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RESUMO

Nanomateriais hibridos (ou nanocompoésitos) pertencem a uma classe
especial de materiais e ocupam um lugar de destaque dentro da &rea da
ciéncia e engenharia de materiais, especialmente em pesquisas relacionadas
aos novos materiais compasitos formados da combinacdo de componentes
organicos e inorganicos. Dentre os componentes organicos, a fibroina da
seda e a gelatina apresentam lugares de destaque na area de nanocompositos.
Um método de sintese verde foi utilizado para a preparacdo de um
composito de Fibroina/Nanoparticulas de Prata/ Gelatina (Fib/NPsAg/Gel)
em solucdo aquosa. A gelatina foi empregada na reacdo como agente
estabilizante e a glicose como agente redutor. Um método de sintese verde
foi utilizado para a preparacéo de um compdsito de Fibroina/Nanoparticulas
de Prata/ Gelatina (Fib/NPsAg/Gel) em solugdo aquosa, que mostrou ser um
método analitico eficaz na deteccao das nanoparticulas metélicas. As NPsAg
apresentam uma intrinseca absorcao de ressonancia de plasma de superficie
localizada (Localized Surface Plasmon Resonance — LSPR) na regido UV-
visivel, com uma banda ao redor de 400 nm.

Palavras chave: 1. Nanoparticulas de prata. 2. Fibroina. 3. Plasmon.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia pertence a um conjunto de revolucdes que permearam a humanidade
nos Ultimos séculos. As revolucdes técnicas ocorridas nos tltimos 300 anos podem ser divididas
em revolucdo geografica, com os navios que exploravam longas distancias pelo mundo —
revolucdo industrial, caracterizada pela utilizacdo de maquinas a vapor — revolucdo da
tecnologia da informacéo, com o desenvolvimento do transistor — e a nanotecnologia, com a
invencdo do microscopico de tunelamento (RAI, 2013). Duas tecnologias importantes foram
desenvolvidas nos séculos XX e XXI, tecnologia da informacéao e a nanotecnologia. De forma
geral, ambas exercem um papel importante para a sociedade e ciéncia moderna. A tecnologia
da informacdo foi desenvolvida por volta de 1947, com a invengdo do transistor. A
nanotecnologia, com o desenvolvimento do microscopio de tunelamento, abrangeu diversos
estudos e desempenhou papel essencial para o desenvolvimento das diversas areas cientificas e
tecnoldgicas (RAI, 2013).

Um ponto interessante com relacdo a nanotecnologia € o estudo dos nanomateriais
hibridos (ou nanocompdsitos) que pertencem a classe dos materiais com maior
desenvolvimento nas modernas areas das ciéncias e tecnologias (SANCHES et al., 2005). Os
nanomateriais hibridos possuem lugar de destaque na area das ciéncias e engenharia de
materiais, com importantes aplicacdes em estudos de materiais compdsitos. Esses materiais
combinam compostos organicos e inorganicos, que proporcionam grandes influéncias nas
propriedades fisicas e quimicas desses nanomateriais, por exemplo, propriedades épticas,
magnéticas e cataliticas (GOMEZ; ROMERO, 2011). A combinacdo de diferentes materiais
hibridos organico-inorganicos pode resultar, de acordo com o comportamento sinérgico dos
materiais constituintes, em novas propriedades ou intensificacdo de uma propriedade ja
existente no material (PAUL; ROBENSON, 2008). Atualmente material compdsito a base de
matriz polimérica ganhou um importante espago em pesquisas e desenvolvimentos de novas
tecnologias (PAUL; ROBENSON, 2008). Se a0 menos um dos componentes possui dimenséo
na ordem de 1-100 nm, propriedades relacionadas a dimenséo nanométrica irdo surgir (YUAN;
MULLER, 2010).

Nanocompositos produzidos com polimeros naturais (bionanocompdsitos) sao, quando

comparados aos materiais sintetizados, menos estudados e aplicados na industria. Materiais
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formados pela juncdo de polimeros naturais e substancias inorganicas — com ao menos uma
dimenséo na escala manométrica — sdo denominados bionanocompasitos. O desenvolvimento
de nanocompositos a base de biopolimeros aumentou nos Gltimos dez anos, desencadeados pela
preocupacdo no desenvolvimento de materiais sustentaveis (recursos naturais com baixo custo,
renovaveis e com pequeno impacto ambiental) e a preparacdo de materiais com a disposi¢do
entre as fases organicas / inorgénicas inspiradas em nanocompésitos naturais (DARDER,;
ARANDA; RUIZ-HITZKY, 2007; LIU; BURGER; CHU, 2003).

Os bionanocompdsitos sdo preparados necessariamente através da modificacdo e
funcionalizacdo dos biopolimeros, por exemplo, a incorporagdo de nanoparticulas inorganicas
a estes 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.) é um fator importante em processos como biossor¢éo, catalise
fermentativa e biominerilizacdo. Polimeros naturais propiciam a formacdo de um ambiente
excelente para se promover uma efetiva funcionalizagdo de centros ativos (POMOGAILO;
KESTELMAN, 2005).

O controle da sintese de biopolimeros/nanoparticulas inorganicas possibilita a obtencao
de materiais homogéneos de facil processamento e baixo custo de producdo. Atualmente, a
preparacdo de nanocompositos através da reducdo in situ de sais metalicos em suspensdes
aquosas de biopolimeros tem sido avaliada (HORISKOSHI; SERPONE, 2013). Na reducdo in
situ um sal metalico soltvel é utilizado como precursor e um agente estabilizante para evitar a
aglomeracéo das particulas. Os ions metalicos adsorvidos a matriz do biopolimero podem ser
reduzidos as nanoparticulas metalicas pelos grupos redutores presentes na propria matriz. A
presenca das cadeias macromoleculares dos biopolimeros melhora a distribui¢do no interior da
matriz, evitam a formacdo de agregados e permitem a obtencdo de nanoparticulas metalicas
com uma distribuicdo de tamanhos estreita e com forma bem definida (MANEERUNG et al.,
2008).

Os biopolimeros surgiram como uma classe versatil de materiais que apresentam
potenciais aplicacfes em diversas areas, incluindo os materiais compositos (SU et al., 2011;
YOUNES; RINAUDO, 2015). Quitosana, celulose e fibroina sdo biopolimeros que foram
investigados por diversos grupos de pesquisa em todo o mundo e, 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 é um biopolimero protéico insolivel em agua, que possui baixo custo de

producdo, um recurso abundante na natureza, renovavel e disponivel no Brasil, produzida por
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aranhas, larvas do bicho-da-seda, mariposas, escorpides e pulgas (LOPES, 2017). O bicho-da-
seda domesticado (Bombyx mori) produz um casulo que apresenta na constituicdo de suas
estruturas, fibras de uma proteina, fibroina, e uma espécie de cola responsavel pela unido das
fibras de fibroina, a sericina. A fibroina de seda (SF) proveniente da Bombyx mori é composta
por 5507 amino&cidos. A composicao do biopolimero é devido as cadeias leves e pesadas, que
constituem regides cristalinas responsaveis por propiciar caracteristicas mecanicas e, amorfas
para a conferéncia de higroscopicidade das fibras (PAN et al., 2012). Atualmente, em
decorréncia da versatilidade apresentada por este polimero, sua aplicacdo em diversos sistemas
foi viabilizada, por exemplo, cosméticos (HARDY; ROMER; SCHEIBEL, 2008), para
melhorar a superficie de materiais, aplicacdes bioquimicas, dentre outras utilizacdes
(SRIUDOM et al., 2015; KUNDU, 2013). A fibroina possui propriedades que vao além destas
aplicacdes. Por possuir ampla quantidade de proteinas, os grupos amino (-NH2) presentes na
sua composicao propiciam a oportunidade de serem explorados como sitios ativos, nos quais
podem ser ligadas nanoparticulas metalicas e/ou promover reducéo dos ions metalicos aos seus
respectivos metais (SASHINA, 2009). A preparacdo de um composito de NPsAg suportada em
uma matriz de fibroina e, a atividade antimicrobiana deste material na inibi¢do do crescimento
de Staphylococus aureus e Pseudomonas aeruginosa foi investigada na literatura
(UTTAYARAT, 2012). Embora a preparacdo do composito fibroina/prata ja ter sido realizada
antes, existem poucos estudos exploratorios de algumas propriedades destes materiais, por
exemplo, suas propriedades plasménicas quanto aos parametros de sintese.

A fibroina da seda possui uma biomacromolécula que possui uma sequéncia especifica
de aminoacidos. Este biopolimero é muito empregado na confec¢do de biomateriais. Uma das
propriedades deste biopolimero é a sua biodegrabilidade controlada e biocompatibilidade, que
¢ muito importante no desenvolvimento de filmes, hidrogéis, e drug delivery. Estudos
apontaram que a utilizacdo de NPsAg em contato com a matriz da fibroina levou a formacéo de
um biofilme com caracteristicas bactericidas e consequentemente, aplicagdes em curativos
(TAO et al., 2017).

A prata e seus compostos tém sido utilizados em diversas aplicacBes desde o0s
primordios das civilizagdes, decorrente, sobretudo de suas excelentes propriedades. No século
20 o numero de aplicacdes da prata e seus compostos aumentaram substancialmente, por
exemplo, condutores elétricos, contatos elétricos, catalise, fotografia, espelhos, sistemas de
filtracdo de &gua e piscina (VARNER, 2010), conversores de energia solar, sensores quimicos,
Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie (Surface Enhanced Raman Scattering -
SERS), cosméticos, produtos téxteis e na medicina (HAIDER; KANG, 2015; REIDY et al.,
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2015). A forma coloidal da prata ndo é uma descoberta recente, a nanoprata (NP) j& é conhecida
a mais de 120 anos (VARNER, 2010). Em 1889, Lea Mc sintetizou a partir de citrato
nanoparticulas de prata com estabilidade coloidal e didmetro médio para particulas na ordem
de 7 e 9 nm (LOPES, 2017). A utilizacdo de proteinas como agente estabilizador de (NPs) foi
descrito em 1902. Um material denominado “Collargol”, uma classe de (NPs) com dimensé&o
de particula de 10 nm, foi preparada comercialmente e utilizada em aplicagdes medicas desde
1897. Em 1953, nanoparticulas de prata (NPSAQ) estabilizadas por gelatina foram patenteadas
pela Moudry. Estas nanoparticulas apresentavam diametros entre 2-20 nm (NOWACK;
KRUG; HEIGHT, 2011). Na década de 50 foram produzidas NPsAg impregnadas em carbono
com didmetro de particula abaixo de 25 nm. Em 1954, existe o registro nos Estados Unidos da
utilizacdo de NPsAg como biocida. Ao decorrer dos anos a producdo da prata em escala
nanométrica aumentou seu efeito no controle de virus e bactérias, decorrente da grande area
superficial das nanoparticulas e, consequentemente, aumento do contato com 0s
microrganismos. No metabolismo celular, sistemas de transferéncia de elétrons e o transporte
do substrato na membrana celular de uma célula microbiana sdo danificados pelas NPsAg
(LOPES, 2017).

A demanda crescente de nanoparticulas deve estar vinculada aos métodos que utilizem
a sintese verde. Na sintese verde estdo envolvidas trés etapas, que devem ser avaliadas com
base nas perspectivas da “quimica verde”: escolha do solvente; utilizagdo de um agente redutor
ecologicamente “correto”; utilizagdo de substancias atoxicas na estabilizacdo das NPsAg
sintetizadas. Em um método de sintese denominado método polissacarideo as NPsAg sdo
preparadas utilizando como solvente a dgua e como agente redutor um polissacarideo. Em
alguns casos, 0 polissacarideo atua como agente redutor ¢ agente de “cobertura” (LOPES,
2017).

As nanoparticulas metalicas possuem absorcdes intrinsecas em regifes diferentes do
espectro UV-visivel (UV-vis), denominada banda plasmon, ressonancia de plasmon de
superficie (surface plasmon resonance — SPR), ou mais especificamente ressonancia plasmon
de superficie localizada (localized surface plasmon resonance — LSPR). Esta ressonancia é uma
oscilacdo coerente dos elétrons de conducdo de superficie que foram excitados por radiacéo
eletromagnética. O plasmon de superficie localizada é resultante das interagGes da luz com
particulas muito menores do que o comprimento de onda incidente. Isso conduz ao plasmon
que oscila localmente em torno da nanoparticula, com frequéncia conhecida como ressonancia
plasmon de superficie localizada (LSPR) (LOPES, 2017).
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A gelatina € um biopolimero natural derivado da hidrélise do colageno, apresenta
propriedades intrinsecas como biocompatibilidade e biodegrabilidade e, portanto, se apresenta
como um material interessante para ser explorado na preparacdo de nanocompdsitos. As
propriedades da gelatina sdo resultantes da composicéo, formada por 50,5% de carbono, 6,8%
de hidrogénio, 17% de nitrogénio e 25,2% de oxigénio. A gelatina é obtida a partir do colageno
por processos de desnaturagdo quimica e possui estrutura rigida conectada por ligagdes
covalentes. As moléculas possuem trés cadeias polipeptidicas organizadas em uma tripla hélice
estabilizadas por ligacGes de hidrogénio. A estrutura tripla hélice é formada com a repeticéo da
sequéncia: Gly - X - Y (Glicina - Proteina — Hidroprolina) (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011).

Dois tipos de gelatina sdo comercializados, do tipo A (ponto isoelétrico em pH ~ 8-9) e
gelatina tipo B (ponto isoelétrico em pH ~4-5). O processamento de pré-tratamento empregado
na elaboracdo industrial é o ponto determinante nos dois tipos de gelatina obtidos, sendo que
no tipo A sio pré-tratadas em ambiente acido, e a do 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, com a obtencdo de uma gelatina
sollvel; seguida da desnaturacao térmica do material. A desnaturacao € o método que destroi a
estrutura tridimensional da proteina. O colageno é quebrado em diversos fragmentos e as triplas
hélices sdo separadas, resultado da destruicdo das ligacfes de hidrogénio. A dimensdo das
cadeias polipeptidicas e as caracteristicas funcionais da gelatina podem sofrer influéncia dos
parametros de extracdo e o tipo de pré-tratamento quimico utilizado (HANANI et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi a sintese de nanoparticulas de prata em solucao aquosa de

gelatina e a preparacdo de um bionanocompésito Fibroina/NPsAg/Gelatina.

2 MATERIAL E METODOS

Fibroina da seda foi extraida a partir de casulos do bicho-da-seda Bombyx mori (fibroina
virgem). As amostras de casulos foram gentilmente doadas pela Fiagcdo Bratac (Bastos, Brasil).
A solugdo aquosa da fibroina foi preparada no Laboratdrio de Processos da Faculdade de
Engenharia Quimica da UNICAMP.

A didlise da fibroina e a sintese das nanoparticulas de prata foram efetuadas no
Laboratdrio Quimico das Faculdades Integradas Maria Imaculada (FIMI), Mogi Guagu (S&o

Paulo).
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Medidas de Espectrofotometria UV-Vis foram efetuadas no Laboratorio de
Nanobiotecnologia e Nanotoxicologia do Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano).
A estabilidade das NPsAg coloidais foi avaliada por medidas de Espalhamento de Luz
Dinamico (DLS — Dynamic Light Scattering) no Laboratorio de Analise de Macromoléculas do

Laboratdrio Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol (CTBE).

2.1 Preparacéo da Solucédo Aquosa de Nitrato de Prata (AgNOs) (1 mmol.L?)

Para a preparagéo da solugdo aquosa 1mmol Lt de nitrato de prata foram pesados 0,179
de AgNO:s e esta massa foi dissolvida em 1 litro (L) de &gua deionizada. A solugéo obtida foi
identificada e acondicionada em um frasco &mbar (ALMEIDA; BARBANTI, 2015).
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Figura 1. Fluxograma com os procedimentos utilizados para a preparacdo da solucdo de nitrato de prata 1 mmol.L-

0,17g de AgNO,
(Synth)

!

dissolu¢dao em 1 litro (L) de
agua deionizada

l

Solugdo aquosa de nitrato de

prata 1 mmol L'

Armazenamentoem
frasco ambar

Fonte: “Adaptado de” ALMEIDA; BARBANTI, 2015.

2.2 Sintese das Nanoparticulas de Prata (NPsAg) em Solucdo Aquosa de Gelatina

Em um béquer de 200 mL (mililitros) foi dissolvido 1g de gelatina em 100 mL de agua
deionizada. Neste béquer foram adicionados 10 mL da solucdo aquosa de AgNO3 (1.10°mol.
L1). Em seguida, foram adicionados 10 mL de uma solugdo aquosa de hidroxido de sodio
(NaOH) (1,0 mol. LY. O béquer com a solugdo resultante foi transferido para o banho
termostatizado em temperatura de 25°C. Com um auxilio de uma pipeta, 10 mL de uma solu¢éo
aquosa de glicose (1,0 mol. L) foi adicionado ao béquer. A reacdo ocorreu por periodo de 15
min. (LOPES, 2017).
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Figura 2. Fluxograma com os processos utilizados na sintese do bionanocomposito Gelatina/NPsSAg.
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Fonte: “Adaptado de” LOPES, 2017.

2.3 Dialise da Solucdo Aquosa de Fibroina

A solugdo de fibroina foi submetida a dialise. A dialise foi processada acondicionando
a solucdo de fibroina em membranas de celulose (3500 MWCO - Sigma Aldrich) com
dimensdo igual a 16 mm de espessura. O saco de dialise foi colocado em um béquer de 250 mL
gue continha dgua deionizada. A solucéo foi acondicionada em geladeira a uma temperatura de
8°C, efetuando-se a troca da agua a cada 24h. A propor¢do volumétrica de fibroina/agua
deionizada utilizada foi de 1:15 (v/v). Ao término de 72 h a &gua de dialise foi descartada, a
solucéo de fibroina foi transferida para um frasco e permaneceu acondicionada em geladeira

até ser utilizada na sintese (utilizada em um periodo de até 3 dias) (LOPES, 2017).

Figura 3. Fluxograma do processo de dialise da solucdo aquosa de Fibroina.



90

Solugao
aquosa de

Membra - SOIUgé’O de -—)
fibroina

dialise

fihrni

na
em

Fonte: “Adaptado de” LOPES, 2017.

2.4 Caracterizacdo das Nanoparticulas NPsAg/Gelatina por Espectrofotometria
Ultravioleta -Visivel (UV-vis)

A técnica de espectrofotometria ultravioleta - visivel foi utilizada para a caracterizacéo
das nanoparticulas de prata sintetizadas. Um Espectrofotdometro de Microplacas Thermo
Scientific Multiskan GO™ foi utilizado na obtencédo de espectros ultravioleta-visivel (UV-Vis)
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dos boionanocompdsito Fibroina/NPsAg/Gelatina. Os espectros foram obtidos efetuando-se a
varredura em comprimento de onda entre 250 e 800 nm (LOPES, 2017).

Figura 4: Espectrofotdmetro UV-vis utilizado na caracterizagdo do bionanocompdsito Fibroina/NPsAg/Gelatina.

Microplacas Transparentes com
96 Cavidades

Multiskan™ GO Microplate

Adicionar as Spectrophotometer
Solucdes de Varredura entre 250 nm — 800
AgNPs nas nm
Microplacas de (13 =420 nm )
96 Cavidades

Fonte: ALMEIDA; BARBANTI, 2015.

2.5 Caracterizacdo do Bionanocompdsito NPsAg/Gelatina por Espalhamento de
Luz Dinédmico (DLS) e Potencial Zeta.

A estabilidade das NPsAg coloidais foi avaliada por medidas de Espalhamento de Luz
Dindmico (DLS — Dynamic Light Scattering). O didmetro hidrodindmico (D) e o indice de
polidispersidade (IP) foram medidos em um equipamento ZetaSizer Nano ZS. Valores de
Potencial Zeta (ZP — Zeta Potencial) foram determinados por espalhamento de luz
eletroforético (ELS — Electrophoretic Light Scattering). Para as medidas de ELS foram
preparadas solucdes de Gelatina/NaOH/Glicose (GNG), Gelatina (G) e nanoparticulas de
prata/Gelatina (NPsAg/G).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese do Bionanocomposito NPsAg/Gelatina

Polimero natural, por exemplo, a gelatina, € um material especial para aplicacbes
médicas, porque ser biodegradavel, bioabsorvivel e os possiveis produtos de degradacdo nédo
serem toxicos. A gelatina tem sido utilizada como agente estabilizador em nanocompdsitos,
conferindo estabilidade para as nanoparticulas metalicas contra processos como a oxidagéo,
aglomeracdo e precipitacdo. Na sintese do bionanocomposito a gelatina atuou como agente
estabilizador, ao ligar os ions Ag" em sua matriz polimérica e formar um complexo estavel,

como pode ser observado na figura 5.

Figura 5: Processo de Estabilizacio dos fons Ag* na Matriz Polimérica da Gelatina.

Gelatina Solucio aquosa deionsprata
/’\-/\_/ Ag ¥ @
/\/v @
T~ : p .’\‘|@ @
Ag (g + gelatina @g) — [Ag(geD]” (g D

Fonte: AUTORES, 2017.

A adicdo da solucdo de glicose a solucdo de nitrato de prata promoveu a reducdo dos
jons Ag* a Ag®, alterando a coloragdo da solucio para amarelo escuro, um indicio da formacao
das nanoparticulas de prata. O complexo [Ag(gel)]* @q) reagiu com as hidroxilas (OH"), oxidou
a glicose a acido glucénico, reduziu os ions prata e conduziu a formacéo das NPsAg, conforme
mostrado na figura 6 (LOPES, 2017).
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Figura 6: Processo de reducdo dos ions Ag* pela glicose na solucdo de gelatina e formacao das NPsAg.

Glicose

2[Ag(gel)] @q) + 2 OH aq) + CsH1105 — CHO@q) —2 Ago(aq) +2 gel (aq) tH20 + CsH110s () +
CsH1105— COOH (aq) (2)

Fonte: AUTORES, 2017.

As equacbes que levam a formacdo das NPsAg sdo mostradas nas equacdes 3
(semirreacdo de reducdo), 4 (semirreacdo de oxidacédo) e 5 (equacéo global). O potencial padréo
calculado da equacdo global é 0,750V. Portanto, a reacdo tem Energia Livre de Gibbs negativa

(AG < 0) e as nanoparticulas de prata foram formadas em um processo termodinamicamente

espontaneo.
2 Ag"+2e — 2Ag E°ed=0,800V  (3)
CsH1105 — CHO + H20 — CsH1105 — COOH + 2 H* +2 ¢ E°%x=-0,050V (4)

2 Ag* + CsH1105 — CHO + H,O — 2 Ag + CsH1105— COOH + 2 H  E°=10,750 V (5)

A reducdo dos fons Ag* a Ag® ocorreu no inicio da reagdo. Em seguida, ocorreu a
agregacéo e formacdo de clusters oligoméricos. Estes clusters levaram a formacéo de particulas
coloidais de AgP.

Os ions hidroxila presentes na reacdo foram importantes para acelerar a sintese das
nanoparticulas metalicas, determinando as dimensdes das particulas formadas (LOPES, 2017).
A gelatina ndo protege as NPsAg apenas da agregacdo, mas também desempenham um papel

crucial na morfologia, tamanho e biocompatibilidade das nanoparticulas. Portanto, a gelatina
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foi utilizada ndo apenas como um estabilizador para as NPsAg sintetizadas, mas também pode
modificar o crescimento das NPsAg através da sua forte interacdo com a superficie das
nanoparticulas no inicio da sua formacdo. Os ions hidroxila tiveram a funcéo principal de
acelerar a sintese das nanoparticulas metalicas, porém podem também determinar o tamanho

das particulas formadas.

3.2 Caracterizacdo do Bionanocomposito NPsAg/Gelatina por Espectrofotometria
Ultravioleta -Visivel (UV-Vis)

A solucdo aquosa de gelatina/NPsAg apresentou mudangca na sua coloragéo,
inicialmente incolor, para castanho claro e, ao final da reacdo marrom escuro. A mudanca de
cor é um forte indicio da formacédo das nanoparticulas de prata (LOPES, 2017). Na figura 7 é

mostrada a mudanca de cor decorrente da formacéo do bionanocompdsito NPsAg/Gelatina.

Figura 7: Alteracdo da cor da solucdo evidenciando a formacao das NPsAg em solugdo aquosa de gelatina.
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Fonte: AUTORES, 2017.

O método espectroscopia por UV-vis apresenta-se como uma técnica analitica eficiente
para a caracterizacdo das nanoparticulas metalicas. As NPsAg apresentam uma banda
caracteristica de absorcdo, a ressonancia de plasma de superficie localizada (Localized Surface
Plasmon Resonance — LSPR) na regido de 400 nm do espectro UV-visivel. Esta banda é
atribuida a densidade eletrénica de superficie (banda plasmon). A banda LSPR é resultante dos
elétrons livres na banda de condug&o das particulas metélicas com tamanho pequeno. O perfil
da banda plasmon dependeu do ambiente quimico proporcionado pela gelatina e pelos ions
hidroxila, das NPsAg adsorvidas na superficie da gelatina e do tamanho das NPsAg formadas.

Ap0s o processo dissolugédo da gelatina, a amostra apresentou uma coloracdo amarelada,
devido as particulas coloidais que possuem dimensées muito pequenas em relagdo ao

comprimento de onda da luz visivel. A absor¢cdo maxima em 403 nm esta de acordo com a
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Teoria de Mie, que estabelece absor¢bes maximas entre 380 e 420 nm (LOPES, 2017). A
absorcdo méxima em 403 nm confirma a formacdo das NPsAg na solucdo aquosa de gelatina.

A figura 8 mostra o espectro de absor¢do UV-vis do bionanocompoésito NPsAg/ gelatina.

Figura 8: Espectro de absorcdo UV-Vis do bionanocompésito NPsAg/ gelatina.
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Fonte: AUTORES, 2017.

A solucdo aquosa das NPsAg apresentou uma banda de absor¢do préximo a 400nm. A
absorcdo nesse comprimento de onda é caracteristica de nanoparticulas metélicas com
morfologia esféricas, que possuem plasmon de superficie nessa regido do espectro. O espectro
da solucéo diluida apresenta caracteristicas espectrais (forma, alargamento de banda) iguais ao
espectro das solugdes mais concentradas, o que indica a estabilidade da solug@o “estoque”
(LOPES, 2017). Isso mostra que as NPsAg néo sofreram dimerizacdo ou aglomerag&o de vérias
particulas, o que ocasionaria em uma banda plasmon ~ 391 nm decorrente desses processos.

A comprovacao da morfologia das NPsAg foi efetuada pelo célculo de largura a meia

altura (FWHM — Full Width at Half Maximum) no espectro de absor¢do do bionanocompdsito.



96

Os valores de largura de 29 nm e 31 nm quase simétricos, mostrados na figura 9, indicam que

as NPsAg apresentam formatos esféricos e superficies regulares.

Figura 9: Calculo da largura a meia altura (FWHM — Full Width at Half Maximum) efetuado no espectro UV-

Vis do bionanocomposito Gelatina/NPsAg.
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Fonte: AUTORES, 2017.

3.3 Caracterizacdo do Bionanocomposito NPsAg/Gelatina por Espalhamento de

Luz Dinamico (DLS) e Potencial Zeta.

A estabilidade e o tamanho das NPsAg coloidais sintetizadadas foram avaliados por

medidas de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS — Dynamic Light Scattering).

Os resultados de Diametro Hidrodinamico, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta

das solugdes aquosas de Gelatina/NaOH/Glicose (GNG), Gelatina (G) e nanoparticulas de

prata/Gelatina (NPsAg/G) sdo mostrados na tabela 1.
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Tabela 1: Didmetro Hidrodindmico (D), indice de Polidispersidade (IP) Potencial Zeta (£) e o Desvio Padréo (SD
— STANDARD DESVIATION) das soluc@es de Gelatina/NAOH/Glicose, (Gelatina) e Gelatina/ Nanoparticulas de
Prata.

Amostras D (nm = SD) IP ¢ (mV = SD)
GNG 62,05 + 6,00 1,000 + 0,000 -28,80 £ 3,20
G 40,92 £ 2,10 0,560 £ 0,050 -515+1,46
NPsAg/G 102,59 + 6,35 0,484 £ 0,025 -31,30+0,60

Fonte: AUTORES, 2017.

Os valores de diametro hidrodinamico mostrados na tabela 1 sdo dependentes da glicose
e da gelatina. Os resultados mostram o didametro hidrodindmico para as NPsAg/Gelatina é 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.

O indice de polidispersidade (IP) é um parametro para averiguar a distribuicdo de
tamanho das nanoparticulas. Um valor de indice de polidispersidade maior que 0,7 significa
uma alta distribuicdo de tamanho de particula. Para o sistema Gelatina/NaOH/Glicose a
polidispersidade foi muito elevada, indicando ndo homogeneidade das nanoparticulas. A
gelatina em solugdo aquosa apresentou um valor de IP em torno de 0,5. Essas particulas séo
mais homogéneas, porém nao totalmente, o que é esperado para uma amostra comercial que
ndo foi purificada. O bionanocompdsito NPsAg/Gelatina apresentou menor IP, indicando
nanoparticulas com maior homogeneidade, concordando o valor de FWHM efetuado a partir
do espectro de absorcdo UV-Vis. No espectro de UV-Vis foi observado que as NPSAg
apresentam 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 (ZP — Zeta Potencial) foram efetuadas por espalhamento de luz
eletroforético (ELS — Electrophoretic Light Scattering).

O Potencial Zeta se correlaciona com a repulsdo eletrostatica entre as particulas e com
a estabilidade 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; TUNG, 2009).
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O menor valor de Potencial Zeta foi observado para a disperséo coloidal de gelatina em
agua. A baixa estabilidade da gelatina na 4gua pode estar relacionada com o excesso de cargas
presentes nos aminoacidos, que provocou a formacéo de agregados.

O sistema Gelatina/NaOH/Glicose apresentou um valor baixo de Potencial Zeta. O
NaOH é um eletrolito forte, estava em excesso na solucao e, por isso a sua presenga provocou
a diminuicdo do Potencial Zeta abaixo do ponto critico. Essa diminui¢do deveria promover a
agregacdo das particulas. Porém o NaOH atuou nos grupamentos &cidos da gelatina,
desprotonou-0s e aumentou as cargas (carga liquida negativa) e a estabilidade das particulas na
dispersdo coloidal.

O bionanocompdsito NPsAg/Gelatina apresentou o valor de Potencial Zeta mais
negativo. Isso significa que este bionanocompasito € o sistema mais estavel dentre os estudados.
A adicdo da gelatina como agente estabilizante protegeu as NPsAg (estabilizacdo estérica) e
aumentou a sua estabilidade em &gua. A estabilidade das NPsAg em solugdo aquosa ocorre
porque a macromolécula adsorve sobre a superficie das nanoparticulas formadas e proporciona

a repulsdo estérica.

3.4 Formacédo do Bionanocomposito Fibroina/NPsAg/Gelatina

A fibroina-da-seda possui propriedades interessantes para serem empregadas a
formacéo de biomateriais, pois confere propriedades interessantes ao biomaterial, por exemplo,
biodegrabilidade, além de ser um recurso rentavel e que inibi a utilizacdo de reagentes com
efeitos nocivos ao meio ambiente.

Na preparacdo do bionanocomp@sito, a estrutura da fibroina serviu como matriz que ao
interagir com a solucdo aquosa Gelatina/NPsAg, dispersou as nanoparticulas de prata em toda
sua estrutura, formando o bionanocomposito Fibroina/NPsAg/Gelatina (TAO,2017). As
propriedades deste biomaterial formado sdo em decorréncia ao seu potencial bioldgico. Na
figura 10 é evidenciado a formacdo do bionanocompdsito Fibroina/NPsAg/Gelatina.

Figura 10: Formacéo do bionanocompdsito Fibroina/NPsAg/Gelatina.
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Fonte: AUTORES, 2017.

4 CONCLUSAO

Um bionanocomposito Gelatina/NPsAg foi preparado por um método que utiliza a
sintese verde, sem a necessidade da utilizacdo de agentes de reducdo (acido L-ascorbico,
boroidreto e hidrazina) ou tensoativos, como normalmente é efetuada em sinteses coloidais.

As NPsAg foram sintetizadas via quimica verde pela reducdo de AgNOs com glicose. A
gelatina atuou como um excelente agente estabilizador das nanoparticulas metalicas. Esta
constatacdo € comprovada pelo fato das dispersdes coloidais das NPsAg modificadas com a
gelatina permaneceram estaveis por um periodo de 4 meses. A espectroscopia UV-Vis mostrou
uma banda plasmon caracteristica em 400 nm para as NPsAg na matriz de gelatina. A absorcéo
nesse comprimento de onda € caracteristica de nanoparticulas metalicas com morfologia
esféricas, que possuem plasmon de superficie nessa regido do espectro. A comprovacdo da
morfologia das NPsAg foi efetuada pelo calculo de largura a meia altura (FWHM — Full Width
at Half Maximum) do bionanocomposito. Os valores de largura de 29 nm e 31 nm, quase
simétricos, indicam que as NPsAg apresentam formatos esféricos e superficies regulares.

O menor valor de Potencial Zeta foi observado para a dispersao coloidal de gelatina em
agua. O sistema Gelatina/NaOH/Glicose apresentou um valor baixo de Potencial Zeta. O NaOH
atuou nos grupamentos acidos da gelatina, desprotonou-os e aumentou as cargas (carga liquida

negativa) e a estabilidade das particulas na dispersdo coloidal. O bionanocompdsito
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NPsAg/Gelatina apresentou o valor de Potencial Zeta mais negativo. Isso significa que este
bionanocompdsito € o sistema mais estavel dentre os estudados. A adi¢do da gelatina como
agente estabilizante protegeu as NPsAg (estabilizacdo estérica) e aumentou a sua estabilidade
em agua.

Um filme utilizando o biopolimero fibroina se mostrou interessante para a formacgéo do
bionanocompdsito Fibroina/NPsAg/Gelatina. Isso foi alcancado devido a sua matriz que
permitiu a dispersao das NPsAg em toda sua estrutura formando um biomaterial com potenciais

aplicacdes biologicas.
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