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RESUMO

Nanoparticulas de prata é um topico de destaque dentre 0s materiais
nanoestruturados, por exibirem propriedades épticas e eletromagnéticas diferente
das observadas no metal agregado, além de uma excelente atividade bactericida,
sendo essa propriedade uma das mais investigadas. A sintese e a estabilizagéo
verdes de nanoparticulas de prata (NPAg) visa a reducdo ou a substituicdo de
reagentes usados nos processos convencionais, minimizando assim o efeito nocivo
dos mesmos ao meio ambiente. O uso de polissacarideos € uma alternativa verde,
tanto no perspectiva de redutor ou como estabilizante. A proposta deste trabalho foi
sintetizar nanoparticulas de prata utilizando galactomanana da fava danta
(Dimorphandra gardneriana) (GFD) como estabilizante e redutor. Para isso, as
sinteses foram realizadas através de dois métodos diferentes: 1) Sintese
parcialmente verde: a galactomanana como estabilizante e boroidreto de sodio
(NaBH;) como redutor; 2) Sintese verde: a galactomanana atuando como agente
redutor e estabilizante, utilizando aumento da temperatura e variagdo do pH como
recursos auxiliares na sintese. Foram realizadas sinteses com razdo molar fixa de
1:1 de NaBH4/AgNOs. A razdo molar de unidades monossacaridicas de GFD e ions
Ag® (proporcdo GFD:Ag) variou de 1:1 a 100:1. Para a sintese verde, foi escolhida a
propor¢cdo GFD:Ag 10:1, o pH das solucbes foi ajustado para 3, 7, 10 e 12, e 0s
sistemas mantidos a temperatura constante de 50, 70 e 90 °C, com tempo de reacao
de 30 min e 3h. Todos os coloides sintetizados foram analisados por espectroscopia
de absorcdo na regido do UV-Vis, confirmando a formagdo de NPAg pelo
aparecimento da banda de ressonancia de plasmon de superficie (SPR) na regido
de 400 nm. A estabilidade dos coloides foi acompanhada também por UV-Vis e
esses ainda mostraram-se estaveis mesmo apos um ano da sintese. Para a sintese
verde, apenas as solucdes em pH 12 a 70 e 90 °C (FDAg12/70 e FDAg12/90)
mostraram bandas de SPR no espectro de UV-Vis com 30 min de reac¢do, com
intensidades semelhantes ao da banda do coloide obtido com NaBH, (FDAgBH). Os
coloides FDAgBH, FDAg12/70 e FDAg12/90 apresentaram potencial zeta negativo,
com baixos valores, indicando que a estabilidade deve-se ao impedimento estérico
devido as cadeias do polissacarideo. Tais coloides mostraram-se estaveis mesmo
apos a secagem e a redispersdo em agua. Os espectros de infravermelho indicam
que a estabilizacdo das NPAg ocorre principalmente pelas hidroxilas da cadeia da
GFD. Por aumentar a condutividade da amostra, a presenca da prata diminui a
estabilidade térmica da GFD. A galactomanana da fava danta mostrou-se um bom
estabilizante de coloides de NPAg sintetizados com NaBH, e um bom agente redutor
e estabilizante para sintese verde. Os coloides de NPAg e galactomanana da fava
danta mostraram efeito bactericida, dependente da concentracdo de prata inicial,
contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Galactomanana. Fava danta. Sintese
verde.



ABSTRACT

Silver nanoparticles is a topic prominent among nanostructured materials for exhibit
optical and electromagnetic properties different from those observed in the bulk
metal, but its bactericidal activity, one of their most investigated property. Green
synthesis and stabilization of silver nanoparticles green (NPAG) aims to reduce or
substitution of reagents used in conventional processes thereby minimizing the
harmful effect to the environment. The use of polysaccharides is an green alternative
as a reducing and stabilizing agent. The purpose of this study was to synthesize
silver nanoparticles using galactomannan of fava danta (Dimorphandra gardneriana)
(GFD) as stabilizer and reducing agent. Therefore, syntheses were carried out by two
different methods: 1) Galactomannan as a stabilizer and sodium borohydride
(NaBH,) as a reducing agent, 2) Green Synthesis: galactomannan acting as a
reducing agent and stabilizer, using increased temperature and pH variation as
auxiliary resources. Syntheses were perfomed with fixed molar ratio of 1:1
NaBH4/AgNO3. The molar ratio of monosaccharide units of GFD /Ag+ (GFD ratio
Ag) varying from 1:1 to 100:1. For green synthesis GFD:Ag 10:1 ration was chosen,
the pH was adjusted to 3, 7, 10 and 12, and the systems kept at constant
temperature of 50, 70 and 90 °C, with 30 min and 3 h of reaction. All colloid
synthesized were analyzed by absorption spectroscopy in the UV-Vis confirming the
formation of the band NPAG the appearance of surface plasmon resonance (SPR) in
the region of 400 nm. The stability of colloids was also monitored by UV-Vis and even
these were stable even after a year of synthesis. For green synthesis, only the
solutions in pH 12 at 70 and 90 ° C (FDAg12/70 and FDAg12/90) SPR showed
bands in the spectrum of UV-Vis with 30 min of reaction, with similar intensities to
those given for colloid obtained with NaBH4 (FDAgBH). FDAgBH, FDAg12/70 and
FDAg12/90 colloids showed a negative and low zeta potential, indicating that stability
is due to the steric hindrance from polysaccharide chains. The colloids were stable
even after drying and redispersion in water. Infrared spectra indicate that the
stabilization of NPAg occurs mainly by the hydroxyl groups from GFD. The
conductivity of the sample increase with the presence of silver nanoparticles
decreasing the thermal stability of the GFD. The galactomannan of fava danta acts
as a good stabilizing agent for NPAg colloids synthesized with NaBH4 and a good
reducing and stabilizing agent for green synthesis. The colloids obtained from this
polysaccharides showed bactericidal effect against gram positive Staphylococcus
aureus with increasing of the initial concentration of silver ions.

Keywords: Silver nanoparticles. Galactomannan. Fava danta. Green synthesis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Galactomanana

Galactomananas sao polissacarideos neutros, extraidos principalmente
do endosperma de sementes da familia Leguminosae (DEA; MORRISON, 1975).
Sao constituidas por uma cadeia principal de unidades D-manopiranose (M) unidas
por ligagdes B(1—4), e residuos de D-galactopiranose (G) ligados a cadeia principal
por ligagdes a(1—6) (ROBINSON; ROSS-MURPHY; MORRIS, 1982). A FIGURA 1

mostra a estrutura de uma galactomanana com a relagado M:G de 2:1.

Figura 1 — Estrutura basica de uma galactomanana com razdo manose/galactose de 2:1

Fonte: O préprio autor

As galactomananas estédo presentes em sementes de diversas espécies
em todo mundo, mas suas principais fontes comerciais sdo: goma guar, goma
caroba ou locusta e goma tara. De acordo com a espécie, as galactomananas se
diferenciam pela razdo manose/galactose (M/G), distribuicdo estatistica das
unidades de galactose e massas molares (MATHUR, 2012). A razdo M/G exerce um
papel fundamental na solubilidade relativa das galactomananas. Geralmente, quanto
menor o valor dessa razao, maior a solubilidade da galactomanana, pois o aumento
de unidades galactopiranosidicas diminui a interacédo entre as cadeias principais de
manana, reduzindo assim o empacotamento entre elas, aumentando a absorcao de
agua, além de conferir maior flexibilidade a cadeia da galactomanana
(SALVALAGGIO, 2010).

A TABELA 1 mostra valores de razdo M/G de galactomananas extraidas
de sementes de diferentes espécies. Pode-se observar que a razdo M/G sofre

grande variacdo dependendo da espécie de onde origina-se a galactomanana.
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Tabela 1 — Razdo manose/galactose de galactomananas extraidas de sementes de diferentes

espécies

Espécie M/G Referéncia

Trigonella foenumgraecum 1,0 MAIER et al., 1993

Mimosa scabrella 1,1 GANTER et al., 1995

Prosopis juliflora 1,2 FUNAMI et al., 2008

Leucaena leucocephala 1,3 SESHAGIRIRAO; LEELAVATHI; SASIDHAR, 2003
Stryphnodendron barbatiman 15 REICHER et al., 1991
Cyamopsis tetragonolobus (GG) * 1,8 DAKIA et al., 2008
Dimorphandra gardneriana (GFD) * 1,8 CUNHA et al., 2009
Dimorphandra mollis 2,7 PANEGASSI; SERRA; BUCKERIDGE, 2000
Gleditsia triacanthos 2,8 CERQUEIRA et al., 2009
Caesalpinia pulcherrima 2,9 CERQUEIRA et al., 2009
Schizolobium parahybum 3,0 GANTER et al., 1995
Caesalpinia spinosa (GT) * 3,0 GARROS-ROSA et al., 2006
Ceratonia siliqua (GL) * 3,5 DAKIA et al., 2008

Sophora japonica 57 CERQUEIRA et al., 2009

Cassia tora 8,4 DAAS et al., 2002

*GG — Goma guar; GFD — Galactomanana da fava danta; GT — Goma Tara; GLB — Goma Locusta

A galactomanana extraida da Trigonella foenumgraecum (Feno-grego),
com M/G 1,0 é a mais ramificada, com uma unidade galactopiranosidica para cada
unidade manopiranosidica, em contraste com a Cassia tora que possui a maior
razao M/G (8,4).

O emprego de gomas de sementes, principalmente de galactomananas,
tem trazido muitos beneficios a industria, principalmente no ramo de alimentos,
melhorando as propriedades dos produtos, devido ao seu alto poder espessante,

estabilizante e geleificante (MATHUR, 2012).

1.2 Galactomanana da Fava danta (GFD)

Fava danta (Dimorphandra gardneriana Tul. e Dimorphandra mollis
Benth.) € uma planta comum do cerrado e da caatinga brasileira. A planta
Dimorphandra mollis é encontrada em Minas Gerais, S&o Paulo e Goias, enquanto
gue a Dimorphandra gardneriana encontra-se na Bahia e na Chapada do Araripe no
Ceara (FLORA BRASILIENSES, 2011).

Alguns autores mostram a possibilidade de extrair galactomanana das
sementes, tanto da Dimorphandra mollis Benth. (PANEGASSI; SERRA;
BUCKERIDGE, 2000), quanto da Dimorphandra gardneriana Tul. (CUNHA et al.,
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2009). A galactomanana extraida das sementes de Dimorphandra gardneriana Tul.
apresentou um rendimento de extracdo de 31%, razdo manose/galactose de 1,84,
teor de proteina de 1,75%, massa molar numérica média de 3,9 x 10’ g/mol e
viscosidade intrinseca de 8,7 dL/g (CUNHA et al., 2009). Nesse artigo, os autores
ressaltam a semelhanca entre essa galactomanana e a goma guar, o que possibilita
sua aplicagcdo como substituta da goma guar.

As vagens de fava danta (FIGURA 2a) sédo processadas industrialmente
para a obtencdo de rutina, um flavonoide com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias comprovadas (PHYTOCHEMICALS, 2011). Para extracdo da rutina,
aproximadamente 12.000 toneladas de vagens desta planta s&o utilizadas
anualmente, descartando cerca de 600 ton/ano de sementes, cujos endospermas

sao ricos em galactomanana.

Figura 2 — Vagens (a) e sementes (b) de fava danta e galactomanana extraida das sementes de fava
danta (c)

Fonte: (a) SEBRAE (2012), (b) FAVEIRO (2012) e (c) MONTEIRO (2009).

O aproveitamento das sementes de fava danta (FIGURA 2b) para a
producdo de galactomanana agregaria valor econémico ao cultivo de Dimorphandra
gardneriana Tul. e de Dimorphandra mollis Benth., levando a uma possibilidade de
producao de cerca de 160 ton/ano de polissacarideo (ABIQUIF, 2003).

A galactomanana da fava danta (FIGURA 2c), devido as suas
propriedades reologicas em solugbes aquosas, foi proposta para aplicacdo como
dispositivo viscocirurgico oftalmico (OVD) utilizado em cirurgias de catarata (PIRES
et al.,, 2010). Ela também produz um hidrogel com excelentes propriedades
reologicas quando reticulada com glutaraldeido (MONTEIRO, 2009) de modo

semelhante ao que ocorre com a galactomanana da guar (CUNHA et al., 2005).
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1.3 Nanoparticulas de prata (NPAQ)

Caracteriza-se como nanomaterial, aquele que apresenta pelo menos
uma das dimensfes em escala nanométrica (JRC REFERENCE REPORTS, 2013),
como mostra a FIGURA 3, com esfera (a) e fio (b) que podem assumir nandmetros
de didmetro e uma placa que pode apresentar espessura nanométrica (c).

Em escala nanométrica os materiais assumem uma maior area superficial
adquirindo algumas propriedades, que ndo teriam em escala macroscopica. Essa

diferenca é bastante observada quando trata-se de nanoparticulas metalicas.

Figura 3 — Exemplos de estruturas que podem assumir uma de suas dimensdes em escala

nanomeétrica

A producdo de nanoparticulas metélicas € uma area abrangente na
ciéncia e engenharia da nanoescala (TRAN et al., 2010). Muita atencédo tem sido
dada, em particular, as nanoparticulas de prata, devido as suas propriedades
Opticas, eletrbnicas e quimicas que, destacam-se dentre aguelas dos demais metais
também utilizados tais como: ouro, platina e paladio (TAN et al., 2003), pois a prata é
a que estabelece interacdo plasménica mais forte com a luz (LU et al., 2009). As
propriedades das nanoparticulas dependem do tamanho, da forma, da composicao,
da cristalinidade e da estrutura (CHEN et al., 2009). Vérias aplicacbes vém sendo
exploradas para essas particulas, como o desenvolvimento de materiais
antibacterianos (DURAN et al., 2010), materiais microeletrénicos (CHEN et al.,
2009), materiais cataliticos (ZHENG; WANG, 2012), sensores opticos (CHEN;
SCHLUESENER, 2008) e biossensores (THE PROVOST, 2012).
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1.4 Producdo de nanoparticulas de prata

De maneira geral, ha duas formas de producdo de nanoparticulas
metélicas, séo elas, bottom up e top down, como mostra a FIGURA 4.

O método top down produz particulas nanométricas a partir do metal na
sua forma bulk por meios mecanicos, assim, as nanoparticulas obtidas por top down,
apresentam mais defeitos em sua estrutura, pois € gerada uma tensao interna entre

0s atomos para a formacao das nanoparticulas (CAO; WANG, 2011).

Figura 4 — Esquema ilustrando os dois processos de formac¢do de nanoparticulas. Bottom up:1)
Complexo anfitrido-convidado 2) Imobilizagdo covalente 3) Deposicao eletrostatica layer-by-layer 4)
Auto-organizacdo. Top down: 1) Jato de impresséo 2) Organizacdo por capilaridade 3) Fotolitografia
4) Litografia de nanoimpresséo

PADRONIZACAO

umop do

MICRO e NANO:
FABRICAGAO
ORGANIZAGCAO

Bottom up

Fonte: Adaptada de CURRI et al., 2013

O método bottom up consiste no processo de agregacdo ou auto-
organizacdo, em via Umida, dos &atomos do metal, levando a estruturas
nanométricas. Esse método é o mais utilizado, sendo produzidas a partir dele as
dispersdes coloidais de nanoparticulas de prata, por agregacao coloidal (JU-NAM;
LEAD, 2008). As nanoparticulas obtidas por bottom up tendem a ser mais uniformes
e homogéneas, pois a auto-organizacéo e a agregacao ocorrem pela diminuicdo da
energia livre de Gibbs do sistema. Dessa forma, as nanoparticulas sdo produzidas

guando o sistema aproxima-se do equilibrio termodinamico (CAO; WANG, 2011).
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1.4.1 Agentes redutores

Agente redutor é aquele, que por seu baixo potencial padrdo (E°) tende a
doar elétrons ao sistema. Dentro da sintese de nanoparticulas de prata, esses
elétrons sdo capazes de reduzir os fons prata & Ag® (E°= +0,80V) (ATKINS, PAULA,
2012).

A maioria dos processos de obtencédo de nanoparticulas de prata, baseia-
se na reducdo da prata por boroidreto de sodio (23% das sinteses) ou citrato de
sédio (10% das sinteses) (TOLAYMAT et al., 2010). Outros agentes redutores
também utilizados séo: acidos organicos, como o acido ascorbico (EL-KHESHEN;
EL-RAB, 2012), aldeidos (SHI et al., 2011) e alcoois, principalmente polidis, como 0s
polissacarideos (DONATI et al., 2009). Além da reducdo quimica, outros métodos
podem ser realizados para a obtencdo de nanoparticulas de prata, tais como:
fotorreducdo (SATO-BERRU et al., 2008, HARADA et al., 2010, KSHIRSAGAR et
al., 2011, BOUFI et al., in press), irradiacao a laser (MATOS et al., 2011, DARROUDI
et al., 2011, KIM et al., 2012) e por ultrassom (TALEBI; HALLADJE e ASKARI, 2010,
WANI et al., 2011, GOHARSHADI; AZIZI-TOUPKANLOO, 2013). Por meio desses
métodos, podem ser obtidas nanoparticulas com formatos esféricos, cubicos,
triangulares, hexagonais, prismas e fios (YU; YAM, 2004, CHEN et al., 2009, DONG
et al., 2010, ZHANG; WANG; YANG, 2013, SWARNAVALLI et al., 2011) e o agente
redutor exerce papel importante no que diz respeito essas formas, bem como
tamanho e polidispersdo das nanoparticulas, além da sua atuacdo no processo
cinético de formacdo (LI; WU; ONG, 2005), principalmente quando atua também

como agente estabilizante.

1.4.2 Agentes estabilizantes

Os agentes estabilizantes (também chamados de agentes protetores)
previnem a agregacao indesejada das nanoparticulas de prata em solugédo, uma vez
que tal agregacédo leva a um aumento do didmetro de particula e a polidispersdo. A
estabilizacdo pode dar-se por estabilizacdo estérica, eletrostatica ou ambas
(OLENIN et al., 2008). A estabilizacdo eletrostatica da-se pela distribuicdo de ions
sobre a superficie da particula, gerando repulsdo entre elas e dificultando a

agregacdo (FIGURA 5a). Essa pode ocorrer principalmente pelo excesso de agente
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redutor como NaBH4 ou citrato de sbédio, o agente redutor mais utilizado como
estabilizante estérico.

O agente estabilizante deve ser facilmente disperso no solvente desejado
e, principalmente, ter boa afinidade pela superficie da particula, como polimeros com
grupos com alta densidade eletronica como tiol (-SH), amino (-NH), hidroxil (-OH) e
carboxil (-COOH) formando um camada protetora (OLENIN et al., 2008, SI;
MANDAL, 2007, HASELL et al., 2007), caracterizando assim, o tipo de estabilizac&o
estérica, esquematizada na FIGURA 5b. O polimero polivinilpirrolidona € o mais
utilizado como estabilizante e apresenta-se como um excelente agente protetor
devido as carbonilas dispostas em toda a sua extensao, que possuem Oxigénios
com grande densidade eletrbnica, o que garante a estabilizacdo dos sitios de
nucleacdo, bem como das nanoparticulas formadas (KANG; KANG, 2011, EL
BADAWY et al., 2012).

Figura 5 — Esquema de estabilizacdo eletrostatica (a) e estérica (b) de nanoparticulas metalicas em
solucéo

Fonte: (a) UNIQCHEM (2012) e (b) NSF (2012).

Os surfactantes também tém desempenhado um papel importante na
sintese de nanoparticulas de prata (SHERVANI et al., 2008) em meio oleo-agua por
microemulsdo, dentre eles o dodecil sulfato de sddio (SDS) (SOSA et al., 2010) e o
brometo de cetil trimetil amoénio (CTBA) (EASTOE; HOLLAMBY; HUDSON, 2006).
A técnica de microemuls&do produz nanoparticulas com distribuicdo de tamanho mais
uniforme, sendo possivel o controle do tamanho pela variacdo da proporcao polar e
apolar do meio (ZHANG et al., 2008).



29

1.4.3 Sintese verde de nanoparticulas de prata

Um novo olhar a respeito do desenvolvimento cientifico traz consigo a
busca por processos ambientalmente mais amigaveis, com uma relacdo mais
sustentavel entre o0 homem e o meio (CORREA; ZUIN, 2009 ). Dentro dessa nova
perspectiva estd a quimica verde que baseia-se em uma série de principios que
visam o desenvolvimento e aplicacdo de meios que levem a reducao ou eliminacéo
do uso de substancias nocivas ao homem e ao ambiente (LANCASTER, 2010). Eles

sao chamados “Doze principios da Quimica verde”:

1) Prevencao 7)  Uso de substancias renovaveis

2)  Economia de 4tomos 8) Evitar a formacgéo de derivados

3)  Uso de substancias menos toxicas 9) Catalise

4) Desenvolvimento de compostos 10) Desenvolvimento de compostos
seguros degradéaveis

5) Diminuicdo do uso de solventese  11) Anadlise em tempo real para
auxiliares prevenir poluicao

12) Quimica segura para prevencao de

6) Eficiéncia energética acidentes

A proposta de sintese verde tem adentrado a sintese de nanopatrticula de
prata. Tal proposta foi promovida por RAVEENDRAN et al. (2003). Nos seus
estudos, B-D-glicose atua como agente redutor e amido como estabilizante das
nanoparticulas de prata. Esses autores discutem que para o preparo de
nanoparticulas, trés passos devem ser avaliados sob a perspectiva da quimica
verde: a escolha do solvente usado na sintese, a escolha do agente redutor e a
escolha de materiais que ndo sejam toxicos para a estabilizacdo das nanoparticulas.

A FIGURA 6 mostra o avanc¢o das pesquisas envolvendo nanoparticulas
de prata por sintese verde nos ultimos anos. Sob a perspectiva da quimica verde,
trabalhos mostram a obtencgéo eficaz de nanoparticulas de prata usando produtos de
origem natural como agente redutor e estabilizante, tais como: extrato de plantas
(SAXENA; TRIPATHI; SINGH, 2010, SINGH et al., 2010, ROOPAN et al., 2013),
acucares (SAHOO et al.,, 2009, DARROUDI et al., 2011), clara de ovo (LU et al.,
2012) e uma diversidade de polissacarideos. Quitosana (TRAN et al., 2010, REICHA
et al., 2012), celulose e seus derivados (CAI et al., 2009, BHUI; MISRA, 2012) e
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goma arabica (MEDINA-RAMIREZ et al., 2009, GILS; RAY; SAHOO, 2010) séo os

polissacarideos mais utilizados em sintese de nanoparticulas de prata.

Figura 6 — Itens publicados por ano envolvendo os temas nanoparticulas de prata e sintese verde
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Fonte: WEB OF KNOWLEDGE, 2013.
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HUANG; YUAN; YANG (2004), que estudaram a estabilizacdo de
nanoparticulas de prata em quitosana, propdem que quando o nitrato de prata é
misturado a solugdo de quitosana, os ions prata (Ag") podem interagir com a
macromolécula através de interacdes eletrostaticas (ion-dipolo), por causa dos
grupos polares na estrutura deste polissacarideo, os hidroxil e amino, originando
assim os sitios de nucleacéo para a posterior formacdo das nanoparticulas. Quando
introduzido um agente redutor, como o boroidreto de sédio, no meio reacional, os
jons Ag® sdo reduzidos e as nanoparticulas de prata sdo entdo formadas.

A TABELA 2 apresenta uma diversidade de agentes redutores e
estabilizantes utilizados para a sintese verde de nanoparticulas, nos ultimos cinco
anos. A TABELA 2 revela uma grande influéncia da temperatura e do tempo de
reacdo na producdo das nanoparticulas e que as gomas apresentam-se como uma
boa alternativa por atuarem como redutor e estabilizante, levando a particulas com

didmetro pequeno.
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1.5 Ressonéncia de plasmon localizado de superficie (LSPR)

Dentro da caracterizacdo de nanoparticulas de prata, a espectrofotometria
de absorcdo na regido do ultravioleta/visivel torna-se uma ferramenta muito util e
versatil, devido a ressonancia de plasmon localizado de superficie (LSPR). A LSPR
ocorre pela oscilagdo coletiva dos elétrons da banda de conducédo do interior das
nanoparticulas metalicas para a superficie, ao interagir com a radiacdo
eletromagnética (KREIBIG;VOLLMER, 1995) como ilustra a FIGURA 7.

Com o deslocamento da nuvem eletrbnica € gerado um dipolo na
particula podendo ocorrer ainda, a formacao de multipolos (quadrupolos, octupolos).
A formacdo de multipolos ocorre quando a proximidade entre as particulas é
pequena ou quando ja é observada a presenca de agregados (EVANOFF JR.;
CHUMANOV, 2005). Multipolos também podem ser gerados quando a simetria da

particula distancia-se da esférica (BHUI et al., 2009).

Figura 7 — Esquema da oscilacédo de plasmon para esferas metdlica interagindo com o campo elétrico

Esfera metalica

Campo elétrico -

|

Nuvem eletronica

Fonte: Adaptada de KELLY et al. (2003)

Para suspensfes coloidais de nanoparticulas esféricas de prata, com
diametro pequeno, ha o aparecimento de uma Unica banda plasménica na regido de
400 nm quando sdo gerados apenas dipolos, uma vez que as nanoparticulas
encontram-se afastadas umas das outras (HUTTER; FENDLER, 2004). Com o
aumento do didametro das NPAg é observado o aparecimento de multibandas no
espectro de UV-Vis, devido a proximidade entre as particulas que geram multipolos
(FIGURA 8a). Tais bandas aparecem em regides de maior comprimento de onda,

pois ao interagir com a radiacdo eletromagnética, 0 campo através das particulas
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nao permanece uniforme e a defasagem do campo gera os multipolos, sendo
também, atribuidos a formacéo de agregados (EVANOFF JR.; CHUMANOV, 2005).

Figura 8 — Representacdo do campo elétrico em ressonancia de um dipolo, quadrupolo e octupolo (a)
e o perfil das bandas de UV-Vis em fungéo do didametro da particula (b)

o

Extingdo

Ccmprimento ce onda (nm)

a b

Fonte: EVANOFF JR.; CHUMANOV (2005)

Além do diametro da particula, a banda de ressonancia de plasmon é
influenciada também pelo metal que a constitui, pela concentragdo de
nanoparticulas no meio, natureza do dispersante e polidisperséo do coloide. Quanto
maior o didmetro das nanoparticulas, maior também o comprimento de onda de
absorcdo maxima, e a medida que a banda torna-se assimétrica e alargada mais
polidisperso é o coloide (EVANOFF JR.; CHUMANOV, 2005).

Dessa forma, a caracterizagdo por espectroscopia de absorgéo na regiao
do UV-Vis mostra-se uma ferramenta importante bem como, acessivel, na

caracterizacéo de coloides de nanoparticulas de prata.

1.6 Atividade bactericida da prata

Dada a resisténcia adquirida por algumas bactérias aos antibiéticos
convencionais, novas alternativas tém sido buscadas como proposta de agentes
bactericidas. Dentre essas, uma das mais investigadas atualmente concentra-se nas
nanoparticulas de prata.

Esse interesse, dentre outros, esta no fato do uso da prata idnica (Ag™)
como agente bactericida ndo datar de hoje. Desde a antiguidade compostos de prata

eram utilizados na cicatrizagdo de ferimentos e queimaduras, além da utilizacdo no
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tratamento de infec¢gbes oculares em recém nascidos (DALLAS; SHARMA; ZBORIL,
2011). O uso de compostos de prata como agente bactericida também torna-se de
interesse por apresentar alta toxicicidade aos microorganismos e baixa toxicicidade
as células de mamiferos (SHARMA; YNGARD; LIN, 2009). Apesar da sua eficiéncia
como bactericida, o uso de compostos de prata passou a ser indesejado, devido a
argiria (argirose). A argiria da-se pelo escurecimento da pele pela reducao da prata
adsorvida no tecido epitelial, observado apés o uso continuo de compostos de prata.

Apesar do seu uso e efeito bactericida bem conhecidos, 0 mecanismo de
acdo da prata até hoje ainda ndo estd bem elucidado. Alguns pesquisadores
sugerem que apds transpor a membrana celular, os ions Ag” interagem com grupos
tiol (-SH), que sédo vitais para determinadas enzimas, inativando-as, podendo
também ligar-se a estrutura do DNA impedindo a sua replicacdo e levando a morte
da bactéria (MARINI et al., 2007) como ilustra a FIGURA 9.

Figura 9 — Esquema da atuacdo bactericida proposta para prata ibnica na morte da célula do
microorganismo

1. Atravessam a
parede celular

3. Ligam-se ao DNA

parando a replicacdo 2. Interrompe a

respiracdo celular
Fonte: Adaptada de COLLOIDAL (2012).

O uso de nanoparticulas de prata tem como vantagem um maior potencial
bactericida em relacdo aos ions Ag” principalmente pela maior area superficial das
nanoparticulas. Porém, o aumento das pesquisas em nanoparticulas de prata para
fins bactericidas deve estd associado a um interesse na investigacdo do seu
mecanismo de acdo, pois assim como para a prata idnica, o mecanismo de agao

bactericida para as nanoparticulas de prata ainda néao foi elucidado.
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Alguns autores propdem que o mecanismo de acao das nanoparticulas de
prata pode ocorrer basicamente por trés maneiras: 1) Liberacdo de ions prata a
partir da nanoparticula; 2) Danos a membrana celular pela prépria nanoparticula e 3)
Geracdo de oxigénio radical pelas nanoparticulas (DALLAS; SHARMA; ZBORIL,
2011). SONDI; SALOPEK-SONDI (2004) mostraram que a interacdo entre as
nanoparticulas de prata e os constituintes da membrana celular da bactéria causa
uma mudanca estrutural, destruindo esta membrana e levando consequentemente a
morte da célula.

As bactérias podem ser classificadas como Gram-positivas e Gram-
negativas, que diferem entre si em relacdo a estrutura da membrana celular,
formada principalmente por peptideoglicanos. Nas Gram-positivas a camada de
peptideoglicanos chega a ser dez vezes mais espessa do que nas Gram-negativas
(TORTORA, 2012).

Estudos do efeito bactericida de nanoparticulas de prata frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas tém sido reportados. As bactérias mais testadas
frente a nanoparticulas de prata sédo: a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus (TRAVAN et al., 2009, TRAN et al., 2010, VENKATPURWAR; POKHARKAR,
2011, LKHAGVAJAV et al., 2011) e as Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli (GUZMAN; DILLE; GODET, 2009, TRAVAN et al., 2009, TRAN et
al., 2010, LKHAGVAJAV et al, 2011, SAXENA; TRIPATHI;. SINGH, 2010,
VENKATPURWAR; POKHARKAR, 2011). Além das bactérias amplamente
utilizadas, também foi reportada atividade bactericida das nanoparticulas de prata
contra Vibrio cholera (MORONES et al., 2005) e Salmonella typhimurium (SAXENA;
TRIPATHI;. SINGH, 2010), demonstrando uma boa prospecc¢éo da utilizacdo efetiva

das nanoparticulas de prata como agente bactericida.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da galactomanana extraida de sementes de fava danta
(Dimorphandra gardneriana), em solucdo, na sintese de nanoparticulas de prata
como agente estabilizante e redutor e caracterizacdo dos coloides de nanoparticulas

de prata obtidos.

2.2 Objetivos especificos

- Estudar a sintese de nanoparticulas de prata em solucbes aquosas de

galactomanana da fava danta (Dimorphandra gardneriana Tul.);

- Estudar o efeito da concentracdo de prata, da natureza do agente redutor,

do pH e da temperatura na formacéo das nanoparticulas de prata em solucéo;

- Caracterizar 0os nanocompoésitos de nanoparticulas de prata e

galactomanana da fava danta;

- Comparar a sintese com boroidreto de sodio com as sinteses verdes (com

variacédo do pH e da temperatura);
- Acompanhar a cinética de formacao das nanoparticulas de prata;

- Avaliar a estabilidade temporal por espectroscopia de absor¢éao na regido do
(UV-Vis) dos coloides sintetizados.

- Verificar o efeito da incorporacdo da prata na galactomanana por
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR) e andlise

termogravimétrica (TGA)

- Avaliar o efeito bactericida dos nanocompasitos produzidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes AgNO3 e NaBH, foram obtidos da Vetec. A galactomanana
foi isolada de sementes de fava danta segundo o método descrito por CUNHA et al.
(2009). As sementes foram intumescidas em agua, os endospermas isolados e
triturados e a galactomanana precipitada em etanol, lavada em funil de placa
sinterizada e seca em almofariz com jato de ar quente.

Todos os experimentos foram realizados com &gua deionizada com
resistividade de 18 MQ.cm, obtida de deionizador com resina de troca ibnica (ELGA,
modelo PURELAB Classic). Para a dialise foi utilizada membrana obtida da Sigma-

Aldrich com limite de massa molar de aproximadamente 12400 g/mol.

3.2 Caracterizacao da galactomanana da fava danta

3.2.1 Espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho (FTIR)

O espectro da galactomanana seca foi realizado em pastilha de KBr em
equipamento FTIR Shimadzu 8300, na faixa de 400 a 4000 cm™

3.2.2 Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A massa molar da galactomanana foi estimada por cromatografia de
permeacdo em gel utilizando um cromatografo Shimadzu LC-10AD com detector de
indice de refracdo RID-6A em temperatura ambiente. As andlises foram realizadas
com coluna linear PolySep (7,8 mm x 300 mm), fluxo de 0,5 mL/min, solucdo
amostra na concentracdo de 0,1% (m/v), tendo agua como solvente e NaNOj;
0,1 mol/L como eluente. O volume injetado de amostra foi de 50 yL. Para a

construcéo da curva de calibracdo foram utilizados padrbes de pululana.
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3.2.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

O percentual inorganico da galactomanana da fava danta e o0 seu
comportamento termogravimétrico foram avaliados por analise termogravimétrica. As
andlises foram realizadas em equipamento da TA Instruments, modelo Q50, em
fluxo de ar sintético de 60 mL/min e taxa de aquecimento de 10 °C/min com

varredura de 25 a 900 °C. Foi utilizada massa inicial de 5 mg de amostra.
3.2.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H)

A razdo manose/galactose da galactomanana isolada foi determinada por
RMN 'H. A amostra foi dissolvida em D,O a 70 °C e analisada em espectrémetro
com transformada de Fourier Bruker Avance DRX 500 MHz. Foi utilizada uma sonda
de gradiente inverso multinuclear equipada com espiras de blindagem-z. Foi utilizado

2,2-dimetilsilopentano-5-sulfonato (DSS) como padréo interno (0,00 ppm para *H).
3.2.5 Reologia

Foi realizada reologia de fluxo para as diferentes concentracbes de
galactomanana utilizadas na producdo das nanoparticulas a fim de observar
mudanca na viscosidade das solucbes em diferentes razdes galactomanana:Ag,
sendo a viscosidade um fator importante na sintese de nanoparticulas. As analises
foram realizadas em Redmetro AR 550 da TA Instruments, com geometria do tipo

cone e placa de 40 mm, varredura de cisalhamento de 0,5 a 10 s™.
3.3 Sintese dos coloides de nanoparticulas de NPAg

As sinteses realizadas foram classificadas como Sintese Verde e Sintese
Parcialmente verde. A sintese parcialmente verde utiliza NaBH, como agente redutor
porém, tem como agente estabilizante a galactomanana da fava danta, que

apresenta-se como uma alternativa ambientalmente mais branda.
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Na sintese verde a galactomanana atua como estabilizante e também
como agente redutor sob variacdo do pH e da temperatura, dispensando o uso de

redutores fortes e nocivos ao ambiente, como o NaBH,

3.3.1 Sintese parcialmente verde: Reducdo com NaBH,4

As sinteses com NaBH, foram realizadas seguindo a metodologia descrita
por MEDINA-RAMIREZ et al. (2009) com algumas modificacbes. Foram realizadas
sinteses mantendo a razdo molar de nitrato de prata e borohidreto de sédio (NaBH )
em 1:1 e solugbes de nitrato de prata (AgNO3) e NaBH,4 nas concentracdes de 100

mmol/L e 10 mmol/L

3.3.1.1 Reagao com AgNO3 100 mmol/L

A galactomanana foi dissolvida em 25 mL de agua deionizada, em frascos
de vidro sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 h, nas
concentracbes de 0,032, 0,081, 0,162 e 0,324 % (m/v) que correspondem as
seguintes razdes molares de unidades monossacaridicas de galactomanana da fava
danta e namero de mol de nitrato de prata (GFD:Ag) de 1:1, 2,5:1, 5:1 e 10:1,
respectivamente.

Apoés a completa dissolucdo da galactomanana, os frascos foram cobertos
protegidos da luz e entdo adicionados 500 pL de solugédo de AgNO3; 100 mmol/L. O
sistema foi deixado sob agitacdo por 15 min para homogeneizacdo, e em seguida
foram adicionados 500 puL de solucéo redutora de NaBH4 100 mmol/L. O sistema foi
deixado sob agitacdo magnética por 3 h a temperatura ambiente, quando foi retirado
da agitacdo e entdo realizadas as analises de espectrofotometria de absorcdo na
regido do UV-Vis.

Para as analises de UV-Vis os coloides foram diluidos na propor¢éo 1:12,

pois eles mostraram coloragcdo marrom intensa.

3.3.1.2 Reagao com AgNO3 10 mmol/L

A reacdo com solucgéo de nitrato de prata menos concentrada (10 mmol/L)

foi conduzida como descrito no item anterior, entretanto com concentracdes de
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galactomanana de 0,003, 0,008, 0,016, 0,032, 0,081, 0,162 e 0,324 % (m/v) que
correspondem as seguintes razbes molares de unidades monossacaridicas de
polissacarideo e nitrato de prata (GFD:Ag) de 1:1, 2,5:1, 5:1, 10:1, 25:1, 50:1 e
100:1, respectivamente. As concentracfes da solucdo de AgNO3 e NaBH, foram de
10 mmol/L e o volume de adicdo mantido em 500 pL para cada solugao.

Deve-se notar que a razdo 10:1 para as sinteses com AgNO3; 10 mmol/L e
100 mmol/L correspondem a concentracdes diferentes de GFD. Para as sinteses
com AgNO3; 10 mmol/L a concentracdo de galactomanana € de 0,032 % e quando
utilizada AgNO3 100 mmol/L essa concentracao corresponde a 0,324 %. As analises
de UV-Vis foram realizadas apés 3 h de reacdo, sem diluigdo prévia.

3.3.2 Sintese verde: Variacdo do pH e da temperatura

Para investigar a sintese verde de formacdo das NPAg, a proporcédo de
10:1 (GFD:Ag) foi escolhida, que corresponde a concentracédo 0,032 % . O volume
de solucdo AgNO3 10 mmol/L foi mantido em 500 pL. As reagbes foram conduzidas
a 50, 70 e 90 °C em banho de glicerina, com as solugées em pH 3, 7, 10 e 12 para
cada umas das trés temperaturas semelhante ao método descrito por HEBEISH et
al., 2010.

Apoés a completa dissolucdo da galactomanana, os frascos foram cobertos
com papel aluminio e o pH ajustado para o valor requerido. Os frascos foram entéo
deixados em banho de glicerina nas temperaturas de 50, 70 e 90 °C. Apés a
estabilizacdo da temperatura foram adicionados 500 pL de solugdo de AgNO3 100
mmol/L. O sistema foi deixado sob agitacdo magnética nas respectivas temperaturas
de trabalho por 30 min, quando foi retirado da agitacdo e entdo realizadas as
analises de espectrofotometria de absor¢éo na regido do UV-Vis.

Para comparacao do efeito da presenca da galactomanana da fava danta
na sintese e estabilizacdo das nanoparticulas de prata, um sistema controle foi
utilizado mantendo as condi¢cbes de volume, pH, temperatura e concentragcdo de
AgNO3, mas em auséncia do polissacarideo.

O pH das solugdes foi ajustado com solugbes aquosas de HNO3; e NaOH,
também utilizadas para neutralizar as solu¢cdes ao final de cada reagdo. Foram
retiradas aliquotas para analise de UV-Vis, ap6s 30 min de reagéo.

A TABELA 3 mostra um resumo das condi¢des de sintese realizadas.
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3.3.3 Reproducéo das melhores sinteses

Foram repetidas as reacées com NaBH, na proporcdo GFD:Ag 10:1 tanto
para 10 mmol/L como para 100 mmol/L e a sintese verde com o pH 12 nas
temperaturas de 70 e 90 °C, com um volume de 100 mL mantendo as proporc¢oes,
para avaliar a reprodutibilidade do método em maior escala e obter uma maior
guantidade de compdésito, necessaria para a subsequente caracterizacdo. A reacao
foi conduzida por 30 min, sendo os sistemas da sintese verde neutralizados com
acido nitrico, ap6s o tempo de reacéo.

As trés suspensdes coloidais obtidas foram postas para dialisar contra
agua deionizada (1 L de agua para cada 100 mL de suspenséo coloidal) e a didlise
acompanhada por condutancia com medidor de condutividade da Tecnal, modelo
TEC-4MP, a 25+0,1 °C. Os coloides dialisados foram denominados FDAgBH
(reduzido com NaBH,), FDAg12/70 (reduzido com GFD em pH 12 e 70 °C) e
FDAQ12/90 (reduzido com GFD em pH 12 e 70 °C). Os coloides dialisados foram
liofilizados para caracterizagdo do nanocompdsito seco.

3.4 Caracterizacao dos coloides de NPAg
3.4.1 Espectrofotometria de absor¢éo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

As andlises de UV-Vis foram realizadas em espectrofotbmetro de UV-
1800 da Shimadzu, em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm e varredura
de 200 a 800 nm com incremento de 0,5 nm.
3.4.2 Determinacao da largura de banda a meia altura (LMA)

A medida da largura de banda a meia altura, do espectro de absorcdo na

regido do UV-Vis, foi realizada por integracédo da banda de absorcdo de plasmon na

regido compreendida entre 320 e 520 nm, usando o programa Origin® 7.0.
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3.4.3 Cinética de formacao das NPAgs

A cinética de formacdo foi avaliada para os coloides FDAgBH, FDAg12/70
e FDAQg12/70 nas concentracdes 10 mmol/L e 100 mmol/L de AgNOs. Apés a
completa adicdo da solugdo AgNQOs3, foram retiradas aliquotas de 3 mL em diferentes
intervalos de tempo até 30 min. de reacdo e analisadas por espectrofotometria de

absorcéo na regido do UV-Vis.

3.4.4 Potencial zeta (P()

As medidas de potencial zeta foram realizadas em cubeta capilar com 1
mL da dispersdo, em equipamento ZetaSizer Nano ZS Malvern, com laser de A =

633 nm e angulo de deteccéo de 17°, a 25 °C.

3.4.5 Espectroscopia de absor¢éao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros dos nanocompositos secos foram feitos em pastilhas de KBr
em equipamento FTIR Shimadzu 8300, na faixa de 400 a 4000 cm™

3.4.6 Analise termogravimétrica (TGA)

Para a avaliacdo do residuo inorganico nos nanocompositos e o efeito da
incorporacdo da prata no comportamento termogravimétrico da galactomanana
foram realizadas analises termogravimétricas, em equipamento da TA Instruments,
modelo Q50, em fluxo de ar sintético de 60 mL/min e taxa de aquecimento de 10

°C/min e varredura de 25 a 900 °C. Foi utilizada massa inicial de 5 mg de amostra.

3.4.7 Estabilidade temporal dos coloides de NPAg

A estabilidade temporal dos coloides de NPAg foi acompanhada por
espectrofotometria de absorcédo na regido do UV-Vis, com medidas realizadas em
diferentes intervalos de tempo apdés a sintese. As solucdes foram estocadas a

temperatura ambiente e protegidas da luz.
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3.4.8 Atividade bactericida dos coloides de NPAg

O efeito dos coloides de galactomanana e nanoparticulas de prata no
crescimento microbiano foi avaliado de acordo com a metodologia descrita por
BAUER et al, 1966, com algumas modificagbes. As cepas bacterianas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619
foram cultivadas em meio Agar Miiller-Hinton (Difco) por 24 h a 37°C. Uma col6nia
de cada cultura foi inoculada em caldos Triptona Glucose Extrato de Levedura
(TGE). As culturas foram incubadas por 18 h a 37°C e, posteriormente, ajustadas
para absorbancia 0,1+0,02 a 600 nm. Em seguida, as mesmas foram estriadas
utilizando swabs estéreis na superficie de placas contendo Agar Miller-Hinton
(Difco). Discos estéreis de papel foram adicionados nas placas. Um volume de 30 pl
de cada amostra foi adicionado nos discos de papel. As placas foram incubadas por
24 h a 37°C e analisadas em relacdo a presenca de halos de inibicdo ao redor de
cada disco. Também foram utilizados discos comerciais contendo 10 ug do
antibiético Gentamicina e como controle positivo e discos com adi¢cdo de Ag* e GFD
nas mesmas concentracfes utilizadas para a sintese das nanoparticulas para

analise do efeito dos compostos quando aplicados individualmente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo da galactomanana da fava danta
4.1.1 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

A FIGURA 10 mostra o espectro de infravermelho da galactomanana da
fava danta. O espectro mostrou bandas caracteristicas de polissacarideos e em
concordancia com outros espectros de galactomanana ja reportados, como a banda
em 1151 cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo glicosidica e uma banda
larga em 3400 cm™ indicando a presenca de grupos hidroxil (-OH) (YUEN et al.,
2009). A presenca de grupos -OH é de grande importancia, uma vez que sao eles
gue promovem a estabilizacdo dos clusters de nanoparticula de prata (MARIA et al.,
2010).

Figura 10 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho da galactomanana da fava danta

GFD
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A partir do espectro de infravermelho na FIGURA 10 foram obtidos os

valores de banda apresentados na TABELA 4, com suas respectivas atribuicoes.

Tabela 4 — Principais atribuicdes de banda de absorcao obtidas a partir do espectro de infravermelho
para a galactomanana da fava danta (FIGUEIRO et al., 2004, CERQUEIRA et al., 2011)

NUmero de onda (cm™) Atribuicao
3400 v(O-H)
2926/2899 Vs(C-H)/vass(C-H)
1647 0(0O-H) de H,0 adsorvida
1087/1026 v(C-0) de alcool secundério/primario
872 (C-0-C) da ligagao glicosidica B-D-manopiranose

815 (C-0O-C) da ligagao glicosidica a-D-galactopiranose
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4.1.2 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

A FIGURA 11 mostra o cromatograma de permeacdo em gel da
galactomanana da fava danta, que apresentou distribuicdo de tamanho unimodal. A
Equacdo 1 relaciona o volume de eluicdo obtido com a massa molar de pico
estimada, utilizando a curva de calibragdo com padrdes de pululana.

Figura 11 — Cromatograma de permeacéo em gel da galactomanana da fava danta
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Aplicando o volume de eluicdo obtido (Ve = 8,1 mL) na Equacédo 1, é
obtida a massa molar de pico para a galactomanana da fava danta, que corresponde
a 5,9x10° g/mol. Uma vez que a galactomanana atua como agente estabilizante e
protetor, dificultando a agregacdo da nanoparticulas, uma massa molar elevada é

requerida, a fim de tornar a estabilizagdo mais eficaz.

4.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H)

O espectro de RMN 'H da galactomanana da fava danta (FIGURA 12)
mostra os valores de integracdo para os dois picos de maior deslocamento quimico
(), que sao referentes ao hidrogénio do carbono anomeérico da 3-D-manopiranose e
da a-D-galactopiranose (GANTER; REICHER, 1999), pois pela presenca da ligacéo
glicosidica ha um deslocamento da nuvem eletrbnica diminuindo a densidade

eletrbnica proxima a esses hidrogénios, deixando-os mais desprotegidos. A razao
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entre a integracdo desses picos corresponde a razdo manose/galactose da
galactomanana (CUNHA et al., 2009). Dessa forma se a manose e a galactose
apresentam area de integracao de 1,21 e 1,00, respectivamente, a razdo M/G para a

galactomanana da fava danta utilizada é de 1,21.

Figura 12 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio para a galactomanana da

fava danta
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4.1.4 Reologia

A FIGURA 13 mostra as curvas de viscosidade para as diferentes
concentracbes de solucdo de galactomanana utilizadas para a producdo de
nanoparticulas de prata: 0,003, 0,162 e 0,324 % (m/v).

Figura 13 — Curvas de viscosidade com a taxa de cisalhamento para as solu¢des de galactomanana
da fava danta nas diferentes concentracfes utilizadas para a producdo de nanoparticulas de prata
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Observa-se um aumento gradativo da viscosidade com a concentracgéo,
sendo essa variagcdo mais evidente para a solugcdo mais concentrada. A viscosidade
do meio € um fator importante na sintese de nanoparticulas interferindo desde a
formacéo das nanoparticulas, pela difusdo dos ions em solucéo, durante a formacao
dos sitios de nucleacéo, até a agregacdo das nanoparticulas formadas (JACOB et
al., 2007).

4.2 Caracterizacdo dos coloides de NPAg
4.2.1 Sintese parcialmente verde: Redu¢do com NaBH,4

A reducdo da prata para a formacdo de nanoparticulas de prata das
nanoparticulas de prata reduzidas com boroidreto de s6dio da-se segundo a reacao
apresentada na Equacao 2. A reacdo de reducdo da prata por boroidreto de sédio

da-se com proporcéo equimolar de Ag*™ e BHy4".
7
AGNO3(aq) + NaBHa(aq) + 3H2002> Adgs) + - Ha(g) + H3BO3(ag) + NaNOs(ag) 2)

Para as sinteses foram utilizadas solucées de AgNO3; e NaBH, na mesma
concentracdo e 0 mesmo volume de ambas as solucdes foi adicionado no meio
reacional (proporcao 1:1) evitando assim, o excesso de boroidreto de sédio, uma vez
gue esse pode atuar como agente estabilizante e tem-se por objetivo estudar o
efeito estabilizante da galactomanana da fava danta, sem a interferéncia de outro

estabilizante.
4.2.1.1 Reagao com AgNO3 100 mmol/L

Uma das evidéncias mais notaveis da formacdo de nanoparticulas de
prata € a cor amarela caracteristica do coloide desse metal. Todas as dispersdes
apresentaram cor marrom escuro apos a reacao (FIGURA 14b), partindo de uma
solugcéao de galactomanana (FIGURA 14a) que apresenta-se incolor. Essa mudancga

de cor indica a formacéo de nanoparticulas de prata.
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Figura 14 — Solugdo de galactomanana da fava danta (a), coloides de NPAg sintetizados a partir da
solucdo de AgNOs; 100 mmol/L na presenca de galactomanana da fava danta (b)

GFD

(a)

Fonte: O préprio autor.

Para as andlises de UV-Vis fez-se necessario a diluicdo dos coloides
sintetizados (FIGURA 15), pois as dispersdes apresentaram absorbancia acima do
limite de deteccdo maximo do espectrofotdmetro, indicando alta concentracdo de

nanoparticulas de prata.

Figura 15 — Coloides de NPAg sintetizados a partir da solugdo de AgNO; 100 mmol/L (a) e apds
diluicdo na proporcéo 1:12 (b)

Fonte: O préprio autor.

As dispersdes coloidais de metais como prata e ouro exibem uma banda
caracteristica no espectro do visivel, que ocorre devido a oscilacdo coletiva dos
elétrons na superficie da nanoparticula sendo chamada banda de plasmon ou banda
plasmdnica (BHUI et al., 2009). Para a prata, essa banda ocorre na regidao de 400
nm, como pode ser observado nos espectros na FIGURA 16, obtidos a partir das
diluicdes dos coloides produzidos.

O aparecimento de uma Unica banda indica a auséncia de agregados,
que sado caracterizados pela presenca de outras bandas em regides de maior
comprimento de onda ou na regido de 350 nm. Pode-se também observar uma

diminuicdo da absorbancia com o aumento da concentragéo do polissacarideo.
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Figura 16 — Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para os coloides sintetizados a partir de
solucdo de AgNO3; 100 mmol/L em presenca e galactomanana apos diluicdo (1:12)
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A caracterizacdo dos coloides de prata por espectrofotometria na regiao
do UV-Vis fornece informacdes importantes sobre as nanoparticulas, quanto ao seu
tamanho, polidispersédo e concentragao, por meio dos parametros Apmax (Comprimento
de onda de absorcdo maxima), LMA (largura de banda a meia altura) e h (altura de
banda), respectivamente.

A TABELA 5 apresenta os parametros obtidos a partir dos espectros de
UV-Vis na FIGURA 9. Os valores de Ansx mostraram-se semelhantes para as
dispersées com concentracdes mais baixas de polissacarideo. Quanto maior o valor
de Amax, Maior o didmetro estimado da nanoparticula, portanto, indicam que os
coloides com menor concentracdo de GFD devem possuir menor tamanho de
particula. O coloide com maior concentragdo de galactomanana tem o valor de Anax
deslocado para um maior comprimento de onda, o que indica um aumento do

didmetro das nanoparticulas de prata.

Tabela 5 — Valores de comprimento de onda de absrogdo maxima (A4 € de largura de banda a meia
altura (LMA) para os coloides de NPAg sintetizados com NaBH, e AGQNO3; 100 mmol/L

GFD:Ag
1:1 2,5:1 51 10:1
Amax (nm) 403+3,5 400%0,0 400%0,0 405%0,0
LMA(nm) 80,1+7,0 77,0£3,5 70,1+£7,1 65,1+0,0
h 1,48+0,2 1,36+0,1 1,35+0,0 1,20+0,1

Quanto maior a largura da banda de plasmon, mais polidisperso é o
sistema. Dessa forma, os valores de LMA indicam que o aumento da concentracao

do polissacarideo diminui a polidispersdo do coloide. Tal fato, mostra que a
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galactomanana ndo atua apenas como estabilizante mas também exibe papel
fundamental na formacao de nanoparticulas mais uniformes.

A altura da banda indica a concentracdo de nanoparticula de prata no
coloide, quando maior o valor h, mais nanoparticulas estdo presentes no meio. Nao
foi observada grande variagcédo nos valores de altura de banda, tal fato era esperado
pois a concentragdo Inicial de prata para 0s quatro sistemas foi a mesma,
esperando-se assim, a mesma concentracao final de nanoparticulas.

Para afirmar a variacdo da altura de banda com a concentracdo, foram
realizadas diluicbes sucessivas partindo da dispersdao obtida da diluicdo na
proporcao de 1:12 da sintese realizada com AgNO3; 100 mmol/L a fim de avaliar a
linearidade da absorbéancia dos coloides com a diluicdo e por consequéncia, com a
concentracdo. A FIGURA 17 mostra a curva obtida a partir das diluicdes realizadas.
Pode-se observar uma boa linearidade (R=0,999) da absorbancia em funcdo da
concentracdo de nanoparticulas de prata, podendo-se afirmar com mais seguranca

gue a altura de banda esta vinculada a concentracdo das nanoparticulas no meio.

Figura 17 — Curva de dilui¢cdo do coloide sintetizado com AgNO3; 100 mmol/L
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4.2.1.2 Reagao com AgNO3 10 mmol/L

A partir do observado para a sintese com solucdo AgNO3 100 mmol/L,
foram realizadas novas sinteses com solugéo de nitrato de prata menos concentrada
(10 mmol/L) de modo a evitar a diluicdo apoés a sintese.

Todas as dispersdes apresentaram cor amarela, desde a adicdo da
primeira gota de solugéo redutora de NaBH,, indicando a formacdo imediata de

nanoparticulas de prata. Tal coloragcdo permaneceu mesmo apos 3 h de reacéo,
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como observado na FIGURA 18. Nao foi observada mudanca na coloracdo dos

coloides sintetizados com diferentes proporc¢des de galactomanana da fava danta.

Figura 18 — Coloides sintetizados a partir das solu¢bes de galactomanana da fava danta, AQNO; e
NaBH, a temperatura ambiente

Os espectros de UV-Vis dos coloides obtidos a partir da sintese com
solugcdes de NaBH, e AgNO3 10 mmol/L sao apresentados na FIGURA 19. Todos os
espectros de absor¢cdo mostraram perfis semelhantes entre si, com bandas
simétricas e sem 0 aparecimento de bandas caracteristicas de agregacdo de

nanoparticulas.

Figura 19 — Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para os coloides de nanoparticulas de prata
reduzida com NaBH, em diferentes razdes molares de GFD e Ag

2,0

O aumento da concentracdo de galactomanana tende a aumentar o valor
da largura de banda a meia altura (LMA) e um deslocamento do comprimento de
onda de absorgdo maxima (Amax) para regides de maior comprimento de onda, o que
pode ser observado na TABELA 6. Sao observadas trés regides com valores de Amax.
A primeira regido corresponde as proporgdes 1:1. 2,5:1 € 5:1 com Apax de 395 nm, a
segunda regido corresponde as proporc¢des 10:1, 25:1 e 50:1, com Ansx entre 40 e

400 nm, seguida da terceira regido representada pela maior concentracdo de
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galactomanana, a propor¢gdo 10:1 que apresentou Amax de 407 nm. Os valores
mostrados na TABELA 6 indicam um aumento no tamanho de particula com a

concentracédo de galactomanana, devido aos maiores valores de Anax.

Tabela 6 — Valores de comprimento de onda de absor¢ao maxima (A4, largura de banda a meia
altura (LMA) e altura da banda (h) para os coloides de NPAg sintetizados com NaBH,

GFD:Ag
1:1 2,5:1 51 10:1 25:1 50:1 100:1
A (nm) 395+1,4 395+1,4 395+1,4 404457  401+1,4 402+2,8 407+2,1
LMA (nm) 62,1+#8,6 72,0+2,8 67,1+7,1 81,0#57 72,636 72,636  67,0+2,7
h 1,51+0,3 1,21+0,1 1,34+0,1 1,44+0,1 1,30%0,1 1,30+0,1  1,21+0,0

O aumento da LMA da banda plasménica ocorre até o coloide com
proporcao 10:1 com o aumento da proporcao de galactomanana os valores de LMA
tornam-se gradativamente menores, indicando que houve uma diminuicdo da
polidispersao para as razdes 25:1, 50:1 e 100:1.

Tal comportamento pode ser explicado pelo aumento da viscosidade de
solucBes mais concentradas de galactomanana. O aumento da viscosidade dificulta
a mobilidade e, por conseguinte a homogeneizacdo dos ions Ag®, na solucdo de
galactomanana.

Dessa forma, quando ocorre a redugdo pela adicdo de NaBH4 os ions
prata que sdo reduzidos encontram-se suficientemente proximos uns dos outros
facilitando o processo de crescimento das nanoparticulas, levando a um estagio de
saturacdo com particulas de diametros maiores.

Os valores de altura de banda ndo mostraram grande variacdo com o
aumento da concentracdo de galactomanana, de modo semelhante ao observado

para as reacdo com solugcdo AgNO3; 100 mmol/L.

4.2.2 Sintese verde: Variacédo do pH e da temperatura

Para as reacdes de sintese verde néo foi utilizado NaBH, como agente
redutor, apenas a galactomanana atuando como agente redutor e estabilizante.

A FIGURA 20 mostra os espectros para 0s sistemas reacionais nos
diferentes valores de pH utilizados, a 50 °C. Com trinta minutos de reac¢&o, nao

houve mudanca de coloracao de incolor para amarelo nas solu¢gées em pH 3, 7 e 10,
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acompanhada da auséncia de banda plasménica, comportamento que permanece

inalterado mesmo apos trés horas de reacéo.

Figura 20 — Espectros de absorcéo na regido do UV-Vis para as sinteses verde com variacao do pH,
50 °C, ap6s 30 min (a) e 3 h (b) de reacéo
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Entretanto, sdo observadas bandas em 260 nm, caracteristicas de
clusters de prata (UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA, 2007). Os
clusters sdo particulas com tamanho menor que 3 nm, geradas nos sitios de
nucleacao, sobre as quais sao reduzidos mais atomos de prata levando a formacéo
de nanoparticulas com didmetros maiores (HENGLEIN, 1989). Os clusters

> e Ags” sdo os mais abundantes no processo de nucleagdo (JIANG et al., 2010).

Apenas em pH 12 foi observada mudanca de cor para amarelo palido,
acompanhada pelo surgimento de um ombro com méaximo de absorcdo em 354 nm,
mostrando o inicio da formacédo das nanoparticulas de prata,com 30 min de reacao.
Esse ombro evolui para uma banda bem definida ap6s trés horas de reacéo,
indicando a formacéao do coloide.

Na temperatura de 70 °C, s6 foi observada mudanca de cor em pH 10 e
12. Nesses dois sistemas também houve o surgimento de bandas plasménicas, bem
mais intensas em pH 12, como mostra a FIGURA 2la. Apos trés horas de reacao
(FIGURA 21Db) o sistema em pH 10 apresenta um aumento da intensidade da banda
de plasmon o que indica a formacao das nanoparticulas, enquanto que o sistema em
pH 12 ndo sofre alteracdo da absorbancia maxima, podendo-se constatar que a

reacao que se processa em pH 12 ja foi completada em apenas trinta minutos.
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Figura 21 — Espectros de absorgdo na regido do UV-Vis para as sinteses verde com variagao do pH,
em 70 °C, ap6s 30 min (a) e 3 h (b) de reacao
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A FIGURA 22 mostra que para a temperatura de 90 °C, de modo
semelhante a 70 °C, somente em pH 12 houve formacdo de nanoparticula de prata
com trinta minutos de reacéo, quando foi observada uma banda plasménica intensa.,
que apos trés horas de reacdo nao sofre aumento da absorbancia. O efeito para o
sistema em pH 10 também é semelhante nas temperaturas de 70 e 90 °C. Em trinta
minutos ha o aparecimento de uma banda de baixa intensidade que torna-se mais
definida e intensa com trés horas de reacao.

A partir dos espectros de UV-Vis obtidos em diferentes temperaturas de
sintese, verifica-se que as melhores condicdes de sintese sdo aquelas que ocorrem
em pH 12.

Figura 22 — Espectros de absor¢édo na regido do UV-Vis para as sinteses verde com variagdo do pH,
em 70 °C, ap6s 30 min e 3 h de reacéo
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Observa-se que nas temperaturas de 70 °C e 90 °C, a formacdo das
nanoparticula € mais pronunciada. Nessas condi¢cdes foram obtidas NPAg que
apresentaram absorcdo intensa no espectro de UV-Vis com bandas simétricas e
estreitas, indicando distribuicado de nanoparticulas com baixa polidispersao, com Anax
em 414 nm a 70 °C e 411 nm a 90 °C, essas duas condi¢des foram escolhidas para
dar continuidade aos demais experimentos.

A FIGURA 23 mostra o efeito da temperatura no pH mais favoravel para a

formacdo de nanoparticulas de prata com galactomanana da fava danta.

Figura 23 — Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para as sinteses verde com variacdo da
temperatura em pH 12, apds 30 min e 3 h de reagéo
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Esse efeito da temperatura também foi observado por HABEISH, 2010,
para sintese verde com carboximetil celulose e por ABDEL-HALIM; AL-DEYAB,
2011, porém tal resultado so foi obtido apds duas horas de reacéo.

Pode-se observar que o aumento do pH favorece a formacdo das
nanoparticulas de prata, exercendo efeito predominante na sintese.Tal efeito pode
estar relacionado a formacdo de acucar redutor nas extremidades das cadeias do
polissacarideo como proposto por SUN et al. (2008) para a reducéo de Au®** por
quitosana.

A FIGURA 24 mostra o mecanismo de reacdo proposto para a formacao

de acucar redutor a partir das unidades de manose.
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Figura 24 — Mecanismo de reacdo da formagdo de agucar redutor partindo de uma unidade
B-manopiranosidica terminal e do ion hidréxido

H H

H H

Terminal redutor

Fonte: Adaptado de SUN et al. (2008).

Em meio basico, os ions hidréxido atuam como base capturando o proton
do grupo hidroxil ligado ao carbono C-1. Formam um alcéxido que tende a
estabilizar-se pelo deslocamento do par de elétrons da carga negativa formada,
originando uma carbonila com C-1, levando a quebra da ligagdo C-O do anel
piranosidico. Esse oxigénio assume assim, carga negativa, capturando um préton da
agua regenerando HO para o meio.

A abertura do anel piranosidico forma um aldeido terminal, chamado de
acucar redutor, que na presenca de ions prata, bem como de outros metais como
ouro e cobre, sofre oxidacéo para a forma de acido carboxilico, reduzindo a prata a
Ag®. Assim como a manose terminal, os fons Ag®, introduzidos no meio reacional
pela solucdo de AgNOgs, também reagem com ions hidréxido formando 6xido de
prata (Ag-0) (LYU et al., 2010) segundo a Equacéao 2.

2AgN03(aq) + NaOH(aq) -> AQQO(S) + HNOg(aq) + N&NOg(aq) (3)

A medida que o Oxido de prata ¢ formado no meio, 0 mesmo sofre
reducdo a medida que o aldeido terminal das cadeias de manose sofre oxidacao
formando éacido carboxilico (SAHOO et al., 2009), como mostra 0 mecanismo
reacional na FIGURA 25.
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Figura 25 — Reacéo de reducéo da prata pelo terminal redutor da cadeia da galactomanana

H OH H OH
OHoH OHoH
2.0 o HO" 0 o
3@ HO " + Ag,0 —»A Lt% HO T + 2Ag

Partindo das reacdes e dos mecanismos apresentados, verifica-se que o
polissacarideo atua de maneira direta e efetiva como redutor da prata, assim como
os ions hidréxidos, responsaveis pela formacao do intermediario Ag,O, catalisador
da reacdo. Em meio acido e neutro ndo foi observada a formacao de nanoparticulas
ainda que mantidas as demais condicbes de concentracdo e temperatura, 0 que
confirma a proposicao.

Para dar continuidade a investigacdo da formacdo de nanoparticulas de
prata e sua estabilizacdo por galactomanana da fava danta, foram realizados
experimentos reproduzindo as melhores condi¢des de sintese verde (70 e 90 °C em
pH 12), além da sintese com reducdo com NaBH, todas com a auséncia do
polissacarideo.

A FIGURA 26 mostra que para a sintese verde sem a galactomanana da
fava danta, ndo houve a formacgédo da prata coloidal, mas sim a precipitacdo da
prata. Com a reducdo com NaBH,, a precipitacdo de prata metélica também foi

acompanhada de uma mudanca de coloragcdo para amarelo palido.

Figura 26 — Dispersfes apos a sintese com NaBH, (a) e sintese verde a 70 (b) e 90 °C (c) e pH 12
em auséncia da galactomanana da fava danta

NaBH, pH 12/ 70 °C pH 12/ 90 °C

(b) (©)

Os espectros de UV-Vis na FIGURA 27 confirmam o observado, com a
formacdo de uma banda de plasmon assimétrica para o sistema com NaBH, e
nenhuma banda para as solu¢des da sintese verde, sem galactomanana.

O aparecimento da banda de plasmon para a sintese com NaBH, indica a

formacao de prata coloidal porém, em pequena quantidade, devido a baixa absorgéo
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no espectro de UV-Vis, e com alta polidispersdo, devido a assimetria da banda. As
particulas sdo também instaveis, uma vez que agregaram e precipitaram
rapidamente dias apds a sintese. Mesmo em pequena quantidade, a formacéo de
nanoparticulas de prata com NaBH,; ocorre devido ao forte poder redutor do
boroidreto de sodio.

Figura 27 — Espectros de UV-Vis para a sintese com NaBH, e para sintese verde a 70 e 90 °C e pH
12 em auséncia da galactomanana da fava danta
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Os espectros de UV-Vis comprovam a atuacdo da galactomanana da fava
danta ndo apenas como estabilizantes. A galactomanana é fundamental para o
processo de reducdo da prata na sintese verde, pois na sua auséncia e do
boroidreto de sédio, as nanoparticulas ndo sdo formadas, mesmo quando aplicadas

as mesmas condicfes de pH e temperatura.
4.2.3 Reproducéo das melhores condi¢des de sintese — AQNO3z 10 mmol/L

A razédo molar escolhida para a reproducao das melhores condi¢bes de
sintese com AgNO3; 10 mmol/L levou em consideracdo o tamanho de nanoparticula
estimado pelo Anax NOs espectros de UV-Vis e a propor¢cao de polissacarideo que
levasse a uma massa final de nanocompdsito suficiente para caracterizagcdo. Ainda
com o objetivo de aumentar a massa final do nanocompaésito o volume do sistema foi

alterado para 100 mL.
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A FIGURA 28 apresenta os espectros de UV-Vis, para as sinteses com
aumento do volume de solucdo para 100 mL, nas melhores condi¢cdes de sintese
verde (FDAg12/70 e FDAQ12/90) e para a reacdo com boroidreto de soédio
(FDAgBH), todas com razdo molar GFD:Ag 10:1, que corresponde a concentracao
0,032 %(m/v) de galactomanana, apds trinta minutos de reacao.

Pode-se observar que apos trinta minutos de reacédo, os coloides obtidos
por sintese verde apresentaram maior absorbancia que o coloide reduzido com

boroidreto de sédio, indicando uma maior concentracdo de nanoparticulas de prata.

Figura 28 — Espectros de UV-Vis para a sintese com NaBH, e para sintese verde a 70 e 90 °C em pH
12, apés 30 min de reagéo
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Os espectros na FIGURA 29 correspondem as dispersfes obtidas apoés a
didlise, que foi realizada apés a neutralizacdo dos coloides para remover o0 que nao
reagiu durante a sintese e os ions Na* e NO3', apds a neutralizagédo, com solucéo de
hidroxido de sodio.

Apos a dialise as bandas de plasmon para os coloides obtidos por sintese
verde (FDAg12/70 e FDAg12/90) apresentaram uma absorbancia menor do que a
dos coloides com trinta de reagdo, assumindo valores bem proximos as
absorbéancias do coloide FDAgBH. A eliminacédo dos ions durante a didlise, leva a
um aumento do volume final do coloide dialisado que encontra-se dentro da
membrana, esse aumento de volume diminui a concentragdo de NPAg levando a

absorbéncias menores.
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Figura 29 — Espectros de UV-Vis para a sintese com NaBH, e para sintese verde a 70 e 90 °C em pH
12, apo6s didlise
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A reagdo com NaBH,4 ocorre em meio neutro, ndo havendo formagao de
sal devido a neutralizagcéo, tendo como ions a serem eliminados pela didlise, apenas
a prata ibnica que nao foi reduzida e (ou) excesso de NaBH4, que encontram-se em
baixa concentragdo no meio. Assim, durante a dialise, o volume da disperséo
coloidal permanece praticamente constante, ndo havendo grande variacdo na
absorbancia do sistema FDAgBH dialisado.

A TABELA 7 apresenta os parametros obtidos a partir das bandas
plasmoénicas apresentadas nas FIGURAS 28 e 29. As bandas de plasmon para os
coloides obtidos mostraram discrepancia dos valores de Amax para a amostra
FDAgBH e as amostras obtidas por sintese verde, antes e depois da dialise.

Apés a dialise todas as amostras sofreram um pequeno deslocamento do
Amax, POrém a diferenca mais consideravel observada apos a dialise foi a largura de
banda que torna-se maior para os coloides FDAg12/70 e FDAg12/90, indicando que
apos a didlise, esses coloides tornam-se mais polidispersos do que o coloide obtido
com NBH4. Apos a dialise, a altura de banda torna-se bastante semelhante para as

trés amostras.
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Tabela 7 — Comprimento de onda de absor¢gdo maxima (Ansy), largura de banda a meia altura (LMA) e
altura da banda (h) para os coloides FDAgBH, FDAgQ12/70 e FDAgQ12/90 apés 30 min de reacédo e
apos didlise

Amostra Parametro 30 min Dialisado
Amax (NM) 396 398
FDAgBH LMA (nm) 77,5 57,0
h 1,39 1,55
Amax (nm) 410 408
FDAQ12/70 LMA (nm) 74,5 85,0
h 2,03 1,55
Amax (nm) 408 404
FDAg12/90 LMA (nm) 66,5 83,0
h 2,29 1,39

A FIGURA 30 mostra a aparéncia das dispersdes coloidais sintetizadas
apos dialise, onde observa-se uma cor marrom para os coloides da sintese verde em

contraste com a coloragdo amarela observada para o coloide FDAgBH.

Figura 30 — Coloides FDAgBH (a), FDAg12/70 (b) e FDAg12/90 (c) dialisados

FDAgBH FDAg12/70 FDAg12/90

@) (b) (©

A intensidade da coloracéo esta relacionada tanto com a concentracdo de
nanoparticulas no meio como ao seu didmetro e agregagdo. Como observado na
FIGURA 29, apds a dialise a absorbancia para os trés coloides foi semelhante,
porém, a largura das bandas plasmonicas para os sistemas verdes foi maior que a
largura de banda do coloide da sintese com NaBH, Bandas plasmoénicas mais
largas e comprimento de onda de absor¢do maxima deslocado para regides de
maior comprimento de onda indicam a presenca de particulas maiores e mais
polidispersas nos coloides FDAg12/70 e FDAg12/90.
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4.2.3.1 Efeito da redispersdo dos nanocompadsitos de NPAg

As trés dispersdes coloidais foram liofilizadas e redispersas para avaliar o
efeito da redispersédo na banda plasménica e por consequéncia, nas caracteristicas
das nanoparticulas. Para melhor comparacao, os compésitos foram redispersos de
modo a ser obtida uma concentracdo semelhante a concentragdo inicial de
polissacarideo de 0,0324%(m/v) (8,1 mg em 25 mL) que corresponde
aproximadamente a proporcéo de 10:1 utilizadas para a sintese dos trés sistemas.

Os espectros de UV-Vis na FIGURA 31 mostram o efeito da redispersao
dos compdsitos secos para cada amostra. Os trés nanocompdsitos apresentaram
boa dispersdo em agua.

O coloide FDAgBH foi o que sofreu menor interferéncia do processo de
redispersao, ndo tendo sido observada mudanca significativa do perfil da banda
plasmdnica, apenas um estreitamento da banda apos a redispersdo. As amostras
FDAg12/70 e FDAg12/90 mostraram menor intensidade das bandas de absorcéo,
entretanto ndo foi observado o aparecimento de novos picos, indicando agregacao
de particulas

Figura 31 — Espectros de UV-Vis para os materiais obtidos a partir de NaBH, (a) e da sintese verde a
70 (b) e 90 °C (c) em pH 12 apds dialise e apos liofilizagdo e redispersdo
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O efeito da redispersao pode ser avaliado melhor observando os valores
da TABELA 8, obtidos a partir dos espectros mostrados na FIGURA 31.

Para os derivados da sintese verde, ocorre uma pequena diminuicdo dos
valores de Amna, indicando uma diminuicdo do diametro de particula com a
redispersdo, mas esse deslocamento € acompanhado por um aumento da LMA, que
indica aumento da polidispersédo do coloide.

Tabela 8 — Comprimento de onda de absrogdo maxima (Ansy), largura de banda a meia altura (LMA) e
altura da banda (h) para os coloides FDAgBH, FDAg12/70 e FDAg12/90 antes e depois da
redisperséo

Amostra Parametro Dialisado Redisperso
Amax (Nm) 398 399
FDAgBH LMA (nm) 57,0 56,5
h 1,55 1,44
Amax (Nm) 408 406
FDAg12/70 LMA (nm) 85,0 87,5
h 1,55 0,59
Amax (Nm) 404 405
FDAg12/90 LMA (nm) 83,0 89,5
h 1,39 0,59

A redispersdo dos compositos liofilizados foi a etapa que causou maior
efeito sofre a banda de plasmon dos derivados da sintese verde, pois para a mesma
concentracdo de compadsito esses derivados apresentaram menor absorbancia que o
derivado FDAgBH. Isso mostra que para uma mesma massa de compdésito ha maior
concentracdo de nanoparticulas no compésito FDAgBH do que nos compdésitos
FDAg12/70 e FDAg12/90.

Os trés coloides avaliados apresentaram boa estabilidade frente ao
processo de liofilizacdo seguido de redispersdao, ndo mostrando bandas de

agregacdo nem grande variacao dos parametros obtidos por analise de UV-Vis.

4.2.4 Reproducédo das melhores condi¢des de sintese — AgNO3; 100 mmol/L

As melhores condi¢cdes de sintese também foram avaliadas partindo de
uma maior concentracdo de prata (100 mmol/L), com concentracdo de GFD de
0,032% (GFD:Ag, 1:1), aumentando também o volume para 100 mL.

Como observado para a sintese com NaBH; e AgNO3; 100 mmoliL,

descrita no item 4.2.1.1, as dispersfes apresentaram cor intensa ja em trinta minutos
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de reacdo, ndo sendo possivel a leitura direta das dispersdes obtidas apds a
sintese, sendo necesséria a diluicdo, realizada também na proporgéo de 1:12.

A FIGURA 32 mostra os coloides obtidos por redu¢cdo com NaBH,4 e por
sintese verde, partindo de uma solucdo mais concentrada de AgNQOj3, antes e depois

da diluico.

Figura 32 — Coloides de NPAg sintetizados a partir da solu¢do de AgNO3; 100 mmol/L com redu¢éo
com NaBH, (FDAgBH-100) e por sintese verde em pH 12, nas temperaturas de 70 e 90 °C
(FDAg12/70-100 e FDAQg12/90-100) antes (a) e depois da diluicdo (b)

A FIGURA 33 mostra os espectros de UV-Vis obtidos apés a diluicdo das
amostras FDAgBH-100, FDAg12/70-100 e FDAg12/90-100. Os espectros, mostram
que as bandas de plasmon para os sistemas com NaBH, e sintese verde a 90 °C.
Sdo bem semelhantes, porém a amostra FDAg12/70-100 mostrou uma banda

menos intensa e menos uniforme.

Figura 33 — Espectros de absor¢édo na regido do UV-Vis para os coloides FDAgBH-100, FDAg12/70-
100 e FDAQ12/90-100 sintetizados a partir de solugdo de AgQNO3 100 mmol/L, apds 30 min de reacdo
e diluigéo (1:12)
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As bandas dos coloides obtidos por sintese verde também apresentaram
um ombro em 350 nm, caracteristico de agregacdo de nanoparticulas de prata ou da
presenca de particulas ndo esféricas, o que também foi observado por POPA et al.,
2007, com o aumento da temperatura na sintese de nanoparticulas de prata.

O sistema reacional com NaBHj, foi dialisado e as dispersdes obtidas por
sintese verde em pH 12 a 70 e 90 °C foram neutralizadas e entdo dialisadas. A
FIGURA 34 mostra os espectros de UV-Vis obtidos a partir dos coloides dialisados

com subsequente diluicdo na proporcédo 1:12.

Figura 34 — Espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis para os coloides FDAgBH-100, FDAg12/70-
100 e FDAQ12/90-100 sintetizados a partir de solu¢cdo de AgNO3; 100 mmol/L, apés didlise e diluicdo
(1:12)
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Pouca variacdo foi observada nas bandas de plasmon apés a dialise, a
banda da amostra FDAg12/90-100 apresentou absorbancia menor, enquanto que o

coloide FDAg12/70-100 teve um aumento na absorbancia.

4.2.4.1 Efeito da redispersdo dos nanocompdsitos de NPAg

Os coloides foram liofilizados e o material seco redisperso em agua
deionizada, nas mesmas condi¢cdes estabelecidas para a sintese com AgNO3 10
mmol/L (8,1 mg em 25 mL de agua).

Os espectros na FIGURA 35 mostram as bandas plasménicas dos

coloides obtidos apds redispersao.
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Figura 35 — Espectros de UV-Vis para os materiais obtidos a partir de NaBH, (a) e da sintese verde a
70 (b) e 90 °C (c) em pH 12, partindo de AgNO3z; 100 mmol/L, ap6s didlise e apds liofilizagéo e

redisperséo
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A amostra FDAgBH-100 foi a que menos sofreu interferéncia do processo

de redispersao. Para a sintese verde a 70 e 90 °C, a banda de agregacdo em 350

nm foi mantida, mas apenas para a sintese verde a 90 °C foi observado o

aparecimento de um segundo ombro caracteristico de agregacao na regido de 550

nm.

A TABELA 9 apresenta os parametros obtidos a partir dos espectros dos

coloides sintetizados com AgNO3; 100 mmol/L. Segundo os valores de Ansx € LMA, a

sintese com NaBH,; e GFD levou a nanoparticulas menores e menos polidispersas

do que as sintetizadas por sintese verde.
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Tabela 9 — Comprimento de onda de absrogdo maxima (Ansy), largura de banda a meia altura (LMA) e
altura da banda (h) para os coloides FDAgBH-100, FDAg12/70-100 e FDAg12/90-100, com 30 min de
reacdo, antes e depois da redispersao

Amostra Parametro 30 min Dialisado Redisperso
Amax (Nm) 394 392 393
FDAgBH-100 LMA (nm) 66,5 52,0 53,5
h 1,33 1,37 0,72
Amax (Nm) 436 426 423
FDAg12/70-100  LMA (nm) 102 103 104
h 0,30 0,51 0,34
Amax (Nm) 416 416 411
FDAg12/90-100 LMA (nm) 73,0 75,0 79,0
h 1,35 1,03 0,56

Pode-se verificar que ndo houve grande variacdo nos valores de Amax €
LMA apés a didlise e a redispersao, indicando que o tamanho de particula e a
polidispersdo dos coloides ndo foram afetados pelo processo de didlise, secagem e

redispersédo, mostrando a estabilidade dos coloides e nanocompasitos produzidos.

4.2.5 Cinética de formacado das NPAg

A formacdo de nanoparticulas de prata reduzidas com NaBH,; ocorre
rapidamente, sendo dificil acompanhar a sua cinética de formacao. Entretanto, a
formacao de nanoparticulas de prata por sintese verde permite 0 acompanhamento
da cinética de formacdao por ocorrer de forma mais lenta.

A FIGURA 36 mostra os espectros de absor¢cédo na regidao do UV-Vis em
diferentes intervalos de tempo para as sinteses verde realizada a 70 °C. Pode-se
observar um aumento gradativo da absorbancia com o tempo de reacdo semelhante
ao comportamento observado por PATAKFALVI; VIRANYI; DEKANY, 2004, para
nanoparticulas de prata estabilizadas por PVA.

E observado que a reacdo se completa com 15 min, quando ndo é mais
observada mudanca nos valores de absorbancia. Também foi verificada a presenca
de um ponto isosbéstico bem definido em 348 nm, onde todos o0s espectros
apresentam o mesmo valor de absorbancia, o que significa que as espécies se
interconvertem durante a reagcédo e possuem o mesmo coeficiente de extingdo nesse
dado comprimento de onda (IUPAC, 2007).
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Figura 36 — Espectros de UV-Vis em diferentes intervalos de tempo para o coloide FDAg12/70
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O ponto isosbéstico € observado em reacdes onde a conversao dos
reagentes em produtos da-se de maneira direta, sem a formacéo de intermediarios.

Os espectros de UV-Vis em diferentes intervalos de tempo para as
sinteses verde realizada a 70 °C sdo apresentados na FIGURA 37. Pode-se
observar perfis distintos para as reacfes conduzidas nas duas diferentes
temperaturas. Para o coloide FDAg12/90 ocorre um aumento gradativo da
absorbéancia com o tempo até 10 min de reacdo, seguido de uma rapida variacdo da
absorbancia entre 10 e 15 min de reacdo. Na temperatura de 90 °C o término da
reacdo da-se em 20 min de reacéo.

Figura 37 — Espectros de UV-Vis em diferentes intervalos de tempo para o coloide FDAg12/90
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A diferenca entre o mecanismo de formagédo das NPAg nas duas
diferentes temperaturas fica ainda mais claro quando s&o observados os valores de
Amax cOm o tempo de reacdo, como mostra a FIGURA 38. Na temperatura de 70 °C
observa-se um aumento gradativo do valor de Ansx até ndo haver mais variacdo em
415 nm. Esse aumento do valor de Ansx indica que com o tempo de reacdo ocorre

um aumento do tamanho de particula.

Figura 38 — Variacéo dos valores de A,z com o tempo de reacéo para a sintese verde em pH 12 nas
temperaturas 70 e 90 °C
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Comportamento inverso é observado quando a reacdo acontece a 90 °C.
A reacdo comega a ocorrer com Anax de 425 nm e desloca-se para menores
comprimento de onda a medida que se processa, chegando a um valor onde sofre
pouca variagdo, em aproximadamente 400 nm. Essa variagdo de Anax indica que o
didmetro das nanoparticulas diminui com o tempo de reacdo, na temperatura de 90
°C.

A FIGURA 39a mostra a evolugdo da absorbancia das dispersdes
coloidais com tempo, para a sintese verde. Pode-se observar claramente para as
duas curvas, trés regides caracteristicas da cinética de formagéo das nanopatrticulas:
I) Nucleacao, periodo de inducéo, onde sdo formados os sitios sobre os quais serao
reduzidos os atomos de prata, formando as nanoparticulas no estagio seguinte,
ocorre um pequeno aumento da absorbéancia; Il) Crescimento, quando ocorre um

aumento rapido e linear da absorbancia, indicando o aumento da concentracdo de
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nanoparticulas e Ill) Saturacdo, quando ndo ocorre grande variacdo na absorbancia
(RATKE; VOORHEES, 2002).

Figura 39 — Evolucao da absorbancia em 400 nm e da A,z COM 0 tempo para as sinteses verde em
pH12a70e90°C
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Por acontecer em temperatura mais elevada esperava-se que a reacao
para o derivado FDAg12/90 fosse completada em menor tempo, porém isso ndo foi
observado. Na temperatura de 70 °C, o crescimento das nanoparticulas da-se de
forma mais gradativa, ndo sendo afetada de maneira significativa pela perturbacéo
imposta ao sistema ao serem retiradas as aliqguotas. Como a etapa de crescimento
das nanoparticulas na temperatura de 90 °C ocorre mais rapidamente, o sistema é
mais sensivel a remocdo de aliquotas durante a etapa de crescimento, sendo
necessario para uma melhor investigacdo da cinética de formacéo, a andlise da
reacao em fluxo, sem a remocéao de aliquotas.

A cinética de formacdo das nanoparticulas também foi avaliada para as
sinteses verde obtidas a partir da solucdo AgNO3; 100 mmol/L e o espectros obtidos
sdo apresentados na FIGURA 40.

O aumento da absorbancia para a cinética a 90 °C com AgNOj3; 100
mmol/L n&o ocorre de maneira gradual, ndo sendo possivel observar com clareza a
etapa de crescimento. Verifica-se a etapa de nucleacdo, onde ndo ha grande
variacdo da absorbancia com o tempo, seguida da etapa de saturacdo onde se inicia

a estabilizacdo dos valores de absorbancia maxima.
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Figura 40 — Espectros de UV-Vis em diferentes intervalos de tempo para o coloide FDAg12/90-100
(a) e a evolucéo da absorbancia em 400 nm e da Anax (b) com o tempo para as sinteses verde em pH
12 a 90 °C, partindo da solugao AgNO3; 100 mmol/L
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As curvas de evolucao da absorbancia com o tempo de reacdo (FIGURA
40b) mostram que com 0 aumento da prata e da concentracdo de galactomanana a
formacao de nanoparticulas de prata é mais lenta do que para aquela conduzida
com menor concentragdo de GFD e AgNO3 10 mmol/L. A diminui¢do da velocidade
de reacdo com o aumento da concentracdo do estabilizante também foi observada
por PATAKFALVI; VIRANYI; DEKANY, 2007, para o PVA na sintese de
nanoparticulas de prata.

Ndo foi observada banda de plasmon para nenhuma das aliquotas
obtidas na cinética a 70 °C. Tal fato pode estar relacionado a perturbacdo do
sistema no processo de nucleacdo e crescimento, dificultando o processo auto
catalitico pelo qual se d4 a formacdo das nanoparticulas (ZAHEER; RAFIUDDIN,
2012).

4.2.6 Potencial Zeta (PQ)

O potencial zeta é uma propriedade fisica de particulas em suspenséo,
sendo definido pelo potencial da interface soélido-liquido, proximo ao plano de
cisalhamento hidrodindmico da particula (DOUGHERTY et. al., 2008), como ilustra a
FIGURA 41.
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Figura 41 — Esquema de distribuicdo ibnica ao redor de uma particula carregada

=]

o

Plano de cisalhamento

3 hidrodinamico
Particula carregada

negativamente

o o
) o/.
&

0

Camada de
Stern

Potencial zeta

Potencial de Stern

Fonte: Adaptada de MALVERN (2009)

Os fatores que mais afetam o potencial zeta sdo: pH, condutividade e
concentracdo. Tipicamente na faixa de pH compreendida entre 4 e 7,5 os coloides
apresentam -30 mV < P < +30 mV. Valores dentro dessa faixa indicam instabilidade
do coloide (ALVAREZ-PUEBLA, 2005), facilitando a agregagdo e consequente
sedimentacao das particulas.

A TABELA 10 mostra os valores de potencial zeta para os coloides
sintetizados. A partir desses valores pode-se inferir que todos os coloides possuem
particulas com carga superficial negativa. Os valores apresentados e seus
respectivos desvios padrdo mostram que durante o processo de obtencdo dos
coloides ndo ha mudanca significativa no potencial zeta e nenhuma tendéncia foi

observada entre o processo de didlise e redispersao e o potencial zeta.

Tabela 10 — Valores de potencial zeta em diferentes etapas do processo de obtencdo para os
coloides sintetizados

AgNO4 Amostra P¢ (mV)
(mmol/L) 30 min Dialisado Redisperso
FDAgBH -8,30+0,06 -5,11+0,82 -4,56+1,16
10 FDAg12/70-10  -8,7340,22 -9,38+0,81 -11,240,70
FDAg12/90-10  -10,9+0,85 -7.87+0,68 -12,3+1,27
FDAgBH -11,742,93 -2,0840,61 -5,47+0,68
100 FDAQg12/70-100  -11,9+0,91 -10,6+1,24 -7,80+1,00
FDAQg12/90-100 -5 90+1,80 -8,45+0,82 -3,66+0,50

Os coloides sintetizados, apesar de apresentarem potencial pouco

negativo, mostraram boa estabilidade. Essa estabilidade deve estar relacionada a
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estabilidade estérica pela presenca das cadeias de galactomanana, evidenciando a
importdncia da GFD na producdo de coloides estaveis sem a necessidade de
estabilizantes nocivos como o NaBH,4. Potencial zeta semelhante (-12,4 mV) foi
observado para coloides comerciais de prata estabilizados por PVA
(NANOCOMPOSIX, 2012).

4.2.7 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regiao do infravermelho para as amostras
dialisadas e liofilizadas dos coloides de NPAg estabilizadas por GFD sao mostrados
na FIGURA 42.

A banda intensa em 1384 cm™ é observada apenas para os derivados da
sintese verde. Esta é caracteristica de estiramento da ligacdo N-O de nitratos
(NAKAMOTO, 1978). O nitrato é introduzido no meio reacional pelo sal de prata e
também pelo acido nitrico utilizado na neutralizacdo, porém, durante a dialise
espera-se que moléculas pequenas, como os sais formados durante o processo,
sejam eliminadas.

Dessa forma, a presenca de nitrato no compdsito obtido apds a didlise nao
era esperada, uma vez que a dialise foi acompanhada por condutancia e o processo
foi parado apenas quando a 4gua da dialise apresentou condutancia semelhante a
da agua deionizada. A presenca de nitrato ap0s a dialise deve ser investigada

posteriormente pois este pode estar como contra-ion.

Figura 42 — Espectros de absor¢éo na regido do infravermelho da galactomanana da fava danta e dos
compdsitos FDAgBH, FDAg12/70-10 e FDAg12/90-10
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Pode-se observar para os trés compdsitos, um estreitamento da banda
caracteristica de estiramento de ligagdo O—H na regido de 3400 cm™ em relacédo a
galactomanana da fava danta, devido a interacdo dos ions prata com o
polissacarideo, tal comportamento também foi observado por BERNI NETO,
RIBEIRO e ZUCOLOTTO (2008) para a estabilizacdo de nanoparticulas usando
alcool polivinilico (PVA).

Uma proposta de estabilizacdo da prata ocorre por interacbes do tipo ion-
dipolo, onde a prata ibnica seria estabilizada pelo dipolo gerado pelas hidroxilas da

cadeia da galactomanana como mostra a FIGURA 43.

Figura 43 — Esquema da interacdo dos ions prata com as hidroxilas da cadeia de galactomanana
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Fonte: Adaptado de MARIA et al. (2010).

Outras bandas do espectro de infravermelho também sofreram alteracéo,
como a banda caracteristica de estiramento C—-H em 2912 cm™ que sofre um
decréscimo de absorcao, indicando que as ligagcbes C—H também sédo afetadas pela
presenca do metal. As demais bandas de absorcdo dos compdsitos também
tornaram-se mais indefinidas em relacdo as bandas do polissacarideo que também
foi observada na interacdo de nanoparticulas de prata com uma glucomanana
extraida da goma Konjac (TIAN et al., 2006).

Os espectros de infravermelho para as amostras liofilizadas obtidas a partir
das sinteses com AgNO3; 100 mmol/L, também foram realizados e sdo apresentados
na FIGURA 44.
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Figura 44 — Espectros de absorgdo na regido do infravermelho da galactomanana da fava danta e dos
compésitos FDAgBH-100, FDAg12/70-100 e FDAg12/90-100
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Assim como foi observado para a sintese com AgNO3; 10 mmol/L, as
bandas de estiramento da ligagdo O-H e C-H foram as mais afetadas pela presenca
das nanoparticulas de prata. As bandas em 1074 e 1028 cm™, caracteristicas de
ligagdo C-O de alcool secundéario e primario, respectivamente, também sofreram
modificacao, reforcando que a estabilizacdo da-se principalmente pela interacao das
nanoparticulas de prata com as hidroxilas.

Diferente do observado para os nanocompodsitos obtidos com AgNO3; 10
mmol/L, ndo foi observada a banda caracteristica de ions NOj3, indicando que o
processo de dialise foi eficiente, para a reacdo com AgNO3z 100 mmol/L. Essa
diferenca foi encontrada, pois ap6s a condutividade da &agua de didlise néo
apresentar variacdo, a dialise se seguiu por mais dois dias, garantindo assim que
todo sal de nitrato formado durante a neutralizagdo fosse removido, o que foi
comprovado pelos espectros de infravermelho na FIGURA 44. A total remocéo do
sal pode ainda ser confirmada por analise do residuo obtido por analise

termogravimétrica.
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4.2.8 Analise termogravimétrica (TGA)

A FIGURA 45 mostra as curvas termogravimétricas (a) com suas
respectivas derivadas (b) para a galactomanana da fava danta e os nanocompagsitos
FDAgBH-10, FDAg12/70-10 e FDAQ12/90-10. As curvas termogravimétricas das
amostras obtidas a partir da sintese verde mostraram comportamento semelhante
entre si e apresentaram maior residuo do que a amostra FDAgBH. As curvas de
DTG também mostram maior diferenca nos eventos de degradacdo das amostras
FDAQ12/70 e FDAgQ12/90, em relacdo a galactomanana da fava danta, do que a
amostra obtida a partir da sintese com NaBHy.

Figura 45 — Curvas termogravimétricas em ar sintético (a) e graficos de DTG (b) para a
galactomanana da fava danta (GFD), para os nanocompdsitos obtidos a partir da sintese com NaBH,
(FDAgBH-10) e da sintese verde (FDAg12/70-10 e FDAg12/90-10)
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A TABELA 11 mostra com mais detalhes os dados obtidos a partir dos
graficos apresentados na FIGURA 45. A temperatura inicial de degradacédo (To) da
galactomanana é maior do que a dos nanocompositos. Aqueles obtidos por sintese
verde sdo 0s que apresentam menores valores, sendo por tanto os que apresentam
menor estabilidade. Essa tendéncia também €& observada tanto para o primeiro

evento de perda de massa (perda de umidade), quanto para o segundo evento.
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Tabela 11 — Dados obtidos a partir das curvas termogravimétricas e graficos de DTG para a
galactomanana da fava danta (GFD), para os nanocompdsitos obtidos a partir da sintese com NaBH,
(FDAgBH) e da sintese verde (FDAg12/70 e FDAQ12/90)

Umidade Eventos de perda de massa (°C) Residuo a 900 °C
Amostra To(°C)
(%) [ Il 1T (%)
GFD 286 9,9 39,0 302 499 0,2
FDAgBH-10 255 14 35,5 282 - 6,5
FDAQ12/70-10 204 8,2 31,6 274 405 26
FDAQ12/90-10 208 14 34,3 295 404 20

Espera-se um aumento do residuo para os nanocompasitos em relacéo a
GFD, devido a incorporacédo da prata. Esse fato foi observado para o nanocompaosito
FDAgBH-10 e para os obtidos por sintese verde, contudo, as amostras FDAg12/70-
10 e FDAQ12/90-10, apresentaram residuo trés vezes e quatro vezes maior,
respectivamente, do que o derivado FDAgBH-10.

O terceiro evento de degradacdo, ja observado para a GFD, nao foi
observado para o derivado FDAgBH-10. Para os derivados da sintese verde o
terceiro evento apresentou temperaturas semelhantes, porém abaixo da temperatura
observada para a galactomanana (499 °C).

A andlise termogravimétrica mostra uma menor estabilidade dos
nanocompodsitos em relacdo a galactomanana da fava danta, uma vez que todos os
eventos observados para 0s nanocompositos apresentaram-se em temperaturas
menores do que as correspondentes temperaturas relacionadas a galactomanana da
fava danta.

O alto residuo a 900 °C indica a presenca de sal além do residuo de
prata, ratificando a possibilidade da presenca de sal de nitrato, observada pelos
espectros de infravermelho.

A analise termogravimétrica também foi realizada para sinteses obtidas a
partir da solucdo mais concentrada de prata (AgNO3z 100 mmol/L). A FIGURA 46
mostra as curvas termogravimétricas e as curvas de DTG obtidas a partir da sintese
com AgNO3z 100 mmol/L. As curvas termogravimétricas mostram perfil semelhante
para 0os nanocompositos, porém diferem da curva da amostra de galactomanana

bem como as curvas de DTG.
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Figura 46 — Curvas termogravimétricas em ar sintético (a) e graficos de DTG (b) para a

galactomanana da fava danta (GFD), para os nanocompdsitos obtidos a partir da sintese com NaBH,
(FDAgBH-100) e da sintese verde (FDAg12/70-100 e FDAg12/90-100)
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A TABELA 12 apresenta os parametros obtidos a partir da analise

termogravimétrica dos nanocompa@sitos FDAgBH-100, FDAg12/70-100 e FDAg12/90-100.

Tabela 12 — Dados obtidos a partir das curvas termogravimétricas e gréaficos de DTG para a
galactomanana da fava danta (GFD), para os hanocompg@sitos obtidos a partir da sintese com NaBH,
(FDAgBH-100) e da sintese verde (FDAg12/70-100 e FDAg12/90-100)

Umidade Eventos de perda de massa (°C) Residuo a 900 °C
Amostra To(°C)
(%) [ Il I (%)
GFD 286 9,9 39,0 302 499 0,2
FDAgBH-100 257 7,6 43,2 295 - 35
FDAgQ12/70-100 262 4,3 47,4 295 - 41
FDAQ12/90-100 244 7,8 42,9 295 - 42

A temperatura inicial de degradacdo (To) para 0S nanocompositos
apresentou menores valores em relacdo a galactomanana, indicando que os
nanocompodsitos sdo menos estaveis que a galactomanana, como observado para
0S nanocompositos obtidos com menor concentracdo de prata (10 mmol/L).
Entretanto, apresentaram menor umidade.

O terceiro evento de degradacdo observado para a galactomanana néo

foi observado em nenhum dos nanocompdésitos, esses apresentaram perda de agua
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entre 43 e 47 °C e um segundo evento em 295 °C. A auséncia do terceiro evento
pode estar relacionada ao aumento da concentracdo de prata, uma vez que essa
atua como ilha de calor, aumentando a condutividade térmica da amostra e
acelerando a sua degradacdo (BERNI NETO, 2010)

4.2.9 Estabilidade temporal dos coloides de NPAg

Para avaliar a estabilidade temporal dos coloides, foram realizadas
andlises de UV-Vis das solu¢gBes em diferentes intervalos de tempo. A TABELA 13
mostra 0s parametros obtidos a partir dos espectros de UV-Vis das dispersbes
sintetizadas com boroidreto de sédio e maior concentracdo de nitrato de prata (100
mmol/L) e diluidas na proporcdo 1:12, em diferentes intervalos de tempo. As
analises foram realizadas em duplicata e as diluicdes realizadas no mesmo dia das
medidas de UV-Vis.

Tabela 13 — Comprimento de onda de absorgdo maxima (Ans), largura de banda a meia altura (LMA)
e altura da banda (h) para os coloides sintetizados com NaBH, e solu¢do de AgNO3;100 mmol/L

. GFD:Ag
t (meses) Parametro 11 251 51 101
Amax (NM) 403+3,5 400+0,0 400+0,0 405+0,0
0 LMA(nm) 80,1+7,0 77,0+£3,5 70,1£7,1 65,1+0,0
h 1,48+0,2 1,36+0,1 1,35+0,0 1,20+0,1
Amax (NmM) 396+0,7 397+0,7 396+0,0 402,5+4,9
9 LMA (nm) 66,0+1,4 69,0+0,7 75,3%0,4 83,0+2,1
h 1.51+0,2 1,42+0,0 1,40+0,0 1,26+0,1
Amax (nm) 396+2,1 396+0,7 395+0,7 399+0,7
12 LMA (nm) 64,5+0,7 67,7t1,1 73,5+0,7 82,2+2,5
h 1,47+0,2 1,48+0,0 1,34+0,0 1,21+0,1

Com o tempo de estocagem todos coloides assumem menores valores de
Amax, indicando que as particulas adquirem menor tamanho com o tempo. Os valores
de LMA diminuem para amostras com menor concentracdo de galactomanana e
aumentam para as amostras com maior concentracdo de GFD. Quanto menor o
valor de LMA, menos polidisperso € o sistema. Dessa forma, essa mudanca indica
gue com o tempo, as amostras GFD:Ag 1:1 e 2,5:1 tornam-se menos polidispersas,
enquanto que as amostras com maior concentracdo de GFD tornam-se mais

polidispersas.
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Pode-se assim inferir que, com menores concentragcbes de
galactomanana, a reducdo do tamanho de particula pode dar-se de maneira mais
uniforme, enquanto que para as dispersbes com maior concentracdo de
galactomanana uma certa populacdo de particulas sofre reducdo do tamanho
enquanto outra sofre um aumento do diametro, tornando assim, o sistema mais
polidisperso.

Os valores de altura de banda néo sofreram variacées apés um ano de
estocagem, indicando que ndo houve variagcdo da concentracdo de nanoparticulas,
havendo assim um processo de transferéncia de massa, por agregacao e
desagregacao de clusters, devido ao movimento browniano, levando as variacdes de
tamanho mencionadas.

O amadurecimento de Ostwald € um processo geralmente observado em
sistemas coloidais, com a evolu¢do do tempo. O processo da-se pelo aumento do
didmetro das particulas maiores em detrimento daquelas com menor diametro,
deslocando o valor de Amax para maiores comprimentos de onda. A FIGURA 47
ilustra como ocorre o0 amadurecimento de Ostwald (QUINTEN, 2011)

(QUINTEN, 2011).

Figura 47 — llustracéo do processo de amadurecimento de Ostwald
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Fonte: QUINTEN (2011)

Tal processo ndo foi observado para a reacdo partindo de uma maior
concentracdo de prata (100 mmol/L), pois foi observado o deslocamento do valor de
Amax para menores valores. Esse processo é chamado de anti-Ostwald e ndo & muito
comum em suspensdes coloidais, porém foi observado para nanoparticulas
poliméricas por KUMAR; ADAMSON; PRUD’HOMME, 2010. Os autores sugerem
gue esse comportamento pode ocorrer como uma tentativa do sistema de minimizar
energia pela reducéo da area superficial das nanoparticulas, e nao pela reducao da
area interfacial, que ocorre pelo processo de Ostwald.
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A TABELA 14 mostra os parametros obtidos a partir dos espectro de UV-
Vis das dispersfes sintetizadas com boroidreto de sddio e menor concentracdo de

nitrato de prata (10 mmol/L), em diferentes intervalos de tempo.

Tabela 14 — Comprimento de onda de absorgdo maxima (Ansy), largura de banda a meia altura (LMA)
e altura da banda (h) para os coloides de NPAg sintetizados com NaBH,; e solucdo de AgNO;10
mmol/L

t A GFD:Ag
Parametro
(meses) 1:1 2,5:1 5:1 10:1 25:1 50:1 100:1
A (M) 395+14  395:1,4  395:1,4 404157  401l4 402+£2,8  407+2,1
0 LMA (nm)  62,1#8,6 72,0+2,8 67,171 81,057  726%3,6 72,636  67,0+27
h 1,51+0,3 1,21#0,1 1,34+0,1 1,44:0,1 13001  1,30x0,1 1,210,
A M) 401#21 40114 40421  413+1,4  407,5+0,7 410,8+18 412307
7 LMA(hm)  688+8,1 750#2,8 70,0457 79,8+32  70,8+0,4 73,049 79507
h 1,66+0,0 1,29+0,2 1,52+0,1 2,00:0,7 1,72#03  1,56x0,3  1,3610,1
A (M) 40335  403:0,7  407+l4 - 412+0,7 413+2,8 41414
12 LMA(nm) 70,0%84 755%21 72,5+7.38 - 72,7403  755%#56  83,00,7
h 1,81#0,3 1,54#0,3 1,76%0,1 - 2,20£0,3  1,90:0,7 1,60£0,42

Observando os dados da TABELA 14 verifica-se que com um ano de
estocagem ha um aumento do valor de Ay« para todas as dispersdes, acompanhado
do aumento da largura de banda, porém as razfes 25:1 e 50:1 apresentaram menor
variacdo do que as demais propor¢cdes. A altura de banda ndo mostrou variacédo
guando observados os valores de desvio padrdo, indicando apenas aumento do
didmetro da particula e da polidispersao da maioria dos coloides.

Os parametros avaliados indicam excelente estabilidade dos coloides com
o tempo, devido a presenca da galactomanana da fava danta, uma vez que apos
meses de estocagem nao foi observada bandas de agregacdo e nem o
aparecimento de material sedimentado nos fracos de armazenagem, o que foi
observado por CHENG et al., 2011, pra nanoparticulas de prata reduzidas com
NaBH, e estabilizadas por goma arébica.

A estabilidade dos coloides com o tempo também foi avaliada para as
sinteses reproduzidas a partir das melhores condigdes com um volume de 100 mL.
Os parametros obtidos a partir dos espectros de UV-Vis sdo mostrados na TABELA
15. Pode-se observar que para todas as dispersdes ocorre um aumento do Apax cOm
0 tempo de estocagem acompanhado do aumento da polidispersao indicado pelo

aumento da largura de banda obtida pelas medidas de LMA. A altura de banda (h)
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nao apresentou variagdo com o tempo, indicando que ndo houve variagdo na

concentracdo de nanoparticulas de prata.

Tabela 15 — Comprimento de onda de absorgdo maxima (A4, largura de banda a meia altura (LMA)
e altura da banda (h) para os coloides FDAgBH, FDAg12/70 e FDAg12/90 com o tempo

Amostra Parametro Dialisado Redisperso
0 meses 9 meses 0 meses 7 meses
A, (nm) 398 404 399 402
FDAgBH-100 | MA (nm) 57,0 78,5 56,5 62,0
h 1,55 1,31 1,44 1,3
A (nm) 408 410 406 409
FDAg12/70-100 | MA(nm) 85,0 86,0 87,5 88,5
h 1,55 1,50 0,59 0,59
A, (nm) 404 407 405 408
FDAg12/90-100 | MA (nm) 83,0 88,5 89,5 90,5
h 1,39 1,39 0,59 0,65

4.2.10 Atividade bactericida dos coloides de NPAg

O efeito bactericida das nanoparticulas de prata sintetizadas foi avaliado
contra duas cepas: uma gram positiva, Staphylococcus aureus e uma gram negativa,
Pseudomonas aeruginosa. A solucéo de prata testada partiu da solugéo de AgNO3; 2
mmol/L e o teste da solugcéo de galactomanana com prata foi feito a partir da mistura
obtida de 500 pL de AgNO3; 10 mmol/L em 25 mL de solugédo de GFD, levando a
concentracdo de AgNO3; 2 mmol/L.

A FIGURA 48 ilustra o experimento de disco-difusdo realizado para a
solucdo de prata, de galactomanana da fava danta e das dispersdes FDAgBH,
FDAQ12/70 e FDAg12/90, produzidas a partir da solucdo de AgNOj3; 10 mmol/L.
Quanto maior o halo de inibicdo, maior a atividade microbiana da amostra testada.

A solucdo de prata apresentou halo de inibicdo contra as duas cepas. Na
presenca da solucdo de galactomanana da fava danta o halo de inibicdo foi menor,
como mostra a TABELA 16. Isso pode ser ocasionado pela presenca do
polissacarideo que interage com a prata ibnica pelas hidroxilas diminuindo a
disponibilidade dos ifon Ag" para o meio. A solucdo de galactomanana nao

apresentou atividade antimicrobiana contra nenhuma cepa testada.
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Figura 48 — Ensaio de antibiograma realizado com as dispersdes coloidais FDAgBH-10, FDAg12/70-
10 e FDAQ12/90-10, com solucdo de ions prata e galactomanana da fava danta contra as linhagens
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (a) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 (b)

Staphylococcus aureus ATCC 25923  Pseudoonas aeruginosa ATCC 25619
(a) (b)

As dispersdes FDAgBH, FDAg12/70 e FDAQ12/90 ndo apresentaram halo
de inibicdo contra nenhuma das cepas, mostrando que nao houve efeito bactericida
para as nanoparticulas de prata sintetizadas a partir da concentracéo de prata de 10
mmol/L, como mostra a TABELA 16.

Tabela 16 — Diametros de halo de inibicdo obtidos do ensaio de antibiograma realizado com as
dispersdes coloidais FDAgBH, FDAg1270 e FDAg1270, com solugdo de ions prata e galactomanana
da fava danta contra as linhagens de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25619

Halo de inibicdo (mm)

Amostra Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25619

Gentamicicha 26+0,7 19+0,7

Ag” 14+0,7 14+1,4
GFD 0 0

Ag'/GFD 9,5+0,7 9,5+0,7
FDAgBH-10 0 0
FDAg12/70-10 0 0
FDAQg12/90-10 0 0

A fim de verificar que o efeito bactericida da prata pode estar relacionado
a concentracdo de nanoparticulas, foram realizados ensaios de disco-difusdo para
0s sistemas reacionais partindo de solugéo de prata mais concentrada (100 mmol/L),

em 25 mL e sem processo de dialise.
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A TABELA 17 apresenta os halos de inibicdo para as amostras obtidas a
partir da solugéo de prata 100 mmol/L, reduzidas com boroidreto.

Tabela 17 — Diadmetros de halo de inibicdo obtidos do ensaio de antibiograma realizado com as
dispersfes coloidais partindo da solugdo AgNO3; 100 mmol/L nas razdes GFD:Ag 1:1, 2,5:1, 5:1 e
10:1, contra as linhagens de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
25619

Halo de inibicdo (mm)

Amostra Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25619
Gentamicina 30+0,0 25+0,7
GFD:Ag 1:1 9,5+0,7 1014
GFD:Ag 2,5:1 9,5+0,7 10+1,4
GFD:Ag 5:1 9,5+0,7 10+1,4
GFD:Ag 10:1 9,5+0,7 9,5+0,7

Todas as amostras apresentaram halo de inibicdo frente as duas cepas
utilizadas. Nao foi observada interferéncia da concentracdo de fava danta no efeito
bactericida para as amostras testadas, pois para cada bactéria foi obtido o mesmo

tamanho de halo para as concentracfes variando de 0,032 a 0,324 %.

A atividade bactericida também foi testada para as amostras sintetizadas
com boroidreto de sddio e por sintese verde com solucéo de prata mais concentrada
(100 mmol/L). Como a concentragédo de GFD ndao interferiu no efeito bactericida foi
utilizada a razdo molar GFD:Ag 1:1 referente & amostra FDAgBH1 (TABELA 17), que
corresponde a mesma concentracdo de galactomanana (0,032%) utilizada no ensaio

bactericida com solugédo de AgNO3; 10 mmol/L.

A FIGURA 49 apresenta as placas obtidas com o teste de disco-difuséo.
Observa-se um maior halo de inibicéo para a prata iénica, tanto em agua (Ag*) como
em solugéo de galactomanana (GFD/Ag") para as duas cepas utilizadas.
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Figura 49 — Ensaio de antibiograma realizado com as dispersfes coloidais FDAgBH-100, FDAg1270-
100 e FDAQ1270-100, com solugdo de ions prata e galactomanana da fava danta contra as linhagens
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (a) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619 (b)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Pseudomonas aeru

(a) (b

A TABELA 18 apresenta os halos de inibicdo para as amostras obtidas a

partir da solugédo de prata 100 mmol/L, reduzidas com boroidreto e obtidas por

sintese verde.

Tabela 18 — Diametros de halo de inibicdo obtidos do ensaio de antibiograma realizado com as
dispersdes coloidais partindo da solu¢cdo AgNO3z 100 mmol/L para a sintese com NaBH, (FDAgBH-
100) e para a sintese verde (FDAg12/70-100 e FDAg12/90-100), contra as linhagens de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619

Halo de inibicdo (mm)

Amostra Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25619
Estreptomicina 24+0,0 14+0,0
FDAgBH-100 10+0,0 0
FDAQ12/70-100 7+0,0 0
FDAg12/90-100 8+0,0 0

Todas as dispersbes apresentaram atividade contra a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Foi observado um maior halo de inibicdo (10

mm) para a amostra sintetizada com boroidreto de sodio. As dispersdes obtidas por
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sintese verde apresentaram tamanho de halo menores, 7 mm para a sintese a 70 °C
e 8 mm para a sintese a 90 °C.

N&o foi observada atividade dos coloides produzidos contra a cepa
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619. Essa cepa também apresentou halo de
inibicdo menor para o controle positivo (14 mm) do que a cepa Staphylococcus
aureus (24) mostrando ser mais resistente. Essa maior resisténcia da P. aeruginosa
frente a nanoparticulas de prata também foi observada por MORONES et al., 2005 e
GUZMAN; DILLE; GODET, 20009.

Sinteses subsequentes, com o0 aumento da concentracdo de prata,
podem levar a um aumento da atividade contra a P. aeruginosa pelos coloides
produzidos. O que foi observado para S. aureus com o0 aumento da concentragéo de
solucdo de AgNO3; em dez vezes, que levou ao aparecimento de halo de inibicéo,
indicando a atividade bactericida dos coloides mais concentrados.

Os coloides produzidos com boroidreto GFD:Ag 1:1 e FDAgBH, diferem
entre si pelo processo de dialise. A dispersdo GFD:Ag 1:1 nao foi dialisada e
apresentou halo de inibicdo de 9,5 mm, enquanto que a amostra FDAgBH foi
dialisada apresentou halo de inibicdo de 10 mm, para S. aureus. podendo-se inferir
que a dialise nao interfere na atividade bactericida dos coloides sintetizados.

A TABELA 19 apresenta um resumo dos parametros avaliados ao longo

do trabalho para as sinteses realizadas.

Tabela 19 — Principais parametros avaliados para os coloides e os nanocompdsitos produzidos por

sintese verde e parcialmente verde partindo de AgNOs; 10 mmol/L e 100 mmol/L

Halo de inibicdo (mm)

Amostra Amiax LMA h To Residuo m
(nm) (nm) (*C) ) (M) S. aureus P. aeruginosa
FDAgBH-10 398 57,0 1,55 255 6,5 24,1 0 0
FDAg12/70-10 408 850 155 204 26 50,3 0 0
FDAg12/90-10 404 83,0 1,39 208 20 44,8 0 0
FDAgBH-100 392 52,0 1,37 257 35 37,3 10+0,0 0
FDAg12/70-100 426 103 0,51 262 41 31,7 7+0,0 0
FDAg12/90-100 416 75,0 1,03 244 42 33,7 810,0 0

Amax - Comprimento de onda de absorgcdo maxima apoés didlise

LMA - Largura de banda a meia altura apos dialise

h - Altura da banda apos dialise

To - Temperatura inicial de degradacao obtida por analise térmica

Residuo - Obtido por andlise térmica

m - Massa de nanocompdsito contida em 80 mL do coloide dialisado, obtida por liofilizacéo



88

O aumento da concentragdo inicial de prata leva a um aumento do Amax
para os coloides de sintese verde, indicando um aumento do tamanho de particula,
enquanto que coloide obtido por sintese parcialmente ver sofre redugdo do Amax. O
aumento da polidispersao, indicado pelo aumento da largura de banda (LMA) s6 foi
observado para a sintese verde a 70 °C, além de apresentar menor altura de banda.
Para os demais coloides, o aumento da concentracdo de prata levou a coloides
menos polidispersos e com altura de banda semelhante.

A temperatura inicial de degradacgdo (To) foi maior para os derivados
partindo de uma maior concentracdo de prata obtidos por sintese verde, para
FDAgBH, o aumento da concentracdo de prata ndo apresentou grande efeito sobre
aTo

O residuo para os nanocompgésitos de sintese verde apresentam sal de
nitrato, como confirmado pelos espectros de infravermelho, por isso apresentam
residuo maior que 0 nanocompdsito obtido por sintese parcialmente verde
(FDAgBH). Considerando que parte do residuo obtido por analise térmica é
composto por sal de nitrato e ndo apenas por prata, para 0s compadsito obtidos com
AgNO3 10 mmol/L, pode-se observar que o aumento da concentracao inicial de prata
para 100 mmol/L, leva a um aumento do residuo final, que indica um aumento da
porcentagem de nanoparticulas de prata no compaosito.

Partindo da mesma premissa da presenca de sal de nitrato, observando o
nanocomposito obtido por sintese parcialmente verde, que ndo apresentou banda
de nitrato no espectro de infravermelho, verifica-se que a massa de composito obtida
por liofilizacdo também sofre aumento.

Dentre os coloides produzidos os obtidos com maior concentracdo de

prata foram os que apresentaram atividade bactericida.
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5 CONCLUSOES

A galactomanana da fava danta mostrou excelente potencial como
estabilizante e redutor na producdo de nanoparticulas de prata por sintese verde e

parcialmente verde.

Com o0 aumento da concentracdo de prata ha um aumento da
concentracdo de nanoparticulas formadas utilizando NaBH, como agente redutor e
por sintese verde.

Com o0 aumento da concentracdo de galactomanana, as bandas
plasmoénicas indicam a formacao de coloides com particulas de didmetros maiores e

mais polidispersos.

Foram obtidos coloides por uma rota de sintese verde sem o uso de
NaBH,, com a galactomanana atuando como agente estabilizante e também como

redutor e completa conversao em apenas 15 min de reacao.

A incorporacdo da prata na galactomanana da fava danta produziu

nanocompadsitos com menor estabilidade térmica do que a galactomanana.

As dispersfes ndo apresentaram agregados mesmo apos a redispersao.

Apesar de apresentar potencial zeta pouco negativo, 0s coloides
mostraram-se estaveis mesmo ap0s um ano de estocagem devido a estabilidade

estérica proporcionada pelas cadeias da galactomanana.

Os coloides produzidos com uma maior concentracdo de prata
apresentaram atividade bactericida contra a cepa Staphylococcus aureus ATCC
25923, sendo essas as melhores condi¢cdes visando a aplicagdo como agente

bactericida.
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