preciso do ponto de 
ligação das proteínas à superfície enquanto preserva as 
propriedades estruturais e funcionais da proteína nativa 
imobilizada, evitando o uso de um ou mais passos 
químicos/térmicos de imobilização. A imobilização utilizando esta 
tecnologia tem sido aplicada a muitas famílias de proteínas, tais 
como hidrolases, oxidorredutases, transferases, liases, complexo 
principal de histocompatibilidade classe I e proteínas receptoras 
de membrana, e está presente em todos os membros da família 
das imunoglobulinas (Neves-Petersen et al, 2006, Putzbach e 
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Ronkainen, 2013). O grupo suportes mais amplamente utilizados 
ainda são os siliconados, que permitem ser precipitados de forma 
polimérica, porém ainda deixando livre um grupo reativo que 
facilita a captura e imobilização das enzimas. 

 
Figura 5 - Imobilização induzida por luz UV ilustrada com um 
fragmento Fab de imunoglobulina em uma superfície derivatizada 
com tiol. A ponte de dissulfeto (vermelho) localizado perto do 
resíduo de triptofano (azul) (aminoácido aromático) está localizado 
afastado do sítio de ligação com o antígeno (Neves-Petersen et al, 
2006). 

 

 
 
O fato da iluminação UV ser capaz de quebrar a ponte 

dissulfeto torna o grupamento tiol da proteína reativa aos grupos 
tiol de outras moléculas ou agentes oxidantes presentes na 
reação. Se for deixada sozinha, a proteína reforma sua ponte 
dissulfeto interna, mas se forem expostos a grupos tiol em 
superfícies ou outras proteínas pode introduzir um novo estado 
imobilizado (Petersen et al, 2006). 

A afinidade de grupamentos tiol orgânicos por metais e 
superfícies contendo sulfetos metálicos é bastante conhecida 
sendo bastante discutida na literatura (Bain et al, 1989; Li et al, 
2005;). Alcanotióis de cadeia longa, HS(CH2)nX adsorvem sobre 
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superfícies de metais como o ouro de forma ordenada, formando 
filmes orientados em monocamada (Bain et al, 1989). Da mesma 
forma, os grupamentos tiol da cisteína presente nos resíduos de 
aminoácidos das proteínas possuem elevada afinidade com 
nanopartículas de ouro (Andreescu e Luck, 2008). 

 
Figura 6 - (a) A reação entre o-ftaldialdeído (OPA) e tiol com 
formação de hemitioacetal. A reação do hemitioacetal com aminas 
primárias resulta na formação do complexo entre o isoindol 
fluorescente. R1-SH representa uma molécula de tiol; R2-NH2 uma 
amina primária. (b) Representação esquemática do processo 
utilizado para a imobilização de proteínas utilizando a reação 
descrita no item (a) (Kyprianou et al, 2010). 

 

 
 

 

3.3.1 Suporte de Imobilização de Proteínas 

 
Uma variedade de suportes tem sido usado para a 

imobilização de proteínas, esses devem ser inertes e possuir 
características desejadas de acordo com a aplicação da 
imobilização (Gékas, e Lopez-Leiva, 1985, Di Serio et al., 2003, 
Fitchorov, et al., 2010). 

Para a seleção do suporte devem ser analisadas suas 
propriedades físicas e químicas, bem como a possibilidade de 
recuperação do material. Dentre as características de um 
suporte, as listadas abaixo devem ser observadas (Mendes et al., 
2011): 

 Área superficial; 

 Permeabilidade; 
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 Insolubilidade, capacidade de regeneração; 

 Morfologia e composição; 

 Natureza hidrofílica ou hidrofóbica; 

 Resistência ao ataque microbiano; 

 Resistência mecânica; 

 Custo. 

 Inércia 
 
Os suportes podem ser classificados como orgânicos e 

inorgânicos, porosos, não porosos e de estrutura de gel (Dalla-
Vecchia, 2004, Jegannathan, 2008, Cardoso, 2009, Mateo, 2007, 
Freitas, 2007). 

Os porosos são caracterizados por uma grande área 
superficial interna disponível para a imobilização, porém a maior 
parte dessa área está em difícil acesso. O diâmetro dos poros 
deve ser grande o suficiente para permitir a ligação da 
biomolécula com o suporte (Dalla-Vechia, 2004). Já os materiais 
não-porosos  apresentam baixa área superficial e menor 
resistência de massa interna. (Mendes et al., 2011).  

 
3.4 Biossensores e microarranjos de proteínas 

 

Embora a bioeletrônica seja um campo relativamente 
maduro, esta continua a ser uma área de pesquisa muito ativa. O 
reconhecimento de um evento biológico, tal como uma reação de 
ligação anticorpo-antígeno, a conversão de um substrato por 
uma enzima ou uma reação de transferência de elétrons de uma 
proteína redox utilizando métodos eletroquímicos tem levado ao 
desenvolvimento de novos sensores ou ainda mais a 
compreensão dos processos redox de proteína (Murphy, 2006). 

Uma abordagem promissora para a compreensão das 
interações biomoleculares é o desenvolvimento de biossensores. 
Estes biossensores estão encontrando crescente aplicação na 
área de biotecnologia, física, química, medicina, aeronáutica, 
oceanografia, controle ambiental e aplicações em produtos 
alimentícios (Morris e Sadana, 2005). 

Até pouco tempo atrás, a maioria dos biossensores eram 
baseados em uma ou mais enzimas utilizadas em conjunto com 
um eletrodo. A reação enzimática pode ser detectada 
eletroquimicamente através da medição da perda ou de 
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formação de um substrato ou de produtos, com o uso de uma 
espécie mediadora que transporta elétrons entre a enzima e o 
eletrodo. A transferência direta de elétrons pode ser difícil de 
alcançar, uma vez que o centro de redox de uma enzima é 
normalmente escondido no interior desta. Uma abordagem 
próxima do local de redox para o eletrodo é muitas vezes 
impossível sem a aplicação de uma grande sobretensão, o que 
pode levar ao envenenamento da superfície do eletrodo e a 
desnaturação da enzima. Os avanços na obtenção de 
transferência eletrônica direta foram feitas pela modificação de 
uma superfície de enzima ou eletrodo com um mediador 
(Murphy, 2006). 

Os imunossensores capacitivos são aplicados principalmente 
em áreas em que são necessárias a alta sensibilidade e a alta 
seletividade, determinando pequenas mudanças de capacitância 
interfacial por causa da interação entre um anticorpo e um 
antígeno. Tal como para a construção de um imunossensor 
baseado em um transdutor capacitivo, o primeiro e 
provavelmente o mais importante passo é a imobilização de 
elementos de reconhecimento de proporcionar os sítios de 
interação anticorpo-antígeno (Li et al, 2005). 

O estudo do genoma ao nível da proteína tornou-se o núcleo 
de várias áreas de pesquisa, e é o próximo passo na 
compreensão da função do gene. Existem muitas proteínas que, 
quando se considera as suas relações complexas dentro de 
qualquer um organismo, torna-se inevitável uma abordagem 
sistemática criteriosa para a análise da proteína. Os 
microarranjos proteicos estão ganhando popularidade, e são 
capazes de medir a abundância de proteínas de uma forma de 
alto rendimento, que é semelhante aos microarranjos de DNA. 
(Purdue, 2013).  A fenotipagem por microarranjo é a terceira 
maior tecnologia utilizada na era da pesquisa genômica e 
desenvolvimento de medicamentos, ao lado do sequenciamento 
de DNA e tecnologia proteômica. Da mesma forma que para os 
outros dois tipos de ensaios citados, há a possibilidade de 
análise de milhares genes ou proteínas de uma vez, a 
fenotipagem por microarranjo torna possível avaliar 
quantitativamente milhares de fenótipos celulares de uma só vez 
(Bioscan, 2014). 

Em contraste com os ácidos nucléicos, os anticorpos e 
proteínas em geral são química e estruturalmente muito mais 
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complexos, heterogêneos, e muitas vezes imprevisíveis em 
relação aos seus perfis de interação. Portanto, é difícil de definir 
estratégias de detecção de proteínas e de imobilização gerais 
que não discriminam entre proteínas. Uma das principais 
diferenças entre DNA e microarranjos de proteínas é o fato de 
que as concentrações de proteína numa única amostra biológica 
variam muito mais (Pavlickova et al, 2004; Purdue, 2013). 

Os microarranjos analíticos envolvem uma matriz de alta 
densidade de reagentes de afinidade (por exemplo, anticorpos ou 
antígenos) que são utilizados para a detecção de proteínas em 
uma mistura complexa. Chips de proteína funcionais são 
construídos por meio da imobilização de grandes quantidades de 
proteínas purificadas em uma superfície sólida. Ao contrário dos 
chips de anticorpo-antígeno, os chips de proteína têm um 
enorme potencial no ensaio para uma vasta gama de atividades 
bioquímicas (por exemplo, as interações proteína-proteína, 
proteína-lipídeo, proteína-ácido nucleico, e enzima-substrato), 
bem como medicamentos e identificação de drogas específicas. 
Pequenas moléculas de hidrato de carbono e microarranjos de 
outros tipos têm sido úteis no estudo das atividades de proteína 
de ligação a ligantes e os hidratos de carbono (Zhu e Snyder, 
2003). 

O processo para a identificação de antígenos que reagem 
com os anticorpos do soro é simples; investigar a matriz com 
soro, lavar, e realizar o teste para anticorpo secundário (humano) 
(Schweitzer et al, 2003). Os antígenos microbianos, por exemplo, 
podem ser usados para a detecção de IgG e IgM humanos 
dirigidos para estes antígenos no soro (por exemplo os antígenos 
de parasitas e virais, incluindo Toxoplasma Gondii, o 
citomegalovírus (CMV), vírus da rubéola, e o vírus Herpes 
Simplex (HSV) tipos 1 e 2) com um bom acordo com os ensaios 
de ELISA convencional (Mezzasoma et al, 2002). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

50

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009898104000427


 
 

Figura 7 - Aplicações de microarranjos da proteína. Existem dois 
tipos gerais de microarranjo da proteína: microarranjos proteicos 
analíticos e funcionais (Zhu e Snyder, 2003). 

 

 
 

Um problema está relacionado à propensão das proteínas 
desnaturarem muitas vezes nas interfaces líquido-sólido e 
líquido-ar, aumentando ainda mais a possibilidade de 
desnaturação. Além disso, a química de superfície por si só 
podem desnaturar as proteínas ou resultar na perda de atividade 
(Mitchell, 2002). 

Outro problema está relacionado à imunomarcação não 
específica em ensaios de microarranjo. Para reduzir este efeito 
são usados agentes de bloqueio. Estes reagentes impedem a 
não especificidade de ligações causadas pela atração 
eletrostática ou por reação com grupos químicos presentes nos 
suportes. Alguns exemplos de agentes de bloqueio são albumina 
de soro de bovino (BSA), a ovalbumina e o soro fetal bovino. A 
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BSA é o reagente mais vulgarmente utilizado e é também barato 
e confiável, e, por conseguinte, frequentemente usado em 
estudos de imunomarcação específica. (Brorson, 1997). 

Sob iluminação UV, a BSA adsorvida em suportes seleciona 
proteínas de interesse para posterior imobilização como um 
agente de ligação cruzada, bem como, inibe a ligação não 
específica de proteína. O mecanismo de fotorreação proposto 
consiste na clivagem das ligações dissulfeto da BSA sob 
iluminação de luz UV induzindo a formação de radicais tiol. A 
seguir, estes radicais reagem com o grupo amino da cadeia 
lateral de ácido ou peptídeo do analito (Kim et al., 2012). 

 
3.5 Uso do Carvão como suporte e estudo da 

funcionalização 
 
Os carvões são compostos hidrofóbicos, com baixa 

reatividade, pouco solúveis em água em qualquer faixa de pH. 
Além disso, estes materiais podem ser incorporados para uma 
rápida transferência de elétrons e sensibilidades melhoradas. No 
entanto, estes materiais têm uma deficiência restringe a sua 
utilização em biossensores; a superfície dos nanomateriais de 
carbono é composta por elementos hidrofóbicos, sendo que o 
biossensor deve funcionar num ambiente hidrófilo. A baixa 
afinidade interfacial entre a superfície de nanomateriais de 
carbono hidrofóbicos e hidrofílicos resultados do biomaterial em 
baixa sensibilidade devido à reduzida transferência de elétrons 
(Kim et al, 2014). 

No processo de ativação, o carvão é submetido a tratamento 
térmico seletivo, sob condições apropriadas, que resulta na 
formação de inúmeros poros, fissuras e rachaduras. A ativação 
pode ser química ou física. Na ativação química a matéria prima 
é tratada com o agente ativante inorgânico (ex: ZnCl2 ou H3PO4) 
e posteriormente carbonizada (Smísek e Cerný, 1970). Na 
ativação física o carvão é tratado com gases oxidantes (vapor 
d’água, CO2 ou O2) a elevada temperaturas (750-950 ºC). 

Todos os carvões ativados possuem não só carbono, mas 
também pequenas quantidades de oxigênio e de hidrogênio 
quimicamente ligado, sob a forma de vários grupos funcionais 
que normalmente dá caráter ácido ao carbono sólido, além de 
matérias minerais, que são geralmente indicadas como cinzas ou 
resíduos após ignição. As cinzas (inorgânico) têm efeitos 
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catalíticos durante a carbonização, ativação e processos de 
adsorção. O teor de cinzas, sua composição, a natureza química 
da superfície e do pH do carbono são as propriedades químicas 
mais importantes de carvão ativado. A presença de H, O, e 
outros átomos de carbono ativado tem efeitos importantes sobre 
a adsorção (Mohammad-Khah e Ansari, 2009). 

Além da estrutura física e porosa, a capacidade de adsorção 
de um dado carvão ativado é influenciada fortemente pela 
natureza química da superfície (Nevskaia, et al., 1999). A 
química da superfície dos carvões determina seu conteúdo de 
umidade, propriedades catalíticas e caráter ácido-base (Salame 
e Bandoz, 1999) e é governada pela quantidade de cinzas e 
heteroátomos incorporados na matriz carbônica. Os átomos mais 
importantes são: oxigênio, nitrogênio, fósforo e hidrogênio. Eles 
são responsáveis pela presença de vários grupos funcionais 
ácidos ou básicos, análogos aos compostos orgânicos (Bandoz, 
1999). Devido a esses grupos funcionais os carvões têm um 
caráter ácido-base (Aygün, et al., 2003). 

Os grupos funcionais na superfície de carvões microporosos 
estão sujeitos a uma grande variedade de interações inter e 
intramoleculares, incluindo indutivo, mesomérico, tautomérica, 
estérica e de ligação de hidrogênio. Estas interações podem 
alterar fortemente as suas características de ácido-base de 
Brønsted, de tal maneira que, na maioria dos casos, eles podem 
não se assemelhar aos de compostos químicos contendo os 
mesmos grupos. Como resultado, uma distribuição contínua de 
propriedades químicas de superfície (acidez, basicidade) está 
prevista para cada tipo de grupo de superfície (ácidos 
carboxílicos, fenóis, etc) e, na maioria dos casos, os domínios de 
pK partilhados por vários grupos quimicamente diferentes podem 
sobrepor-se. A heterogeneidade na química de superfície torna 
difícil qualquer tentativa de delinear as funcionalidades de 
superfície em carbonos de acordo apenas com suas 
propriedades ácido-base (Contescu et al., 1996). 

Técnicas de espectroscopia fotoeletrônica de raios-X (XPS) e 
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 
(FT-IR) são frequentemente utilizadas para analisar o nível de 
oxidação e os grupos funcionais introduzidos na superfície de 
carvões tratados com ozônio (Sutherland, 1996). 
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3.5.1 Grupos ácidos da superfície de carvões ativados 
 
Os grupos com oxigênio são os mais estudados pois eles 

interferem na interação do carvão com outras espécies (Kim et 
al, 2005). Os óxidos da superfície do carvão criam sítios 
hidrofílicos sobre uma superfície hidrofóbica. Quanto maior a 
concentração dos óxidos, maior o caráter hidrofílico do AC, e 
este se dispersa bem na água. A dissociação dos grupos 
carboxílicos facilita ainda mais a dispersão, pois cria uma carga 
negativa na superfície (Bandosz, 2006). 

O caráter ácido de um AC está comprovadamente relacionado 
ao conteúdo de oxigênio do mesmo. Quanto maior o conteúdo de 
oxigênio, mais ácida é a dispersão aquosa do AC. A presença de 
grupos ácidos na superfície do AC confere propriedades de 
trocadores catiônicos, enquanto que carvões ativados que 
apresentam baixo conteúdo de oxigênio têm propriedades 
básicas e são trocadores aniônicos (Boehm, 2002). 

 
Figura 8 - Grupos funcionais que podem ser encontrados na 
superfície de um carvão ativado (Bandosz, 2006). 

 

 
 
 
O pré-tratamento de carvão ativado aumenta sua área 

superficial e a concentração de grupos funcionais de superfície, o 
que, por sua vez, podem melhorar a capacidade de adsorção. 
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Dois mecanismos estão envolvidos na oxidação de carbono por 
ozônio: (I) o de oxidação direta de carbono elementar em CO2 e 
(II) a oxidação de carbono elementar a intermediários que são 
solúveis em soluções alcalinas e são subsequentemente 
oxidados a CO2. Tem sido relatado que a oxidação em fase 
gasosa de ozônio ocorre na borda e parte frontal da estrutura de 
grafite e parte traseira, e, posteriormente, fura a superfície 
(Chiang et al., 2002). 

Os carbonos vítreos são bastante inertes a oxidação, e, por 
conseguinte, só as substâncias fortemente oxidantes são 
capazes de introduzir grupos superficiais químicos sobre as 
superfícies desses materiais numa quantidade apreciável. Devido 
ao ozônio ser um oxidante muito forte (potencial de redução 
padrão, E

0
 = 2,076 V), tem sido utilizado com sucesso na 

modificação da superfície de carbono vítreo, que é um material 
carbonáceo quimicamente muito estável (López-Garzón et al., 
2003). 

A Figura 9 mostra a ativação do carvão com ozônio molecular. 
 

Figura 9 - Caminhos de reação propostos para reação O3 com 
carvão ativado (Chiang et al, 2002b). 
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A superfície de carvão ativado é pensado para ser conjuntos 
de estrutura hexagonal (a) e o local de reação é a ligação 
carbono-hidrogênio. A reação de ligação carbono-hidrogênio e 
ozônio seguem duas vias, uma é a formação de compostos de 
hidróxido (b) e a outra é a geração de intermediários hidrotrióxido 
(c). O local da ligação hidróxido pode ser ainda transformado de 
ligação dupla carbono-carbono (d). Os intermediários 
hidrotrióxido passarão por três caminhos de reação. Em primeiro 
lugar, as perdas um peróxido de hidrogênio (H2O2), para formar a 
ligação dupla carbono-oxigênio (e). Em segundo lugar, o 
hidrotrióxido perde um O2H para produzir radical óxido (f). Em 
terceiro lugar, a desprotonação do hidrotrióxido produz o radical 
peróxido (g). Os compostos de peróxido de oxigênio e de 
radicais, pode ser ainda transformado em compostos de 
carboxila e, posteriormente, compostos de carbonila (h) (Chiang 
et al, 2002b). 

Bailey (1982) propôs dois extremos mecanísticos para a 
oxidação de carbono por ozônio: por um radical, a auto-oxidação 
é iniciada por ozônio; e outra por uma reação concertada. 

A altas temperaturas acima de 270°C o oxigênio molecular 
também participa da reação. A baixas temperaturas, o 
mecanismos de reação fase vapor é semelhante a ozonização 
em fase líquida, pelo menos quando somente ozônio molecular 
está envolvido. Á temperatura normal, em geral, as reações 
ocorrem através de um mecanismo de inserção do ozônio que 
envolve o intermediário hidrotrióxido (RO3

●
), peróxidos (RO2

●
) e 

outros radicais (Chiang, et al., 2002) 

 

3.6 Ozônio 
 
O ozônio é um forte oxidante (E

0
 = 2,1 V), não é uma fonte 

intrínseca de poluição, uma vez que seu produto preferencial de 
degradação é o oxigênio (Manahan, 2000). O ozônio a 
temperatura ambiente e em baixas concentrações, é um gás 
incolor, porém em altas concentrações pode se apresentar na 
coloração azulada. 

Em valores elevados de pH favorecem a decomposição do 
ozônio e a formação de diferentes tipos de compostos oxidantes 
com reatividades diferentes(Di Bernardo e Dantas, 2005). 
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Várias possibilidades a respeito da estrutura molecular do 
ozônio foram sugeridas e até 1905 apenas duas pareciam ser as 
mais prováveis: a estrutura 1, sugerida por Soret, e um arranjo 
linear (O=O=O) 3, proposto por Harries, pela similaridade com 
O=S=O. Utilizando a estrutura 3, Harries propôs que a reação de 
adição a uma dupla ligação deveria formar o ozonídeo 4 (Figura 
10) , porém não foi possível confirmar este fato usando os dados 
experimentais obtidos(Oliveirra e Wosch, 2012). 

 
Figura 10 – Propostas de Harries e Staudinger para a estrutura do 
ozônio  

 

 
 
Staudinger (1925) sugeriu que a estrutura 6, nomeada de 

isozonídeo, explicaria melhor os resultados observados. Assim, a 
ligação carbono-carbono já estaria quebrada e, a decomposição 
de 6 levaria à formação apenas dos produtos carbonílicos e 
justificaria a inexistência de glicóis por reação de redução. O 
molozonídeo 5 foi proposto como o possível precursor do 
isozonídeo, que poderia ser estabilizado, após rearranjo (Bayle, 
1973).   

Criegee sua atenção ao estudo dos produtos mais oxigenados 
proveniente da ozonólise, em 1953 propôs o seguinte 
mecanismo (Figura 11). 
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Figura 11 – Primeira proposta feita por Criegee, em 1953 (Oliveirra 
e Wosch, 2012) 

 

 
 
 
Criegee sugeriu a existência do zwitterion 13 e quatro 

caminhos possíveis para a sua decomposição. A estrutura dos 
ozonídeos foi comprovada pelo isolamento a partir da ozonólise 
do 1,2 – dimetilciclopenteno. 

Em 1975, Criegee propôs que a etapa inicial formasse o 
molozonídeo instável e posteriormente por ciclorreversão formar-
se-iam o zwitterion e um composto carbonílico. O ozônideo seria 
formado na última etapa, por meio de uma cicloadição . 

 
Figura 12 – Proposta do mecanismo de Criegee (1975), adaptado 
de (Oliveirra e Wosch, 2012). 
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Existem dois mecanismos distintos de reação para o ozônio, o 
primeiro é via reação direta, na qual o O3 molecular ataca um 
composto orgânico; a segunda é uma reação indireta, a oxidação 
se dá via radical hidroxila (OH

•
).  

 
3.7 Estado da Arte 

 
Simonelli e Arancibia (2015) estudaram a interação entre 

óxido de zinco (ZnO) e BSA. ZnO foi funcionalizado com ácido 3-
mercaptopropiónico (3-MPA) sem modificar a estrutura do 
suporte e que a ligação entre 3-MPA e ZnO se deu pelo grupo 
COOH. Os estudos apontam para a preservação da BSA quando 
esta interagem com as partículas de ZnO. 

Shamsipur e colaboradores (2015) utilizaram BSA imobilizada 
em nanopartículas de ouro combinados com líquidos iônicos com o 
intuito de melhorar a sensibilidade e estabilidade de aptasensor. 
Devido à elevada área superficial e grupos funcionais ativos 
abundantes da proteína, os mesmos atuam como agentes de 
estabilização eficazes para a fixação de aptâmeros 

Kam e colaboradores (2004) modificaram nanotubos de 
carbono permitindo assim a ligação de proteínas. As proteínas por si 
só não conseguem penetrar nas células, porém quando 
complexados com os nanotubos passam a possuir esta capacidade 
de penetração, podendo ser utilizados como carregadores de 
drogas. 

Mandal e colaboradores (2010) estudaram a interação entre 
albumina imobilizada em nanopartículas de ouro e o aminoácido L-
aspártico, indicando uma pequena mudança na estrutura secundária 
da albumina causada pela interação. Os estudos indicaram também 
que os conjugados de nanopartículas de ouro revestidos com 
albumina são importantes para o estudo da sua interação com as 
células do sangue, podendo desempenhar papel importante em 
aplicações biomédicas e terapêuticas.  

Nanopartículas de Fe3O4 foram sintetizadas juntamente com 
polímeros dando origem a microesferas magnéticas. BSA foi 
imobilizada nestas microesferas afim de torná-las 
biocompatíveis, possibilitando seu uso como biosensores, 
liberação de fármacos entre outros (Zhang et al., 2011).  

Albumina foi imobilizada em uma membrana de polipropileno 
tratado com plasma. O tratamento com plasma permitiu a 
funcionalização da membrana, tornando-a hidrofílica e capaz de 
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formar ligações covalentes com a BSA. A imobilização se deu 
por meio dos grupos carboxílicos, tornando a membrana 
modificada hemocompatível (Zhang et al., 2013). 

Carvão ativado foi oxidado por ozônio em meio aquaso sob 
diferentes condições (alcalino, ácido e neutro). O estudo foi 
conduzido de modo a aumentar a adsorção de tiofeno e assim o 
carvão que melhor adsorveu o composto estudado foi o oxidado 
em presença de NaOH seguido de H2SO4 e por último H2O (Wu 
et al., 2014). 

Zhou e colaboradores (2009) estudaram a modificação 
oxidativa de materiais de carbono, e relataram que os grupos 
funcionais contendo oxigênio na superfície do carbono 
desempenham um papel importante no aumento da capacidade 
de adsorção de enxofre, esta interação ocorre principalmente por 
meio dos grupos ácidos contendo oxigênio. 

Simmons e colaboradores (2007) estudaram a oxidação de 
nanotubos de carbono de parede única por ozônio e relataram a 
redução das ligações PI, devido a geração de espécies de 
carbonos oxidados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Os reagentes principais utilizados neste trabalho foram: 

carvão ativado granular Norit GAC 1240 (Norit, The Netherlands), 
Albumina de soro bovino (98% Sigma-Aldrich) e tirosina (Sigma-
Aldrich). 

 

4.1 Modificações do carvão 

 

A superfície do carvão ativado foi modificada pelo tratamento 
com ozônio sob diferentes condições experimentais. O protocolo 
padrão envolvia a permeação de ozônio em sentido ascendente 
através de uma coluna de leito fixo contendo 5 g de sólido. A 
vazão de ozônio era de 46,8 mg/min, esta vazão foi escolhida por 
ser a com maior concentração de ozônio disponível no 
equipamento utilizado. A concentração de ozônio foi mantida 
constante no interior do reator. O tempo total de reação era de 
12h para assim possibilitar maior oxidação dos carvões. 

 O sólido que preenchia a coluna era o carvão ativado 
submetido a diferentes condições experimentais: 

i) Carvão ativado seco (AC); 
ii) Carvão ativado úmido (AC-H2O), resultante da 

mistura de 5g de carvão ativado com 3 mL de água 
destilada; 

iii) Carvão ativado úmido alcalinizado (AC-NaOH), 
resultante da mistura de 5g de carvão ativado com 3 
mL de solução aquosa de NaOH 5 M. 

As diferentes condições experimentais, as quais o carvão 
ativado foi submetido, tem por objetivo avaliar as distintas 
concentrações de grupos oxigenados formados na superfície do 
AC. 

Após o período de 12 horas de permeação de ozônio com os 
diferentes sólidos (AC, AC-H2O e AC-NaOH), os sólidos eram 
removidos da coluna, armazenados em frascos sob atmosfera 
inerte (N2) e foram denominados como AC.O3, AC.O3-H2O e 
AC.O3-NaOH, respectivamente. 

 

 



 
 

4.2 Fotólise  

 

4.2.1 Fotólise da Albumina 

 

A fotólise da albumina ocorreu em um reator descontínuo 
isotérmico conforme Figura 13 de volume igual a 400 mL, sob 
irradiação de luz ultravioleta monocromática 254 nm, com 
agitação constante. A concentração inicial de albumina utilizada 
foi de 1g L

-1
, amostras foram coletadas em tempos pré 

determinados até o máximo de 10 minutos. Este tempo de 
reação foi selecionado baseado nas reações de fotodegradação 
da albumina. 

 

Figura 13 - Reator utilizado na fotoinserção. 

 

  
Fonte: UV-Consulting Peschl 

 

62



 
 

4.2.2 Fotólise na presença de AC, AC.O3, AC.O3-H2O e AC.O3-
NaOH  

 

Utilizou-se o mesmo reator e lâmpada das fotólises de 
albumina. O protocolo geral de reações consistia da adição de 
400 mL de água destilada a 0,8 g de sólido (AC, AC.O3, AC.O3-
H2O ou AC.O3-NaOH), que era mantido em suspensão 
utilizando-se um agitador magnético. Em intervalos determinados 
de tempo, uma alíquota do líquido era retirada, filtrada e 
armazenada no abrigo de luz para posterior análise. Após 10 
minutos o sólido era removido por filtração e posteriormente seco 
em atmosfera inerte a 70 ºC. 

 

4.3 Fotoinserção de albumina ou tirosina  

 
As reações de fotoinserção foram conduzidas no mesmo 

aparato experimental acima descrito. A dosagem de sólido e a 
concentração dos compostos a serem fotoinseridos (BSA ou 
Tirosina) foram definidos como 2 g L

-1
 e 1 g L

-1
, respectivamente. 

Os sólidos eram colocados em contato com a solução aquosa de 
BSA ou tirosina e, após tempos pré-determinados, amostras do 
líquido eram coletadas, filtradas e posteriormente analisadas. 
Após 10 minutos os sólidos eram removidos por filtração, lavados 
com água destilada e secos em atmosfera inerte a 30 

o
C. 

 

4.4 Reações de Imobilização Física 
 
Com o intuito de observar a quantidade de BSA que é inserida 

nos distintos carvões estudados, fez-se o teste de adsorção 
física. Assim, os carvões foram colocados em distintos frascos 
Erlenmeyer na concentração de 1 g L

-1
 juntamente com uma 

solução de BSA, também na concentração de 1 g L
-1

 e volume 
de 100 mL,  pH 7 e 20 

o
C. Alíquotas foram coletadas nos tempos 

0, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos, filtradas e então analisadas por 
espectrometria UV-vis no comprimento de onda 270 nm. 
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4.5 Caracterização dos carvões 

 

Os carvões foram caracterizados por: determinação da área 
superficial pelo método BET, análise termogravimétrica, análise 
elementar, espectroscopia de infravermelho com transformada 
de Fourier, espectroscopia fotoeletrônica de raio-X. 

  

4.5.1 Análise Termogravimétrica das amostras sólidas 

 

Para os ensaios ATG-FTIR empregou-se um analisador ATG-
ATD simultâneo da marca TA Instruments e modelo TA2960, que 
permite o registro simultâneo da análise termogravimétrica (ATG) 
e da análise térmica diferencial (ATD), acoplada a um 
espectrômetro de infravermelho Bruker Vector 22 para o registro 
do espectro infravermelho dos gases despreendidos durante o 
programa de temperatura. Para as análises termogravimétrica foi 
usada uma rampa de aquecimento de 5 ºC min

-1
 até 800ºC, a 

atmosfera utilizada foi inerte com N2. 

 

4.5.2 Análise Elementar das amostras sólidas- CHNOS 

 

As análises químicas para avaliação da composição 
elementar (carbono, nitrogênio, hidrogênio, oxigênio e enxofre) 
das amostras de carvão foram realizadas por combustão a 1000 
o
C. As medidas Universidade da Coruña, este equipamento 

possui uma faixa de medida de 0,01 a 100% foram realizadas no 
equipamento Carlo Erba Intruments – Instruments modelo EA 
1108. 

 

4.5.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 
Fourier (FTIR) 

 

Os espectros de FTIR foram adquiridos em modo ATR, 
empregando um espectrômetro de infravermelho médio marca 
Bruker e modelo Vector 22, equipado com módulo de ATR de 
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diamante de reflexão única, marca Specac e modelo Golden 
Gate 

 

4.6 Métodos de Acompanhamento das reações  

 

4.6.1 Fluorescência 

 

As medidas de decaimento da fluorescência foram feitas em 
Espectrômetro de Luminescência Aminco Bowman série 2. As 
amostras foram excitadas em 280 nm e medidas em 340 nm, a 
intensidade utilizada foi de 500 v. 

 

4.6.2 Espectrofotometria UV-vis 

 

Para as medidas de absorbância foi utilizado o 
Espectrofotômetro Hitachi modelo U-3000. 

 

4.6.3 Carbono orgânico total (COT) 

 

As análises da concentração de carbono orgânico total (COT) 
foram realizadas pelo método de combustão com detecção por 
sensor de infravermelho, utilizando o equipamento TOC-V CPH – 
Total Organic Carbon Analyzer/TNM-1 (Shimadzu).  

 

4.6.4 Espectrometria de massa por tempo de voo com 
dessorção a laser e ionização assistida por Matriz 
(MALDI-TOF MS) 

 

As amostras foram analisadas num instrumento MALDI-
TOF/TOF 4800 (ABSciex) e utilizando o software Explorer v.4.2 
de série 4000 para gerar os espectros e lista de picos. Após a 
deposição manual dos calibradores de massa, o modelo de placa 
e a calibração padrão da placa MALDI foram feitos com uma 
tensão de laser de 3400 kV e 1000 disparos/espectros. As 
amostras foram analisadas, automaticamente, no modo MS 
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Linear com uma tensão de laser de 5800 kV e 1500 
disparos/espectro. 

4.6.5 Espectroscopia Fotoeletrônica de Raio-X (XPS) 

 

A análise das amostras foi realizada utilizando o Thermo 
Scientific K-alpha ESCA, equipado com radiação monocromática 
de alumínio Kα a 1486.6 eV. Devido à natureza das amostras 
não condutoras foi necessário o uso de uma forma de inundação 
de elétrons para minimizar a carga de superfície. A neutralização 
de carga superficial foi realizada utilizando tanto um canhão de 
indução de baixa energia (elétrons na faixa de 0 a 14 eV) e 
canhão de íons de Argônio com  baixo consumo de energia. 
Fotoelétrons foram coletados a partir de um ângulo de partida de 
90º em relação à superfície da amostra. A medida foi feita por 
meio de um Analisador de Energia Constante (AEC), com uma 
energia de 100 eV para os espectros de pesquisa e 20 eV para 
espectros de alta resolução.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Os resultados deste trabalho estão organizados como 
mostrado na Figura 14. Primeiramente serão apresentados e 
discutidos os resultados da oxidação do carvão ativado com 
diferentes tratamentos com ozônio. Este pré-tratamento garante 
a existência de maiores quantidades de funcionalidades 
oxigenadas que, segundo a literatura, são fundamentais para a 
fotoinserção de moléculas orgânicas (Chiang, et al, 2002).  

Em seguida, serão apresentados os resultados de 
caracterização dos carvões ativado e modificados após a fotólise, 
bem como os resultados da fotólise da albumina, isoladamente. 

Finalmente, serão apresentados os resultados da 
fotoinserção de albumina ou tirosina na superfície dos carvões 
ativados. 

 

Figura 14: Organização da apresentação dos resultados e 
discussões da tese. 
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5.1 Caracterização dos Carvões 
 

Os carvões ativados e seus derivados oxidados com ozônio 
foram caracterizados pela determinação da perda de massa sob 
aquecimento (termogravimetria) acoplada com espectrometria de 
infravermelho, pois a presença de grupos funcionais oxidados 
causa perda de massa devido à liberação de gases (CO, CO2 e 
outros compostos voláteis). Logo, a extensão da perda de massa 
poderia indicar a maior ou menor extensão da oxidação 
superficial causada pelos tratamentos com ozônio. Além disso, 
os gases liberados deste aquecimento foram detectados por 
espectrofotometria de infravermelho. 

Além da caracterização térmica, os sólidos foram 
caracterizados pela análise elementar, área superficial e FTIR. 

 

5.1.1 Análise Termogravimétrica acoplado a um analisador de 
gases por Espectrometria de Infravermelho com 
Transformada de Fourier (TGA/FTIR) 

 
As análises termogravimétricas são úteis para identificar a 
estabilidade térmica das funcionalidades oxigenadas inseridas no 
carvão após os tratamentos oxidativos. A Figura 15  mostra que 
o carvão ativado usado como precursor apresenta perda de 
massa total relativamente pequena (3,8%), o que é incomum 
para carvões ativados comerciais, indicando a pequena extensão 
de oxidação superficial.  
Desta forma, o tratamento com processos oxidativos parece ser 
necessário para a funcionalização superficial. A Figura 15 mostra 
os resultados das análises termogravimétricas dos carvões 
obtidos antes e após o tratamento com ozônio sob diferentes 
condições experimentais.  
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Figura 15 - Análise termogravimétrica dos carvões AC, AC.O3, 
AC.O3.H2O e AC.O3-NaOH (taxa de aquecimento: 5°C min

-1
; gás de 

arraste: N2. 

 

  
 

A Figura 15 resume os valores de perda de massa dos 
carvões resultantes dos diferentes tratamentos, com as suas 
respectivas atribuições. 
 

  

75

80

85

90

95

100

0 100 200 300 400 500 600 700 800

m
a

s
s

a
 (%

)

Temperatura ( C)

AC

AC.O3

AC.O3.H2O

AC.O3.NAOH

69



T
a
b

e
la

 2
 –

 P
e
rd

a
 d

e
 m

a
s
s
a
 e

m
 d

if
e
re

n
te

s
 i
n

te
rv

a
lo

s
 d

e
 t

e
m

p
e
ra

tu
ra

 

T
 (

°C
) 

A
C

 
A

C
.O

3
 

A
C

.O
3
-H

2
O

 
A

C
.O

3
-N

a
O

H
 

A
tr

ib
u
iç

ã
o
 

<
 1

0
0

 
1

,1
0

 
3

,6
0

 
1

7
,0

0
 

1
2

,5
0

 
p
e
rd

a
 

d
e
 

á
g
u
a

 
d
a
 

u
m

id
a
d
e

 
d
o
 

s
ó
lid

o
; 

4
5

0
-6

0
0

 
0

,2
9

 
2

,5
9

 
0

,7
5

 
0

,9
3

 
lib

e
ra

ç
ã
o
 

d
e
 

C
O

2
 

d
e
ri

v
a
d
o
 

d
a
 

d
e
c
o
m

p
o
s
iç

ã
o
 
d
e
 
g
ru

p
o
s
 
á
c
id

o
s
 

c
a
rb

o
x
íl
ic

o
s
 s

u
p
e
rf

ic
ia

is
; 

6
0

0
 -

 7
5

0
 

0
,5

2
 

2
,0

6
 

0
,9

7
 

1
,2

9
 

lib
e
ra

ç
ã
o
 

d
e
 

C
O

, 
re

s
u
lt
a
n
te

 
d
a
 

d
e
c
o
m

p
o
s
iç

ã
o
 

d
e
 

g
ru

p
a

m
e

n
to

s
 

C
=

O
, 

e
 

m
a
té

ri
a
 

v
o
lá

ti
l.
 

(S
tr

z
e

m
ie

c
k
a
 

e
t 

a
l.
, 

2
0
1
4

; 
S

a
n
ti
a
g
o
 e

t 
a
l.
, 
2
0

0
5
).

 

P
e
rd

a
 d

e
 m

a
s
s
a
 t
o
ta

l,
 

%
 

3
,8

0
 

1
8

,9
0

 
2

1
,5

0
 

6
,6

0
 

 

 

70



Observa-se claramente que os tratamentos com ozônio 
produzem carvões funcionalizados menos estáveis termicamente 
do que o carvão ativado precursor.  A instabilidade dos grupos 
funcionais oxigenados é maior no carvão tratado com ozônio na 
presença de umidade, que mostrou perda de massa total de 
21,5%. Aparentemente, os tratamentos com ozônio introduzem 
grupos funcionais ácidos carboxílicos, que estão presentes em 
maior quantidade no carvão tratado com ozônio (AC.O3) e são 
liberados na forma de CO2, como mostram os resultados da 
análise dos gases coletados à saída do analisador 
termogravimétrico (Figura 17). As Figuras 16 a 19 apresentam o 
resultado da análise dos gases liberados pela amostras de 
carvões, causado pelo aquecimento das mesmas em atmosfera 
de nitrogênio, simultaneamente à análise termogravimétrica. 

 
Figura 16 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC 
durante a análise termogravimétrica. 
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Figura 17 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3 
durante a análise termogravimétrica. 

 

 
 
 

Figura 18 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3-
H2O durante a análise termogravimétrica. 
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Figura 19 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3-
NaOH durante a análise termogravimétrica. 

 

 
 
A sequência de picos identificados na região entre 1500  e 

1660 cm
-1

 são característicos das vibrações do esqueleto 
aromático residual de lignina presente no carvão que sofre 
pirólise durante a análise termogravimétrica em atmosfera inerte 
(Zhao e Liu, 2010). Os eventos de pirólise de lignina com 
liberação de anéis aromáticos ocorrem principalmente na faixa 
de temperatura entre 500 e 700 °C (Zhang, et al., 2012), tal qual 
verificado no resultado da análise. É também nesta banda que se 
intensificam os sinais oriundos das vibrações assimétricas dos 
grupos –CH3 e –CH2–  dos hidrocarbonetos pirolisados. Pode-se 
ainda verificar o incremento na intensidade do sinal com o 
aumento da temperatura (Zhao e Liu, 2010). 

A banda que caracteriza a presença de vapores de H2O se 
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-1
 (Cao, et al., 2013) e é originária 

na sua maior parte da umidade adsorvida na superfície do carvão 
e em menor magnitude atribuída à decomposição de 
grupamentos hidroxila. 

 Além das estruturas aromáticas identificados na análise 
dos gases resultantes do tratamento térmico do carvão AC, as 
amostras tratadas com ozônio gasoso, mostraram a presença de 
CO2 dentre os gases liberados durante o tratamento térmico. A 
banda entre 2250-2400 cm

-1 
é característica do estiramento 

assimétrico da ligação C=O do CO2 (Singh et al.,2012). Este sinal 
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se intensificou com o aumento da temperatura, assim como as 
demais bandas.  

O tratamento do ozônio molecular aumenta a presença de 
grupos oxigenados na superfície do carbono sendo isto 
confirmado pelas emissões predominantes de CO2 (2250-2400 
cm

-1
) (Singh, et al., 2012) resultante da decomposição destes 

grupos sob ação da temperatura. O pico mais intenso de 
liberação de CO2 ocorre em temperatura próxima de 150°C, 
verificado também no termograma (Figura 15), como a região de 
maior taxa de perda de massa. 

O tratamento do AC com ozônio (amostra AC.O3)  portanto, 
é aquele que produz a maior quantidade de grupos funcionais 
ácidos carboxílicos, que são decompostos e formam CO2 sob 
aquecimento em atmosfera inerte, em temperaturas moderadas. 

 

5.1.2 Espectrometria de Infravermelho com Transformada de 
Fourier (FTIR) dos sólidos resultantes da oxidação do AC. 

 

A espectrometria de infravermelho dos sólidos foi utilizada 
com a finalidade de identificar funcionalidades oxigenadas na 
superfície do carvão antes e após os diferentes tratamentos. A 
Figura 20 mostra os espectros FTIR dos diferentes sólidos. 

 

Figura 20 - Espectro de FTIR dos carvões: AC, AC.O3, AC.O3-H2O e 
AC.O3-NaOH. 
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Na região entre 900 e 1350 cm
-1 

a banda observada é 
referente às características do estiramento assimétrico da ligação 
C-O-C presente no ozonídeo secundário formado pela reação de 
ozonização do carvão (Stobinski, et al., 2010; Barbosa, 2008; 
Manchester et al, 2008). 

O estiramento que aparece entre 1550 a 1750 cm
-1 

é atribuído 
à presença de carbonila de ácidos carboxílicos, anidridos, éteres, 
ésteres e lactonas (Pedersen, et. al., 2011; Barbosa, 2008). 
Somente os carvões AC.O3 e AC.O3-H2O apresentam as banda 
de C=O, indicando a ocorrência de reações de oxidação distintas 
em cada amostra de carvão. 

Observa-se também na amostra AC.O3-H2O uma larga banda 
a partir de 2500 cm

-1
 referente a presença de umidade na 

amostra analisada. Os carvões são naturalmente hidrofóbicos, 
mas a inserção de grupamentos ácidos na superfície favorece o 
aumento da hidrofilicidade (Moreno-Castilla et al, 1995) e 
consequentemente a isto a água é adsorvida em maior 
quantidade que em outras formas de tratamento. Os ruídos 
observados nas proximidades de 500 cm

-1
 são interferências 

espectrais relacionadas à absorção de energia da própria 
pastilha de KBr. 

Assim, os diferentes tratamentos com ozônio produzem 
funcionalidades orgânicas em diferentes extensões na superfície 
do carvão ativado. Tanto dos estudos termogravimétricos como a 
identificação espectroscópica no infravermelho revelam que o 
tratamento com ozônio ou ozônio na presença de umidade 
produzem maior quantidade de funcionalidades oxigenadas, que 
se decompõem termicamente para liberar principalmente CO2 em 
temperaturas relativamente baixas. 

5.1.3 Análise Elementar dos sólidos antes e após os diferentes 
tratamentos com ozônio 

 

A Tabela 3 apresenta a análise elementar dos carvões 
estudados. Conforme se pode observar na Tabela 3, ocorre a 
geração de graus de oxidação diferentes. Em comparação com o 
AC, o AC.O3 e o AC.O3-H2O apresentaram aumento de 5,66 % e 
de 2,38 %  de oxigênio respectivamente. O tratamento feito com 
ozônio e NaOH porém, obteve diminuição na porcentagem de 
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oxigênio no carvão tratado, resultando em um decréscimo de 
8,7%.   

 

Tabela 3–Análise elementar dos carvões 

Amostra %N %C %H %S %O 

AC  0,39 84,58 0,30 0,55 14,18 

AC O3 0,35 78,87 0,53 0,41 19,84 

AC O3-H2O  0,36 82,15 0,44 0,49 16,56 

AC O3.NaOH  0,37 86,00 0,23 0,46 12,94 

 

O ozônio em presença de umidade forma radicais hidroxila, 
que são caracterizados por sua alta reatividade (Beltran, et al., 
2002). Em meio básico, ou seja, em presença de NaOH a 
formação destes radicais torna-se ainda maior e a presença de 
ozônio molecular é minimizada (Mahmoud e Freire, 2007). 

Acredita-se que o ozônio molecular seja responsável pela 
oxidação dos carvões e que a presença de radicais hidroxila 
iniba a oxidação, pois apesar de sua alta reatividade este radical 
não é seletivo e age na decomposição do próprio ozônio 
molecular. Assim, quanto maior a presença de radicais hidroxila, 
menor a oxidação dos carvões tratados, devido às reações 
competitivas que ocorrem em paralelo à oxidação da superfície 
do carvão. 

Tais observações levam a conclusão de que o contato direto 
do ozônio com o carvão favorece a formação mais controlada da 
quantidade de grupos oxigenados na superfície e que o 
tratamento via úmida tornam este controle mais difícil de ser 
controlado nas condições experimentais estudadas. 

 

5.1.4 Determinação da Área Superficial pelo Método BET 
 
Tem sido relatado que a área superficial de carvões ativados 

permanece praticamente inalterada após tratamento oxidativos 
com peróxido de hidrogênio, ozônio ou ácido nítrico (Santiago et 
al., 2005). Entretanto, neste trabalho todos os tratamentos 
oxidativos com ozônio resultaram em diminuição da área BET, 
como mostrado na Tabela 4. 
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A diminuição da área BET poderia estar associada com o 
colapso de algumas paredes de poros, que causa uma 
diminuição do volume de microporos, e/ou bloqueio parcial na 
entrada dos microporos pela presença de grupos funcionais 
oxigenados introduzidos no tratamento com ozônio, assim como 
relatado por Danish et al. (2014) e Wu et al., (2014). 

 
Tabela 4 - Área superficial específica calculada por isoterma de BET 
com a adsorção-desorção de N2 . 

Amostra Área superficial (m
2
 g

-1
) 

AC 941,5 

AC.O3 754,0 

AC.O3-H2O 806,8 

AC.O3-NaOH 851,8 

  

 
 
De fato, o carvão tratado com ozônio (AC.O3) é o que resultou 

em maior decréscimo da área BET, como resultado da maior 
extensão de oxidação superficial (Figura 20). 

As amostras AC, AC.O3 e AC.O3-H2O apresentaram estrutura 
típica de sólidos microporosos, com aparecimento de histerese 
muito estreita (Figura 21, Figura 22 e Figura 23). A amostra 
AC.O3-NaOH (Figura 24) foi a que apresentou maior área 
superficial em relação às outras amostras oxidadas, porém a 
característica de sua curva de adsorção-dessorção demonstra 
uma tendência a adsorção em monocamadas para materiais 
microporosos (Scheer, 2002).  
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Figura 21 – Isoterma de Adsorção de Nitrogênio sobre o sólido AC 
(a 77K) 
 

 
 
 
Figura 22 – Isoterma de Adsorção de Nitrogênio sobre o sólido 
AC.O3 (a 77K). 
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Figura 23 – Isoterma de Adsorção de Nitrogênio sobre o sólido 
AC.O3-H2O (a 77K) 

 

 
 
 
Figura 24 – Isoterma de Adsorção de Nitrogênio sobre o sólido 
AC.O3-NaOH (a 77K) 

 

 
 
 
5.2 Caracterização dos carvões após fotólise 

 

Os termogramas dos carvões antes e após a reação de 
fotólise são apresentados nas Figuras 25 a Figura 28. 
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Figura 25 - Termogramas do carvão ativado antes (AC) e após a 
fotólise (AC.F). 

 

 
 
 

Figura 26 - Termogramas do carvão AC.O3 e do mesmo após a 
fotólise (AC.O3.F) 
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Figura 27 - Termogramas do carvão AC.O3-H2O e do mesmo após a 
fotólise( AC.O3-H2O.F) 

 

 
 

 

 
Figura 28 - Termogramas do carvão AC.O3-NaOH e do mesmo 
após a fotólise (AC.O3-NaOH.F) 
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funcionais oxigenados durante a fotólise. 

 Porém para o carvão AC.F seu decréscimo de massa é 
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comparativamente acresceram em 10,44 %, 7,68 %, 3,7 % para 
AC.O3-H2O.F, AC.O3-NaOH.F, AC.O3.F, respectivamente. Para o 
Carvão AC.F sua diminuição de massa foi maior em cerca 
2,22 % ao fim dos 800°C. 

É esperado que o tratamento por fotólise em meio aquoso dos 
carvões ativados possa alterar a quantidade e tipo de grupos 
funcionais (Zeng, et al., 2013).  Neste caso, seria presumida a 
liberação de compostos orgânicos para a água durante a fotólise. 
Para quantificar a perda de carbono dos sólidos durante a reação 
com luz UV, foram feitas medidas da concentração de carbono 
orgânico total da fase aquosa após os tratamentos (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Concentração de carbono orgânico total liberada para a 
fase aquosa pela fotólise (UV-254 nm) 

Amostra Carbono Orgânico Total (mg×L
-1

) 

t=0 t=10 min 

AC 13,0 3,0 

AC.O3 11,0 4,2 

AC.O3-H2O 15,0 5,3 

AC.O3-NaOH 12,1 7,7 

 

Os resultados indicam que, quando os carvões são 
fotolisados, os grupamentos oxigenados superficiais são 
parcialmente decompostos, uma vez que é detectada a presença 
de material de natureza orgânica na fase aquosa após a reação.   

Os sólidos resultantes da fotólise mostraram ainda a presença 
de grupos superficiais oxigenados no espectro IR (Figura 25) 
mas também a extinção da banda entre 1350 e 950 cm

-1
 

presentes nos carvões oxidados se comparado aos espectros 
obtidos na Figura 20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

82



 
 

Figura 29 - Espectros de FTIR dos carvões fotolisados. 

 

 
 

Esta decomposição por fotólise pode indicar sítios mais 
reativos a excitação pela luz e também sítios favoráveis à 
inserção dos compostos estudados.  

Estes resultados estão de acordo com aqueles de FTIR ( Figura 
29) que evidenciam a perda da banda entre 1350 e 950 cm

-1
, 

característica de ligações C-O. Devido a este efeito de quebra de 
partículas de carbono orgânico do carvão, tornou-se impossível 
acompanhar as fotoinserções pela técnica de COT, uma vez que 
não seria possível distinguira fotoinserção da decomposição dos 
sólidos. 

As análises de FTIR dos gases liberados pela pirólise dos 
carvões após a reação de fotólise são apresentadas da Figura 30 
a Figura 33. 
 
  

83



 
 

Figura 30 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra 
AC.F durante a análise termogravimétrica. 
 

 
 

 
 

Figura 31 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra 
AC.O3.F durante a análise termogravimétrica. 
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Figura 32 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3-
H2O.F durante a análise termogravimétrica. 

 

 
 

 
Figura 33 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3-
NaOH.F durante a análise termogravimétrica. 
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-1
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mostrado na Tabela 5. 
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originais, indicando que o carvão resultante da fotólise é mais 
estável por conter menos grupos oxigenados. 

Observa-se que os gases liberados durante as análises 
termogravimétricas dos carvões apresentam comportamentos 
distintos comparados aos carvões originários. O AC.F tem a 
liberação do grupo CO2 em aproximadamente 2300 cm

-1
, fato 

anteriormente não observado para o AC, as demais bandas 
presentes (1600-1900 cm

-1 
aromáticos e 3500-4000 água) 

perderam sua intensidade após a reação de fotólise. 

O espectro do carvão AC.O3.F apresenta apenas pequena 
liberação de CO2 (2250-2400 cm

-1
), não são mais observados 

outros picos que caracterizem o desprendimento de outros gases 
(aromáticos 1600-1900 cm

-1
, água 3500-4000 cm

-1
 e alceno 670 

cm
-1

).  

Nota-se que os carvões AC.O3-H2O.F e AC.O3-NaOH.F 
também possuem bandas menos intensas em seus espectros de 
FTIR que seus carvões de origem, há menos gases sendo 
emitidos após a reação de fotólise dos mesmos.  

A menor liberação de gases pelos carvões posteriormente a 
reação com a luz UV 254 nm era esperada, tendo em vista que 
as análises de FTIR (Figura 29) dos mesmos sinaliza a perda 
dos grupos C-O (900-1350 cm

-1
). 

Assim, em todos os carvões utilizados neste trabalho, 
observou-se que a fotólise em fase aquosa causa a eliminação 
de grupamentos superficiais oxigenados, que são parcialmente 
perdidos juntamente com fragmentos orgânicos para a fase 
aquosa, resultando em superfícies menos oxidadas.  

 

5.3 Estudos preliminares da Fotólise da Albumina 

 

Estudos preliminares dos efeitos da fotólise na albumina são 
necessários para estabelecer as melhores condições 
experimentais para se realizar a fotoinserção de albumina nos 
carvão ativados. Desta forma, uma solução aquosa contendo 
albumina foi fotolisada, como descrito no Capítulo Material e 
Métodos, acompanhando a cinética de fotólise por 
espectroscopia de fluorescência (Figura 34) e UV/vis (Figura 35) 

86



 
 

De fato, a albumina pode ser decompor por fotólise, 
produzindo fragmentos (-Asp-Glu-Thr-Tyr-Val-Pro-Lys-) que 
segundo Yokoyama e colaboradores (2002) podem ser 
relacionados a sítios ativos da albumina. Assim também são 
obtidos fragmentos menores de Tyr-Val devido a quebra da 
ligação N-terminal entre Pro e Val com liberação de CO.  

  

Figura 34 -A) Espectro de Fluorescência durante a fotólise da 
albumina. B) Decréscimo na intensidade de fluorescência no 
comprimento de 340 nm com o tempo (concentração inicial de 
albumina :100 mg/L; radiação UV 245 nm). 

 

 
 
Os resultados mostram que após 10 min de reação há perda 

de 78,8 % de sua intensidade de fluorescência. Assim, este 
tempo foi utilizado como o tempo máximo nos ensaios de 
fotoinserção nos carvões. A fluorescência medida é atribuída 
principalmente à presença de resíduos de tirosina presentes na 
BSA conforme demonstrado na Tabela 1. Este aminoácido tem a 
maior intensidade de fluorescência a 340 nm (Held, 2003), 
comprimento de onda em que se pode observar de forma mais 
intensa a fotólise da BSA. 

Devido a grande perda de intensidade de fluorescência no 
período de 10 minutos, e com o intuito de manter o maior tempo 
possível para a interação e imobilização da proteína, determinou-
se que o período de 10 minutos seria o melhor tempo para a 
fotoinserção. 
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O espectro de UV-Vis da albumina com o decorrer da reação de 

fotólise está descrito na Figura 35. 

Figura 35- A) Espectro de absorbância da fotólise da albumina. B) 
Incremento da absorbância da molécula de albumina a 10 min de 
reação em 270 nm (concentração de albumina: 100 mg/L; 
comprimento de onda na fotólise: 254 nm) 

 

 
 
Comparativamente com a fluorescência, a absorção no UV-vis 

tem um acréscimo na sua intensidade, mostrando efeito 
hipercrômico devido a modificações na estrutura da albumina 
durante a fotólise, possivelmente na modificação da α-hélice 
(Figura 1). A luz UV é capturada pelos aminoácidos contendo 
grupos aromáticos da molécula da albumina e sofre modificações 
em sua estrutura, deixando assim mais expostos os grupos 
cromóforos, aumentando a intensidade de sua absorbância, esse 
acréscimo se deu em aproximadamente 55 % do valor inicial. Os 
dados deste efeito são apresentados na Figura 35. Da mesma 
forma que para a análise por fluorescência, a tirosina é a 
principal responsável pelo aumento na absorbância a 270 nm 
conforme medido durante este ensaio. 

Assim, como previamente apresentado, a albumina se 
fragamenta por fotólise produzindo tirosina (Yokoyama et al., 
2002). 
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5.3.1 Reações de Imobilização Física da albumina (BSA) nos 
diferentes carvões 

 
Os ensaios de imobilização por adsorção física da albumina 

nos carvões visam determinar a quantidade de BSA que se une 
ao carvão por interações fracas, como por exemplo, Van der 
Walls, ou seja, no contexto global, quantificar a influência da 
adsorção frente à fotoimobilização. Embora seja esperado uma 
pequena extensão de adsorção física, pois os carvões são 
microporosos e as macromoléculas de BSA podem não penetrar 
na área, interna, estes resultados são importantes para que se 
possa desprezar as possível interação BSA.carvão. Os 
resultados são mostrados na Figura 36. 
 
Figura 36–Cinética de interação física de BSA sobre os diferentes 
carvões ([BSA]= 1g L

-1
; dosagem de carvão: 1 g L

-1
) 

 

 
 
 
De fato, a Figura 36 mostra que não houve adsorção 

significativa de BSA nos suportes estudados durante o tempo de 
ensaio realizado. Isto mostra a incompatibilidade dos suportes 
com a proteína. Um dos impedimentos atribuídos a este fato se 
deve ao grande tamanho da molécula BSA em relação ao 
tamanho dos poros dos carvões. Além disso, não poderia se 
descartada a natureza química superficial dos carvões. Os 
grupos superficiais formados na superfície dos carvões, 
predominantemente ácidos carboxílicos, requereriam que a 
interação com a proteína ocorresse através de seus grupos 
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amino terminais, o uso de um agente de ligação covalente. Neste 
caso, para este estudo haveria a necessidade do uso de 
carbodiimidas para realizar esta ligação de natureza covalente, o 
que foge do escopo deste trabalho (Sassolas, et al, 2012). 

Para viabilizar os ensaios de imobilização covalente se faz 
necessário o estudo da quantificação e da especificação destes 
possíveis grupos amino disponíveis na molécula de BSA, para 
então ser calculado o pH ideal de imobilização. Levando em 
conta a natureza ácida da superfície do carvão preparado neste 
trabalho, qualquer troca de pH no meio reacional pode influenciar 
diretamente no mecanismo da reação da carbodiimida com os 
grupos ativos de interesse e considerando a possibilidade de 
desnaturação da proteína durante todos estes ajustes, tal estudo 
pode até se inviabilizar devido a quantidade de variáveis a serem 
ajustadas. Este fato justifica novamente a importância dos 
estudos do uso da fotoimobilização da proteína BSA na 
superfície do carvão como uma alternativa viável a esta proposta. 

 
 

5.4 Fotoinserção da albumina 
 

5.4.1 Análise Termogravimétrica acoplado a um analisador de 
gases por Espectrometria de Infravermelho com 
Transformada de Fourier (TGA/FTIR) 

 

 Os termogramas dos carvões após a reação de fotoinserção 
da albumina (BSA) são na Figura 37, sendo que as perdas de 
massa nos diferentes intervalos de temperatura resumidas na 
Tabela 6. 
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Figura 37 -Análise Termogravimétrica do AC antes e após a reação 
de fotoinserção com albumina (BSA), taxa de aquecimento de 5°C 
até o máximo de 800°C em atmosfera de N2. 

 

 
 
 

Figura 38- Análise Termogravimétrica do AC.O3 antes e após a 
reação de fotoinserção com albumina (BSA), taxa de aquecimento 
de 5°C até o máximo de 800°C em atmosfera de N2. 
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Figura 39 - Análise Termogravimétrica do AC.O3-H2O antes e após 
a reação de fotoinserção com albumina (BSA), taxa de aquecimento 
de 5°C até o máximo de 800°C em atmosfera de N2. 

 

 
 

Figura 40 -Análise Termogravimétrica do AC.O3-NaOH antes e após 
a reação de fotoinserção com albumina (BSA), taxa de aquecimento 
de 5°C até o máximo de 800°C em atmosfera de N2. 
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Os valores de perda de massa são superiores aqueles 
resultantes do TGA das amostras antes da reação de fotólise, 
indicando que ocorre a reação com fotoinserção, se não da 
molécula de albumina, de seus fragmentos produzidos na reação 
de fotólise. Observa-se que o carvão AC.O3, que é o que 
possivelmente contém a maior quantidade de grupos oxigenados 
superficiais (Tabela 3) é o que também produz a maior perda de 
massa entre 180 e 500

o
C, que é atribuída neste trabalho à 

decomposição da BSA (Csach, et al., 2011). Logo, 
aparentemente a fotoinserção de BSA pode estar, de fato, sendo 
realizada nas funcionalidades oxigenadas do carvão. 

Durante o tratamento térmico das amostras após as reações 
de fotoinserção, os gases produzidos foram coletados e 
identificados por espectroscopia de infravermelho (Figura 41 a 
Figura 44). 

 

Figura 41 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra 
AC.BSA durante a análise termogravimétrica. 
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Figura 42 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra 
AC.O3.BSA durante a análise termogravimétrica. 

 

 
 

 
Figura 43 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra  
AC.O3-H2O.BSAdurante a análise termogravimétrica. 
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Figura 44 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3-
NaOH.BSA durante a análise termogravimétrica. 

 

 
 

Na Figura 44 pode-se observar algumas mudanças, em 
comparação aos carvões antes da reação de inserção de BSA, 
quanto a liberação dos gases durante a análise de TGA: AC.BSA 
apresenta em seu espectro a liberação de gases apenas na 
temperatura de 50 °C. 

 A análises de FTIR dos gases de AC.O3.BSA mostra a 
diminuição do pico atribuído à liberação de CO2 (2250-2400 cm

-1
) 

e o aumento dos picos do grupo carbonilo (1600-1900 cm
-1

) e 
aquo (3500-4000 cm

-1
). 

 O espectro de AC.O3.H2O.BSA demonstra a extinção das 
bandas do grupo carbonilo e aquo, sendo que apenas CO2 é 
liberado durante o aquecimento. 

Na análise de AC.O3.NaOH.BSA, observa-se que as bandas 
entre 1600-1900 cm

-1
 e 3500-4000 cm

-1
 são reforçadas quando 

comparadas com AC.O3.NaOH (Figura 20). 

Estes resultados indicam que a BSA é inserida de diferentes 
formas nas amostras pré-tratadas com ozônio, mas não 
permitem identificar quais grupamentos funcionais são os 
principais responsáveis pelas reações de fotoinserção. 
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5.4.2 Acompanhamento da Fotoinserção de Albumina por 
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 
Fourier – Análises dos carvões após as reações de 
fotoinserçao 

 

Os espectros de FTIR dos carvões após a reação de 
fotoinserção são demonstrados na Figura 45. 

 

Figura 45 - Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier 
dos carvões após a reação de fotoinserção em presença de 
albumina. 

 

 
 

Observa-se que após a reação de fotoinserção há surgimento 
de várias bandas largas de natureza complexa, comportamento 
característico na análise de proteínas como a albumina a qual 
possui variados grupos funcionais (Swain e Sarkar, 2013) e estes 
são apresentados em zonas muito próximas umas às outras.  

Não é possível assim afirmar precisamente qual ou quais são 
exatamente os grupos inseridos. Contudo, torna-se evidente que 
as reações de fotólise foram responsáveis pela inserção de 
várias novas funcionalidades superficiais no carvão, decorrentes 
da albumina ou de seus fragmentos de fotólise. 

As bandas entre 1600 e 1900 cm
-1

(que no material suporte 
foram atribuídos presença de grupamentos carbonila, - C=O em 
1650 cm

-1
), após as reações de fotoinserção aumentaram de 

intensidade devido à presença de grupos N-H.  
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As regiões características de amida I que é a única banda 
mais amplamente usada em estudos de estrutura secundária da 
proteína, e amida II (flexão da ligação N-H acoplado aos 
estiramentos de C=O e C=C em 1540 cm

-1
), inseridas pela 

adsorção da BSA ao suporte (Iucci et al, 2004; Song, 2010; 
Rondeau et al, 2007).  

A hipótese da presença de resíduos aromáticos residuais de 
lignina, conforme observado na análise de FTIR dos gases 
liberados durante a análise termogravimétrica, são confirmados 
através do surgimento de picos intensos na região entre 1500 e 
1600 cm

-1
 com uma sequência de bandas harmônicas entre 1670 

e 2000 cm
-1

(Barbosa, 2008). 
Por motivos anteriormente explicados, a amostra AC.O3-

NaOH não apresentou importante alteração no seu 
comportamento por não ter significativa capacidade de adsorção 
da BSA pela ausência de grupamentos oxigenados ativos. Na 
região entre 2600 e 3400 cm

-1
 tem-se a região que indica o 

estiramento O-H da presença de água e de 3000 a 3500 cm
-1 

a 
presença da ligação N-H de aminas oriundas dos aminoácidos 
componentes da proteína imobilizada, sendo esta região mais 
intensificada nas amostras de AC.O3 e AC.O3-H2O.  

 

5.4.3 Análise elementar – CHNOS 

 

As análises elementares dos carvões antes e após a reação 
de fotoinserção com a albumina são demostradas na Tabela 7.
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As análises elementares das amostras de carvão após a 
reação de fotoinserção de albumina apresentam ganho na 
porcentagem de oxigênio para todos os carvões, sendo que o 
maior ganho de oxigênio foi observado para o AC.O3-H2O.BSA 
(12,92 %), seguido pelo AC.O3.BSA (7,73 %), AC.O3-NaOH.BSA 
(5,19 %) e AC.BSA (2,85 %).  

Com relação ao elemento carbono, observa-se que a 
porcentagem deste elemento decresce após a exposição à luz 
UV, assim como foi evidenciado nos experimentos realizados em 
presença de luz e ausência de Albumina (Tabela 3). Como 
previamente discutido, parte da estrutura carbonosa do carvão é 
liberada para a fase aquosa, sendo detectada nas análises de 
carbono orgânico total. 

Os teores de nitrogênio também aumentaram em quase todas 
as reações de fotólise na presença de albumina, com exceção da 
amostra AC O3-H2O. 

Pode-se notar uma diminuição do teor deste elemento na 
amostra AC O3-H2O, isto ocorre, pois mesmo sendo constatada a 
presença de ligações características de proteína detectadas na 
análise de FTIR do sólido, a hidrofilicidade deste suporte é 
superior a dos outros suportes, portanto, a quantidade de água 
retida durante a imobilização se torna um fator expressivo, 
notado inclusive pela elevação do teor do elemento hidrogênio, 
fato diferenciado das outras amostras de carvão estudadas. 

O cálculo da quantidade de albumina imobilizada (molecular 
ou seus fragmentos) é impossibilitado, uma vez que há uma 
parte da estrutura carbonosa que é perdida por solubilização na 
fase aquosa, além de parte da albumina sofrer reações de 
fotólise em fase aquosa, na ausência de carvão. 

 

5.4.4 Espectroscopia Fotoeletrônica de Raio-X (XPS) 

 

As amostras AC.O3 e AC.O3.BSA (carvão oxidado com ozônio 
e carvão oxidado com ozônio e fotoinserido), foram selecionadas 
e analisadas por espectroscopia fotoeletrônica de raio-X. Os 
elementos C, O, N e S foram identificados e seus espectros de 
energia de ligação foram caracterizados por meio da 
deconvolução dos picos. 
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A Tabela 8 apresenta as bandas de energia de interesse 
observadas nos resultados destas análises. 

 
Tabela 8 - Bandas de energias do espectro XPS. 

Tipo Banda de energia (eV) 

C 
Csp

3
 (A)* 285 

Csp
2
 (B)* 284-284.2 

C-O (C)* 285.8-285.9 
C-O (D)* 286.3-286.5 
C=O (E)* 287.9-288 
C=C (eletrons π de anel aromático (F) 290.4-290.6 

O 
C=O 531.5 

C-O (éter, éster, álcool e –O–Ar) 532.51-532.76 

Oxigênio (acido carboxílico) 533.78-533.93 

* Letras relacionadas ao correspondente no espectro de XPS na  
Figura 46 

 

A Figura 46 mostra os resultados dos espectros de XPS 
obtidos com referência ao elemento carbono. 

 
Figura 46 - Espectros de XPS de carbono das amostras (a) AC.O3 e 
(b) AC.O3.BSA. 

 

 
 

 

a b 
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As análises das ligações de carbono mostraram os mesmos 
picos característicos tanto no AC.O3 quanto AC.O3.BSA (Figura 
46 e Figura 47), porém suas intensidades variaram. As análises 
de carbono para AC.O3 e AC.O3.BSA mostram um decréscimo 
na intensidade dos picos após a reação de fotoinserção, este fato 
também foi observado nas análises elementares demostradas na 
Tabela 7 na qual a porcentagem de carbono diminui após a 
reação com a luz. A análise de COT do líquido coletado durante 
a fotólise dos carvões (Tabela 5) também apontam para o 
rompimento das ligações entre os carbonos com a liberação de 
pequenos fragmentos do carvão ativado na forma de carbono 
orgânico. 

A Figura 47 mostra os resultados dos espectros de XPS 
obtidos com referência ao elemento oxigênio. 

 
Figura 47 - Espectros de XPS de oxigênio das amostras (a) AC.O3 e 
(b) AC.O3.BSA. 

 

 
 

  

A natureza dos picos observados na análise das ligações de 
oxigênio é a mesma para as duas amostras, porém, os picos 
tiveram aumento de 150 % na intensidade, indicando assim a 
inserção de novos grupos oxigenados após a reação com a luz 
UV. 

A Figura 48 apresenta os resultados obtidos para a análise de 
XPS em relação as ligações feitas pelo elemento nitrogênio. 

 
  

a b 
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Figura 48 -Espectros de XPS para o nitrogênio nas amostras AC.O3 
e AC.O3.BSA. 

 

  

  

Os espectros relacionado ao nitrogênio da amostra AC.O3 
indicam a ausência de ligações deste elemento, como ilustrado 
na Figura 48. Em contrapartida as análises realizadas com a 
amostra AC.O3.BSA indicam a presença de uma forte banda em 
400.3 eV, esta banda de energia é característica de aminas. 
Ithurbide e colaboradores (2007) encontraram este mesmo sinal 
para albumina BSA. Assim também neste trabalho, acredita-se 
que o sinal de nitrogênio presente apenas na amostra 
AC.O3.BSA indica a fotoinserção de albumina, ou fragmentos da 
proteína. 

Por meio da análise elementar da BSA mostrados na Tabela 9 
foi possível obter a composição atômica da BSA, levando em 
consideração a massa molecular da mesma que é de 66.462 g 
mol

-1
 (Sigma-aldrich). Considerando também que no inicio a 

amostra de carvão AC.O3 não apresentava porcentagens em 
massa de enxofre (S2p) nem nitrogênio (N1s), utilizou-se então o 
N para cálculo de inserção da BSA, tendo em vista que este 
elemento é característico para a inserção de proteínas.  
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Tabela 9 - Cálculos considerando a massa de BSA obtidos na 
análise elementar da mesma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

a
 Dados obtidos da análise elementar (Tabela 5). 

b
 composição atômica 

C2720H4380O1149N718S32. 

 

Na Tabela 10 estão os valores calculados para as 
porcentagens de elementos esperados após a fotoinserção da 
BSA completa e também os dados obtidos via a análise de 
espectrometria de raio-x (XPS).  

 

Tabela 10 - Composição do espectro XPS do carvão ativado 
ozonizado (AC.O3) e na presença de albumina de soro bovino 
(AC.O3.BSA) 

Amostra Inicial 
AC.O3

b 
Final 

AC.O3.BSA 
Calculado

a 

elemento % % % 
S2p  0,49 0,15 
C1s 90,99 85,14 83,87 
O1s 9,02 10,91 12,53 
N1s  3,45 3,45 
Total 100 99,98  

a
Calculado da reação: carvão +BSA →Carvão.BSA 

 

Observa-se que para o elemento carbono calculou-se uma 
porcentagem de 83,87 % de massa na amostra após a 
fotoinserção e, comparativamente, observou-se 85,14 % nas 
análises de XPS, ou seja, os dados calculados são próximos dos 
obtidos pela análise, podendo assim reforçar a possível 
fotoinserção da BSA. 

Considerando também que no início a amostra de carvão 
AC.O3 não apresentava porcentagens em massa de enxofre 
(S2p) nem nitrogênio (N1s), utilizou-se então o N para cálculo de 

Elemento massa%
a 

Mol em  
100 g 

Mol em 
66.462 g 

Aprox.
b 

C 49.11 0,41 2720,29 2720 
H 6.59 6.59 4379,85 4380 
N 15.12 1.08 717,79 718 
S 1.52 0.05 31,90 32 
O 27.66 1.73 1149,13 1149 
Total  100  66.462  
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inserção da BSA, tendo em vista que este elemento é 
característico de proteínas, comprovando a inserção. 

 

5.4.5 Espectrometria de massa por tempo de voo com 
desorção a laser e ionização assistida por Matriz (MALDI-
TOF MS) de BSA e AC.O3.BSA 

 

Esta análise foi realizada como padrão de ionização e determinação 
dos picos característicos da molécula conforme a  

Figura 49Figura 49. 
 
Figura 49 – Espectro de MALDI-TOF de BSA*  

 

 
* análise realizada no Serviço de Análises Médicas de Corunha, 
Espanha. 
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As análises de MALDI-TOF realizadas com albumina BSA 
mostram picos de massa característicos da massa molecular da 
albumina, ou seja, em torno de 66500 g mol

-1
 por carga, há 

também o pico de 33366 que caracteriza a massa de BSA 
quando há duas cargas ionizadas por molécula. 

Porém as análises realizadas com as amostras de carvão não 
apresentam ionização, sendo assim impossível observar os picos 
de massas dos admissíveis fragmentos orgânicos fotoinseridos.  

A Figura 50 apresenta o espectro da amostra AC.O3.BSA, 
porém as demais análises também apresentam espectros muito 
semelhantes, observa-se comparativamente que a intensidade 
de sinal das amostras com o carvão-albumina estão na faixa de 
25.7 kv, o que é característico de amostras pouco ionizáveis 
(Kailasa e Wu, 2012), observando-se o espectro da albumina 
evidencia-se a intensidade de 9500 (Figura 49) Este resultado 
demonstra a forte ligação entre os carvões e os ligantes, pois a 
energia utilizada para ionizar uma carga positiva da amostra não 
foi o suficiente para romper a ligação carvão-BSA, e assim, não 
houve dados de tempo de vôo para serem coletados, bem como 
obter o tamanho da molécula fotoinserida. 
 
Figura 50 - Espectro de MALDI-TOF de AC.O3-BSA 
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5.5 Reações de Fotoinserção da tirosina (T) nos 
diferentes carvões 

 
As reações de fotoinserção de Tirosina foram realizadas com 

o objetivo de compreender melhor as reações com albumina, 
tendo em vista que este aminoácido é um dos produtos da 
decomposição da BSA (Yokoyama et. al., 2002) 

A Tabela 11 apresenta os resultados das amostras de carvão 
submetidas aos testes de fotoinserção em solução de tirosina 
100mg L

-1
. 

 
Tabela 11 - Análise elementar dos carvões ativado e modificados, e 
seus respectivos após a reação de fotoinserção de tirosina. 

Amostra %N %C %H %S %O 

AC 0,39 84,58 0,30 0,55 14,18 

AC.T 0,70 78,11 1,04 0,44 19,71 

AC O3 0,35 78,87 0,53 0,41 19,84 

AC O3.T 0,42 77,66 0,87 0,47 20,58 

AC O3-H2O 0,36 82,15 0,44 0,49 16,56 

AC O3-H2O.T 0,32 79,79 0,63 0,48 18,78 

AC O3.NaOH 0,37 86,00 0,23 0,46 12,94 

AC O3.NaOH.T 0,75 84,81 0,50 0,45 13,49 

 
 
Diferentemente da análise feita com a molécula de albumina 

durante a fotoinserção sobre os suportes estudados, no caso da 
tirosina, a análise da tabela de composição elementar obtida 
deve ser feita com base na estrutura da molécula de tirosina e 
sua composição molecular. Cada molécula de tirosina é 
composta em massa por 59,85 % de carbono, 6,08 % de 
hidrogênio, 7,73 % de nitrogênio e 26,52% de oxigênio. A análise 
da Tabela 11 em termos de oxigênio não permite observação 
clara da inserção da tirosina sobre o carvão. Tampouco a 
molécula de enxofre representaria algum valor sobre o total 
inserido devido a composição do aminoácido naturalmente não 
apresentar este elemento.  
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Os teores de carbono e hidrogênio medidos nesta análise 
também não apresentaram importância relevante em relação à 
quantidade de tirosina ligada aos suportes uma vez que o próprio 
carbono apresenta estes elementos em concentração 
considerável e os tratamentos realizados tendem a modificar a 
distribuição destes elementos no adsorvente. 

Em relação ao nitrogênio se pode observar o acréscimo de 
0,31 e 0,38 % do teor medido deste elemento nas amostras AC.T 
e AC.O3.NaOH.T, respectivamente. O potencial de inserção de 
moléculas pequenas observado no carvão ativado in natura teve 
seu potencial reduzido nas amostras ozonizadas com ozônio 
puro e contendo água. Este fato se deve principalmente à 
destruição da estrutura microporosa do carvão diminuindo sua 
afinidade com a matriz carbonácea produzida. Porém, a 
quantidade de tirosina ligada na amostra ozonizada em meio 
alcalino, tomando como base o teor de nitrogênio, mostra 
comportamento semelhante ao observado no ensaio realizado 
com o carvão ativo sem tratamento.  

Sabe-se que a estrutura do carvão sofre modificações com a 
ozonização em diferentes condições reacionais. Para a amostra 
ozonizada em meio alcalino se pode constatar que esta contém 
estrutura predominantemente microporosa, fato o qual foi um 
obstáculo para a imobilização da albumina, porém agora 
favoreceu a reação com a tirosina, devido ao seu tamanho 
molecular reduzido em comparação com a albumina. 

Embora a análise elementar dos sólidos após a reação de 
fotoinserção da tirosina tenham apontado pela inserção bem 
sucedida, nenhum dos grupamentos funcionais esperados nos 
sólidos foi identificado nos espectros de FTIR dos sólidos (Figura 
51). 

Eram esperados picos intensos entre 1600 a 1500 que 
caracterizariam a presença de ligações C=O de ácidos 
carboxílios (1615 cm

-1
), vibrações das ligações C-C de 

aromáticos (1596 cm
-1

) e ligações NH2 (1565 cm
-1

) da tirosina 
(Wojciechowska, et al., 2012).  
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Figura 51 - Espectro de Infravermelho com Transformada de 
Fourier dos carvões após a reação de fotoinserção de tirosina. 

 

 
 
As análises termogravimétricas dos sólidos com tirosina 

inserida (Figura 52 a Figura 55) revelaram que existe uma maior 
perda de massa para seus precursores com exceção do carvão 
ativado sem tratamento, o qual apresenta a maior perda de 
massa, o termograma do AC.T  pode indicar para a inserção de 
tirosina, assim como observado na análise elementar para o 
mesmo carvão, que indicou um acréscimo de nitrogênio. 

Figura 52 - Análise Termogravimétrica do AC antes e após a reação 
de fotoinserçãocom tirosina (T), taxa de aquecimento de 5°C até o 
máximo de 800°C em atmosfera de N2. 
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Figura 53 - Análise Termogravimétrica do AC.O3 antes e após a 
reação de fotoinserção com tirosina (T), taxa de aquecimento de 5°C 
até o máximo de 800°C em atmosfera de N2. 

 

 
 

 
Figura 54 - Análise Termogravimétrica do AC.O3-H2O antes e após 
a reação de fotoinserção com tirosina (T), taxa de aquecimento de 
5°C até o máximo de 800°C em atmosfera de N2. 
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Figura 55 - Análise Termogravimétrica do AC.O3-NaOH antes e 
após a reação de fotoinserção com tirosina (T), taxa de aquecimento 
de 5°C até o máximo de 800°C em atmosfera de N2. 

 

 
 
 
A Tabela 12 resume os valores de perda de massa dos 

carvões resultantes dos diferentes tratamentos, após a reação de 
fotoinserção, e suas respectivas atribuições. 

Contudo comparando-se, a qual apresenta a perda de massa 
dos carvões tratados antes das reações de fotoinserção, 
observa-se que alguns intervalos de perda de massa também 
são caracterizados pela perda de matéria volátil e decomposição 
de ácidos carboxílicos. 

O carvão que se destaca na maior perda de massa em 
comparação ao carvão original é o carvão ativado, com o 
aumento de aproximadamente 12,5 %. 
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Durante o tratamento térmico, os gases emitidos do 
aquecimento de cada uma das amostras (Figura 56 a Figura 59) 
foram analisados e revelaram a presença de CO2, H2O, e 
compostos orgânicos voláteis, principalmente. 

Da mesma forma que identificado para o carvão ativado e 
para os carvões modificados, a sequência de picos identificados 
na região entre 1500  e 1660 cm

-1
 são característicos das 

vibrações do esqueleto aromático residual de lignina presente no 
carvão. Também foram identificadas as bandas atribuídas à 
presença de CO2 na região entre 2250-2400 cm

-1
 característicos 

do estiramento assimétrico da ligação C=O e na região entre 
3500-4000 cm

-1
os picos atribuídos à presença de água gerada 

pela liberação de umidade presente na amostra, bem como 
originadas pela decomposição dos grupos hidroxila.  

Não foi possível identificar a presença de compostos 
nitrogenados ocasionalmente gerados pela decomposição da 
tirosina imobilizada em nenhum das amostras estudadas. Tal fato 
é atribuído ao tamanho médio das macromoléculas presentes no 
carvão em relação ao tamanho reduzido e definido da tirosina 
não podendo então esta técnica detectar de forma precisa a 
quantidade de matéria liberada exclusivamente pela tirosina sem 
a influência do carvão. 

 
Figura 56 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.T 
durante a análise termogravimétrica. 
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Figura 57 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra 
AC.O3.T durante a análise termogravimétrica 

 

 
 
 
Figura 58 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3-
H2O.T durante a análise termogravimétrica. 
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Figura 59 - Análise de FTIR dos gases coletados da amostra AC.O3-
NaOH.T durante a análise termogravimétrica. 

 

 
 

As análises realizadas com tirosina apresentaram 
comportamento distinto a fotoinserção com albumina. Devido ao 
menor tamanho da molécula de Tyr em comparação com a 
proteína, a mesma não apresentou impedimento a fotoinserção 
com carvão ativado sem tratamento.  

Já as reações com os carvões tratados com ozônio não 
evidenciaram a possível inserção do aminoácido, a análise 
elementar apresentou acréscimo na porcentagem de nitrogênio 
apenas para os carvões AC e AC.O3.NaOH. Já os termogramas 
destacam a maior perda de massa apenas para AC em 
comparação com o carvão antes da reação de fotoinserção. 
Assim, a tirosina não é apenas o único fragmento a se inserir 

durante as reações, é possível a inserção de outro fragmento 

maior de albumina (-Asp-Glu-Thr-Tyr-Val-Pro-Lys-) (Yokoyama et 

al., 2002) ou mesmo a BSA completa, tendo em vista o maior 

número de picos presentes no FTIR da albumina (figura 45) 

maior perda de massa em seus  termogramas (Figura 37 a 40)  

em comparação as reações com tirosina. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 
No presente trabalho foram realizados estudos de oxidação 

do carvão ativado com ozônio em meios diferenciados (ozônio, 
ozônio em meio úmido e ozônio em meio básico). Averiguou-se 
que os diferentes tratamentos com ozônio produzem 
funcionalidades orgânicas em diferentes extensões na superfície 
do carvão ativado. Tanto os estudos termogravimétricos como a 
identificação espectroscópica no infravermelho revelaram que o 
tratamento com ozônio ou ozônio na presença de umidade 
produziram maior quantidade de funcionalidades oxigenadas, 
que se decompuseram termicamente para liberar principalmente 
CO2 em temperaturas relativamente baixas. 

O ozônio molecular foi responsável pela oxidação dos 
carvões e a presença de radicais hidroxila, presente na formação 
de AC.O3-H2O e AC.O3-NaOH,  inibiu a oxidação, pois apesar de 
sua alta reatividade este radical não é seletivo e age na 
decomposição do próprio ozônio molecular. Assim, quanto maior 
a presença de radicais hidroxila, menor a oxidação dos carvões 
tratados, devido às reações competitivas que ocorrem em 
paralelo à oxidação da superfície do carvão. 

Conclui-se de que o contato direto do ozônio com o carvão 
favoreceram a formação mais controlada da quantidade de 
grupos oxigenados na superfície e que o tratamento via úmida 
tornaram este controle mais difícil nas condições experimentais 
estudadas. 

Por meio das análises superficiais BET pode-se perceber 
que a oxidação por ozônio causou um decréscimo na área dos 
carvões após a oxidação, AC.O3 obteve a maior redução com 
uma área de 754 m

2 
g

-1
, como resultado da maior extensão de 

oxidação superficial. A ozonização causou um colapso de 
algumas paredes dos poros, diminuindo o volume ou bloqueio 
dos microporos pela inserção dos grupos funcionais. AC.O3-
NaOH foi a amostra que apresentou a maior área superficial 
dentre as amostras oxidadas, porém este carvão demonstrou ter 
uma tendência para adsorção em monocamadas, um dos 
motivos pela pequena inserção de albumina. 

A fotólises dos carvões foram realizadas e observou-se por 
meio das análises termogravimétricas, Infravermelho e Carbono 
Orgânico Total que durante as reações com luz UV houve 



 
 

liberação de compostos orgânicos. Os termogramas 
demonstraram a obtenção de carvões mais estáveis 
termicamente, devido à perda de grupos oxidantes, confirmados 
pelos espectros IR com a extinção das bandas entre 1350 e 950 
cm

-1
. Logo, pode-se induzir que a decomposição por fotólise 

indicou sítios mais reativos a excitação pela luz e também sítios 
favoráveis à inserção dos compostos estudados.  

Os estudos de fotólise da albumina mostraram que 78,8 % 
de sua intensidade de fluorescência foi perdida e que em 
contrapartida a absorbância no UV-vis apresentou um acréscimo 
de 55%. Modificações na estrutura da molécula deixaram mais 
expostos aminoácidos como a tirosina que tem maior 
absorbância em 270 nm, assim também este aminoácido é um 
dos responsáveis pela fluorescência da proteína. 

As reações de fotoinserção de BSA apontaram para a 
ligação da albumina ou fragmentos da mesma. Os termogramas 
indicaram que os carvões obtidos das reações de inserção 
apresentaram maior perda de massa que seus respectivos 
carvões de partida. Os espectros IR evidenciaram o surgimento 
de bandas largas e complexas, com comportamentos 
característicos de proteína. E as análises elementares 
apresentaram ganho na porcentagem de oxigênio para todos os 
carvões. Já os gases liberados durante TGA analisados por FTIR 
mostraram distintos gases sendo liberados para cada amostra, 
indicando que a BSA inseriu-se de forma diferente em cada 
carvão. 

Dentre os carvões estudados o que apresentou melhor 
inserção foi o carvão AC.O3.BSA, suas análises de área 
superficial indicam a menor área superficial, ou seja, maior 
oxidação do seu carvão de partida. Assim também, seu 
termograma apresentou maior perda de massa nos intervalos de 
100 a 180°C e 180 a 500°C característicos da desnaturação e 
decomposição da BSA respectivamente. 

Por este motivo analisou-se o carvão AC.O3 e AC.O3.BSA 
por espectroscopia fotoeletrônica de Raio-x e confirmou-se a 
fotoinserção pelo aumento dos picos de oxigênio em 150% na a 
amostra AC.O3.BSA, o espectro de nitrogênio que não estava 
presente em AC.O3 foi evidenciado na amostra com albumina 
este pico de nitrogênio em 400,3 eV é característico de amina da 
albumina. 
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Por ser destacado na literatura que a tirosina é um dos 
fragmentos da fotólise de albumina fez-se o estudo da 
fotoinserção deste aminoácido nos carvões. Porém as análises 
realizadas com tirosina apresentaram comportamento distinto à 
fotoinserção com albumina. Concluindo-se assim, que a as 
reações com albumina não inseriram apenas tirosina, ligaram-se 
fragmentos maiores ou até toda a proteína. 
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