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RESUMO

Um método de sintese verde foi utilizado para a preparacdo de um compdsito de
nanoparticulas de fibroina-prata (Fib-NPsAg) em meio aquoso. A metodologia é
baseada na reducao direta dos ions de prata de fibroina sem a adicdo de qualquer
outro agente redutor. O espectro Raman da fibroina purificada € dominado por duas
bandas mais fortes devido as ligacées peptidicas, incluindo a vibragdo amida | a
1665 cm™ (vibragdo de alongamento C = O principalmente), a vibracdo amida Ill a
1230 cm™ (principalmente NH no plano de curvatura e vibragdes de alongamento
CN), e vibracdo de alongamento C*-C a 1085 cm™. As imagens de microscopia
eletrdnica de varredura mostraram que o compoésito Fib-NPsAg exibe uma estrutura
hiper ramificada com tamanhos micrométricas entre 500-1000 um, que é formado
como resultado de uma agregacao hierarquica de pequenas unidades micrométricas
fibroina-prata. Os espectros de absorcdo de UV-vis dos quatro coldides Fib-Ag
exibiram bandas com diferentes intensidades e em posicoes de 415-445 nm,
correspondendo a ressonancia de plasma de superficie localizada (RPSL). A
intensidade da banda RPSL e a sua posicdao sao dependentes da condicao
experimental utilizada para a sintese do composto Fib-NPsAg. Este resultado sugere
que a solucao dialisada e sob agitacdo € a melhor condicdo para preparar o
composto Fib-NPsAg, caso o objetivo é a obtencdo de concentragdo elevada de
prata. fons Na* e Ca** podem competir com os fons de prata por sitios de adsorcdo
das fibras, que deve ser o que interfere significativamente no processo de reducao
de Ag* para Ag’. Consequentemente, esta interferéncia conduz & formacédo do
compoésito Fib-NPsAg com baixa concentracdo de nanoparticulas de prata. Além
disso, pode-se concluir que a condicdo de agitacdo também é um parametro
importante para esta abordagem sintética. A banda RPSL aumenta
significativamente a sua intensidade para as solucbées mantidas sob agitacdo, até
mesmo para a solucdo sem a etapa de dialise Este resultado indica que a banda
plasmon do composito Fib-NPsAg pode ser ajustada alterando as condi¢des
experimentais, que € um parametro importante a ser controlada para aplicacoes
plasménicas deste composto. NPsAg foram sintetizadas utilizando AgNQOs3, gelatina,
glicose e NaOH como precursor de prata, agente estabilizador, redutor e acelerador
de reagao, respectivamente. As nanoparticulas sintetizadas foram caracterizadas por
Espectroscopia UV-vis, Espalhamento de Luz Dindmico e Microscopia Eletronica de
Transmissédo (Transmission Electron Microscopy — TEM). As NPsAg apresentram
concentragéo inibitéria minima em concentragdes baixas e atividade antimicrobiana
contra uma bactéria gram-positiva (B. subtilis) e uma gram-negativa (E. coli). Porém,
as nanoparticulas de prata foram mais eficazes contra a bactéria B. subtilis. Além
disso, nado foi observada atividade antimicrobiana em solucbes que nao
apresentavam as nanoparticulas (controle), mostrando que a atividade
antimicrobiana esta diretamente relacionada com as NPsAg.

Palavras chave: Fibroina. Compdsito Fibroina-Prata. Plasménico. Sintese verde.
Gelatina.



ABSTRACT

A green synthesis method was used for preparation of fibroin-silver nanoparticles
composite (Fib-NPsAg) in aqueous media. The methodology is based on the direct
reduction of the silver ions by the fibroin without adding any other reducing reagent.
The Raman spectrum of the degummed fibroin is dominated by the strongest bands
due to the peptide bonds, including the amide | vibration at 1665 cm™ (mainly C=0
stretching vibration), the amide Ill vibration at 1230 cm™ (mainly N-H in-plane
bending and C-N stretching vibrations), and C®-C stretching vibration at 1085 cm™.
Scanning electron microscopy images showed that the Fib-NPsAg composite exhibit
an hyperbranched structure with micrometric sizes between 500-1000 ym, which is
formed as a result of an hierarchical aggregation of micrometric silver-fibroin small
unities. The UV-vis absorption spectra of the four Fib-Ag colloids exhibited bands
with different intensities and positions at 415-445 nm, corresponding to the localized
surface plasmon resonance (LSPR). The LSPR band intensity and its position are
dependent on the experimental condition used for the synthesis of the Fib-NPsAg
composite. This result suggests that the dialyzed solution under stirring is the best
condition to prepare the Fib-NPsAg composite, if the objective is to obtain high silver
concentration. Na* e Ca®" ions can compete with the silver ions by the adsorption
sites of the fibers, which should be interfering significantly in the reduction process
from Ag* to Ag®. Consequently, this interference leads to the formation of the Fib-
NPsAg composite with low concentration of silver nanoparticles. Moreover, it can be
concluded that the stirring condition also is a significant parameter for this synthetic
approach. The LSPR band significantly increase its intensity for the solutions kept
under stirring, even for the solution without the dialyze step This result indicated that
the plasmon band of the Fib-NPsAg composite can be tuned changing the
experimental conditions, which is an important parameter to be controlled for
plasmonic applications of this composite. NPsAg were synthesized using AgNOs,
gelatin, glucose and NaOH as silver precursor, stabilizing agent, reducing agent and
reaction accelerator, respectively. The nanoparticles synthesized were characterized
by UV-vis spectroscopy, Dynamic Light Scattering and Transmission Electron
Microscopy (TEM). NPsAg had minimal inhibitory concentration at low concentrations
and antimicrobial activity against gram-positive (B. subtilis) and gram-negative (E.
coli) bacteria. However, silver nanoparticles were more effective against B. subtilis
bacteria. In addition, no antimicrobial activity was observed in solutions that did not
present the nanoparticles (control), showing that the antimicrobial activity is directly
related to the NPsAg.

Keywords: Fibroin. Silver-fibroin composite. Plasmonic. Green synthesis. Gelatin.
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1. INTRODUCAO

Essa dissertacdo descreve a preparacdo e caracterizacdo de nanocompositos
hibridos com base em biopolimeros. Em particular foi estudada a sintese e caracterizacdo de
nanoparticulas metdlicas de prata (NPsAg) em fibroina de seda e gelatina. No Capitulo 1 sdo
apresentados os seguintes topicos: introdugcdo, nanotecnologia; nano — as tribulacoes de um
prefixo; linha do tempo — nanotecnologia pré-moderna e a linha do tempo — “uma breve
historia das coisas pequenas na era moderna”. O capitulo introdutorio é concluido com a

exposicdo dos objetivos gerais e especificos dessa dissertacdo

1.1 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia faz parte de um conjunto de revolugdes técnicas que
permearam a humanidade nos ultimos séculos. As revolugdes técnicas ocorridas nos
ultimos 300 anos podem ser divididas em: revolugdo geografica, com os navios de
explorag@o que percorriam distancias longinquas; revolug¢éo industrial, com as novas
maquinas a vapor; revolucdo da tecnologia da informagcédo, com a invengdo do
transistor; e a nanotecnologia, com o microscépio eletrénico de tunelamento
(FIGURA 1.1).

Nos séculos XX e XXI| ocorreram duas importantes tecnologias — a
tecnologia da informacao e a nanotecnologia — e ambas desempenham um papel
essencial no desenvolvimento da sociedade e da ciéncia moderna. A tecnologia da
informacéo se desenvolveu por volta de 1947, com a invencao do transistor, e agora
esta em progressdao pelo mundo inteiro. A segunda € a nanotecnologia, que
desempenhara um papel fundamental no desenvolvimento das diversas ciéncias e
tecnologias, em decorréncia de sua aplicacdo em diversos campos. A
nanotecnologia é uma ciéncia interdisciplinar e atravessa as tradicionais fronteiras
do conhecimento da quimica, fisica, biologia, engenharia e ciéncias da terra (RAl,
2013).

A palavra “Nanotecnologia” chamou a atencdo de diversos meios de
comunicacao (redes de TV, internet, jornais, etc.), o fascinio e a imaginacdo da
comunidade em geral logo apdés o seu surgimento. A National Nanotechnology
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Iniative (NNI) — um programa federal dos Estados Unidos de pesquisa em ciéncia,
engenharia e desenvolvimento tecnolégico, em nanoescala — define nanotecnologia
como a manipulagcado da matéria com ao menos uma dimensdo na ordem de 1 a 100
nandmetros (1nm = 10°m, um bilionésimo de um metro) (HORISKOSHI; SERPONE,
2013).

O surgimento de propriedades intrinsecas magnéticas, Opticas, eletrbnicas,
quimicas, mecanicas, dependentes da nanoescala, resultou em uma grande
aceitacdo da nanotecnologia por parte da comunidade cientifica mundial (RAl,
2013).

FIGURA 1.1 — PRINCIPAIS REVOLUGOES TECNICAS OCORRIDAS NOS ULTIMOS
SECULOCS.

NAVIOS MAQUINA A VAPOR 1° TRANSISTOR MICROSCOPIO ELETRONICO DE
TUNELAMENTO

.

F

EIN '} - . ’ Fa: ‘ : %
' REVOLUGAO REVOLUCAO
REVOLUCAO REVOLUCAO DA TECNOLOGIA DE NANO
GEOGRAFICA INDUSTRIAL INFORMACAO
1492 1769 1947 1979  TtempPO
KILOMETRO MILIMETRO MICROMETRO NANOMETRO ESCALA
EXPLORAR O TAREFAS TAREFAS MENTAIS ~ TAREFAS MENTAIS b cmvo
MUNDO FISICAS SIMPLES COMPLEXAS
b 4
NANOMECANICA £
MECANICA MICROMECANICA NANOELETRONICA ‘3“
ELETRICIDADE MICROELETRONICA NANOQUIMICA &

NANOBIOLOGIA

FONTE: Adaptado de BAYINDIR, 2015.

Novos materiais e dispositivos foram e podem ser criados, a partir da

Nanociéncia e Nanotecnologia, com a pesquisa em equipamentos e procedimentos
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adequados para a manipulacdo individual de atomos e moléculas (WHITESIDES,
2005).

1.2 NANO - AS TRIBULAGOES DE UM PREFIXO

Uma lenda menciona que o poeta grego Minermo de Colofon, por volta do
ano 600 antes da era moderna, foi enfeiticado por uma flautista chamada Nanno.
Marinheiros deixaram o porto da Fécida, nessa mesma época, em dire¢éo ao litoral
sul da Galia. Uma tribo liguria, cujo rei chamava-se Nann e tinha uma filha para
casar, vivia na regido onde atualmente é Marselha. Essa tribo estava em vias de ser
colonizada pelos gregos. A filha de Nann devia escolher o futuro marido durante um
banquete real e, um concurso de circunstancias, fez com que a princesa escolhesse
um dos marinheiros gregos em detrimento ao seu pretendente ligurio. No banquete
real foram servidos paezinhos de mel, que séculos mais tarde, no mesmo porto de
Marselha, seriam ainda conhecidos como “nannos”. Os “nannos” foram esquecidos e
nem os filésofos gregos, que conceberam o conceito de a&tomo, nem os cientistas
modernos, séculos mais tarde, com o surgimento da microscopia O&ptica
ressuscitaram o termo nannos, que significa “ando” em grego, para qualificar as
pequenas coisas da natureza invisiveis a olho nu. Do grego mikros, que significa
“pequeno”, o prefixo “micro” prevaleceu para a posterioridade e o microscopio — que
permite visualizar o que é invisivel a olho nu — ajudou a marcar para sempre 0
prefixo “micro” para o que é pequeno (JOACHIM, PLEVERT, 2009).

Em 1909, na Alemanha, apareceu pela primeira vez o “nanno” como um
termo cientifico. Hans Lohmann, eminente professor de zoologia da Universidade de
Kiel e por ocasiao de um seminario da Sociedade Alema de Zoologia, propos
denominar algas microscopicas — (Calycomonas gracilis Lohmann) com dimensdes
inferiores a um micrémetro (1 um) — de Nannoplankton, ao observar esse tipo de
organismo em seu microscépio optico (HORISKOSHI; SERPONE, 2013). O prefixo
nanno foi utilizado por Lohmann — que sentiu a obrigacdo de forjar um prefixo para
qualificar os objetos de dimensdes inferiores ao micrometro — baseado no argumento
que nannos é a traducdo grega da palavra alema Zwerg, que significa “anao”. O
prefixo “nanno” fez sua segunda aparigéo cientifica na histéria em outubro de 1958,

durante a sessao da Comissao Internacional de Pesos e Medidas. Como proposto
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pelo soviético G. Bourdoun, em 1956, o termo nandmetro foi reconhecido como a
bilionésima parte do metro e os membros do Comité determinaram um uUnico “n” em
nano, em respeito as regras segundo as quais prefixos gregos séo atribuidos aos
multiplos — “quilo” é retirado do grego khilioi (mil) — e prefixo latinos aos submultiplos
— milésimo (107®) “mili” vem do latim millesimus (JOACHIM, PLEVERT, 2009).

Nos anos 1950 foi necessario encontrar outras raizes para construir outros
prefixos e, desta forma, surgiram gigas e teras — “gigante” e “monstro” em grego,
respectivamente — resultaram em “giga” (10°) e “tera” (10'?). De acordo com essa
l6gica, a raiz latina de “ando” — nanus — foi preterida ao grego nannos para ser
utilizada como prefixo “nano”, quando se desejava exprimir o bilionésimo. Com o
passar dos anos a confusao, entre 0 ando grego — nannos — utilizado pelo zodlogo
H. Lohmann, e o anao latino — nanus — da Comissao Internacional de Pesos e
Medidas, aumentou muito e a utilizacdo dos termos “nanno” e “nano” tornou-se uma
fonte de mal-entendidos. Em 1960, o Comité Consultivo de Linguagem Cientifica da
Academia de Ciéncias da Franga concluiu que a duplicagédo do “n” dependia das
ciéncias nas quais os termos estavam implicados. A medicina, fisiologia e a fisica,
em especial a metrologia, utilizavam o prefixo “nano”, enquanto que a
micropaleontologia e paleontologia conservavam o termo “nanno” (JOACHIM,
PLEVERT, 2009).

Nas proximas décadas as pesquisas em eletrbnica e biologia molecular,
fisica mesoscépica — estudo de objetos do tamanho de uma macromolécula,
situados na escala entre 10 e 100 nanémetros — foram inexoravelmente em direcao
ao mundo “la embaixo” (JOACHIM, PLEVERT, 2009). Entretanto, as conferéncias
cientificas e seminarios proferidos nessa época ndo mencionavam em seus titulos
os termos “nanno” e “nano”. Em 1974, no Japao, ocorreu a terceira histéria com o
prefixo nano. A palavra “Nanotecnologia” foi utilizada em um trabalho publicado por
Norio Taniguchi — especialista em ciéncia dos materiais da Universidade de Toquio —
que descrevia a construcdo do primeiro transmissor eletrdnico unimolecular
(WHITESIDES, 2005). Um microscopio de tunelamento desenvolvido pelos fisicos
Gerd Binnig e Heinrich Rohrer no laboratério de pesquisas da IBM em Zurique,
Suica, permitiu deslocar os atomos um a um e remeteu o prefixo “nano” ao meio
cientifico apds 15 anos de obscuridade. A Digital Instrument — uma empresa com

sede na Califéornia — produziu e comercializou um microscopio de tunelamento
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denominado Nanos-cope I. A primeira revista cientifica de nanotecnologia foi criada
Inglaterra — Nanotechnology — incentivada pelo professor David Whitehouse, um
especialista em industria de precisdo e microengenharia da Universidade de
Warwick.

O prefixo “nano” atingiu a saturacdo, sobretudo em decorréncia de sua
ambicdo de estender sua influéncia em todas as areas e, nas ultimas décadas,
alcangou novos objetivos na quimica, mecanica e biologia. Além disso, declinado
sob o rétulo de convergéncia, comecou a abrir novas fronteiras: a nanotecnologia
comegou a cair em desuso e novos termos foram cunhados, NBIC, sigla de
“nanotecnologias, biotecnologias, tecnologias de informacdo e ciéncias
cognitivas” (FIGURA 1.2).

FIGURA 1.2 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DAS AREAS DE ABRANGENCIA DO
SISTEMA NBIC, SIGLA DE “NANOTECNOLOGIAS, BIOTECNOLOGIAS, TECNOLOGIAS DE
INFORMACAO E CIENCIAS COGNITIVAS”.

Tecnologia da Informacgdo Spin-offs, Base de Dados, Design Assistido por Computador, ...
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FONTE: Adaptado de ROCO, 2014.
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No ambito de angariar capital para a construcdo de industrias ou
investimentos em novas pesquisas, o prefixo hibrido “micro & nano” é utilizado de
maneira categorica como forma de pressao aos 6rgdos governamentais e privados.
Neste emaranhado de termos criou-se uma enorme confusdo e o0s cientistas
preferem atualmente uma escala 1000 vezes menor que o nano, o picémetro (10
12 m). Outros pesquisadores recorrem a “escala atbmica”, uma vez que utilizam os
atomos para designar as tecnologias desenvolvidas em seus laboratorios. Para
complicar um pouco mais a utilizagdo do termo nano, existe muita resisténcia na
paleontologia e biologia que ainda utiliza o prefixo como nanno.

Quéo pequeno € o nano? No Sistema Internacional de Unidades, o prefixo
“nano” significa um bilionésimo, ou seja, 10°. Portanto, um nandmetro & um

bilionésimo de um metro, como mostrado na FIGURA 1.3.

FIGURA 1.3 - QUAO PEQUENO E O NANOMETRO? A ESCALA DAS COISAS E
COMPARAGCOES DE TAMANHO.
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FONTE: Adaptado de BRITANNICA, 2011.
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Antes que os cientistas encontrem um consenso a respeito do termo nano,
no momento, pode-se apenas chegar a conclusdo que: nano — as tribulacoes de

um prefixo.

1.3 LINHA DO TEMPO - NANOTECNOLOGIA PRE-MODERNA

Nanoestruturas sdo tdo antigas quanto a prépria vida, uma vez que o ser
humano utilizava materiais nanométricos desde os primérdios da raca humana. A
histéria da nanotecnologia remonta aos tempos pré-histéricos quando os primeiros
seres humanos utilizaram elementos de ocorréncia natural com escala nanométrica.
Atomos de carbono nanoestruturados, utilizados em pinturas nas paredes das
cavernas, interagiam muito bem com a superficie porosa das rochas e, desta forma,
permaneciam aderidos por milhares de anos.

Os primeiros exemplos de materiais nanoestruturados baseavam-se na
compreensdo empirica dos artesdos e na manipulagdo dos materiais. Utilizagcdo de
altas temperaturas foi um passo comum nos processos de producdo destes
materiais com novas propriedades. Um exemplo desses sistemas nanoestruturados
antigos € a Taca de Lycurgus, que faz parte do acervo do British Museum
(Londres) e data do século IV d.C.; essa taca é considerada a primeira descoberta
arqueoldgica a conter nanoparticulas (FIGURA 1.4) (NANO..., 2016)

FIGURA 1.4 — A TACA DE LICURGO (ROMA) E UM VIDRO DICROICO COMPOSTO DE
NANOPARTICULAS DE OURO E PRATA; AO SER ILUMINADO POR FORA O VIDRO APRESENTA
UMA COR VERDE (OPACA); QUANDO A LUZ E PROVENIENTE DO SEU INTERIOR, O VIDRO
ADQUIRE A COR VERMELHA (TRANSLUCIDA).

FONTE: NANO. GOV NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2016.
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A Taca de Lycurgus é composta de um tipo muito especial de vidro,
conhecido como vidro dicroico, que muda de cor conforme a luz incide sobre o
material. Analise do vidro revelou a presenca de uma pequena quantidade de uma
fina camada de cristais metalicos de prata (Ag) e ouro (Au) com uma relagao molar
de 14:1, que confere as suas propriedades épticas ndo usuais. A presenca destes
nanocristais conferem a Taga de Licurgo as cores verde e vermelha (HORISKOSHI;
SERPONE, 2013).

Um pigmento azul brilhante que era utilizado por diversos povos ha mais de
5 mil anos pode dar o suporte aos cientistas para desenvolver novos nanomateriais.
O primeiro pigmento sintético, o azul egipcio, era utilizado em todo o mundo
mediterraneo para pintar varios tipos de monumentos. Vestigios deste pigmento
foram encontrados na estatua da Deusa lris, no Partenon ou em um famoso afresco,
Lago do Jardim, que se encontra na decoragdo do tumulo do escriba egipcio
Nebamun, em Tebas. Os pesquisadores descobriram que o silicato de calcio e cobre
no azul egipcio se divide em nanofolhas tao finas que milhares delas caberiam num
fio de cabelo (FIGURA 1.5) (JOHNSON-MCDANIEL et al., 2013).

FIGURA 1.5 — PRIMEIRO PIGMENTO SINTETIQO, O AZUL EGIPCIO, ERA UTILIZADO
EM TODO O MUNDO MEDITERRANEO PARA PINTAR VARIOS TIPOS DE MONUMENTOS E SE
DIVIDIDA EM NANOFOLHAS MUITO FINAS.

FONTE: JOHNSON-MCDANIEL et al., 2013.
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Nos séculos IX e XVII, no mundo islamico, esmaltes brilhantes eram
utilizados para conferir brilho as ceramicas e, posteriormente, na Europa, os
pigmentos eram constituidos de prata, cobre ou outras nanoparticulas metélicas
(FIGURA 1.6) (NANO..., 2016).

FIGURA 1.6 - ESMALTES BRILHANTES UTILIZADOS PARA PINTAR CERAMICAS NO
MUNDO ISLAMICO.

FONTE: NANO. GOV NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2016.

A nanotecnologia é muito evidente em varias igrejas antigas. A cor vermelha
rubi utilizada nas janelas de vidro das catedrais, durante a ldade Média, é um
exemplo de aplicagcdo nanotecnoldgica.

O processo utilizado pelos artesdos na fabricagdo do vidro controlava o
tamanho e a forma das nanoparticulas de cloreto de ouro e outros 6xidos e cloretos
metalicos. As nanoparticulas de ouro atuavam também como purificadores
fotocataliticos de ar. As nanoparticulas conferiam também ao vidro cores magnificas,
como pode ser observado em uma rosa que compde os vitrais da Catedral de
Notre Dame de Chartres na Franca (FIGURA 1.7) (JIN et al., 2001).
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FIGURA 1.7 — VITRAL ROSACE NORD DA CATEDRAL DE NOTRE DAME DE
CHARTRES NA FRANCA. AS MUDANGCAS DE COLORACAO NO VIDRO DEPENDEM DA FORMA
E DO TAMANHO DAS NANOPARTICULAS DE OURO E PRATA.

Os Primeiros Nanotecndlogos

Particulas de Au no Vidro Particulas de Ag no Vidro

Tamanho = 25 nm Tamanho = 100 nm

Forma = esférica

Cor = O

Forma = esférica

Cor = .

Tamanho =50 nm Tamanho = 40 nm

Forma = esférica

Cnr:.

Forma = esférica

Cor = .

Tamanho =100 n

Forma = esférica |

Cor = .

FONTE: HORISKOSHI; SERPONE, 2013.

O New York Times publicou em 22 de fevereiro de 2005 uma figura que
mostra a relagdo entre as cores do vidro e o tamanho/forma das nanoparticulas e,
apds muitas décadas, os constituintes presentes nos vidros de varias igrejas
medievais foram determinados pelas modernas técnicas analiticas (FIGURA 1.7)
(JIN et al., 2001).

Nos séculos XllI-XVIII foram desenvolvidas armas de aco ultrarresistentes.
Um exemplo sao as laminas de sabre “Damascus” que continham nanotubos de
carbono e nanofios de cementita (FIGURA 1.8) (NANO..., 2016).
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FIGURA 1.8 — LAMINAS DE UM SABRE “DAMASCUS” COM NANOTUBOS DE CARBONO. A
IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DE ALTA RESOLUGAO (HIGH-
RESOLUTION TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY — HRTEM) MOSTRAM NANOFIOS DE
CEMENTITA REMANESCENTES ENCAPSULADOS POR NANOFIOS DE CARBONO.

FONTE: REIBOLD et al., 2006

A formulacdo de acgo/carbono conferia a arma muita forca, resiliéncia
(propriedade de um corpo retornar a forma original apds ter sido submetido a uma
deformacéo elastica), capacidade de manter a aresta afiada e um padrao moiré de

interferéncia visivel no ago que conferem as laminas a denominagao sabre.

1.4 LINHA DO TEMPO - “UMA BREVE HISTORIA DAS COISAS PEQUENAS NA
ERA MODERNA”

A miniaturizagdo teria comegado em 29 de dezembro de 1959. Embora
existam referéncias anteriores, a apresentacdo do poder revolucionario da
nanotecnologia foi efetuada por Richard Feynman (prémio Nobel de Fisica em
1965). Feynman proferiu discursos extremamente “visionarios” sobre o fato de que
na parte inferior da escala de tamanho — “a principio uma quantidade enorme (de
trabalho) pode ser feito” e “existe um numero enorme de aplicagdes técnicas”
[Feynman em sua famosa palestra intitulada “There’s a Plenty of Room at the
Bottom”, proferida no Encontro Anual da American Physical Society (California
Institute of Technology - Caltech) em 29 de dezembro de 1959] — existe um novo
mundo a ser investigado (FIGURA 1.9) (FEYNMAN, 1960).
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FIGURA 1.9 — CAPA DA REVISTA DO CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY —
CALTECH QUE APRESENTA UM ARTIGO ADAPTADO DA PALESTRA DE FEYNMAN INTITULADA
“THERE’S A PLENTY OF ROOM AT THE BOTTOM”.

There’s Plenty of Room
ENGINEERING AND SCIENCE at the Bottom

An invitation to enter a new field of phywics.
by Richard P Feynman
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7

Esse fabuloso discurso ainda é considerado muitas vezes como um
evangelho e qualificado, de fundador, enquanto Feynman é consagrado Pai das
Nanotecnologias. Orientados pelas “boas novas” do Salvador do Mundo os fisicos
teriam dado origem as nanotecnologias, quando se langcaram na exploragao de um
mundo miniaturizado (JOACHIM, PLEVERT, 2009). Outros cientistas acreditam que
a origem da nanotecnologia ocorreu em 1979, quando os fisicos europeus Gerd
Binnig e Heinrich Rohrer desenvolveram o microscépio de tunelamento (scanning
tunneling microscope — STM) (EIGLER, SCHWEIZER, 1990).

A ordem cronoldgica da histéria da nanotecnologia, na Era Moderna,
comega com o0s experimentos de Faraday e termina com as perspectivas para o ano
de 2020. Os principais exemplos de descobertas, que possibilitaram o
desenvolvimento da nanotecnologia na Era Moderna, foram baseados na

compreensao cientifica, experimentacao e instrumentagéao mais sofisticada.
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FIGURA 1.10 — PRINCIPAIS DESCOBERTAS QUE PERMITIRAM O DESENVOLVIMENTO
DA NANOTECNOLOGIA NA ERA MODERNA (PARTE 1).

Erwin Miiller
Siemens Research g
Laboratory, inventou o
microscapio de emissao
de campo, que permitiu a

Michael Faraday . obtengio de imagens de John Bardeen,
1857 sintetizou : materiais em resolugdo William Shockley e
nanoparticulas de : quase atomica. Walter Brattain
ouro ("rubi" .' """"""""""" (Bell Labs)
coloidal) 1936 descobr.iram 0
transistor
semicondutor.
Jack Kilby = i
1951 trabalhando na Texas

Instruments criou o
conceito e construiu o

Erwin Miiller e SRS .
primeiro circuito integrado. -

foi pioneiro na construcdo do
microscépio de ions de campo,
um meio para a imagem da
disposicdo dos dtomos na
superficie de uma ponta metalica.

Professor Norio Taniguchi
(Universidade de Ciéncias de
Tokyo) cunhou o termo
nanotecnologia para descrever
usinagem de precisao de
materiais com dimensionais na
escala atdmica.

Gordon Moore
co-fundador da Intel,
descreveu na revista

Electronics varias
tendéncias previstas por ele
no campo da eletrénica.

Louis Brus
(Laboratario Bell) descobriu
nanocristais semicondutores
coloidais (quantum dots).

Alexei Ekimov
descobriu
nanocristalinos, pontos
quanticos
semicondutores em
uma matriz de vidro.

Victor La Mer e Robert
Dinegar
desenvolveram a teoria e
um processo para a sintese
de materiais
monodispersos coloidais.

Richard Feynman
proferiu os primeiros discursos sobre
tecnologia e engenharia em escala
atomica “There's a Plenty of Room at the
Bottom”, proferida no Encontro Anual da
American Physical Society (California
Institute of Technology - Caltech).

Gerd Binnig and Heinrich Rohrer
(IBM's Zurich Lab) inventaram o microscopio
eletronico de tunelamento (scanning
tunneling microscope), que permitiu a esses
cientistas “observar” (criar imagens espaciais
diretas) pela primeira vez de atomos
individuais.

Harold Kroto, Sean O’Brien,
Robert Curl, e Richard Smalley
(pesquisadores da
Universidade de Rice)
descobriram o
Buckminsterfullerene
(Fulereno — Cg,).

FONTE: NANO. GOV NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2016.
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FIGURA 1.11 — PRINCIPAIS DESCOBERTAS QUE PERMITIRAM O DESENVOLVIMENTO
DA NANOTECNOLOGIA NA ERA MODERNA (PARTE 2).
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FONTE: NANO. GOV NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2016.

. James Tour e colaboradores (Universidade
de Rice) construiram um carro em
nanoescala com materiais poliméricos &
quatro e rodas de Cg,
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FIGURA 1.12 — PRINCIPAIS DESCOBERTAS QUE PERMITIRAM O DESENVOLVIMENTO
DA NANOTECNOLOGIA NA ERA MODERNA (PARTE 3).

2013

Pesguisadores de
Stanford desenvolvem

Nadrian Seeman e colaboradores
(Universidade de Nova York) criaram
varios dispositives de montagem
robotica em nanoescala de DNA.

! ‘ """""""""" : o primeiro computador
2009/2010 ; de nanotubos de
- 2010 carbono.
A 1BM usou uma ponta de silicone, que mede
apenas alguns nandmetros no seu apice
(semelhante 4s pontas usadas em microsco pios de 2050
forga atdmica), para esculpir o material de um
substrato e criar um mapa de relevo em 3D. SRR EWSHESELDS . """""
2014
e
2020
0 Mercado global de produtos com ‘
nanotecnologia foide $ 1 trilhdo = = rm- s rme e o """"""""" 2

Estudo financiado pela Fundacio
MNacional de Ciéncia estima que seis
milhdes de trabalhadores de
nanotecnologia serio necessirios em
todo o mundo até 2020.

FONTE: NANO. GOV NATIONAL NANOTECHNOLOGY INITIATIVE, 2016.

Ao longo dos anos a tecnologia tornou-se mais “elastica” e transformou-se
em “nanotecnologias”, que deixou de manipular a matéria atomo por atomo e passou
a utilizar diferentes técnicas que permitiram aos cientistas fabricar “pequenos
objetos” com a precisdo da ordem do nan6metro, quando estdo em jogo bilhdes de
atomos. A exploracao desse mundo material “la embaixo”, como mencionado por
Feynman em seu famoso discurso de 1959 no Caltech, apenas percorreu seus

primeiros passos e ainda existe muito a ser explorado.
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1.5 OBJETIVOS
1.5.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi a preparagdo dos bionanocompoésitos
fibroina/prata e gelatina/prata, investigando a dependéncia entre as propriedades
plasménicas destes compdsitos e os parametros experimentais de sintese, visando

ressaltar a versatilidade dos bionanocompdsitos no desenvolvimento de materiais.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Extracdo da fibroina da seda a partir de casulos de bicho-da-seda

domesticado (Bombyx mori);

— Sintese do compdsito fibroina/nanoparticulas de prata;

— Investigacdo da dependéncia entre as propriedades plasmoénicas do
compoésito e os parametros experimentais de sintese (fibroina dialisada e néo
dialisada, sintese da nanoparticula de prata com e sem agitacdo);

— Sintese do compdsito gelatina/nanoparticulas de prata;

— Avaliacao do comportamento da banda plasmon, tamanho de particula e
morfologia das nanoparticulas presentes no compdsito gelatina/nanoparticulas de

prata;

— Determinacdo da  atividade  antimicrobiana do  composito
gelatina/nanoparticulas de prata em uma espécie de bactéria gram-positiva comum
no solo e na agua, Bacillus subtilis (B. subtilis), e uma bactéria gram-negativa
encontrada normalmente no trato gastrointestinal inferior de organismos de sangue

quente, Escherichia coli (E. coli).
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2. REVISAO DA LITERATURA

No Capitulo 2 sdo apresentadas a revisdo da literatura e a fundamentagdo teorica,
nanocompdsitos, bionanocompositos, breve historico das nanoparticulas, nanoparticulas
metdlicas e de prata (NPsAg), a banda plasmon, métodos de sintese de nanoparticulas de

prata, fibroina de seda e gelatina.

2.1 BIONANOCOMPOSITOS

Nanomateriais hibridos (ou nanocompésitos) pertencem a uma classe
seleta de materiais que mais se desenvolveram em modernas areas do
conhecimento das ciéncias e tecnologias (SANCHES et al.,, 2005). Os materiais
hibridos, em escala nanométrica, ocupam um lugar de destaque dentro da area da
ciéncia e engenharia de materiais, especialmente em pesquisas relacionadas aos
novos materiais compdsitos formados da combinacao de componentes organicos e
inorganicos. A interacao entre as fases componentes tem grande influéncia nas
propriedades fisicas e quimicas desses nanomateriais como, por exemplo,
propriedades Opticas, magnéticas e cataliticas (GOMEZ-ROMERO, 2001). O grande
potencial de aplicacdo desses materiais multifuncionais é a obtencdo de
propriedades diferenciadas, em diversos casos, superiores aquelas obtidas para os
materiais puros (SANCHES; ARRIBART; GUILLE, 2005).

Na ultima década, investigacbes de materiais compoésitos de matriz
polimérica tornaram-se um campo notavel de pesquisa e desenvolvimento de novas
tecnologias (PAUL; ROBENSON, 2008). Um exemplo deste tipo de material é a
utilizacdo de nanoparticulas para a liberagdo controlada de farmacos (drug delivery)
(ANNABI et al., 2014), aplicagcbes cosméticas e bactericidas (SABA; TAHIR,;
JAWAID, 2014) e estudos que envolvem propriedades eletrbnicas e dpticas dessa
classe de materiais (Y| et al., 2011). A combinacao de diferentes componentes que
apresentam propriedades diferenciadas como, por exemplo, materiais hibridos
organicos/inorganicos, pode propiciar o surgimento, em decorréncia do
comportamento sinérgico dos materiais constituintes, de novas propriedades ou a
intensificacdo de uma propriedade previamente existente no material (PAUL;
ROBENSON, 2008). Estas propriedades, diferenciadas daquelas encontradas nas
partes individuais dos componentes, torna o material compdsito uma alternativa
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interessante na supressao das limitagdes dos materiais convencionais, geralmente
empregados em suas formas puras, e a viabilidade da exploracdo dos compdésitos
em diversas aplica¢des cientifico-tecnoldgicas. Aléem disso, caso pelo menos um
dos componentes apresente dimensdes na ordem de 1-100 nm, novas propriedades
relacionadas com o efeito do tamanho nanométrico irdo surgir (YUAN; MULLER,
2010). No campo de nanocompositos existe uma grande variedade de aplicacdes
em diferentes areas como a quimica, a ciéncia de polimeros, a medicina e o
desenvolvimento de novos dispositivos eletronicos. Neste contexto, a vantagem da
dimensao de nanoescala em relacdo a uma escala maior € uma questao importante
e deve ser considerada, a fim de aperfeicoar o nanocompdésito resultante.

Dentro da grande diversidade de polimeros, os biopolimeros surgiram como
uma classe versatil de materiais que apresentam potenciais aplicacées em diversas
areas, incluindo os materiais compositos (SU et al., 2011) (YOUNES; RINAUDO,
2015). Quitosana, celulose e fibroina sao biopolimeros e foram investigados por
diversos grupos de pesquisa em todo o mundo; muitos produtos confeccionados a
partir desses polimeros sdo comercializados hoje em dia (YOUNES; RINAUDO,
2015) (KIM et al., 2005) (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010). A seda € uma fibra que
possui baixo custo de producado, além de ser um recurso natural abundante,

renovavel e disponivel no Brasil.
2.2 CONCEITOS - FUNDAMENTACAO TEORICA
2.2.1 NANOPARTICULAS E NANOCOMPOSITOS
A definicdo de nanoparticula e como ela é vista dependem, sobretudo, da
sua aplicacao especifica (HORISKOSHI; SERPONE, 2013).

A TABELA 1 apresenta um resumo da definicdo de nanoparticulas e

nanomateriais, conforme as diversas organizacdes internacionais.
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TABELA 1 - DEFINICOES DE NANOPAR'I:iCULAS E NANOMATERIAIS
UTILIZADAS POR DIVERSAS ORGANIZACOES INTERNACIONAIS:
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION (ISO), AMERICAN
SOCIETY OF TESTING AND MATERIALS (ASTM), NATIONAL INSTITUTE OF
OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH (NIOSH), SCIENTIFIC COMMITTEE ON
CONSUMER PRODUCTS (SCCP), BRITISH STANDARDS INSTITUTION (BSI), E
BUNDESANSTALT FUR ARBEITSSCHUTZ UND ARBEITSMEDIZIN (BAuA).

NANOPARTICULA

NANOMATERIAL

ISO

ASTM

NIOSH

SCCP

BSI

BAuA

Particula com dimenséao
de 1-100 nm (diametro).

Particula  ultrafina cujo
comprimento em 2 ou
3 sitios é de 1-100 nm.

Particula com um diametro
de 1-100 nm, ou uma fibra

atravessando a faixa 1-100 nm.

Pelo menos um dos lados esta

na faixa de nanoescala.

Todos os campos ou diametros

estdo na faixa de nanoescala.

Todos os campos ou diametros

estdo na faixa de nanoescala.

Material para o qual ao
menos um lado ou a
estrutura interna esta

em nanoescala.

Material para o qual
pelo menos um lado
ou estrutura interna

estd em nanoescala.

Material constituido por
uma nano estrutura ou

nanosubstancia.

FONTE: Adaptado de HORISKOSHI; SERPONE (2013).

A existéncia de hibridos, como seres fantasticos e prodigios, j& permeavam

o imaginario humano desde os mais antigos registros da mitologia grega. O grifo, um
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temido guardido do templo dos Deuses, era um hibrido que aliava a cabeca e as
asas de uma aguia (simbolizando a perspicacia e capacidade de voar) e, o corpo de
um ledo (forga). Na natureza os materiais compositos (hibridos) existem desde
épocas remotas e, entre os inumeros compdsitos naturais, dois apresentam
estruturas excepcionais, 0 0sso e a madeira. Nos 0ssos a estrutura € composta por
uma rede de colageno, que constitui o reforco, imersa em uma matriz de
hidroxiapatita, formada a partir dos elementos calcio, sédio, fésforo, magnésio e
flior. O comportamento mecanico do 0sso € resultado da contribuicdo de ambos os
materiais, pois as fibras de colageno séo resistentes a tracéo, enquanto que a matriz
de hidroxiapatita é resistente as cargas de compressao. O outro compésito natural, a
madeira, € formada por fibras de celulose contidas em uma matriz de lignina. Estes
compositos sdo sintetizados através de processos quimicos em meio aquoso, sob
condicbes ambientes de temperatura e pressao, envolvendo interagdes
intermoleculares do tipo ligacdo de hidrogénio e forcas de van der Waals ou
interacdes eletrostaticas (FIGURA 2.1) (ESTEVES; BARROS-TIMMONS;
TRINDADE, 2004).

FIGURA 2.1 — COMPOSITOS NATURAIS. 0SSO FORMADO POR COLAGENO E
HIDROXIAPATITA. MADEIRA CONSTITUIDA DE FIBRAS DE CELULOSE CONTIDAS EM MATRIZ
DE LIGNINA.

0SSO

Fibrilas de
Padrdes de Fibras Coldgeno Colageno e

Tecido
Osteons Hidroxiapatita

Osseo Fibras

Mineralizada

FONTE: TXCHNOLOGIST (2014). YARRIS, (2010).
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Admiraveis materiais hibridos sao sintetizados, sob condicdes ambientais de
temperatura e pressdo, e encontrados na natureza. As sinteses destes materiais
envolvem processos quimicos em meios aquosos, com mecanismos de
“automontagem” que englobam interagdes intermoleculares do tipo ligagbes de
hidrogénio, interacbes eletrostaticas e forcas de van der Waals. Alguns
nanocompdsitos naturais apresentam arquitetura molecular e sinergia perfeita entre
0S seus componentes, com propriedades mecanicas extraordinarias. Estas
propriedades serviram de inspiracdo em diversas pesquisas que visam a sua
reproducado, buscando o controle da estrutura e das propriedades dos compésitos
naturais que, consequentemente, propicia a obtencao de materiais tecnologicamente
avancados. A tendéncia das pesquisas na area de nanocompgésitos € a preparacao
de materiais nos quais as interagbes entre os componentes ocorrem em escala
molecular ou nanométrica, e os nanocompdsitos preparados nessa escala diminuta
apresentam propriedades diferenciadas dos compdésitos tradicionais e que podem
ser definidas no processo de sintese. Essa extraordindria classe de materiais
avancados apresenta um grande numero de aplicagcbes na area de tintas e
revestimentos, materiais retardadores de chama, dispositivos magnéticos, 6ptico-
eletrdnicos e catalise (ESTEVES; BARROS-TIMMONS; TRINDADE, 2004).

Nanocompdésitos sdo materiais promissores para diversas aplicacées devido
as propriedades de seus componentes individuais ou da combinagéo de diferentes
componentes, e 0 grande interesse nestes materiais estd relacionado com a
preparacao de estruturas multifuncionais formadas a partir da mistura de diferentes
componentes (KICKELBICK, 2003).

Hoffman, Roy e Komarneni descreveram a sintese de nanomateriais
heterogéneos obtidos pelo processo sol-gel em 1984 e o trabalho destes
pesquisadores sdo as primeiras referéncias aos nanocompositos (HOFFMAN;
ROY; KOMARNENI, 1984) (KOMARNENI, 1992). Nestes primeiros estudos, a
definicdo de compositos fazia referéncia aos materiais com mais de uma fase sélida,
pelo menos uma dimensdo estava na faixa nanométrica e, normalmente, as fases
solidas estavam com dimensdes de 1-20nm.

As propriedades dos nanocompésitos, também denominados hibridos
organicos/inorganicos, podem n&o ser decorrentes apenas da soma das
contribui¢cdes individuais de ambas as fases, mas também de efeitos sinérgicos que
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possam ocorrer a partir das fases. Portanto, a interface tem um relevante papel ja
que € ela que controla as propriedades do material, por exemplo, a estabilidade, a
transparéncia e a homogeneidade quimica (SANCHES, C. et al., 2001). A fase
organica (com diversas estruturas e moléculas organicas naturais e sintéticas,
disponiveis comercialmente ou na natureza) é responsavel pelo controle da
reatividade e estabilidade da fase inorganica, enquanto que a fase inorgénica
confere aos nanomaterial propriedades funcionais especificas (6pticas, mecénicas,
eletrdnicas e magnéticas).

Os recentes avancos tecnolégicos, aliados ao desenvolvimento cientifico,
propiciaram o surgimento de novos métodos para a sintese controlada de
nanoparticulas. As preparacées de materiais compdsitos, a partir da mistura de
polimeros e nanoparticulas, proporcionaram o desenvolvimento de novos materiais,
ou melhoraram as propriedades dos materiais ja existentes. Diversos
nanocompdsitos com base em polimeros sintéticos, desenvolvidos nos ultimos anos,
sdo aplicados em diversas areas como na agricultura, sensores, construcao,
medicina, embalagens e higiene pessoal (FIGURA 2.2) (YANG; WANG; WANG,
2007).

FIGURA 2.2 — APLICAGOES DE NANOCOMPOSITOS DE BASE POLIMERICA EM

DIVERSOS SETORES.
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FONTE: Adaptado de SANCHES et al. (2011).
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2.2.2 BIONANOCOMPOSITOS

De maneira notéria, nanocompdsitos com matrizes poliméricas sao
largamente investigados, produzidos e utilizados em diversas aplica¢cdes industriais.
Nanocompdsitos produzidos com polimeros naturais (bionanocompoésitos) sao
consideravelmente menos estudados e aplicados industrialmente, quando
comparados aos materiais sintéticos. A classe de materiais formada pela unido de
polimeros naturais e componentes inorganicos — exibindo pelo menos uma
dimensdao em escala manométrica — € denominada de bionanocompdsitos. A
pesquisa e desenvolvimento de nanocompésitos a base de biopolimeros
aumentaram nos Uultimos quinze anos, desencadeados pela preocupacao no
desenvolvimento de materiais sustentaveis (recursos naturais com baixo custo,
renovaveis e com pequeno impacto ambiental) e a preparacdo de materiais com a
disposicao entre as fases organicas / inorganicas inspiradas em nanocompdsitos
naturais, denominado de biomimetismo (DARDER; ARANDA; RUIZ-HITZKY, 2007)
(LIU; BURGER; CHU, 2003).

Uma ampla variedade de polimeros biodegradaveis derivados de fontes
naturais e materiais baseados em biopolimeros foi produzida na ultima década.
Estes polimeros, conforme a sua origem, podem ser divididos em trés classes:

>  Poliésteres produzidos por microrganismos: poli-B-hidroxibutirato

(PHB) e poli-B-hidroxibutirato-co-B-hidroxivalerato (PHBV).

>  Poliésteres sintéticos: policaprolactona (PCL), poli(p-dioxanona)

(PPDO), poli(succinato de butileno) (PBS), poli(succinato de etileno) (PES) e

o poli(acido latico) (PLA).

>  Polimeros provenientes de recursos naturais renovaveis: fibroina

de seda, gelatina, celulose, amido e quitosana.

O numero menor de aplicagcbes dos bionanocompdésitos esta relacionado
com as propriedades mecanicas desfavoraveis destes materiais e ao seu elevado
carater hidrofilico (YANG; WANG; WANG, 2007). A preparacdo dos
bionanocompdsitos passa necessariamente pela modificagdo e funcionalizacdo dos
biopolimeros, por exemplo, a incorporacdo de nanoparticulas inorganicas a estes
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materiais melhoram o desempenho dos materiais produzidos. Em diversas areas ja é
conhecido que a interacdo de particulas metalicas com biopolimeros (proteinas,
acidos nucléicos, polissacarideos, etc.) € um fator importante em diversos
processos, por exemplo, catdlise fermentativa, biossor¢cdo, geobiotecnologia,
bioidrometalurgia e biominerilizacdo. Polimeros naturais criam um 6étimo ambiente
para a funcionalizagdo efetiva de centros ativos, bem como, a formagdo de uma
ligacdo e nao somente um complexo polinuclear (POMOGAILO; KESTELMAN,
2005).

A nanotecnologia € um recurso utilizado no desenvolvimento de novos
bionanocompositos, tem o objetivo de aperfeicoar o desempenho dos materiais
produzidos e uma das maneiras de fazer isso € a incorporacdo de nanoparticulas
inorganicas (NPs) aos biopolimeros (YANG; WANG; WANG, 2007).

As principais vantagens e desvantagens dos materiais utilizados na sintese

de nanobiocompdsitos sdo mostradas na FIGURA 2.3.

FIGURA 2.3 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DA UTILIZACAO DE BIOI?OLiMEROS E
NANOPARTICULAS INORGANICAS NA PREPARACAO DE NANOBIOCOMPOSITOS.
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Nanocompdésitos sdo materiais promissores para diversas aplicacoes devido
as propriedades de seus componentes individuais ou da combinacédo de diferentes
componentes, e 0 grande interesse nestes materiais esta relacionado com a
preparacao de estruturas multifuncionais formadas a partir da mistura de diferentes
componentes (KICKELBICK, 2003).

As propriedades dos bionanocompdésitos sdo geralmente determinadas pela
matriz. Biopolimeros constituem uma excelente matriz para nanoparticulas,
protegendo-as da degradacéo quimica e fisica e facilitando o seu processamento e
sua manipulagédo. A sintese controlada de biopolimeros/nanoparticulas inorganicas
possibilita a obtencao de materiais homogéneos de facil processamento e baixo
custo de producdo, além da boa dispersdo de cargas na matriz polimérica. A
preparagdo de nanocompositos, através da reducdo in situ de sais metdlicos em
suspensdes aquosas de biopolimeros, tem sido estudada atualmente
(HORISKOSHI; SERPONE, 2013). A reducao in situ envolve normalmente a
utilizacdo de um sal metalico soluvel como precursor, € um agente estabilizante para
evitar a aglomeragdo das particulas, com a vantagem da nao utilizagcdo de um
agente redutor externo. Os ions metalicos adsorvidos a matriz do biopolimero podem
ser reduzidos as nanoparticulas metalicas pelos grupos redutores presentes na
prépria matriz. As cadeias macromoleculares dos biopolimeros melhoram a
distribuicdo no interior da matriz, evitam a formagé&o de agregados e permitem a
obtencdo de nanoparticulas metélicas com uma distribuicdo de tamanhos estreita e
com forma bem definida (MANEERUNG et al., 2008).

2.2.3 BREVE HISTORIA DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas metalicas (NPs) sao utilizadas ha muito tempo na
humanidade, por exemplo, a famosa Tacga de Lycurgus [composta de nanoparticulas
de prata (66,2%), ouro (31,2%) e cobre (2,6%) adicionadas ao vidro]. Em 1570, o
iatroquimico Paracelsus sintetizou coloides de Au (ouro potavel); Valentinus, 1677
preparou prata coloidal, denominada /lune potabile. O primeiro livro que mencionou
Au no estado coloidal foi publicado pelo médico e filésofo Francisci Antonii. No livro é
relatada a preparacao de ouro soluvel a partir dos séculos IV e V a.C., no Egito e na
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China. Do ponto de vista cientifico, a preparacdo de nanoparticulas metalicas
remonta ao século XIX, 1857, quando Michael Faraday descreveu a preparacao de
Au coloidal monodisperso por reducdo de ions [AuCl] em solugcdo aquosa,
utilizando fésforo dissolvido em CS, (um sistema bifasico). Faraday foi o primeiro
cientista a atribuir as propriedades diferenciadas do Au coloidal aos efeitos de
tamanho de particulas com dimensdes diminutas. Ele também investigou as
propriedades Opticas de filmes finos preparados a partir secagem das solugdes
coloidais e observou a mudancga reversivel de coloragcdo do filme, de purpura para
verde, quando este era submetido a uma compressdao mecéanica. A nanotecnologia
era utilizada na producédo de nanoparticulas, fato muito evidente em vérias igrejas
antigas. Uma aplicagdo muito bem conhecida da “pré-nanotecnologia” € a cor
vermelho rubi utilizada para a confeccdo de vitrais durante a Ildade Média.
Maravilhosos exemplos destas aplicacbes podem ser encontrados em janelas de
vidro de muitas igrejas goéticas europeias, por exemplos, a Catedral de Ledn, na
Espanha e, a Cathédrale Notre-Dame, na Franca (FIGURA 2.4).

FIGURA 2.4 — PERSONAGENS E REPRESENTAQOES QUE FAZEM PARTE DA
HISTORIA DAS NANOPARTICULAS.
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A producgdo industrial de nanoparticulas teve inicio no século XX, por
exemplo, na fabricagdo de pneus de borracha para automéveis eram utilizadas
nanoparticulas de negro de fumo. O método de combustdo, a temperaturas
elevadas, foi utilizado na producdo de nanoparticulas de didxido de silicio (SiOy) e
diéxido de titanio (TiO,). (HORISKOSHI; SERPONE, 2013).

Desde o trabalho pioneiro de Faraday com nanoparticulas até os dias atuais,
ocorreu um grande desenvolvimento na sintese, modificacdo e caracterizacao
destes sistemas. Atualmente existe uma ampla variedade de técnicas de preparacao
de nanoparticulas, com distribuicdo de tamanho e morfologias diferentes, que
determinam as propriedades dos materiais. Alterando-se as caracteristicas das
particulas, por exemplo, forma, estrutura cristalina, tamanho e auto-ordenamento, de
um mesmo material e com idéntica composicéo, pode-se modificar completamente

as caracteristicas fisicas e quimicas do mesmo.

2.2.4 NANOPARTICULAS METALICAS E A BANDA PLASMON

Nanoparticulas metélicas apresentam, em relacdo ao “bulk” dos metais,
propriedades fisicas e quimicas diferenciadas como, por exemplo, maiores areas
superficiais especificas, propriedades Opticas especificas, pontos de fusdo mais
baixos, resisténcias mecéanicas e magnetizagbes especificas.

Um aspecto interessante das nanoparticulas metalicas € o comportamento
Optico observado em decorréncia das alteragcdes do tamanho e da forma das
particulas. Nanoparticulas metalicas apresentam absor¢des intrinsecas em regides
distintas do espectro visivel, denominadas bandas plasmon, ressonancia de
plasmon de superficie (surface plasmon resonance - SPR), ou mais
especificamente de ressonancia plasmon de superficie localizada (localized
surface plasmon resonance — LSPR). Esta ressonancia € uma oscilagéo coerente
dos elétrons de condugcdo de superficie que foram excitados por radiagdo
eletromagnética.

A Figura 2.5 ilustra a diferenca entre um plasmon de superficie propagado e
localizado. No caso das polarizacbes do plasmon de superficie, os plasmons
propagam-se nas diregdes x e y ao longo da interface metal-dielétrico. A interacao
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entre a onda da radiacao eletromagnética, confinada na superficie metalica e uma
camada superficial molecular de interesse, conduz as mudancas na condicdo da
ressondncia de plasmon e podem ser observadas de trés maneiras distintas: (a)
angulo resolvido; (b) deslocamento de comprimento de onda e (c) imagem (MILLER,;
LAZARIDES, 2005). Nos dois primeiros modos € medida a refletividade da luz a
partir da superficie do metal, em funcdo do angulo de incidéncia (comprimento de
onda constante) ou do comprimento de onda (angulo de incidéncia constante). O
terceiro modo utiliza a luz, com comprimento de onda e angulo de incidéncia
constantes, para avaliar uma regidao bidimensional da amostra e mapear a
refletividade da superficie em fungdo da posicdo. Para o caso do plasmon de
superficie localizada, a luz interage com particulas muito menores do que o
comprimento de onda incidente. Isso conduz ao plasmon que oscila localmente ao
redor da nanoparticula com uma frequéncia conhecida como ressonancia plasmon
de superficie localizada (LSPR). De forma semelhante ao SPR, o LSPR ¢ sensivel
as mudangas no ambiente dielétrico local (FIGURA 2.5) (BROCKMAN et al., 2000).

FIGURA 2.5 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DO (A) PLASMON DE SUPERFICIE
POLARIZADO E (B) PLASMON DE SUPERFICIE LOCALIZADO.
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FONTE: Adaptado de BENSON (2011).
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FIGURA 2.6 — DIFERENTES MORFOLOGIAS DE NANOPARTICULAS. VARIACAO DA
COR DA DISPERSAO COLOIDAL EM FUNCAO DA MORFOLOGIA E TAMANHO.

Nanobastonetes de Au Nanoprismas de Ag Nanofios de Ag

Nanodiscos
Ag (60 nm)

Nanodiscos ¢ s s
Ag (120 nm) Nanodiscos Nanoesferas
Au (200 nm) Au (40 nm)

FONTE: Adaptado de PEREZ-JUSTE et al. (2005).

A intensidade da banda plasmon e o comprimento de onda (1) dependem de
um grande numero de fatores, por exemplo: distribuicdo de tamanho, tamanho e
forma das nanoparticulas (esferas, bastdes, cubos ou tridngulos) ou meio
dispersante (viscosidade, constante dielétrica, moléculas ou ions ligados a superficie
das nanoparticulas) (FIGURA 2. 6).

2.2.5 METODO TOP-DOWN e METODO BOTTOM-UP

Os métodos utilizados na preparacdo de nanoparticulas metalicas e,
nanomateriais em geral, podem ser agrupados em dois métodos distintos: Top-
down “de cima para baixo” ou Bottom-up “de baixo para cima”. Quebrar uma
parede em seus componentes individuais seria um exemplo ilustrativo do método
Top-down e, método Bottom-up é utilizado para se construir um tijolo, quando se
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agrupa a argila, a areia, a cal virgem e a adgua. Em nanociéncias, o método Top-
down se resume a utilizar materiais a granel e, por intermédio de processos
mecanicos, fisicos ou quimicos, reduzi-los em nanoparticulas. A preparacao de
nanoparticulas pelo método Bottom-up envolve a construcdo das mesmas a partir
dos atomos ou moléculas individuais.

A FIGURA 2.7 ilustra os principais métodos utilizados na sintese de
nanoparticulas (Top-down e método Bottom-up).

FIGURA 2.7 — PRINCIPAIS MI'ETODOS, UTILIZADOS NA SINTESE DE NANOPARTICULAS
(TOP-DOWN E METODO BOTTOM-UP).
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FONTE: Adaptado de HORISKOSHI; SERPONE (2013).

Existem varias técnicas que podem ser utilizadas na preparacdo de

nanoparticulas, porém em todos os métodos algumas caracteristicas devem ser

consideradas e obedecidas:

>
>

maior reprodutibilidade;

controle do tamanho de particula, distribuicdo de tamanho, forma,

estrutura cristalina e distribuicdo de composi¢éo quimica;

>
>
>

melhoria da pureza das nanoparticulas (menores impurezas);

controle de agregagéo;

estabilizacao de propriedades fisicas, estruturas e reagentes.
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2.2.6 NANOPARTICULAS DE PRATA (NPsAg)

A forma coloidal da prata ndo € uma descoberta recente, a nanoprata (NP) ja
é conhecida ha mais de 120 anos (VARNER, 2010). Em 1889, Lea MC sintetizou a
partir de citrato nanoparticulas de prata com estabilidade coloidal e diametro médio
para as particulas entre 7 e 9 nm. A dimensdo na escala nano e a estabilizagdo por
citrato sdo idénticos aos diversos artigos publicados nos ultimos anos sobre a
formacao de NP utilizando prata e citrato. Além disso, a utilizacdo de proteinas como
agente estabilizador de NP ja havia sido descrita em 1902. Um material denominado
“Collargol”, uma espécie de NP com tamanho de particula de 10 nm, foi produzida
comercialmente e utilizada em aplicacbes médicas desde 1897. Nas décadas
seguintes foram inventadas outras preparacbes com NP (NOWACK; KRUG;
HEIGHT, 2011). Antes da descoberta da penicilina, em 1928, a prata coloidal era
utilizada no tratamento de doencas e infecgées (VARNER, 2010). Turkevich, em
1951, realizou a sintese de nanoparticulas de ouro pela reducdo de acido
cloroaurico e citrato de sodio dissolvidos em agua aquecida até a ebulicdo. As
nanoparticulas de ouro sintetizadas eram esféricas, com distribuicdo estreita de
tamanho e diametro médio de 20 nm (KRUTYAKOV et al., 2008). Mais tarde, o
método de Turkevich foi utilizado na sintese de nanoparticulas de prata (NPsAg) em
agua foi utilizado por Lee e Meisel, porém as nanoparticulas obtidas apresentavam
formas diferentes e didmetro na faixa de 60 a 200nm. Apesar dessas duas
consideraveis desvantagens, o método de sintese a partir do citrato foi amplamente
utilizado na producao de NPsAg. O método de Turkevich apresenta a vantagem dos
ions citrato atuarem como agente estabilizador das NPsAg e agente redutor
simultaneamente (PACIONI et al., 2015). Em 1953, NPsAg estabilizadas por gelatina
foram patenteadas pela Moudry com diametro de particulas de prata entre 2-20 nm
(NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011). Na década de 50 foram produzidas NPsAg
impregnadas em carbono com diametro de particulas de prata abaixo de 25 nm. A
NP foi registrada nos Estados Unidos como um biocida em 1954 e, por mais de 150
anos, este material tem sido utilizado para este fim. A producao da prata em escala
nanométrica aumentou a sua eficacia no controle de virus e bactérias, em
decorréncia da grande area superficial das nanoparticulas e, consequentemente,
maior contato com os microrganismos. O metabolismo celular, os sistemas de
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transferéncia de elétrons e o transporte do substrato na membrana celular de uma
célula microbiana sdo afetados pelas NPsAg. A multiplicacdo e o crescimento dos
fungos e bactérias, que causam feridas, odor, coceira e infecgédo, séo inibidos pelas
NPsAg (VARNER, 2010). Nos ultimos 100 anos, mesmo que as pesquisas sobre a
prata ndo mencionem a terminologia “nano”, esta longa histéria da utilizag&o racional
e da fabricacdo de NP culminou em diversas pesquisas e muito conhecimento
adquirido sobre essas nanoparticulas (NOWACK; KRUG; HEIGHT, 2011).

Com relagdo ao numero de produtos, a nanoparticula € um dos
nanomateriais com maior grau de comercializagdo. Atualmente, de todos os
produtos registrados em banco de dados de produtos que contenham algum material
nano, cerca de 30% apresentam a NP em sua composi¢cao (REIDY et al., 2015).
Além da crescente aplicacdo comercial, recentemente o numero de publicacées em
revistas internacionais relacionados com nanoparticulas metalicas cresceu
exponencialmente. O numero de publicagbes com estudos envolvendo NPsAg
aumentou em 93% no intervalo de 2001 a 2011. Durante este periodo, em 2001
foram pulicados 247 artigos, enquanto que em 2011 o numero de artigos foi de
3603. O numero de pedidos de patentes sobre nanocompdsitos e sintese de NPsAg
também aumentou consideravelmente nos ultimos anos (NOWACK; KRUG;
HEIGHT, 2011). Outro fator importante é a diversidade de areas, uma vez que estes
artigos foram publicados na area de quimica, fisica, engenharia, ciéncia dos
materiais, ciéncia de polimeros, déptica, espectroscopia, eletroquimica e bioquimica
molecular (HAIDER; KANG, 2015).

2.2.7 METODOS DE SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA (NPsAg)

O aumento substancial das aplicagdes envolvendo nanotecnologia é
atribuido aos avancos nas técnicas de sintese de nanomateriais aprimoradas,
sobretudo, nas ultimas décadas.

O grande numero de estudos, que envolvem os processos de sintese de
nanoparticulas, é decorrente da dificuldade do controle do tamanho, morfologia e a
distribuicdo de tamanho das particulas, composicdo quimica e estrutura cristalina.
Nos ultimos anos, o numero de artigos que descrevem as aplicagbes de
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nanoparticulas aumentou substancialmente, principalmente em areas de pesquisa
relacionadas com a utilizacdo destes materiais em sistemas biolégicos. O
conhecimento dos métodos de sintese de nanomateriais de prata € fundamental,
sobretudo, quando se deseja avaliar a influéncia destas nanoparticulas em
ecossistemas.

As NPsAg podem ser preparadas a partir de diversas rotas sintéticas. As
propriedades das nanoparticulas (Opticas, elétricas e magnéticas) dependem
diretamente da forma, tamanho e composicdo. Todos os meétodos de sintese
reportados na literatura podem ser classificados e categorizados, uma vez que
seguem abordagens comuns e as diferencas estdao relacionadas e limitadas aos
reagentes especificos utilizados nas sinteses e as condigdes das reacdes.
Atualmente véarios métodos de sintese de NPsAg tém sido descritos na literatura
(HORISKOSHI; SERPONE 2013).

As rotas sintéticas de preparacdo de NPsAg podem ser classificadas em
quimicas, fisicas, fotoquimicas e biologicas. As rotas sintéticas apresentam
vantagens e desvantagens e estdo associadas a alguns problemas intrinsecos aos
métodos como, por exemplo, estabilidade, diametro das particulas e distribuicdo de
tamanho para as NPsAg, custos e a impossibilidade do método de sintese ser
utilizado na producédo em escala industrial.

Métodos quimicos sdo amplamente utilizados na sintese de NPsAg. Nas
reagdes utilizadas nos métodos quimicos, como qualquer reagcédo redox, os valores
dos potenciais padrdes de reducdo (E°) determinam os pares de reagentes
adequados para que a conversao quimica ocorra de maneira satisfatoria. Para a
reacdo redox ocorrer, a energia livre de Gibbs deve ser negativa (AG? < 0) e o
potencial padrdo da reacédo redox positivo (AE® > 0). O potencial padrio de reducéo
da prata em agua é relativamente alto (Ag* — Ag®, E°=+0, 799 V), o que viabiliza
a utilizacdo de diversos agentes redutores. Os agentes redutores tipicamente
utilizados incluem boroidreto de sédio (NaBHs, E° = - 0, 481 V), hidrazina (NzHa,
E° = - 0, 230 V), hidroquinona (CgHgO2, E° = - 0, 699 V) e citrato de sédio
(Ce¢HsNazO7, E°=-0, 180 V) (KRUTYAKOV et al., 2008) (PACIONI et al.,2015).

Os métodos quimicos de preparacdo de nanoparticulas metalicas, embora
produzam NPsAg puras, usualmente utilizam produtos quimicos toxicos, sao

métodos de sintese com custo elevado e potencialmente perigosos para o meio
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ambiente. Em contraste aos métodos quimicos, métodos fisicos nao utilizam
substancias quimicas téxicas e sdo comumente rapidos. Deposigéo fisica de vapor
(Physical Vapour Deposition — PVC) e descarga de arco sdo os métodos fisicos mais
utilizados na preparacao de nanoparticulas metalicas (PACIONI et al., 2015).

Nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas a partir de varios métodos
de irradiacdo. Métodos fotoquimicos de preparacdo de nanoparticulas de prata
utilizam a fotorredugdo de um precursor ou de ions de prata, com a utilizagdo de
intermediarios ativados fotoquimicamente, por exemplo, um radical. As vantagens da
utilizagcdo de métodos fotoquimicos sdao a preparacdo de NPsAg com elevada
pureza, facil processamento, ampla faixa de meios reacionais que podem ser
utilizados (vidro, polimeros, micelas, emulsbées, etc.) (PACIONI et al., 2015)
(GHORBANI et al., 2011).

A demanda crescente de nanoparticulas deve ser acompanhada por
métodos que utilizem a sintese verde. Varios paises no mundo estao reduzindo os
residuos perigosos gerados e a quimica verde e 0s processos quimicos estao,
progressivamente, se integrando ao desenvolvimento da ciéncia e da industria
(LENARDAO et al., 2003). Doze principios fundamentais, que regem a quimica
verde, devem ser seguidos na implantagdo de processos sustentaveis:

1) Prevencao;

N

Economia de atomos;

wW

Sintese de produtos menos perigosos.

N

Desenho de produtos seguros;

9]

Solventes e auxiliares mais seguros;

D

Busca pela eficiéncia de energia;

~

Uso de fontes renovaveis de matéria-prima;

O o

Catalise;
) Desenho para a degradacéao

)
)
)
)
)
)
) Evitar a formacao de derivados;
)
0
1) Analise em tempo real para a prevenc¢ao da poluicéo;
2

1
1
12) Quimica intrinsecamente segura para a prevengao de acidentes.

A sintese verde envolve trés principais etapas, que devem ser avaliadas com

base nas perspectivas da “quimica verde”:
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» selecao do meio a ser utilizado como solvente;

Y

selecdo de um agente redutor ecologicamente “correto”;
> selecao de substancias nao toxicas que serdo utilizadas na estabilizagao
das NPsAg sintetizadas.

Dentre os métodos que utilizam a sintese verde podem ser citados: método
polissacarideo, método de Tollens, método de irradiacao, método polyoxomatelatos,
método bioldgico.

No método polissacarideo as NPsAg sao preparadas utilizando agua como
solvente e polissacarideos como agente redutor e, em alguns casos, O
polissacarideo atua como agente redutor e agente de “cobertura”. Por exemplo, a
sintese de NPsAg/Amido foi efetuada utilizando o amido como agente de “cobertura”
e B-D-glicose como agente redutor, em um sistema com aquecimento brando
(RAVEENDRAN et al., 2003). A utilizagdo de amido na mistura reacional evita que a
sintese seja efetuada em solventes toxicos. Além disso, as interagdes entre o amido
e as NPsAg sao relativamente fracas e podem ser reversiveis em temperaturas
elevadas, permitindo desta forma a separacdo das nanoparticulas sintetizadas.
NPsAg foram sintetizadas utilizando heparina carregada negativamente como
agente redutor/estabilizador; a solugdo de heparina e AgNO; foi aquecida a 70°C
durante 8 h. As nanoparticulas ficaram estaveis e ndo foi observado sinais de
agregacao apds dois meses da realizacdo da sintese (HUANG, YANG, 2004). Em
outro estudo NPsAg estaveis foram sintetizadas por autoclavagem de uma solugéo
de AgNO; e amido. As condicbes experimentais foram pressdo de 15 psi e
temperatura de 121°C, durante 5 min (VIGNESHWARAN et al., 2006). O tamanho de
particula das NPsAg foi entre 10 e 34 nm e as mesmas ficaram estaveis por um
periodo de trés meses. NPsAg menores, com tamanho de particula menor que 10
nm, foram preparadas misturando-se uma solucdo de AgNO3; e amido (agente de
“cobertura” e solugbes de NaOH e glicose como agente redutor (TAI et al., 2008). A
vantagem da utilizagdo do amido com agente estabilizante € que as nanoparticulas
produzidas podem ser integradas em diversos sistemas para aplicacdes
farmacéuticas e biolégicas.
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NPsAg com tamanho controlado podem ser sintetizadas pelo método de
Tollens, em um processo que envolve uma Unica etapa. A reagdo quimica
esquematica da reducdo da prata € mostrada na equacéo 2.1.

- +
2 Ag(NH3)20H(aq) + RCHO(aq) - 2 Ag(s) + RCOO NH4 (aq) + HZO(I) + 3NH3(aq) (21)

A reacao de Tollens envolve a redugao Ag(NHs)2" (aq (reagente de Tollens)
por um aldeido, com a formacdo da prata metalica e um acido carboxilico. Em um
procedimento modificado a reacdo de Tollens foi processada utilizando sacarideos,
como agente redutor, em meio amoniacal. Neste procedimento foram obtidos filmes
de NPsAg com tamanho de particula entre 50 e 200 nm (SATO et al., 2003). NPsAg
foram sintetizadas pela reducdo de Ag(NHs)2" (aq com maltose e lactose (dois
dissacarideos) e glicose e galactose (dois monossacarideos). Neste trabalho foi
observado que as estruturas dos monossacarideos e dissacarideos influenciaram no
tamanho da particula formada, com particulas menores obtidas na sintese com os
dissacarideos e em pH 11,5. A maltose propiciou a formacao de NPsAg com menor
tamanho médio (25nm) e com a distribuicdo de tamanho mais estreita (PANACEK et
al., 2006). Um polimero, polivinilpirrolidona (PVP-360), e dois surfatantes, dodecil
sulfato de so6dio [sodium dodecyl (sulfate)-SDS] e momooleato de polioxietileno
sorbitano (Tween-80) foram utilizados na estabilizacdo das nanoparticulas de prata
sintetizadas (KVITEK et al., 2008).

NPsAg podem ser sintetizadas utilizando métodos de irradiacdo. A
irradiacao a laser, de uma solugdao aquosa de um sal de prata e um surfatante, pode
produzir nanoparticulas com distribuicido de tamanho e forma bem definidos. A
técnica de fotossensibilizagdo, com lampadas de mercurio ou luz visivel, também
pode ser utilizada na sintese de NPsAg. A radiacao por micro-ondas foi utilizada na
preparacdo de NPsAg e nesta sintese aminodcidos foram utilizados como agentes
redutores e amido soluvel como agente de estabilizagdo. Radiagdo de pulso
ionizante, radiacdo gama e radidlise também foram técnicas utilizadas na
preparacao de NPsAg (PACIONI et al., 2015).

O meétodo do Polioximetalatos (POMs) também pode ser utilizado na
preparacao de nanoparticulas metalicas. O potencial de sintese dessas substancias
€ atribuido a sua solubilidade em agua, a capacidade de sofrer reacdes de
oxidorreducao multieletrénicas sem sofrer alteragcbes em sua estrutura. Por exemplo,

NPsAg foram sintetizadas pela iluminacdo de uma solucéo deaerada de POM/S/Ag”,
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onde POM = [PW12040]%, S = propano-2-ol. Neste método o POM atua como agente
redutor, estabilizante e fotocatalisador (TROUPIS et al., 2002).

Métodos convencionais de sintese de nanoparticulas requerem precursores
de prata, agentes redutores e estabilizadores/encapsulantes para evitar a
aglomeracao das NPsAg. Em detrimento disso, os métodos bioldgicos utilizam
biomoléculas em substituicdo de agentes redutores/estabilizadores utilizados em
outros métodos de preparacao de nanoparticulas. Organismos vivos como bactérias,
fungos e plantas apresentam um grande potencial na producdo de nanoparticulas
metdlicas. A primeira sintese de NPsAg com a utilizagdo de bactérias foi reportada
em 2000; Joerger e colaboradores sintetizaram NPsAg, com tamanho inferior a
200 nm, a partir de P. stutzeri AG259. Em 2008, a biossintese de nanocristais de
prata foi efetuada com Bacillus licheniformis; a adicdo de solucdo aquosa de ions
prata em biomassa de B. Licheniformis promoveu a redugcdo desses ions e a
formacao de NPsAg (GHORBANI et al., 2011). Em 2001, o fungo Verticillium foi
utilizado em um novo método biolégico de sintese de nanoparticulas de prata. A
interacdo entre o fungo e os ions prata, em solugdo aquosa, resultou na reducéo
intracelular dos ions Ag™ e a formacao de nanoparticulas com dimensdes entre 13 e
37 nm. A reducao dos ions prata deve ocorrer por um processo enzimatico. Duran e
colaboradores produziram nanoparticulas metalicas, via sintese extracelular, com a
utilizacao de fungos Fusarium oxysporum (DURAN et al., 2005).

A fitossintese, producdo de nanoparticulas de prata a partir de plantas, tem
recebido muita atencdo da comunidade cientifica na area de sintese de materiais
devido a alguns fatores:

» rapidez de sintese;

» nao patogénico;

» ecoldgico;

» protocolo econébmico e em um Unico passo, que convergem para 0S

processos verdes de sintese.

Biomoléculas como proteinas e enzimas, alcaloides, taninos, polifendlicos,
polissacarideos, saponinas, terpindides e vitaminas presentes em extratos de
plantas (caules, folhas, raizes e frutos) apresentam propriedades medicinais, séo

benéficas ao ambiente e suas estruturas quimicas complexas séo utilizadas na
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sintese de nanoparticulas de prata (FIGURA 2.8) (ROY; DAS, 2015). Diferentes
partes de plantas como flores, sementes, frutos, caules, latex e raizes, bem como a
biomassa seca e morta da planta, podem ser utilizados na sintese de nanoparticulas
metdlicas com diferentes formas e distribuicdo de tamanho. Diversas plantas ja
foram utilizadas na produgdo de nanoparticulas: Skunkvine (Paederia foetida) —
planta ornamental nativa de Bangladesh e com forte odor de compostos de enxofre;
Maméao Papaia — fruto do mamoeiro, arvore da espécie do género Carica (Carica
papaya); Coentro (Coriandrum sativum) — planta com origem no Mediterraneo e
Oriente Médio, porém ja era conhecida pelos egipcios que a utilizavam como planta
medicinal; o Figo-da-india (Opuntia ficus-indica) — uma espécie de cacto muito
comum em regides semi-aridas; Arvore do Caril (Murraya koenigii) — planta originaria
da india, da familia das Rutaceas. As nanoparticulas metélicas sintetizadas pelo
método fitossintese sdo, de forma geral, esféricas. Os fatores importantes que
envolvem este tipo de sintese sdo: o agente estabilizador, o meio de reagdo e o
agente redutor (RAI, 2013).

FIGURA 2.8 — SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA A PARTIR DE EXTRATOS
VEGETAIS AQUOSOS DE CASCA DE LARANJA.

ﬁ@r—.-g;ﬁ@i?

Casca da laranfa e fons prata sio O processo de biorredugio é s dtomos prata metdalica se
adicionados em meio aguose, onde mediado pelo dcido citrico agregam e formam as
Acorre @ reacay quiniicy presente nos extratos vegetais, naneparticulas.

fistorredagia). que transformam o ion de prata

em prata metdlica.

FONTE: Adaptado de ERENO (2014).
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2.2.8 FIBROINA DE SEDA

A seda é um biopolimero proteico e insolUvel em agua, produzida pelo bicho-
da-seda domesticado (Bombyx mori). O casulo do bicho-da-seda apresenta em sua
estrutura fibras constituidas de uma proteina — a fibroina — e uma proteina fibrosa
que constitui de 25 a 30% da composi¢do dos casulos, a sericina (FIGURA 9) (PAN
et al., 2012). A sericina é uma espécie de cola responsavel pela unido das fibras de
fibroina, formando a estrutura do casulo.

A fibroina de seda (Silk Fibroin — SF) derivada da Bombyx mori é um
biopolimero formado a partir de 5507 aminoacidos e constitui de 70 a 80% da
composi¢ao do casulo. A fibroina é constituida basicamente por trés aminoacidos,
glicina (Gly), alanina (Ala) e serina (Ser). Este biopolimero € composto de cadeias
leves (25 kDa) e pesadas (350 kDa), que formam regides cristalinas responsaveis
pelas propriedades mecéanicas e amorfas que conferem a higroscopicidade das
fibras (PAN et al., 2012).

A estrutura seda | é soluvel em agua, metaestavel, apresenta conformacao
estrutural do tipo a-hélice e pode ser convertida na estrutura seda Il por acao de
calor. A forma hidrofébica e termodinamicamente estavel da fibroina é a estrutura
seda ll, caracterizada por apresentar a conformacao folha-f3. Este tipo de estrutura
apresenta conformagdo assimétrica, com o predominio de cadeias laterais de
hidrogénio decorrentes dos grupamentos glicina e, outro lado ocupado com cadeias
laterais de grupos metil, provenientes das alaninas, que povoam esta regido e
conferem um dominio hridrofébico. Fortes ligacdes de hidrogénio e forcas de van der
Waals geram uma estrutura termodinamicamente estavel na conformagao folha-8
da fibroina (FIGURA 2.10) (VEPARI ; KAPLAN, 2007).

Durante séculos a fibroina de seda foi utilizada na confecgédo de tecidos,
producéo de suturas cirurgicas e obras de arte (PAN et al., 2012). Nos ultimos anos,
este polimero versatil tem sido empregado em cosméticos (HARDY; ROMER,;
SCHEIBEL, 2008), melhoramento de superficies de materiais (SRIUDOM et al.,
2015) e aplicagdes bioquimicas (KUNDU, 2013), dentre outras utilizacoes.

Dois tipos principais de estrutura secundaria, denominados de seda | e seda
Il, estdo presentes na fibroina (FIGURA 2.9).
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FIGURA 2.9 — BICHO-DA-SEDA DOMESTICADO; CASULOS COM A FIBROINAE A
SERICINA; ESQUEMA ILUSTRATIVO DA ESTUTURA SECUNDARIA DA FIBROINA DE SEDA: o -
HELICE E FOLHA - .
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FONTE: AUTOR (2016).
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FIGURA 2.10 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DAS REGIOES AMORFAS CRISTALINAS E
ESTRUTURA FOLHA - . DA FIBROINA DE SEDA.

—_—

. Casulos

S
Bombyx mori

Sericina

Fibroina

Regibes

Estruturadas Regides

Estrutura
Sfolha — 8

FONTE: Adaptado de CALAFAT et al. (2011).

A fibroina de seda tem uma grande quantidade de proteinas com grupos
amino (— NH2) em sua composi¢do, que podem ser explorados como sitios ativos
para ligar nanoparticulas metalicas e/ou para promover a reducao de ions metalicos
aos seus respectivos metais, além da estabilizacdo das particulas formadas
(SASHINA, 2009). Estas propriedades possibilitaram a utilizacdo deste biopolimero
na sintese de nanoparticulas metdlicas e obtencdo de compositos fibroina/metal
(SASHINA, 2009) (XIA; WANJ, 2011) (UTTAYARAT, 2012).

Na década de 90, foi verificado que a fibroina apresenta propriedades
especiais para possiveis aplicagdes em alimentos, cosméticos, materiais para
imobilizagdo enzimatica, meio de cultura celular, biossensor, masculo e pele artificial,
membranas permedaveis e liberagdo controlada de farmacos. Em virtude dessas
aplicacoes, a fibroina atraiu um grande interesse em muitos campos da ciéncia e
tecnologia, por exemplo, polimeros, biologia, medicina, materiais, engenharia
quimica e sericultura, etc., e resultou em um surto na pesquisa da proteina da seda.

O inicio das pesquisas entre a fibroina da seda e ions metalicos remonta da década
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de 90 e estava relacionada com diversos problemas, tais como a fibrilacdo da
fibroina liquida durante o processo de fiacéao, fotodegradacéo, dissolucao da fibroina
em solugdes aquosas de sais metalicos, desodorizante, antibacteriano, retardamento
de chama, sintese assimétrica de aminoacidos e reagdes quimicas induzidas por
ions metélicos. Ao se avaliar a interacao entre a proteina da seda e ions de metais
nobres, foi verificado que a fibroina apresenta a propriedade Unica de propiciar a
preparacdo de particulas metélicas nanocoloidais. As nanoparticulas foram
preparadas em solucdo de fibroina por reducéo in situ, a temperatura ambiente, sem
a utilizacdo de agentes de reducédo. A fibroina atuou como agente redutor e
estabilizador das nanoparticulas formadas. (CHEN et al., 2003).

Aglomerados de nanocristais de prata, que consistiam em graos
policristalinos com diametro de 5 nm, foram preparados em fibras de fibroina de
seda. Neste trabalho foi utilizada a fibroina como um biotemplate e a reducao
ocorreu em situ a temperatura ambiente. (DONG; SU; ZHANG, 2005).

Em 2008 foi desenvolvida uma técnica biogénica para sintetizar
nanoparticulas de prata. Estes pesquisadores utilizaram como biotemplate as fibras
de fibroina de seda purificada (degumada) e, simultaneamente, obtiveram um
nanocomposito de prata/fibroina. A sinergia entre os biotemplates e os materiais
inorganicos representou um avanco significativo, em relacdo aos outros processos
de fabricagdo, que dependiam da fabricacdo sequencial para incorporar a
funcionalidade em templates pré-organizados, além da utilizacdo de diversos
reagentes quimicos. Além disso, este novo processo de sintese utilizou a
abordagem quimica verde em todas as etapas de fabricacao (DONG et al., 2008).

Um novo tipo de composto hibrido foi produzido com materiais totalmente
naturais, biocompativeis e robustos. Este biomaterial foi obtido a partir da integracéo
de nanoplacas inorganicas funcionais (argila e nanoplacas de prata) e uma matriz
constituida de fibroina de seda, com a utilizacdo da técnica Layer-by-Layer (LbL). O
nanocompdsito ordenado de fibroina de seda e nanofolhas de argila (montmorilonita)
foi utilizado na confecgéo de filmes em escala nanométrica com alta transparéncia,
propriedades mecéanicas com significativa melhora (forga, resisténcia e médulo de
elasticidade) em comparagcado com a fibroina pura. Além disso, a substituicado das
nanoplacas de argila por nanoplacas de prata ocasionou um aumento nas

propriedades mecéanicas e a possibilidade de se obter filmes flexiveis nanométricos
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refletores, que ofereceu uma nova perspectiva para a fabricacdo de nanocompdésitos
biocompativeis flexiveis para a utilizacdo em fotbnica e a exploragédo éptica desses
nanobiocompdsitos hibridos (KHARLAMPIEVA et al., 2010).

A biomacromolécula de fibroina de seda foi utilizada na sintese de
nanoestruturas de prata dendritica com a utilizacdo de uma etapa de reacdo, sem a
utilizacdo de outros agentes redutores ou templates. A morfologia e estrutura dos
nanodentritos de prata recém-preparados foram caracterizadas e a sua aplicagdo em
Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie (Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy — SERS) foi também investigada. Neste estudo, foi verificado que a
morfologia do nanodendrito de prata depende totalmente do tempo de reacédo e nao
esta relacionada com a concentracdo dos ions prata. O estudo de SERS mostrou
que o nanocompoésito de prata aumentou a intensidade do espalhamento Raman
quando piridina foi utilizada como molécula sonda. Estes resultados mostraram que
a fibroina apresentou dupla funcdo: atuou como agente redutor e orientou a
formacao da estrutura, dirigindo os ions para produzir nanoestruturas com formas
organizadas e elevado rendimento (XIA; WANJ, 2011).

A sintese de uma nanoestrutura dendritica de prata em fase sélida foi
efetuada utilizando fibroina de seda como redutor. As nanoparticulas de prata
produzidas foram depositadas na superficie do vidro para formar um filme 3D
(silvernanodendrite@glass). Os anions NOsz, C/ e SO4'2 foram adicionados no
processo de formacdo do filme para avaliar a influéncia destas particulas na
atividade Raman. O ion C/ apresentou o melhor resultado, com a intensificagdo do
espalhamento Raman. A superioridade deste ion foi testada na pratica com a anélise
por SERS do principio ativo Sildenafil, principal componente do Viagra®. Além disso,
foi analisado 0 mecanismo de adsor¢ao da glutationa (GSH) sobre o filme através do
monitoramento da ligagao peptidica (LV et al., 2012).

Fibroina de seda foi utilizada como um biotemplate na sintese de
nanoparticulas de prata in situ, a temperatura ambiente, sob luz incandescente.
Como a fibroina, um polimero natural, proporcionou a reducdo dos ions prata e a
estabilizacdo das particulas, ndo foram utilizados outros reagentes quimicos e a luz
foi a fonte de energia, essa rota sintética de nanoparticulas de prata é muito
favoravel ao meio ambiente e proporciona economia de energia. O nanocompdésito

de prata/fibroina preparado por este método mostrou ser bastante estavel a
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temperatura ambiente e exposicao a luz, durante um més. Este nanobiocomposto
apresentou também atividade antibacteriana, mostrando muito eficiéncia contra
Staphylcoccus aureus (S. aureus) ao inibir a formagcdo do biofilme causada pela
bactéria (FEI et al., 2013).

Um método simples, baseado em quimica verde, foi utilizado para a sintese
de nanoparticulas de metais nobres (ouro, prata, paladio e platina) com fibroina de
seda modificada com tiol (SF-SH). A incorporacao dos grupamentos tiol na fibroina
produziu nanoparticulas metalicas monodispersas e com boa estabilidade coloidal.
Os scaffolds produzidos a partir de fibroina modificada com tiol e ouro (Au-SF-SH)
foram eficientes na reacdo de reducdo catalitica do p-nitrofenol na presenca de
NaBH, (catalise heterogénea). O filme de fibroina modificada com tiol e prata (Ag-
SF-SH) apresentou atividade antibacteriana contra Escherichia coli (E. coli) (DAS;
DHAR, 2014).

Atualmente, a fabricagcdo de nanoparticulas de prata (NPsAg) em seda
modificada para aplicagdo antibacteriana € um dos topicos mais importantes na
pesquisa de materiais téxteis. No entanto, a sintese de NPsAg em fibras de seda
com a fibroina atuando como agente redutor e matriz 3D ainda nao havia sido
realizada. Uma facil rota de preparacao, eficiente e com a utilizacdo dos principios
de quimica verde foi utilizada no crescimento, in situ, de NPsAg em fibroina de seda
funcionalizada com polidopamina (PDA). As NPsAg exibiram estruturas cubicas de
face centrada cristalinas, com tamanho de particula entre 30-90 nm e alta densidade
de nanoparticulas distribuidas sobre a fibroina. As nanoparticulas inibiram o
crescimento de Staphylcoccus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli), na
fibroina funcionalizada com polidopamina, mesmo a um longo periodo de tempo
(252 h) (LU et al., 2015).

Nanoparticulas de prata foram sintetizadas in situ, a temperatura ambiente e
com radiacdo gama, em solucdo aquosa de fibroina de seda obtida a partir de
casulos do bico-da-seda domesticado Bombyx mori. A formagéo das nanoparticulas
foi confirmada pela banda plasmon caracteristica em 424 nm, observado no espectro
UV-visivel obtido para as mesmas. Medidas de Espalhamento de Luz Dinamico
(Dynamic Light Scattering — DLS) indicaram que o tamanho da particula formada em
solucdo depende da dose de radiacdo gama utilizada na sintese. Imagens das
NPsAg, obtidas por Microscopia Eletrdnica de Transmissao (Transmission Electron
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Microscopy — TEM), mostraram que as nanoparticulas apresentavam formas
esféricas. Analises de difragdo de raios-X confirmaram a fase nanocristalina da prata
com estrutura cristalina de fase centrada (FCC). Neste estudo foi observado também
que ocorreu a diminuicdo do tamanho da particula formada e o aumento da
velocidade de reducdo com o aumento da dose de radiagdo. O ajuste da dose de
radiacdo gama pode controlar o tamanho das nanoparticulas de prata sintetizadas
(MADHU et al., 2015).

Layer-by-Layer (LbL) é uma técnica versatil para a preparagdo de filmes
poliméricos em camadas, porém nao é utilizada na fabricacdo de filmes de fibroina
com nanoparticulas de prata reduzidas in situ. Os polimeros poli(acido acrilico)
(PAA)/poli( cloreto de dimetildialilaménio) (PADA) foram depositados sobre a fibroina
de seda por LbL e, posteriormente, este material atuou como matriz 3D para a
sintese in situ de NPsAg. Apds 8 ciclos de deposicado LbL, a fibroina de seda foi
totalmente recoberta com uma camada de filme polimérica e, NPsAg com estruturas
cristalinas foram sintetizadas in situ. Este novo material apresentou atividade
antimicrobiana e, consequentemente, torna-se viavel a sua potencial aplicacdo na
industria téxtil (MENG et. al., 2016).

Nanodendritos de prata foram sintetizados a partir de fibroina de seda e as
particulas obtidas foram aplicadas como substrato em Espectroscopia Raman
Amplificada por Superficie (Surface Enhanced Raman Spectroscopy - SERS) (XIA;
WANJ, 2011). A preparacdo de um compdsito de nanoparticulas de prata (NPsAg)
suportada em uma matriz de fibroina e a atividade antimicrobiana deste material na
inibicdo do crescimento de Staphyllococus aureus e Pseudomonas aeruginosa foi
relatada na literatura anteriormente (UTTAYARAT, 2012).

Apesar da sintese do compoésito fibroina/prata ja ter sido efetuada
anteriormente, existem poucos estudos que exploram a relacdo entre as
propriedades deste material, por exemplo, as propriedades plasmdbnicas e os
parametros de sintese (pH, agitacdo e temperatura). Esta relacdo € uma importante
questdo, uma vez que a fibroina de seda pode apresentar diferencas em suas
propriedades mecéanicas e 0s grupos constituintes da composicdo quimica
dependentes da sua origem tém sido relatados na literatura anteriormente
(COLOMBAN, 2012).
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O presente trabalho foi focado em investigar as propriedades plasmoénicas
do compésito fibroina/prata e a sua dependéncia sobre os parametros experimentais
de sintese. Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-vis) foi a técnica experimental
utilizada para investigar a evolucao da banda plasmon. Além disso, as morfologias e
composigdes quimicas dos compositos fibroina/prata foram investigadas,
respectivamente, por Microscopia Eletronica de Varredura (Scanning Electron
Microscopy — SEM) e Espectroscopia de Raios-X de Energia Dispersiva (Energy-
Dispersive X-Ray Spectroscopy — EDS ou EDX). Outro foco do trabalho foi a
preparacdo de um bionanocompdsito gelatina/prata. A banda plasmon foi
investigada por Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-vis), as morfologias por
Microscopia Eletrénica de Transmissao ( Transmission Electron Microscopy — TEM).
A atividade antimicrobiana do compésito gelatina/NPsAg foi investigada na bactéria
B. subtilis e em E. coli.

2.2.9 GELATINA

A gelatina € um biopolimero natural extraido a partir da hidrélise do colageno
e apresenta boa biocompatibilidade e biodegradabilidade. Gelatina e colageno sao
formas diferentes da mesma macromolécula; podendo-se descrever a gelatina como
colageno hidrolisado (VASIREDDY et al., 2012).

A composicao da gelatina é de 50,5% de carbono, 6,8% de hidrogénio, 17%
de nitrogénio e 25,2% de oxigénio. A gelatina € um biopolimero derivado de
colageno — uma proteina fibrosa insolivel — e a composi¢cao quimica do colageno
varia de acordo com a sua origem. O colageno é obtido, por denaturacdo quimica, a
partir de 0ssos, pele e tecido conjuntivo. No colageno as moléculas sao dispostas
em fibras, com uma estrutura rigida parecida com uma “barra”, interconectadas por
ligagdes covalentes. Estas moléculas tém trés cadeias polipeptidicas dispostas em
uma tripla hélice e estabilizadas por ligagdes de hidrogénio. A particular estutura da
tripla hélice € decorrente da repeticdo da sequéncia: Gly — X — Y (Glicina — Prolina —
Hidroprolina (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Dois tipos de gelatina sdo vendidas comercialmente, gelatina tipo A (ponto

isoelétrico em pH ~ 8-9) e gelatina tipo B (ponto isoelétrico em pH ~ 4-5). O
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procedimento de pré-tratamento utilizado na preparacao industrial € que determina o
tipo de gelatina obtida, tipo A em condi¢cdes de pré-tratamento acidas e tipo B, em
condicdes basicas (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

O pré-tratamento acido ou alcalino da matéria-prima envolve a hidrolise
controlada da estrutura organizada do colageno na obtencédo da gelatina soluvel;
seguida da desnaturacao térmica do material. Alguns fatores, por exemplo, aumento
de temperatura, mudanca de pH e utilizagcdo de substancias quimicas podem causar
a desnaturagéo da fibroina. A desnaturacdo € um processo que causa a destruicao
da estrutura tridimensional da proteina. Na desnaturacdo térmica o colageno é
quebrado em diversos fragmentos e as triplas hélices sao separadas, devido a
destruicdo das ligacées de hidrogénio. O tamanho das cadeias polipeptidicas e as
propriedades funcionais da gelatina podem ser influenciados pelos parametros de
extracao e o tipo de pré-tratamento quimico utilizado (HANANI et al., 2014).

FIGURA 2.11 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DA EXTRAGCAO DA GELATINA A PARTIR
DO COLAGENO.
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FONTE: Adaptado de MEDGADGET (2015).
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A gelatina é amplamente utilizada em industrias alimenticias, farmacéuticas
e de cosméticos em decorréncia de suas propriedades funcionais intrinsecas. Na
industria alimenticia a gelatina é utilizada para proporcionar gelificacao, texturizagao,
estabilizacdo e emulsificacdo em diversos produtos. No setor farmacéutico, a
gelatina é utilizada na confeccao de capsulas duras e moles, expansores de plasma,
curativos e emulsoes.

A utilizacado de gelatina como agente de “cobertura” e glicose como agente
redutor na preparagdo de solugbes aquosas de nanoparticulas de prata € muito
interessante por dois aspectos, nao utiliza solventes organicos na sintese e ndo gera
substancias toxicas poluentes como produtos da reagdo. Além disso, as NPsAg
produzidas na matriz de gelatina sdo biologicamente compativeis. Esses aspectos
tornam a preparacdo de NPsAg em matriz de gelatina uma sintese verde muito

interessante.
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3. MATERIAIS E METODOS

No Capitulo 3 sdo apresentados os materiais utilizados em toda a pesquisa. Além
disso, a purificacdo da fibroina e as sintese dos bionanocompdsitos de fibroina/NPsAg e
gelatina/NPsAg sdo descritas, bem como os métodos empregados na caracterizagdo dos
nanocompositos produzidos. Finalmente sdo apresentados os ensaios de atividade

antimicrobiana das nanoparticulas de prata.

3.1 MATERIAIS

Nitrato de prata [AgNO3] (grau ACS), carbonato de sédio anidro [Na>COs]
(99%), cloreto de célcio [CaCly] (93%), etanol [H3C-CH,OH] (grau ACS) e Glicose
(grau ACS) foram adquiridos da Sigma Aldrich e utilizados sem purificagdo prévia.

Fibroina da seda foi extraida a partir de casulos do bicho-da-seda Bombyx
mori (fibroina virgem). As amostras de casulos foram gentiimente doadas pela
Fiacao Bratac (Bastos, Brasil).

Gelatina comercial. Hidréxido de s6dio [NaOH] foi adquirido da Synth. Todas
as solucdes aquosas foram preparadas em agua com ultrapureza, produzida em um
sistema de filtracdo de agua Millipore Milli-Q™ (18,2 MQ).

Sulfato de magnésio [MgSOs (2 mol.L™")], bicarbonato de sédio [NaHCO3 (4
mol.L™")], cloreto de potassio [KCI (0,5 mol.L™")], cloreto de calcio [CaCh (1,27
mol.L™")], cloreto de sédio [NaC/ (0,07 mol.L™")], hidrogenofosfato de sédio [Na;HPO,
(47 mol.L™")] e diidrogenofosfato de potassio [KH2PO, (0,04 mol.L™")] adquiridos da
Synth.

Para as medidas de Atividade antimicrobiana foi utilizado o meio de Mueller
Hinton (Sigma Aldrich) e Streptomicina.
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3.2 METODOS

3.2.1 FIBROINA DE SEDA

3.2.2 PREPARACAO DOS CASULOS DO BICHO-DA-SEDA Bombyx mori

Fibroina da seda foi extraida a partir de casulos do bicho-da-seda Bombyx
mori (fibroina virgem). As impurezas que estavam dentro dos casulos (restos do
bicho-da-seda) foram removidas com um ping¢a e, em seguida, os mesmos foram

cortados em pedacos de 2 x 2 cm.

3.2.3 REMOGCAO DA SERICINA

Os casulos do bicho-da-seda foram colocados em um Béquer e lavados com
agua destilada para a remocgéao de impurezas. Em seguida, 50 g de casulos foram
pesados e adicionados em 600 mL de solugdo aquosa de Na,COs (1 g.L"), a 85°C e
por um periodo de 30 minutos. Este procedimento foi repetido por mais 3 vezes e, ao
final, os fios foram lavados abundantemente com agua destilada. O excesso de agua
foi removido manualmente com a torsédo dos fios e, com o auxilio de uma pinca, os
mesmos foram esticados. Para a secagem os fios foram acondicionados em vidros
de reldgio e secos a temperatura ambiente (25-28°C) por 48 h (LI et al., 2002). O
esquema que mostra todo o processo de remocdo da sericina € mostrado na
FIGURA 3.1.
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FIGURA 3.1 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DO PROCESSO DE REMOGAO DA
SERICINA.
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FONTE: AUTOR (2016).

3.2.4 PREPARACAO DA SOLUGCAO AQUOSA DE FIBROINA DE SEDA

As fibras secas e livres de sericina foram moidas em um moinho de facas
com rotor tipo ciclone (modelo TE-651/2, Tecnal) e peneira com mesh n°10 (particula
de 2 mm de didametro). Ap6s a moagem foram obtidas microfibras de fibroina
padronizadas, que facilitaram a dispersdo em solugcao aquosa. A cada 10 g de fios
moidos foram adicionados 100 mL de solucéo ternaria de CaCl,/ H3C-CH>OH / H.0
na proporgdo 1:2:8 mol.L™". A dispersdo salina de fibroina foi dialisada em agua
deionizada por 72h com membranas de celulose (3500 MWCO) de 16 mm de
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espessura. O sistema de didlise foi mantido na geladeira a 8°C, e a agua de dialise
foi trocada a cada 24h, na proporcao volumétrica 1:15 (v/v) fibroina/aguadeionizada.
A suspensdo resultante foi mantida a temperatura de 85 °C, em banho
termostatizado, até a completa dissolugao dos fios da seda (tempo de 1h:30min). A
solucao foi esfriada até temperatura ambiente e armazenada em geladeira (LI et al,
2002). O esquema que mostra todo o processo de dissolucédo da fibroina da seda é
mostrado na FIGURA 3.2.

FIGURA 3.2 — DIAGRAMA ESQU,EMATICO DO PROCESSO DE DISSOLUGAO DA
FIBROINA DE SEDA.
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FONTE: AUTOR (2016).
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3.2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DA FIBROINA DE SEDA

A solugéo estoque de albumina bovina (1 mg.mL™) foi preparada em tampao
fosfato salino (Phosphate Buffered Saline — PBS) (pH 7,4). A partir da solucéo
estoque foram preparadas por diluicdo, as seguintes concentragdes: 0,2 mg.mL™,
0,3 mg.mL", 0,4 mg.mL", 0,5 mg mL", 0,6 mg.mL", 0,7 mg mL" e 0,8 mg.mL".
Foram coletados 5 pL de cada solucao de Albumina de Soro Bovina (Bovine Serum
Albumin — BSA) e adicionados (em triplicatas) a microplaca. Para o branco foi
adicionado 5 pL de tampéo fosfato salino. Em seguida 250 yL do Reagente de
Bradford foram adicionados em cada poc¢o da microplaca. As amostras (branco e
fibroina de seda) foram incubadas a temperatura ambiente por um periodo de 15
minutos e as medidas das absorbancias das solucbes foram efetuadas em um
Espectrofotdmetro de Microplacas Thermo Scientific Multiskan GO™ (comprimento
de onda de 595 nm).

3.2.6 SINTESE DO BIONANOCOMPOSITO FIBROINA/NPsAg

O bionanocompésito fibroina-NPsAg foi sintetizado de acordo com o
procedimento publicado previamente, porém com algumas modificacbes, por
exemplo, dialise e agitacao (XIA; WANJ, 2011). As etapas empregadas na sintese
das amostras do bionanocompésito estao representadas na FIGURA 3.3.
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FIGURA 3.3 - FLUXOGRAMA COM OS PARAMETBOS E ETAPAS EMPREGADAS NA
SINTESE DO BIONANOCOMPOSITO
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FONTE: AUTOR (2016).

3.2.7 CARACTERIZAGAO DO BIONANOCOMPOSITO FIBROINA/NPsAg

Medidas Raman foram efetuadas em um Espectrémetro Raman Confocal
Jobin-Yvon T64000, resfriado com N liquido, acoplado a um detector CCD e um
microscépio. A fonte de excitagdo foi um laser a 633 nm. A poténcia do laser na
superficie da amostra foi cerca de 1,0 mW. O laser foi focalizado com lente objetiva
focal 100x para o spot de 1 um. Todos os espectros Raman foram coletados
utilizando um tempo de exposicao ao laser de 60 s, com duas acumulagoes.

Um Espectrofotbmetro Agilent Cary probe 50 foi utilizado na obtengédo de
espectros ultravioleta-visivel (UV-Vis) dos coloides fibroina/NPsAg. Imagens dos
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nanocompositos foram obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura (Scanning
Electron Microscopy — SEM). Um microscopio Modelo Inspect, com Emissao de
Campo, foi utilizado na obtencédo das imagens de SEM com voltagem de aceleracéo
de 15 kV. Antes das analises, as amostras foram depositadas em slides de vidro,
utilizados como suportes, e coberta com uma fina pelicula de carbono. A
Espectroscopia de Raios-X de Energia Dispersiva (Energy-Dispersive X-Ray
Spectroscopy — EDS) foi utilizada em andlises elementares de amostras do
bionanocomposito Fibroina/NPsAg.

3.2.8 SINTESE DO BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg

Em um tubo Falcon foram adicionados 10 mL de uma solucdo aquosa de
AgNOs (0,2 mol.L") e 1g de gelatina. Em seguida, neste mesmo tubo foram
adicionados 10 mL de uma solugdo aquosa de NaOH (1,0 mol.L™). O tubo Falcon foi
mantido em banho termostatizado a uma temperatura de 25°C e foram adicionados
10 mL de solugdo aquosa de glicose (1,0 mol.L™"). A reagdo ocorreu por um periodo
de 15 min. As suspensdes obtidas foram centrifugadas a 15000 rpm em uma
centrifuga Sorvall™ RC 6 Plus Centrifuge, por um intervalo de tempo de 20 min.

O fluxograma da sintese do bionanocompésito gelatina/NPsAg € mostrado
na FIGURA 3.4.
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FIGURA 3.4 - FLUXOGRAMA COM OS PARAMETROS E ETAPAS EMPREGADAS NA
SINTESE DO BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg.
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FONTE: AUTOR (2016).

3.2.9 CARACTERIZACAO DO BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg

Um Espectrofotémetro de Microplacas Thermo Scientific Multiskan GO™ foi
utilizado na obtencdo de espectros ultravioleta-visivel (UV-vis) dos
bionanocompdsito gelatina/NPsAg.

A estabilidade coloidal das NPsAg foi avaliada com medidas de
espalhamento de luz (Dynamic Light Scattering — DLS) e para isso foi utilizado um
equipamento ZetaSizer Nano ZS. O didmetro hidrodindmico e o indice de
polidispersidade foram medidos no inicio e no final do ensaio por DLS. Para

assegurar a reprodutibilidade e a homogeneidade das medidas de DLS foram
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efetuadas trés medidas independentes, com trés repeticbes consecutivas,
considerando os critérios de qualidade: atenuador, taxa de contagem, correlograma
e variacao entreas medidas. As medidas de Potencial Zeta (Zeta Potencial — ZP)
foram efetudas por espalhamento de luz eletroforético (Electrophoretic Light
Scattering — ELS). Nas medidas de DLS e ELS, as concentragdes e tempos de
medidas foram adequados aos ensaios de toxicidade. Para essas medidas foram
preparadas as seguintes solugdes: GNG (Gelatina/NaOH/Glicose), G (Gelatina) e
G/NPsAg (nanoparticulas de prata/Gelatina). Todas as solugdes foram preparadas
com diluicdes de 10 vezes, em agua com ultrapureza (Milli-Q™) e, as medidas foram
efetuadas em triplicatas.

O Diametro Hidrodinamico e o Potencial Zeta das NPsAg, em meio de
cultura para embrides de Zebrafish (Danio rerio), foi também avaliada com medidas
de espalhamento de luz (Dynamic Light Scattering — DLS). O meio de cultura foi
preparado com a adi¢do dos seguintes sais em agua ultrapura (Milli-Q™): sulfato de
magnésio [MgSOy (2 mol.L™")], bicarbonato de sédio [NaHCOj3 (4 mol.L™)], cloreto de
potassio [KC/ (0,5 mol.L™)], cloreto de calcio [CaCk (1,27 mol.L™)], cloreto de sodio
[NaC/ (0,07 mol.L™")], hidrogenofosfato de sédio [Na;HPO, (47 mol.L")] e
diidrogenofosfato de potassio [KH2PO, (0,04 mol.L™)]. Essa solu¢do é denominada
agua reconstituida (Moderately Hard Reconstituted Water — MHRW).

O tamanho das nanoparticulas de prata sintetizadas foi caracterizado por
Microscopia Eletrénica de Transmissao (Transmission Electron Microscopy — TEM).

As amostras foram preparadas em grades de cobre — Ultrathin Carbon on a
Lacey Carbon Type A 400 mesh copper grid (TedPella, USA). As amostras foram
submetidas ao procedimento de GlowDischarge em um equipamento EasiGlow
(Pelco, USA) com os seguintes parametros experimentais: 15 mA de corrente
elétrica;carga negativa e 25 segundos de descarga. Cerca de 3 uL da amostra de
NPsAg (diluida 10 vezes) foi aplicada na grade de cobre e apds 60 segundos, 0
excesso de amostra foi removo com papel de filtro convencional.

As imagens das NPsAg foram obtidas em um Microscépio Eletronico de
Transmissdo JEM-1400 PLUS (JEOL, Japéao), operando a 120 kV com filamento de
LaB®6, utilizando uma camera CCD Gatan MultiScan (1k x 1k pixels).
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3.2.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANATIBACTERIANA DO
BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg

3.2.10.1 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiNIMA

A atividade antimicrobiana dos compostos obtidos foi determinada utilizando
o método de microdiluicdo seriada conforme as normas padronizadas pela Clinical
and Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2007).

As microplacas de 96 pogos, fundo chato, foram divididos em 12 colunas e 8

linhas (A-H) e reservatério de armazenamento de compostos, conforme mostrado na
FIGURA 3.5.

FIGURA 3.5 - ESQUEMA DAS MICROPLACAS UTILIZADAS NA DETERMINAGAO DA
CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA.
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Nas colunas 1, 2 e 11 foram adicionados 100 pL da solugdo das NPsAg
(linhas A a F), 100 pL de Streptomicina, na concentracao de 64 ug/mL, na linha G e
100 pL do controle de solvente (agua em meio CAMHB/RPMI) na linha H. Apés esta
distribuicao foi adicionado mais 100 uL de meio de cultura em todas as colunas, com
excecao da coluna 1 (FIGURA 3.5). Desta forma foi processada a diluicdo seriada
iniciando na coluna 2. Cada poco foi homogeneizado, retirando 100 uL e transferindo
este volume para a coluna 3. Apds homogeneizagdo, 100 pL foram novamente
transferidos para a coluna 4, e assim sucessivamente até a coluna 10, que apds
homogeneizacao, foram descartados 100 pL. Foi adicionado 100 yL de indculo em
todas as colunas, com excec¢ao da coluna 11 (controle negativo do teste) (FIGURA
3.5). As microplacas foram vedadas, homogeneizadas e incubadas a 35 °C, por 18 a
24 horas. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

3.2.10.2 PREPARACAO DO INOCULO

Para preparacao do in6culo foram escolhidas cinco colénias de bactérias,
com diametro aproximado de 1 mm, apds cultura de 24 horas em meio de cultura
apropriado para seu crescimento. As col6nias foram colhidas com o auxilio de swab
estéril, suspensas em 4 mL de caldo Mueller-Hinton com ajuste de cations (CAMHB)
e agitada por 15 segundos em agitador tipo vortex.

Sua densidade celular foi ajustada com espectrofotbmetro UV-vis por
acréscimo de meio CAMHB suficiente para obter-se transmitancia equivalente a
solugdo-padrao da escala de McFarland 0,5 em comprimento de onda de 625 nm.
Esta suspensdo apresenta concentragdo de 1,0 x 108 UFC mL™" como preconizada
pela norma M100-S17 da CLSI (CLSI, 2007).

Cerca de 1,0 mL desta suspensao foi transferida para um frasco contendo
99,0 mL de solucgao fisioldgica esterilizada, com barra magnética e pérolas de vidro
esterilizados, gerando uma suspensdo de concentragdo 1,0 x 10 UFC mL™'. A
mistura foi agitada por 15 minutos e 1,0 mL desta suspensao foi transferida para um
frasco contendo 99,0 mL de meio CAMHB, com barra magnética e pérolas de vidro
esterilizados, gerando suspensdo de 1,0 x 10* UFC mL". Esta suspensdo foi

mantida em agitacéo por 15 minutos e, posteriormente utilizada nos ensaios.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste Capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados da sintese da
nanoparticulas na fibroina de seda e na gelatina. Inicialmente é apresentada a sintese e
caracterizacdo do bionanocompdsito fibroina/NPsAg e, em seguida, a sintese, caracteriza¢do

e atividade antimicrobiana do bionanocompdsito fibroina/NPsAg.

4.1 SINTESE DAS NPsAg EM SOLUCAO AQUOSA DE FIBROINA DE SEDA

A eficiéncia do processo de purificacao (remocao da sericina) dos casulos da
fibroina de seda (processo de degomagem) foi avaliada através do calculo da taxa

de degomagem (D) e para isso foi utilizada a equagéao 4.1.

D, =2 x 100 (4.1)

L

onde: M; = massa iniciais das amostras (antes da remogéao da sericina); M; =
massas das fibras de casulo (apbs a remocao de sericina).

Os casulos submetidos aos tratamentos de remocdo da sericina
apresentaram porcentagens de purificagdo (taxas de degomagem) de 25%.

A solugédo de fibroina de seda apresentou um aspecto viscoso apés o
tratamento com a solucao ternaria. A solugcao de fibroina de seda aquosa dialisada
(solucao de fibroina de seda regenerada dialisada contra agua deionizada) ficou
estavel até 1 semana (armazenada a 4 ° C). A estabilidade da solucao de fibroina é
diretamente proporcional a concentracao de proteinas e também as condicbes de
armazenamento, por exemplo: temperatura, pH, sonicagao, etc.

A concentracao da solucao aquosa de fibroina de seda foi determinada pelo
Método de Bradford, um ensaio colorimétrico para a determinacao total de proteina.
Este método baseia-se na mudanca de absorbancia do corante Azul Brilhante de
Coomassie G-250 que se ligou a fibroina, mais especificamente aos seus residuos
de aminoacidos e as bases aromaticas. A ligacdo do corante a fibroina induziu a
conversao do corante para uma forma estavel ndo protonada, de coloragdo azul e

com maximo de absor¢do a 595nm. Esta forma desprotonada foi detectada
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espectrofotometricamente e a concentracao da fibroina foi determinada através da
construcao da curva de calibracdo mostrada na Figura 4.1.

FIGURA 4.1 — CURVA DE CALIBRAGAO UTILIZADA NA DETERMINAGAO DA
CONCENTRAGAO DA FIBROINA.
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A regressao linear da curva mostra da acima forneceu a seguinte equacao:
y= —0,00129 + 0,21462 . X (4.2)

A partir da equagéao 4.2 foi determinada a concentragéo da fibroina, obtendo-
se um valor de 0,71 mg.mL".

A fibroina da seda é composta de 18 tipos de aminodacidos, dentre eles a
glicina (Gly, 44,60%, em mol), a alanina (Ala, 29,40%, em mol) e a serina (Ser,
12,10%, em mol). Eles se arranjam em segmentos da cadeia relativamente
ordenados e segundo certas sequéncias, e a maioria destas cadeias estédo
localizadas na regido cristalina da fibroina. Por outro lado, a tirosina (Tyr, 5,17%, em
mol), a fenilalanina (Phe, 29,40%, em mol) e o triptofano (Trp, 29,40%, em mol)
estao localizados em regides nao cristalinas. Os residuos Tyr atuam como agentes
redutores dos ions Ag* e, embora os residuos de serina contenham grupos — OH,
eles participam na reducdo de particulas metdlicas apenas em temperaturas
elevadas (YU et al., 2012).
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Os aminoacidos constituintes da fibroina da seda nao apresentam grupos
polares ativos carboxila (— COOH), amino (- NHy) e tiol (- SH) nas suas cadeias
laterais e a sua interacdo com a superficie da nanoparticulas de prata é
relativamente fraca. Consequentemente nao € possivel ocorrer a adsor¢ao eficaz da
fibroina na superficie das NPsAg, efetuar o controle da velocidade de crescimento
do cristal e da agregacao das nanoparticulas. O aumento da densidade de grupos
hidroxila (— OH) na fibroina aumenta a atividade de redugcdao das moléculas de
proteina. Isto sugere que a tirosina e a serina sdo agentes redutores suaves, em
detrimento do &cido L-ascérbico (CeHsOg), boroidreto (NaHB4) e hidrazina (N2oHa),
que sao agentes redutores fortes e tornam dificil o controle da velocidade de
reducdo. A oxidacdo dos grupos — OH conduz a formagcdo de grupamentos
carboxilicos (— COOH) responsaveis pelo aumento da interagéo entre a fibroina e as
NPsAg. Portanto, a sintese das NPsAg utilizando a propria fibroina como agente
redutor € fundamental para o crescimento e estabilizacao das particulas, que foi um
dos objetivos deste trabalho.

Na sintese das NPsAg o pH da mistura reacional foi mantido em 8,5. O meio
reacional alcalino auxiliou a reacao prevenindo a agregacao da fibroina. Além disso,
o0 pH basico aumentou o poder de reducdo do residuo de tirosina presente na
fibroina; a fracao fendlica da tirosina ficou na forma ionizada e proporcionou uma
maior densidade de eletrbnica para a transicdo © — n* do residuo de tirosina. Essa
maior densidade eletrbnica resultou em uma transferéncia de elétrons
energeticamente favoravel da tirosina para o ion metalico.

Durante a sintese das NPsAg a cor da mistura reacional mudou
gradualmente de incolor para amarelo claro e, posteriormente, a solugao tornou-se
avermelhada, indicando a formacao das nanoparticulas de prata e a redugéao do sal
de Ag *' pela tirosina. Ap6s trés horas de reacdo nenhuma mudanca na coloracao foi
observada e isto sugeriu que a reagao estava completa.

Durante o processo de reducéao a tirosina, a serina (grupo — OH, metandlico)
e a cisteina (grupo — SH), presentes na estrutura peptidica da fibroina,
desempenharam um papel crucial e possivelmente as sequéncias peptidicas na
fibroina favoreceram o processo de reducao do precursor de prata por um caminho
enzimatico. A interacdo entre o precursor metdlico e a fibroina é do tipo acido/base
de Lewis, onde o ion metalico Ag * atua como acido e os pares de elétrons livres nos
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aminoacidos presentes na constituicado da fibroina atuaram como bases de Lewis.
Associado a isso, o parametro de dureza (n) para o ion Ag * é de 6,8, que torna essa
espécie um acido “soft” de Lewis, e favoreceu a sua interacdo com a por¢cao basica
dos aminoacidos. Essa maior interagdo tornou vidvel a aproximagcdo do centro
metalico com o centro redutor da tirosina, serina, etc., diminuiu a energia de ativagéao
da reacdo e tornou o processo de transferéncia de elétrons mais rapido (DAS;
DHAR, 2014).

O processo de reducéao da prata na fibroina de seda é mostrado na FIGURA
4.2. Os grupamentos hidroxila foram oxidados e ocorreu a formacdo de aldeidos,
que posteriormente foram oxidados aos acidos carboxilicos e reduziram os ions
prata (Ag*). A Ag* atua como um forte agente oxidante para compostos organicos;
os ions Ag" atacaram as ligacdes peptidicas da cadeia da fibroina (YU et al., 2012).

FIGURA 4.2 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE REDUGAO DA
PRATA

[}

CH,- OH R C.H,- OH
i | 4
[—CHzﬂH + Agt —= -—-CHO + H, + Ag”]

Ag*
R CH,- OH R,
Ag®
CHO R, CHO
‘
B CHO R, Ag
Ag?
[—CHzGH + 20H- + 2Ag* - -COOH + H,0 + AgﬂJ
COOH R, COOH
R COOH R;

FONTE: Adaptado de YU et al. (2012).
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4.2 CARACTERIZACAO DO BIONANOCOMPOSITO FIBROINA/NPsAg

A Espectroscopia de Raman é uma potente técnica ndo destrutiva utilizada
para analisar diferentes tipos de materiais incluindo os biopolimeros, por exemplo, a
fibroina de seda. Como pode ser observado na FIGURA 4.3, o espectro Raman de
fibroina purificada apresenta uma definicdo melhor que o espectro da fibroina bruta.
Esta diferenca pode estar relacionada com a presencga de sericina na fibroina pura,
que € um composto organico gelatinoso que mantém as fibras de seda natural
unidas. Este composto foi removido e obteve-se a fibroina purificada, com grupos
funcionais livres para serem caracterizados e explorados em posteriores aplicacoes

do biomaterial.

FIGURA 4.3 —- ESPECTROS RAMAN DA FIBROINA BRUTA E FIBROINA PURIFICADA.

1230

Fibroina
Purificada

1085

1400 4450 1665

Intensidade Raman (u.a.)

Fibroina
Bruta

1m 1 T 1 Y Ll \g
1000 1200 1400 1600 1800
Deslocamento Raman (cm’')

As bandas conformacionais caracteristicas da fibroina bruta e purificada
ocorrem, para a amida |, na faixa de 1650 - 1667 cm™' e para o complexo amida Il
em 1241-1279 cm™. No espectro Raman da fibroina purificada ocorre a dominancia
de bandas mais fortes, atribuidas as ligagdes peptidicas, incluindo-se a amida | com
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vibracdo em 1665 cm™ (vibragdo de alongamento C = O, enovelamento aleatério), a
vibragcdo amida Ill em 1230 cm™ (principalmente no plano de flexdo NH e vibracdes
de alongamento CN, folha-B) e a vibragdo de alongamento C® — C em 1085 cm™.
Estas bandas bem definidas fornecem uma clara indicacdo de mudancas em
estruturas secundarias da forma aleatéria para a folha-p. A fibroina purificada
também mostrou bandas de absorcdo nestes comprimentos de onda. Alteracdes
espectrais significativas ndo foram observadas, indicando que a conformacgdo da
fibroina foi mantida inalterada durante o processo de purificagao.

As intensidades de outras bandas no espectro Raman podem ser originarias
de diferentes contribuicbes e podem ser dependentes das orientagdes das fibras.
Por exemplo, a banda 1400 cm™ pode ser atribuida as vibragdes do estiramento
simétrico — COO™, para a combinagdo da vibragdo de alongamento C“ — C e de
vibragdo “wagging” — CH, —, e os modos de flexdo H® Um estudo mais detalhado
com medidas de Espectroscopia Raman Polarizada é necessario para uma melhor
atribuicdo das bandas, que vai além do objetivo do presente trabalho.

Os espectros de absorcdo UV-vis dos quatro coloides fibroina-Ag exibiram
bandas com intensidades diferentes e em posi¢des entre 415-445 nm. Estas bandas
correspondem a ressonancia de plasma de superficie localizada (Localized
Surface Plasmon Resonance — LSPR) ou ressonancia plasmon, como pode ser
observado na FIGURA 4.4. A intensidade da banda de LSPR e a sua posi¢cdo sao
dependentes das condi¢cdes experimentais utilizadas para a sintese do compdésito
Fibroina/NPsAg. Este resultado sugere que a solucdo dialisada e a agitacao séo
parametros fundamentais na sintese, se o0 objetivo é a obtencdo de um
nanocompdsito com elevada concentracdao de prata. A solugdo de fibroina néo
dialisada apresenta uma grande concentracdo de ions Na* e Ca®, utilizados na
extracdo da fibroina. Estes ions podem competir com ions Ag* por sitios de
adsorcao das fibras e interferir significativamente no processo de redugcdo Ag* para
Ag’. Consequentemente, esta interferéncia conduz & formagdo de um
nanocompdsito Fibroina/NPsAg com baixa concentracao de nanoparticulas de prata.

Além disso, pode-se concluir que a agitacdo também €& um parémetro
importante para esta abordagem sintética. A banda de LSPR aumenta

significativamente a sua intensidade para solucbes mantidas sob agitacdo, até
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mesmo para a solucdo nao submetida a didlise, como pode ser observado na
FIGURA 4.4.

A andlise da forma e posigcdo das bandas LSPR, na FIGURA 4.4, leva a
conclusdo que elas apresentam formas esféricas semelhantes as estruturas das
nanoparticulas de prata reportadas na literatura, sugerindo a formacao deste tipo de
nanoestrutura. A banda em 352 nm, com a formacao de um ombro no espectro UV-
visivel da FIGURA 4.4, pode ser atribuida ao modo vibracional quadrupolar,

normalmente observado para nanoparticulas de prata assimeétricas.

FIGURA 4.4 - ESPECTROS DE ABSORGAO UV-VISIVEL DAS QUATRO DISPERSOES
COLOIDAIS PREPARADAS DO BIONANOCOMPOSITO FIBROINA/NPsAg.
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Pode-se concluir que a didlise e agitacdo sdao parametros essenciais e, as
melhores condicbes de sintese do nanocompdsito Fibroina/NPsAg, com a maior
concentracdo de prata. A partir disso, apenas as amostras do nanocompadsito
preparadas com fibroina dialisada foram utilizadas em analises de microscopia
(SEM). A FIGURA 4.5 mostra a imagem de SEM da mistura nitrato de prata-fibroina,
depositado sobre um substrato de vidro, onde pode ser observada apenas a
presenca de graos de fibras de fibroina. Entretanto, apés 6h de reacdo, o
nanocompdésito Fibroina/NPsAg exibe uma forma morfolégica dendritica para ambos
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os coloides preparados com e sem agitacdo. Como pode ser observado na FIGURA
4.5, estas estruturas hiper ramificadas sdo formadas pela ligacdo de pequenas
partes micrométricas de Fibroina/NPsAg, as quais sao agregadas hierarquicamente.

_ FIGURA 4.5 — IMAGENS DE SEM: ® MISTURA DE FIBROINA E AgNO3; ©
NANOCOMPOSITO FIBROINA/NPsAg, SEM AGITAGAO;  NANOCOMPOSITO FIBROINA/NPsAg
COM AGITAGAO; ¥ IMAGEM DE SEM COM AMPLIACAO DA HASTE DO NANOCOMPOSITO
NPsAg.

A forma da estrutura da cadeia e a presenca de alguns grupos funcionais, na
biomacromolécula da fibroina da seda, desempenham um importante papel na
formacao dos nanodendritos de prata e na sua preparacdo. Geralmente, a
temperatura ambiente, o residuo de tirosina (Tyr) na biomacromolécula de fibroina
da seda é reponsavel pelo processo de redugéo entre os ions de metais nobres e a
biomacromolécula da fibroina. Um mecanismo possivel para a formacao de

nanodendritos de prata pode ser observado na FIGURA 4.6.
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FIGURA 4.6 — ® EQUAGAO QUIMICA COM A OXIDAGAO DA Tyr E REDUGAO DOS IONS
Ag*; ® FORMACAO DA ESTRUTURA DENDRITICA.
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A primeira etapa do mecanismo de formacado dos nanodendritos de prata foi a
complexacao entre os grupos hidroxila, presentes nos residuos de Tyr, da cadeia
principal da biomacromolécula de fibroina da seda e os ions Ag*, como pode ser
observado na FIGURA 4.6 (b). A proxima etapa consistiu da reducdo dos ions Ag™ a
Ag®, com a formacdo dos nucleos de prata, enquanto que os grupamentos fenol
foram oxidadados as semiquinonas. A equacao quimica que representa a reducao
dos ions Ag® e a oxidagédo do fenol sdo mostradas na FIGURA 4.6 (b). Na etapa
subsequente ocorreu o crescimento dos nucleos de prata e a biomacromolécula de
fibroina da seda, além de atuar como agente redutor desempenhou um importante
papel na reducdo da energia superficial do plano 111 por meio da interagdo direta
com a superficie da prata, resultando em um crescimento muito lento ao longo deste
plano de orientagcdo FIGURA 4.6 (b), de maneira similar ao observado em outros
estudos (XIA; WANJ, 2011).
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Na FIGURA 4.7, uma analise mais detalhada de SEM/EDS é mostrada para os
nanocompositos Fibroina/NPsAg ap6s a dialise. Como podem ser observadas na
FIGURA 4.7 (a) e FIGURA 4.7 (b), as estruturas hiper-ramificadas do nanocompdsito
exibem uma quantidade significativa de prata na sua composicdo. A presenca de
outros elementos, por exemplo, célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e sédio (Na)
pode ser oriunda da lamina de vidro (utilizada como suporte) e/ou de residuos de

sais nao removidos na didlise.

] FIGURA 4.7 — ® IMAGEM DE SEM E ESPECTRO EDS DO COMPOSITO
FIBROINA/NPsAg SINTETIZADOS SEM AGITAGAO; ®) IMAGEM DE SEM E ESPECTRO EDS DO
COMPOSITO COM AGITACAO

Os resultados apresentados acima mostram a capacidade de ajustar a
banda LSPR do nanocompdésito Fibroina/NPsAg. Este ajuste esta relacionado aos
parametros experimentais, tais como a didlise da solugdo de fibroina antes da
sintese e a agitagdo da mistura reacional fibroina-AgNOs. Outros parametros de
sintese, por exemplo, temperatura e concentracdo dos reagentes devem ser
interessantes para investigar e otimizar a metodologia utilizada na biossintese de
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nanobiocompdsitos de fibroina. Além disso, para aplicacdes plasmdnicas, a adi¢cao
de outros metais para promover a formacao de estruturas bimetélicas pode constituir
um caminho importante para deslocar a banda de LSPR na regiao do visivel.
Portanto, pode-se observar que a biomacromolécula de fibroina da seda
apresenta duas funcgdes: reduzir os fons Ag* a Ag® e atuar como forga dirigente na
construcao da estrutura, no mecanismo de formagao dos nanodendritos de prata.

4.3 SINTESE DO BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg

Os polimeros naturais, por exemplo, a gelatina, quitosana e a fibroina, sao
materiais interessantes para aplicagdes meédicas, porque sao biodegradaveis,
bioabsorviveis e os produtos de degradacdo nao sao téxicos. A gelatina tem sido
utilizada como matriz ou agente estabilizador em nanocompdsitos, fornecendo a
estabilidade para as nanoparticulas metalicas contra processos como oxidagao,
aglomeracao e precipitagao.

As reacdes quimicas de formacdo das nanoparticulas de prata sao
mostradas nas equacodes 4.3 e 4.4. A equacao 4.3 mostra a ocorréncia da dispersao
dos ions de prata (Ag*) na matriz polimérica de gelatina. A gelatina reagiu com os
fons Ag* e formou um complexo gelatinoso estavel, [Ag(gel)’].

Ag" 4q T gelatinag - [Ag(gel)]” (4.3)

Em seguida, o complexo [Ag(gel)’] reagiu com os ions hidroxila (OH"),
oxidou a glicose a acido glucbnico e reduziu os ions prata, o que conduziu a
formagéo das NPsAg, como mostrado na equagéo 4.4.

2 [Ag(gel)]* + 20H  (4q) + CsH1105 — CHO (qq) — 2Ag°(aq) + 2 gel (qq) +

(aq)
H,0 ot CsH;,05 — COOH (aq) (4.4)

A eletroquimica da reacdo de formagdo das NPsAg é a combinacao das
equacoes 4.5 (semirreacdo de oxidacao), 4.6 (semirreacdo de oxidacao) e 4.7
(equacéao global). O potencial padrao da equacao global é 0,750V e, portanto, a
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reacao tem Energia Livre de Gibbs negativa (AG <0) e o processo de formagao das

NPsAg é termodinamicamente espontaneo.

2Agt + 2e° - 2Ag E® .q = 0,800V (4.5)
CsHy,05 — CHO + H,0 — C5H;,05 — COOH + 2 H* +2¢~ E°,, =—0,050V  (4.6)
2Ag* 4 CsHy,05s — CHO + H,0 — 2 Ag + CsHy,05 — COOH + 2 H* E° = 0,800 (4.7)

Inicialmente ocorreu a reducdo dos ions Ag* a Ag® que, em seguida, se
agregaram e formaram clusters oligomeéricos. Estes clusters levaram a formacgao de
particulas coloidais de Ag’.

Estudos anteriores mostraram que a utilizacdo de agentes redutores fortes,
por exemplo, boroidreto de sdédio, resultou na formagao de particulas pequenas e
monodispersas, porém era dificil o controle de particulas maiores. A utilizagdo de
agentes redutores mais fracos, por exemplo, a glicose resulta em uma velocidade de
reducado mais lenta e em uma faixa de tamanho mais larga (JEONG; PARK, 2014).

As sinteses de NPsAg pelo método da reducéo quimica exige a presenca de
um estabilizador para evitar a aglomeracdo indesejada das nanoparticulas. As
solugcbes aquosas de NPsAg nao sao estaveis e podem sofrer o processo de
aglomeracao rapidamente, em decorréncia da alta reatividade das nanoparticulas
(JEONG; PARK, 2014). No entanto, esta aglomeracao foi significativamente reduzida
pela utilizacdo da gelatina e a lixiviacao (aglomeracdo) das nanoparticulas foi
observada somente apds 4 meses da realizagdo da sintese. A gelatina ndo protege
as NPsAg apenas da agregacao, mas também desempenham um papel crucial na
morfologia, tamanho e biocompatibilidade das nanoparticulas. Portanto, a gelatina
foi utilizada ndo apenas como um estabilizador para as NPsAg sintetizadas, mas
também pode modificar o crescimento das NPsAg através da sua forte interagao
com a superficie das nanoparticulas no inicio da sua formacao. Os ions hidroxila
tiveram a fungéo principal de acelerar a sintese das nanoparticulas metalicas, porém
podem também determinar o tamanho das particulas formadas (VASIREDDY et al.,
2012). Imediatamente ap6s a sintese a solucdo apresentou pH ~ 12 e, ap6s a

didlise, as nanoparticulas estavam em pH neutro.
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Na FIGURA 4.8 é mostrado o diagrama esquematico do processo de
formagéo das NPsAg na matriz gelatina.

FIGURA 4.8 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DO PROCESSO DE FORMAGAO DO
BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg.
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4.4 CARACTERIZACAO DO BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg

A cor da solugéao gelatina/NPsAg mudou de incolor para castanho claro e,
finalmente castanho escuro, indicando a formacao das nanoparticulas de prata na
solucdo que continha a gelatina como agente estabilizante. A formagdo das NPsAg
foi investigada por espectroscopia UV-vis, que mostrou ser um método analitico
eficaz na deteccdo das nanoparticulas metdlicas. As NPsAg apresentam uma
intrinseca absorcdo de ressonancia de plasma de superficie localizada
(Localized Surface Plasmon Resonance — LSPR) na regiao UV-visivel, com uma
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banda ao redor de 400 nm. A banda em torno de 400 nm ¢ atribuida a densidade
eletrdnica de superficie (banda plasmon), como pode ser observado na FIGURA
4.9 (JEONG; PARK, 2014). A banda LSPR surgiu em decorréncia dos elétrons livres
na banda de condugéo das particulas metélicas com pequeno tamanho. A forma da
banda plasmon dependeu do tamanho das NPsAg, do ambiente quimico
proporcionado pela gelatina e pelo ions hidroxila, das NPsAs adsorvidas na
superficie da gelatina e da constante dielétrica do meio.

Apbs o processo de centrifugacdo e didlise, a amostra apresentou uma
coloragcdo amarelada. Essa coloracdo ocorreu porque as particulas coloidais sao
muito menores que o comprimento de onda da luz visivel, o que fez com que a
solucdo apresentasse a cor amarela. A absorcdo maxima em 403 nm corrobora com
a Teoria de Mie, que prevé uma banda com maximo de absorcdo entre 380 e
420nm, como pode ser observado na FIGURA 4.9.

FIGURA 4.9 — ESPECTRO DE UV-vis DAS NANOPARTICULAS DE PRATA NO
BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg.
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A solucédo aquosa das NPsAg apresentou uma banda de absorcao préximo a

391 nm, uma banda de absorc¢éo tipica de nanoparticulas de prata com morfologia
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esféricas e, que apresentam o plasmon de superficie nessa regido do espectro.
Para a obtencado do espectro de absorcdo da FIGURA 4.9 a solugcdo concentrada
das NPsAg foi diluida 10 vezes. O espectro de absorcdo dessa solucao diluida
apresenta caracteristicas espectrais (forma, alargamento de banda) idénticas ao
espectro das solugcbes mais concentradas, indicando a estabilidade da solugao
‘estoque”. Essa constatacdo mostra que as NPsAg nao sofreram dimerizagcao ou
aglomeracao de varias particulas, o que resultaria em uma nova banda de absorgao
em ~ 391 nm decorrente desses processos. Todas as dispersbes de NPsAg
preparadas apresentaram um pico de plasmon muito intenso em ~ 410 nm, que é
caracteristico de NPsAg com diametro de particula em ~100 nm.

O alargamento da banda plasmon ocorreu possivelmente pela agregacao ou
presenca de nanoparticulas com tamanhos variados, porém na FIGURA 4.9 pode
ser verificado que o espectro apresenta um afunilamento na banda de absorgcéo
maxima.

Na FIGURA 4.10 foi efetuado o calculo da largura a meia altura (FWHM —
Full Width at Half Maximum) — um parametro da curva referente ao seu
“abaulamento” — e foi obtido o valor de 64 nm. Os valores de 33 nm e 31 nm, quase
simétricos, indicaram que as NPsAg apresentam superficies regulares e distribuicdo
de tamanho de particula dentro de uma faixa estreita de valores, corroborando com
os dados de DLS.

A caracterizagdo do bionanocompésito foi efetuada também através de
medidas de DLS e Potencial Zeta.

O tamanho das NPsAg sintetizadas foi determinado por Espalhamento de
Luz Dinamico (Dynamic Light Scattering — DLS). Em métodos baseados na
dispersdao de luz, o tamanho é calculado com base na dispersdo da luz pelas
particulas. O DLS é amplamente utilizado na avaliagdo do tamanho hidrodindmico e

no comportamento de nanoparticulas (aglomeracgao e dissolucao) em solventes
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FIGURA 4.10 - CALCULO DA FWHM EFETUADO NO ESPECTRO DE UV-vis DAS
NANOPARTICULAS DE PRATA NO BIONANOCOMPOSITO GELATINA/NPsAg.
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Os resultados de Diametro Hidrodinamico, indice de Polidispersidade e
Potencial Zeta das solucbes aquosas de GNG (Gelatina/NaOH/Glicose), G
(Gelatina) e G/NPsAg (nanoparticulas de prata/Gelatina). sdo mostrados na
TABELA 2.

TABELA 2 - DIAMETRO HIDRODINAMICO (DH), iINDICE DE
POLIDISPERSIDADE (IP) POTENCIAL ZETA (¢) E O DESVIO PADRAO (SD -
STANDARD DESVIATION) DAS SOLUGOES DE GELATINA/NaOH/GLICOSE,

(GELATINA) E GELATINA/ NANOPARTICULAS DE PRATA.

SOLUGAO DH (nm + SD) I= ¢ (mV + SD)
GNG 67,05 + 5,99 1,000 + 0,000 _ 24,77 + 3,34
G 38,92 + 2,23 0,540 + 0,020 _515+1,46

G/NPsAg 100,59 + 7,35 0,462 + 0,025 ~ 30,43 + 0,81

Os dados de diametro hidrodindmico mostrados na TABELA 2 foram

significativamente dependentes nao apenas do agente redutor (glicose), utilizado na
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sintese das nanoparticulas, mas também do agente estabilizante (gelatina). Os
resultados mostram que o valor de DH para as nanoparticulas de prata (100,59 nm)
em gelatina € maior que o da gelatina, indicando que as nanoparticulas de prata
foram formadas e adsorveram na superficie da gelatina, em estruturas maiores que
a gelatina individual, corroborando com o mecanismo proposto na FIGURA 4.8.

Os diametros hidrodindmicos foram afetados pelo ambiente que envolveu a
nanoparticula e foram calculados partindo-se de uma particula esférica isotropica.
Portanto, esses dados representam o didmetro da particula e ndo o tamanho real da
particula que deve ser determinado por outras técnicas, por exemplo, Microscopia
Eletronica de Transmissao de (Transmission Electron Microscopy — TEM).

O resultado de DLS fornece também informacgdes a respeito da distribuicao
de tamanho das nanoparticulas e o indice de polidispersidade. No entanto, misturas
heterogéneas, amostras polidispersas ou nanoparticulas na presenca de outras
substancias nanodimensionais (clusters de proteina), tornam as medidas dificeis ou
mesmo impossiveis de serem realizadas.

O indice de polidispersidade (IP) € um parametro utilizado na avaliagdo da
distribuicao de tamanho das nanoparticulas. Um valor de IP > 0,7 significa uma alta
distribuicdo de tamanho de particula. Para o sistema Gelatina/NaOH/Glicose a
polidispersidade foi muito elevada (1,000), indicando que as nanoparticulas nao séo
homogéneas. A gelatina em solucdo aquosa apresentou um indice de
polidispersidade em torno de 0,5. Essas particulas sdo mais homogéneas, porém
nao totalmente, o que é esperado para uma amostra comercial ndo fracionada. O
menor IP foi para o bionanocompésito Gelatina/NPsAg (IP = 0,462 + 0,025), que
apresentou nanoparticulas mais homogéneas, corroborando como calculo da FWHM
efetuado no espectro de absor¢cdo UV-vis que indicou NPsAg com superficies
regulares e distribuicdo de tamanho de particula dentro de uma faixa estreita de
valores.

O Potencial Zeta ({) foi utilizado para avaliar a estabilidade das
nanoparticulas. As medidas de Potencial Zeta (Zeta Potencial — ZP) foram
efetuadas por espalhamento de luz eletroforético (Electrophoretic Light Scattering
— ELS).

A maioria das particulas, quando em contato com um liquido, adquire uma

carga elétrica na sua superficie e esse potencial € denominado de Potencial Zeta (().
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A “carga” da particula coloidal é na verdade uma carga efetiva, resultante do balango
carga de ions e contra ions. O Potencial Zeta se correlaciona com a repulsao
eletrostatica entre as particulas e com a estalibilidade dos sistemas coloidais e,
quanto maior o valor do £, mais estavel sera o coloide. Quando o valor do Potencial
Zeta for menor que - 30 mV ou maior igual a + 30 mV, a particula sera estavel
(DUMAN; TUNGC, 2009).

A dispersao coloidal de gelatina em agua apresentou o menor valor de
Potencial Zeta (- 5,15 £ 1,46 mV). A baixa estabilidade da gelatina na agua pode
estar relacionada com o0 excesso de cargas presentes nos aminodcidos, que
provocou a diminuicdo do Potencial Zeta abaixo do denominado ponto critico e
resultou na formacdo de agregados. A velocidade de formacdo dos agregados
aumenta a medida que mais préximo de zero esteja o Potencial Zeta.

Para o sistema Gelatina/NaOH/Glicose o valor do Potencial Zeta foi de
- 24,77 £ 3,34 mV. O NaOH é um eletrdlito forte, estava em excesso na solucéo e,
por isso a sua presenga provocou a diminuicdo do Potencial Zeta abaixo do ponto
critico. Essa diminuicao deveria promover a agregacao das particulas. Porém o
NaOH atuou nos grupamentos acidos da gelatina, desprotonou-os e aumentou as
cargas (carga liquida negativa) e a estabilidade das particulas na dispersao coloidal.
Isso esta de acordo com a Teoria de Derjaguin, Landau, Verwey e Overbeek
(Teoria DLVO), quanto maior o Potencial Zeta, mais provavel que a dispersao
coloidal seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e
essa forca supera as Forgas Intermoleculares (Forcas de van der Waals), as quais
sao responsaveis pela agregacao (SUSHKO; SHLUGER, 2007).

O bionanocomposito Gelatina/NPsAg apresentou o valor de Potencial Zeta
mais negativo (- 30,43 £ 0,81 mV) e, portanto, é o sistema mais estavel. A
nanoparticula metalica tem um potencial eletrostatico (¥o) muito pequeno e, de
acordo com a Teoria DLVO, proporcionaria a agregacao das particulas. A adicdo da
gelatina como agente estabilizante protegeu as NPsAg (estabilizacdo estérica) e
aumentou a sua estabilidade em agua. A estabilidade das NPsAg em solucao
aquosa ocorre porque a macromolécula adsorve sobre a superficie das
nanoparticulas formadas e proporciona a repulséo estérica.

Os resultados de Diametro Hidrodinamico, indice de Polidispersidade e
Potencial Zeta das G/NPsAg (nanopatrticulas de prata/Gelatina) em agua ultrapura
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(Milli-Q™) e agua reconstituida para embrido de Zebrafish (Moderately Hard
Reconstituted Water — MHRW) sao mostrados na TABELA 3.

TABELA 3 - DIAMETRO HIDRODINAMICO (DH), iINDICE DE
POLIDISPERSIDADE (IP) POTENCIAL ZETA (¢) E O DESVIO PADRAO
(STANDARD DESVIATION — SD) DO BIONANOCOMPOSITO GELATINA/
NANOPARTICULAS DE PRATA/ EM AGUA ULTRAPURA (Milli-Q™) E AGUA
RECONSTITUIDA (MHRW).

SOLVENTE DH (nm + SD) I= ¢ (mV + SD)
Agua Milli-Q 100,59 + 7,35 0,462 + 0,025 30,43 0,81
Agua MHRW 138,20 + 8,20 0,478 + 0,072 ~21,00 £2,60

Os dados de diametro hidrodindmico das NPsAg/Gelatina mostrados na
TABELA 3 foram significativamente dependentes do solvente. O resultado de DH do
bionanocompdsito gelatina/ NPsAg em agua reconstituida € maior que em agua
ultrapura. Isso pode ser resultado da aglomeracdo das nanoparticulas (atragéo
eletrostatica) em decorréncia da grande forca ibnica do meio. A carga liquida na
superficie da nanoparticula afeta a distribuicdo de ions ao seu redor, aumentando a
concentragdo de contra ions junto a superficie. Desta forma ocorre a formacao de
uma dupla camada elétrica na interface da nanoparticula/solvente, que facilita a
agregacao.

Os valores dos indices de polidispersidade (IP) das solugdes de
gelatina/NPsAg em agua ultrapura (0,462 £ 0,025) e reconstituida (0,478 + 0,072)
foram idénticos, indicando que as nanoparticulas sdo homogéneas.

O valor do Potencial Zeta do bionanocompdsito gelatina/NPsAg em agua
reconstituida foi de — 21,00 + 2,60 mV. A maior concentracao de eletrélitos na agua
reconstituida e a presenca de ions com valéncias maiores (Ca®*) diminuiram a
distancia na qual ainda existe potencial eletrostatico (¥) significativo e, portanto,
tornou mais favoravel a agregacao das particulas.

A presencga de varios eletrélitos fortes (NaCl, KCI) e a alta concentragéao de
alguns sais {{MgSO4 (2 mol.L'™"], [NaHCOs; (4 mol.L™"], [CaCk (1,27 mol.L™"],
[NagHPO,4 (47 mol.L')]}, na agua reconstituida, provocou a diminuicdo do Potencial
Zeta abaixo do ponto critico. Essa diminuicAo favoreceria a agregagcdo das
particulas. Porém, a presenca da gelatina como agente estabilizante, manteve as
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nanoparticulas estaveis na solugdo de agua reconstituida. Na agua reconstituida a
estabilidade das NPsAg é explicada pela adsorcdo da macromolécula sobre a
superficie das nanoparticulas formadas, proporcionando a respulsao estérica.

A caracterizacdo do tamanho das NPsAg foi efetuada por Microscopia
Eletronica de Transmissao (Transmission Electron Microscopy — TEM). As
imagens obtidas por microscopia das nanoparticulas dispersas sobre o grid de cobre
do Microscopio Eletrénico de Transmissao sao mostradas na FIGURA 4.11.

FIGURA 4.11 — IMAGENS DAS NANOPARTiCULAS DE PRATA DISPERSAS SOBRE O
GRID DE COBRE E OBTIDAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO.

A partir das imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissao pode-se
observar que as nanoparticulas de prata apresentam a forma esférica, porém com
uma distribuicdo variada de tamanho. A polidispersidade das nanoparticulas de
prata ja& havia sido observada nas medidas de DLS. A forma esférica das
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nanoparticulas também ja era esperada, pois a solugcdo aquosa diluida das NPsAg
apresentou uma banda de absor¢cao maxima préximo a 391 nm, como mostrado na
FIGURA 4.9, e essa banda de absorgdo € atribuida as nanoparticulas de prata
esféricas, decorrente do seu plasmon de superficie.

Nao foi observada aglomeracao ou dimerizacdo das nanoparticulas nas
imagens da FIGURA 4.11. A auséncia de aglomerados e dimeros foi confirmada
também pela banda plasmon de absorcdo (FIGURA 4.9), pois caso esses
fenbmenos ocorressem uma nova banda plasmon de superficie localizada estaria
presente, resultado da interacdo de duas ou mais nanoparticulas de prata juntas e
em contato. A pequena aglomeracao de particulas que aparece na FIGURA 4.10 foi
atribuida ao processo de secagem da agua no grid de cobre e presencga da gelatina,
que propiciou a coalescéncia das nanoparticulas.

As nanoparticulas apresentam uma distribuicdo de tamanho, com o valor
médio em 20 nm, porém com algumas particulas na faixa de 4 nm. Embora néo seja
uma regra, a atividade antimicrobiana das nanoparticulas depende do tamanho da
das NPsAg preparadas. Estudos sugerem que quanto menor o tamanho da
particula, maior a sua citotoxicidade. As nanoparticulas preparadas na faixa de
tamanho de 20 nm tém maior facilidade de absorcdo, mais facil dissolucdo e a
liberacdo dos ions prata ocorre mais lentamente quando em contato com micro-
organismos (YEN et al., 2009). Todos esses fatores sdo decorrentes do aumento da
area superficial das particulas. A modificagdo superficial das NPsAg com a gelatina
aumentou também a sua dissolucdo e as nanoparticulas ficaram estaveis por um
periodo de tempo maior (aumento da estabilidade das NPsAg), confirmado através
das medidas de Potencial Zeta.

A forma, o tamanho e a area superficial das nanoparticulas de prata
preparadas em gelatina sdo fatores determinantes na citotoxicidade destas
nanoparticulas. Para a avaliacdo desses fatores € fundamental a utilizagdo de
técnicas de caracterizacdo especificas como espalhamento de luz (DLS) e
Microscopia Eletrdnica de Transmissao.

A técnica bright-field € uma técnica de iluminagao utilizada em microscopia.
As NPsAg foram iluminadas por baixo e o contraste de luz branca na amostra foi
causado pela absorcdo de parte da luz transmitida em &reas mais densas das
particulas. A aparéncia tipica de uma imagem de microscopia obtida pela técnica
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bright-field é mostrada na FIGURA 4.12 (b), onde as nanoparticulas de prata
representam as partes escuras sobre um fundo claro. O modo dark-field também foi
utilizado nas imagens das nanoparticulas de prata. Neste modo existe uma abertura
na lente e, a escolha de feixes diferentes difratados, revelam novas imagens
FIGURA 4.12 (a).

Nas imagens de microscopia da FIGURA 4.12 foram utilizadas as técnicas
de bright-field, dark-field e difratometria. As nanoparticulas apresentaram forma
esférica e com distribuicdo de tamanho, quando foram utilizadas as técnicas de
bright-field e dark-field. A difracdo dos elétrons revelou o carater policristalino das

nanoparticulas de prata.

FIGURA 4.12 — IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS
NANOPARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO AS TECNICAS DE ® DARK-FIELD, " BRIGHT-FIELD
E © DIFRACAO DE ELETRONS.




102

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO BIONANOCOMPOSITO
GELATINA/NPsAg

O efeito antimicrobiano da prata e especialmente das nanoparticulas de
prata NPsAg, independentemente do tipo de bactéria, é conhecido em toda a
comunidade cientifica mundial. Porém, as interacbes entre nanomateriais e células,
a internalizacao celular e a resposta téxica da célula estdo entre as questdbes mais
cruciais relacionadas a toxicidade induzida por NPsAg.

O mecanismo definitivo da acao antibacteriana das nanoparticulas de prata
ainda nao é conhecido, porém pode estar relacionado com o mecanismo de agao
dos ions prata (Ag*), onde ocorre a acumulagido das NPsAg e saturacao de enzimas
e proteinas. O mecanismo proposto em alguns trabalhos sugere que a mudanga
causada na parede celular e nuclear (DNA/RNA) pela nanoparticula € a principal
causa pelo retardamento do crescimento de células bacterianas. Trés possiveis
mecanismos que podem ser a causa da morte de células bacterianas por NPsAg sao
listados a sequir (Li et al, 2008):

1. O crescimento e proliferacdo das células bacterianas séo inibidos pela
adesdo das NPsAg (devido ao pequeno tamanho das particulas) na
parede celular das bactérias e, consequentemente, alteracées na

parede celular com a formacgao de “pits”.

2. As nanoparticulas de prata penetram através da parede celular
bacteriana, causam danos ao DNA e a morte da célula (REIDY et al.,
2013).

3. Os ions Ag" interagem com o enxofre de proteinas presentes na
parede celular das bactérias, levando ao mau funcionamento da

parede celular bacteriana.

O efeito antimicrobiano do bionanocompdsito geltatina/ NPsAg foi avaliado
contra bactéria Bacillus subtilis (B. subtilis) e Escherichia coli (E. coli), que
foram tratadas com diferentes porcentagens de nanoparticulas de prata em placas
com meio de Mueller Hinton.
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Os valores obtidos para a concentracéo inibitéria minima sdo mostrados na
TABELA 4.

TABELA 4 — RESULTADOS DE CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA
(CIM) PARA AS NPsAg.

BACTERIA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiNIMA (%)
B. subtillis 3,12-1,56
E. coli 6,25-3,12

Comparando-se com o controle positivo, a Estreptomicina, as NPsAg
apresentram CIM em concentracbes baixas e atividade antimicrobiana contra uma
bactéria gram-positiva (B. subtilis) e uma gram-negativa (E. coli). Porém, as
nanoparticulas de prata foram mais eficazes contra a bactéria B. subtilis. Além disso,
nao foi observada atividade antimicrobiana em solu¢des que néo apresentavam as
nanoparticulas (controle), mostrando que a atividade antimicrobiana esta
diretamente relacionada com as NPsAg.

As NPsAg por apresentaram pequeno tamanho de particula podem aderir e
atravessar a parede celular das bactérias B. subtilis e E. coli. Em seguida, as NPsAg
podem ser oxidadas e formar ions metélicos Ag®, um acido “soft” de Lewis (n = 6,8)
que tem a tendéncia natural em reagir com bases. As células sdo compostas por
atomos de enxofre e fésforo, que sdo bases “soft” de Lewis. Portanto, a interacéao
entre os ions metalicos Ag* e os aminoacidos presentes nas células das bactérias B.
subtilis e E. coli foram do tipo acido/base de Lewis. Essa forte interacao acarretou
danos as células e a morte celular.

Outro fator a ser considerado €& a presenca de enxofre e fosforo na
constituicdo do DNA; os fons Ag*® também podem ter interagido com essas bases
“soft” de Lewis e destruido o DNA, o que teria causado a morte celular. A interagao
entre a prata e os atomos de enxofre/fésforo presentes no DNA podem levar a
problemas na replicacdo do DNA das bactérias B. subtilis e E. coli e ocasionar a
morte desses micro-organismos.

A interacdo das nanoparticulas com a parede celular das bactérias, DNA e
enzimas pode causar um desequilibrio no metabolismo celular, ocasionando a

inducdo de elevado nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS),
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consequentemente, na morte nas bactérias (QUINTEROS et al., 2016). Contudo, a
presenca da gelatina nas nanoparticulas pode influenciar neste processo de
interacdo com a superficie das bactérias, assim, a influéncia desta bionanointerface
na toxicidade precisa ser elucidada (DURAN et al., 2015).
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1. CONCLUSAO

O nanocompésito Fibroina/NPsAg foi preparado por um método que utiliza o
conceito de quimica verde, sem a necessidade da utilizacao de agentes de reducéo
(acido L-ascorbico, boroidreto e hidrazina) ou tensoativos, como € efetuada
normalmente em sintese coloidal. Os residuos de tirosina presentes na fibroina
foram responsaveis pela reducao da prata in situ.

A intensidade e posi¢cao da banda LSPR do nanocompésito Fibroina/NPsAg
sao dependentes das condicdes experimentais. O perfil da banda LSPR é uma
evidéncia forte da formacao de nanoparticulas de prata imersas em estruturas hiper-
ramificadas, que aparecem entre 415-445 nm.

A etapa da didlise e a agitacdo da mistura reacional afetam diretamente a
qualidade do nanocompésito Fibroina/NPsAg, bem como o rendimento da reacao.
Este resultado indica a possibilidade de se ajustar a banda LSPR com a alteragao
dos parametros experimentais.

A facilidade no método de preparacdo e as propriedades plasménicas, na
regiao do visivel, sao parametros que tornam o método e 0 compodsito
Fibroina/NPsAg atrativos e passiveis de futuras aplicacoes.

NPsAg foram sintetizadas também via sintese verde pela reducao de AgNOs3
com glicose. A gelatina funcionou como um excelente agente estabilizador das
nanoparticulas metalicas, pois as dispersdes das NPsAg modificadas com a gelatina
permaneceram estaveis por um periodo de 4 meses. A espectroscopia UV-vis
mostrou uma banda plasmon caracteristica em 403 nm para as NPsAg na matriz de
gelatina.

As imagens de Microsocopia Eletronica de Transmissdo mostraram
nanoparticulas de prata esféricas (valor médio em 20 nm), porém com uma
distribui¢do variada de tamanho de particula.

O bionanocompédsito  gelatina/NPsAg apresentou uma  atividade
antimicrobiana pronunciada em relacao a bactéria gram-positiva B. subtilis € uma
bactéria gram-negativa (E. coli), apresentando valores de 3,12% — 1,56% e 6,25% —

3,12%, respectivamente. Consequentemente, esse bionanocompdsito € um material
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que pode ser utilizado na concepg¢ao de novos antissépticos soluveis em agua, na
formulacédo de revestimentos e materiais (lacas, corantes, plasticos antimicrobianos)
e hidrogéis antimicrobianos.

As nanoparticulas revestidas com gelatina podem também ser utilizadas em
dispositivos de biossensores e materiais hibridos, uma vez que o revestimento de

gelatina pode ajudar a sua ligacdo aos sistemas biolégicos.
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5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos com os bionanocompositos, e levando-se em
conta o grande potencial de aplicagdo das nanoparticulas metalicas em sistemas
biocompativeis, a seguir sdo propostas algumas sugestdes de trabalhos futuros:

— Preparagédo de particulas bimetalicas, efetuar a sintese das NPsAg na

presenca de outros metais, por exemplo, ouro (Au) ou platina (Pt).

— Sintese via quimica verde das NPsAg em outros biopolimeros como
celulose e quitosana; utilizacdo de outros agentes redutores na sintese das NPsAg,

frutose, lactose, sacarose e amido.

— Utilizacao dos compésitos fibroina/ NPsAg e gelatina/NPsAg na preparagao
de filmes e avaliacdo da atividade antimicrobiana desses materiais em bactérias e
fungos.

— Preparacdo de filmes de fibroina/NPsAg e efetuar tratamentos de
superficie ou incorporar outros materiais, por exemplo a adicdo de nanotubos de

carbono, de maneira a melhorar propriedades mecéanicas do material.

— Realizacdo de estudos de degradacdao das NPsAg para elucidar
mecanismos e interacbes quimicas ocorridas durante processos de

agregacao/precipitacdo das particulas metalicas.

— Avaliar a seletividade e sensibilidade do sistema glicose/gelatina/ NPsAg na
presenca de ions metdlicos, monitorando alteragdes no comportamento da banda
plasmon apés a adicao desses ions. Como ions metalicos poderiam ser utilizados:
Fe?* ou Fe**, Pb?, Cu?*, Mg®*, Ca?*, Li*, Na* e K*.

— Preparagdo de um material compésito gelatina/NPsAg/TiO2. ou
gelatina/NPsAg/SiO, em solugdo ou solido para ser utilizado em atividades
fotocataliticas.
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