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RESUMO

A celulose é um material versatii que encontra aplicagdo na area biomédica
enquanto substrato para cultivo celular e para sensores capazes de detectar e
monitorar diversas biomoléculas. Contudo, poucos estudos tém explorado o
emprego da celulose bacteriana (CB), um nanopaper com propriedades distintas,
como plataforma para a producdo de tais dispositivos. No presente trabalho,
membranas de CB foram funcionalizadas com grupo tiol (SH) via silanizagdo com (3-
mercaptopropil)trimetoxisilano (MPTMS) sob diferentes condigbes, a fim de se obter
uma plataforma com propriedades melhoradas de adesao celular. Em paralelo,
diversas condi¢des reacionais foram testadas a fim de se produzir nanoparticulas de
ouro funcionalizadas com L-cisteina (L-Cys-AuNPs) para a confecgdo de um
biossensor suportado em CB. Os seguintes parametros foram avaliados quanto a
eficiéncia da funcionalizagdo da CB com MPTMS: concentragdo do silano (0,538,
0,164, 0,135, 0,043 e 0,034 mmolmL™"), solvente (4gua, acetona e mistura de etanol
e agua), meétodo de secagem (temperatura ambiente e temperatura de cura a 120
°C) e emprego de catalisador (acido cloridrico, hidroxido de sodio e hidroxido de
amonio). Os resultados do conjunto de analises realizadas — FTIR, TGA, analise
elementar, angulo de contato e MEV - indicam que a funcionalizagdo da superficie
da CB foi eficiente quando empregadas as reagdes catalisadas por HCl e NaOH
bem como por NH4,OH, independentemente do método de secagem, de forma que
as membranas submetidas a estes tratamentos apresentaram teor de enxofre de 3 a
5 vezes maior em relagdo a CB nativa. O ensaio biolégico realizado com células
normais/saudaveis GM07492 revelou que a adesao de células a superficie da CB
depende n&o apenas do grupo funcional presente na matriz, mas também de outras
variaveis haja visto que houve amostras funcionalizadas que favoreceram a
aderéncia celular enquanto outras a prejudicaram. As AuNPs e as L-Cys-AuNPs -
sintetizadas em duas diferentes condigbes - foram produzidas empregando-se
citrato de sédio como agente redutor e caracterizadas por UV-Vis, MET e DLS. Na
analise de UV-Vis, as AuNPs apresentaram banda de absor¢cdo em 525 nm, a qual
foi deslocada para 550 nm no caso das L-Cys-AuNPs. As imagens de MET
revelaram que as AuNPs apresentaram diametro de 24,0 £ 4,2 nm enquanto o
didmetro das L-Cys-AuNPs foi determinado em 20,2 + 3,3 nm (condigdo 1) e em
21,5 £ 4,1 nm (condi¢do 5). Ainda, os resultados de DLS revelaram que as AuNPs
se mostraram mais ou igualmente estaveis em relagéo as L-Cys-AuNPs.

Palavras-chave: celulose bacteriana, silano, mercapto, cultura celular, nanoparticulas de
ouro, cisteina.



ABSTRACT

Cellulose is a versatile material that finds application in the biomedical field as
substrate for cell culture and for sensors applied in detection and monitoring of a
diverse range of biomolecules. However, few studies have been done to explore the
use of bacterial cellulose (BC), a nanopaper with distinct properties, as a platform for
the production of such devices. In the present work, BC membranes have been
functionalized with thiol functional group (SH) through silanization reaction with (3-
mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPTMS) under different conditions, in order to
obtain a platform with improved cell adhesion. In parallel, several reaction conditions
were tested in order to produce L-cysteine-functionalized gold nanoparticles (L-Cys-
AuNPs) for making a biosensor supported in BC. The efficiency of BC surface
modification with MPTMS was evaluated by the following parameters: silane
concentration (0,538, 0,164, 0,135, 0,043 e 0,034 mmolmL™"), solvent (water,
acetone and a mixture of ethanol and water) and drying method (room temperature
and at 120 °C as curing temperature), and and use of catalyst (hydrochloric acid,
sodium hydroxide and ammonium hydroxide). The results of the set of analyzes
performed - FTIR, TGA, elemental analysis, contact angle and SEM - indicate that
BC surface functionalization was efficient when reactions were catalyzed by HCI and
NaOH as well as by NH4OH, regardless the drying process, thereby the samples
submitted to these treatments exhibit sulfur content of 3 to 5 times higher than native
BC. The performed biological assay with normal/healthy GM07492 cells revealed that
cell adhesion to the surface of BC depends not only on the functional group present
at the matrix, but also on other variables once there were functionalized samples that
favored cell adhesion while others reduced it. AuNPs and L-Cys-AuNPs -
synthesized under two different conditions - were successfully prepared using
sodium citrate as reducing agent and they were characterized by UV-Vis, TEM and
DLS. UV-Vis spectra demonstrated that AUNPs presented an absorption band at 525
nm, which shifted to 550 nm for the L-Cys-AuNPs. TEM images revealed that the
AuNPs showed an average diameter of 24.0 + 4.2, while the L-Cys-AuNPs showed
an average diameter of 20.2 + 3.3 nm (condition 1) and 21.5 + 4,1 nm (condition 5).
Moreover, DLS results revealed that AuNPs were more or as stable as the L-Cys-
AuNPs.

Key words: bacterial cellulose, silane, mercapto, cell culture, gold nanoparticles,

cysteine.
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Capitulo 1: Plataforma para Cultivo Celular

1. Introdugao

1.1 Aspectos Gerais

O papel, uma das invengbes mais antigas da humanidade, € um material
versatil composto essencialmente por celulose que vem sendo utilizado ha séculos
nao apenas como suporte para escrita, mas para uma variedade de finalidades,
como embalagens, produtos sanitarios e cédulas ['. A celulose pode ser sintetizada
por alguns microrganismos como algas, fungos e algumas bactérias, apresentando
neste caso uma estrutura distinta de nanofios que se arranjam aleatoriamente ao
longo de todo o material 2.

Recentemente, tem havido um interesse crescente da comunidade cientifica
em utilizar substrato celuldsico como suporte para o cultivo de células '*°, o qual
pode ser empregado na cultura de diversas linhagens. Este tipo de dispositivo, que
passou a ser explorado a partir de 2009 ', pode ser utilizado no monitoramento de
respostas celulares, bem como na investigagdo in vitro da fisiologia e da
fisiopatologia de células e tecidos .

Substratos celuldsicos encontram vasta aplicacdo enquanto suporte para
testes diagndsticos de baixo custo e ecologicamente corretos. Testes diagndsticos
baseados em papel tém sido usados na deteccdo de biomoléculas de diversos
tamanhos, e assim esses sensores tém sido empregados no diagndstico de
patologias como a infec¢do pelo virus HIV (do inglés, Human Immunodeficiency
Virus) ™, bem como no monitoramento domiciliar de metabdlitos como glicose e
colesterol, por exemplo. Para se ter uma ideia da relevancia que estes dispositivos
desempenham na economia, estima-se que o mercado mundial de sensores deva
crescer a uma taxa anual superior a 10%, chegando a US$ 20 bilhdes
(aproximadamente 75 bilhdes de reais) em 2020 ",

As propriedades distintas da celulose bacteriana (CB) em relagdo a celulose
vegetal e as inumeras possibilidades de manipulagao destas propriedades, conforme
sera tratado, visando seu emprego enquanto plataforma de cultivo celular e sensora,
€ tema central da presente dissertagao.

1.2 Celulose Bacteriana

A celulose, biopolimero mais abundante na Terra, € formada pela unido de

moléculas de glicose por meio de ligacdes [B-1,4-glicosidicas. A celulose também
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pode ser sintetizada por bactérias gram-negativas Gluconacetobacter (género
renomeado recentemente como Komagataeibacter), bem como por cepas de
Pseudomonas, Achrobacter, Alcaligene, Aerobacter e Azotobacter. A bactéria
Gluconacetobacter xylinum, entretanto, descrita pela primeira vez por Brown em
1886 que a identificou em caldo de fermentagao do vinagre, produz celulose com
maior eficiéncia. A CB comparada a celulose vegetal, é obtida pura quimicamente,
livre de lignina, hemicelulose e demais subprodutos obtidos junto a celulose advinda
de fonte vegetal e que exigem tratamento para sua remocao . A Figura 1 ilustra
a rede tridimensional de fibras de celulose secretada por bactéria.

OH LHTHHHITIOH

s Z, -:, 6 ol
B < R o‘“
) Mumo = oH Y
B(1—4)-linked D-glucose units

Figura 1. Esquema representativo da rede 3-D secretada pela bactéria Gluconacetobacter xylinum.
Fonte: DE OLIVEIRA BARUD, H. et al. (2016) "\

1.2.1 Biossintese e Propriedades

A produgao da CB pode ser realizada em laboratério utilizando cultivos em
meios solidos e em meios liquidos, em cultura estatica ou agitada, sendo facilmente
moldavel durante o processo. O meio de cultivo consiste basicamente de uma ou
mais fontes de carboidrato, como glicose e sacarose, além de extrato de levedura
como fonte de nitrogénio %,

A CB é constituida por uma rede tridimensional aleatéria de fibras com menos
de 100 nm de largura e diametro que varia de 2 a 4 nm ®' e assim pode ser
considerada um nanopaper. A morfologia de suas nanofibrilas se assemelha as
nanofibrilas de colageno presentes em tecidos naturais como o corddo umbilical e a
membrana que reveste a cornea !,
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A celulose apresenta trés grupos hidroxila acessiveis por unidade de glicose
1 os quais interagem entre si por meio de ligacdes de hidrogénio intermoleculares e
intramoleculares. A celulose conta ainda com interagcdes hidrofébicas e de van der

Waals, formando cadeias paralelas !'¥

, conforme se observa na Figura 2.
Considerando a forte interagdo entre os grupos hidroxila disponiveis e devido ao
tamanho reduzido do diametro das fibras, a CB apresenta uma estrutura coesa, area
superficial elevada e exibe propriedades mecanicas pertinentes a area médica, com

um comportamento de tensdo-deformacdo que se assemelha ao apresentado por

tecidos moles "%,

Figura 2. Estrutura quimica da celulose.
Fonte: WILTON, R. L. et al. (2015) I"®,

Devido a sua morfologia distinta, a CB apresenta caracteristicas unicas: alta
pureza e alta cristalinidade (entre 70 e 80%), boa estabilidade quimica e alta

capacidade de retencdo de agua (teor superior a 90%). Além disto, a CB é

[10,13]

biocompativel, passivel de ser produzida em larga escala , exige minimo
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processamento e apresenta boas propriedades mecanicas. Por fim, a CB pode
sofrer uma grande variedade de modificagées quimicas, sendo portanto um polimero
natural com propriedades promissoras para a aplicacdo em cultivo celular .

1.3 Cultura de Células

A cultura de células in vitro fornece uma plataforma definida para se investigar
a fisiologia e a fisiopatologia celular e tecidual fora do organismo. ldealmente, o
material a ser utilizado como plataforma para cultura de células deve ser
biocompativel, biodegradavel e apresentar arquitetura tridimensional semelhante a
matriz extracelular por meio da presenca de fibrilas entrelagadas. Além disso, deve
apresentar boa capacidade de absorcdo de fluidos e assim, permitir difusao
adequada de oxigénio, nutrientes e produtos residuais, promovendo adesé&o celular
e permitindo a distribuicdo uniforme de células sobre sua superficie . Neste
contexto, a CB que satisfaz estes requisitos, apresenta-se como uma matriz
promissora a ser empregada enquanto suporte para este tipo de plataforma.

1.3.1 Aplicagcoes da Celulose como Plataforma para Cultivo de Células

Folhas de papel contendo diferentes cultivos de células podem ser
empilhadas em distribuicdo espacial definida para simular a arquitetura
tridimensional nativa de sistemas in vivo. Este tipo de dispositivo pode ser utilizado
como modelo in vitro de sistemas saudaveis e de sistemas afetados por patologia
como a isquemia, manipulando-se as propriedades fisicas e quimicas do material

61 Tais modelos

para controle de difusdo de oxigénio e nutrientes, por exemplo
podem também ser aplicados para se estudar interacdes célula-farmacos para a
realizacdo de screening farmacologico. Além disso, a capacidade de absor¢cado do
papel faz dele um suporte satisfatério para a criopreservacdo uma vez que este
material demanda pouco volume de solucdo crioprotetora para a conservacao
biolégica de células. Uma variedade de papéis comercialmente disponiveis é
utilizada atualmente em culturas de células : a Figura 3 ilustra as aplicagdes

citadas.
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Figura 3. Aplicagbes biomédicas da plataforma de cultura celular baseada em papel. A modificagédo
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das propriedades fisicas e quimicas do papel permite que ele seja utilizado em cultura de células e
controle de nutrientes e difusdo de oxigénio, mimetizando o ambiente in vivo saudavel e afetado por
patologia (modelo patoldgico). Plataformas para cultura de células também podem ser aplicadas em
estudo de interagao célula-farmaco para triagem de drogas e na criopreservacao de células.
Fonte: NG, et al. (2016), adaptado "\

Plataformas semeadas por células podem ainda ser empregadas na
engenharia de tecidos enquanto substitutos cutaneos, particularmente nos
tratamentos de grandes perdas de pele e ulceras crénicas. Um exemplo deste tipo
de produto é o Apligraft®, um substituto cutdneo formado por colageno e povoado

por fibroblastos e queratindcitos neonatais vivos "

Estas plataformas sao
projetadas para se integrar facilmente ao tecido lesado, e assim fornecer um
ambiente ideal para o crescimento e diferenciagdo celular. Assim, as células
cultivadas na plataforma, em principio, devem ser transferiadas para o tecido
hospedeiro e assim estimular a formacao de novo tecido 8.
1.3.2 Modificagao da Superficie da CB para Aplicagao em Cultivo Celular
A superficie nativa da CB é bioquimicamente inerte, o que implica em baixa

adesao celular. Com o intuito de superar este impasse, diversas modificagcdes de
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superficie da CB tém sido investigadas a fim de se otimizar as interagdes entre
diferentes linhagens de células e este biomaterial. Tais modificagdes, que podem ser
feitas, por exemplo, via imobilizacdo de biomoléculas e modificagdo quimica, sao
capazes de alterar as propriedades do material, como permeabilidade, molhabilidade
e porosidade !,

Pesquisas vem sendo desenvolvidas acerca da imobilizagdo de biomoléculas
como fatores de crescimento e peptideos sob superficie de CB bem como sob
superficies de compésitos de CB . Andrade e colaboradores (2010) %! modificaram
a superficie da CB por meio da insergdo da sequéncia tripeptidica RGD (Arg-Gly-
Asp) encontrada em varias proteinas da matriz extracelular, e observaram que a
adesao de fibroblastos embrionarios de rato se mostrou maior e mais uniforme
quando comparada a superficie nativa da CB.

A adesao de células a biomateriais pode também ser melhorada utilizando
modificacdo quimica da superficie. Taokaew e colaboradores (2015) % investigaram
o efeito da modificagdo da superficie de CB com grupo amina (NH2) e octadecil
(C18) através da utilizagdo dos organossilanos APTES ((3-aminopropil)trietoxisilano)
e OTS (octadeciltriclorossilano) sobre a adeséo de fibroblastos dérmicos humanos.
As anadlises realizadas apontaram maior adesdo e proliferacdo celular para as
superficies funcionalizadas com APTES (70-80% de cobertura da area pelas células)
em relagéo a superficie de CB ndo modificada, enquanto resultado inverso (<5% de
cobertura da area) foi observado para a superficie de CB funcionalizada com OTS.

Embora diversos grupos funcionais como metil (C1), carboxil (COOH) e tiol
(SH) possam ser inseridos a superficie da CB através da reagao de silanizagéo, a
literatura carece de estudos que empregam uma gama mais abrangente de silanos
na modificacdo da superficie deste biopolimero e que correlacionam a influéncia
dessas modificagbes na adesao de células sobre estes substratos. Este capitulo do
trabalho, particularmente, explora a funcionalizagdo da CB com grupo tiol via reagéo
de silanizacido e sua influéncia na adesao de fibroblastos humanos, material ainda
nao explorado na literatura para esta finalidade.

1.3.2.1 Reagao de Silanizagao

A modificagdo da superficie da celulose via reacdo de silanizagcao se da
através de trés etapas: hidrdlise dos grupos alcéxi do silano, adsor¢gao dos grupos
silanol na superficie da celulose devido as ligagdes de hidrogénio formadas entre os
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grupos hidroxila do silanol e da celulose e condensagédo, conforme esquema

reacional apresentado na Figura 4 a seguir ?.
SH SH

SH H/ H/ SH SH
HO L OH HO: OH
HaCO H/OCHS RS g
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| ' OH 1 OH / /
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e ~--’ >
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Figura 4. Esquema reacional da preparacéo da celulose bacteriana modificada.

As reacbes de hidrolise e condensacado ocorrem via substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN2), de forma que estas reagdes sdo mais rapidas e efetivas quando
sdo empregados catalisadores. Na reagdo de hidrolise sob condi¢gdes acidas,
conforme se observa na Figura 5, um grupo alcéxido € inicialmente protonado, o
que o torna um grupo de saida melhor. Paralelamente, a densidade de elétrons no
atomo de silicio passa a ser menor, tornando este atomo mais eletrofilico e,
portanto, mais susceptivel a ataque nucleofilico. O ataque nucleofilico pela agua no
atomo de silicio leva a formagdo de um intermediario pentacoordenado em estado
de transicdo. O decaimento do estado de transicdo leva a formacéo do alcool e do

respectivo silanol com tetraedro de silicio invertido 2.

R R R R R
s i é o ) L% H—0 s/ HO s/ +  H;O*
Si—OR =—— Si—OR == |OHy~—----- Si-----OR —O—Si,, — —Si., 3
RrO" ok A P VOR  _gon \ OR
OR e OR RO OR VR OR R
H,0

Figura 5. Mecanismo de hidrolise em meio acido.

Na reacdo de hidrolise sob condigbes basicas, conforme se observa na
Figura 6, a agua se dissocia, levando a formagédo de anions hidréxido. O ataque
nucleofilico deste anion no atomo de silicio leva a formagdo de um intermediario
pentacoordenado em estado de transigédo, carregado negativamente. O decaimento
deste estado de transigao leva a formacao do anion alcéxido bem como do silanol

com tetraedro de silicio invertido #2.
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Figura 6. Mecanismo de hidrolise em meio basico.

O mecanismo mais amplamente aceito para a reacdo de condensacio
envolvendo silicatos e proposto por ller ! conforme exibido na Figura 7, envolve o
ataque de um silanol desprotonado (nucleofilico) em uma espécie neutra de silicato.
Particularmente no caso da etapa de condensacdo durante o processo de
funcionalizagdo da CB, este ataque nucleofilico se da também em atomos de

carbono da celulose ligados a OH livres.

R R R R

\‘.gi—o_/-:\t.éi—r?)H — \,.\Si—O—Si/.,///

SO ol b
Silicato

R R R R

\‘éi—O—/s.\C—r(‘)H \‘,\Si—O—C»/l,,I/

SO ol ke
Celulose

Figura 7. Mecanismo de condensagéao.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Haja visto as propriedades singulares da CB conforme destacado
anteriormente, a presente secdo do trabalho tem como objetivo geral a
funcionalizacdo quimica da superficie da CB para a obteng¢ao de plataformas com
propriedades melhoradas de adesdo celular, para possivel aplicagdo em cultivo
celular.

2.2 Objetivos Especificos

I. Modificar a superficie da CB via reagdo de silanizagdo com (3-
mercaptopropil)trimetoxisilano (MPTMS) por diferentes metodologias;

[I. Avaliar a influéncia do método de modificacdo na adesido de células de
linhagem normal sobre a superficie dos materiais produzidos, através de ensaios de
viabilidade celular nos periodos de 24 e 48 horas.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtencao da Celulose Bacteriana

As membranas de CB foram gentilmente fornecidas pela empresa NEXFILL
do grupo Seven Industria de Produtos Biotecnologicos Ltda, situada no Parana,
Brasil. O cultivo da bactéria Komagataeibacter xylinus foi realizado em bandejas de
30 cm x 50 cm com tempo de cultivo de 96 horas a 28 °C. O meio de cultura
apresenta a seguinte composicdo basica: glicose 2% (m/v), peptona 0,5% (m/v),
extrato de levedura 0,5%, fosfato disddico anidro 0,27% (m/v) e acido citrico
monohidratado 0,115% (m/v). As mantas de CB altamente hidratadas foram
submetidas a um tratamento com solug&o basica de NaOH 1% (m/v) a temperatura
de 70 °C para remocao das bactérias. As membranas secas comercializaveis tém
aproximadamente 0,02 mm de espessura e foram manejadas todo tempo com as
maos cal¢cadas de luvas a fim de evitar depdsito de residuo de gordura sobre o
material.

3.2 Preparacao das Membranas de CB Modificadas

Foram testadas quatro metodologias - A, B, C e D - para a funcionalizag&o da
superficie da CB com o grupo tiol por meio da utilizagdo de MPTMS. Assim, as
amostras foram nomeadas de acordo com o tratamento ao qual foram submetidas,
da seguinte maneira: CBSH-A, CBSH-B, CBSH-C e CBSH-D.

Os Métodos A e B empregados envolvem condi¢gdes reacionais brandas,
conforme reportado, respectivamente, por Fernandes (2013) " e Frone (2018) ** e
seus colaboradores, os quais modificaram a superficie da CB com APTES. Em
ambos os trabalhos, a superficie da CB foi modificada a temperatura ambiente; no
primeiro caso acetona foi utilizado como solvente e a proporcéo silano:solvente foi
de 1:10 (v/v), enquanto no segundo caso, utilizou-se como solvente uma mistura de
etanol e agua 9:1 (v/v), e a proporgao empregada silano:solvente foi de 0,6:10
(m/m).

Os Métodos C e D, por sua vez, empregam quantidade significativamente
menor de silano em relacdo aos métodos anteriores. Particularmente, o Método C
compreende reagao em solugao aquosa catalisada por acido e base em quantidades
cataliticas, conforme condigdes reportadas por Beaumount e colaboradores (2018)
251 O Método D, por sua vez, consiste de reacdo em etanol e agua 10:1 catalisada

por base fraca, conforme reportado por Lu e colaboradores (2012) ¢,
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Em todos os casos foram preparadas membranas de CB de area padrao de
1,5 cm?. Uma vez tratadas, as membranas foram armazenadas em atmosfera inerte
sob vacuo.

3.2.1 Método A - Silanizagao em Acetona

Em um tubo tipo falcon, adicionou-se 0,25g de CB. Acetona foi empregada
como solvente, de forma que trés concentragdes foram testadas: 0,538 mmolmL"™" (1
mL de silano e 10 mL de solvente), 0,135 mmolmL™" (0,25 mL de silano e 10 mL de
solvente) e 0,034 mmolmL™" (0,0625 mL de silano e 10 mL de solvente). Neste caso,
as amostras tratadas foram também identificadas quanto as referidas concentracdes
de silano utilizadas: C1 - 0,538 mmolmL™", C4 - 0,135 mmolmL™ (concentragdo 4x
menor que C1) e C16 - 0,034 mmolmL" (concentracdo 16x menor que C1).
Particularmente a mais alta concentragdo empregada, C1, foi aquela respaldada na
literatura 2.

O sistema foi incubado sob agitacdo com o auxilio de um homogeneizador de
tubos (rotacdo de 360° em torno do eixo horizontal) a temperatura ambiente (T.A.,
em torno de 25 °C) por 4 horas. Em seguida, o excesso da solugao foi decantado e
descartado de maneira apropriada. As membranas foram lavadas com o solvente de
composicao idéntica ao utilizado na reagado para remocado de residuos do meio
reacional. Para secagem, as membranas de CB modificadas foram espalhadas
sobre a superficie de uma placa de Petri e secas a T.A.

3.2.2 Método B - Silanizagdo em Etanol e Agua 9:1

Em um tubo tipo falcon, adicionou-se 0,259 de CB. Empregou-se como
solvente uma mistura de etanol e agua 9:1 (v/v), de forma que foi testada uma unica
concentragao: 0,538 mmolmL™ (1 mL de silano e 10 mL de solvente), ou seja, C1.

Assim como no Método A, o sistema foi incubado sob agitagcdo a T.A./25 °C
por 4 horas. Dado o tempo reacional, o excesso da solugcdo foi decantado e
descartado e as membranas foram lavadas com o solvente de composicao idéntica
ao empregado na reagao para a remogao dos residuos. Testou-se dois métodos de
secagem: a T.A. e a 120 °C por 1 hora.

3.2.3 Método C — Silanizagao Catalisada em Solugao Aquosa

Em um tubo tipo falcon, adicionou-se 0,25g de CB. As membranas foram
colocadas em contato o solvente - agua - por um periodo de 5 minutos. Em seguida,

adicionou-se quantidade catalitica de acido cloridrico 0,5M, seguida da adicdo do
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silano — a concentrac&o final da solucgdo foi de 0,043 mmolmL™ (concentragao 12x
menor que C1).

Manteve-se o sistema sob agitagdo a T.A./25 °C por 30 minutos. Em seguida,
adicionou-se hidroxido de soédio 0,5M e manteve-se o sistema em agitagdo por mais
3 horas. Dado o tempo reacional, o excesso da solugao foi decantado e descartado
e as membranas foram lavadas com agua e acetona para a remog¢ao dos residuos
reacionais. As membranas foram secas por dois métodos: a T.A. e a 120 °C por 5
horas.

3.2.4 Método D — Silanizagdo Catalisada em Etanol e Agua 10:1

Em um tubo tipo falcon, adicionou-se 0,25g de CB. As membranas foram
colocadas em contato com o solvente - uma mistura de etanol e agua 10:1 (v/v) —
por 5 minutos. Feito isto, adicionou-se hidroxido de amoénio e, em seguida, o silano.
Neste caso, a concentracéo final da solugo foi de 0,164 mmolmL™’ (concentragao 3x
menor que C1).

O sistema foi incubado sob agitagdo a T.A./25 °C por 15 horas. Finalmente, o
excesso da solugao foi decantado e descartado e as membranas foram lavadas com
agua e acetona para a remogdo dos residuos. Assim como no meétodo C, as
membranas foram secas a T.A. e a 120 °C por 5 horas.

3.3 Ensaios Biolégicos

A fim de se avaliar a capacidade de adesédo de células a superficie dos
materiais produzidos, realizaram-se ensaios de viabilidade celular por fluorescéncia
baseados no uso do sal de resazurina como indicador, conforme reportado por Pagé
e colaboradores (1993) ¥’ Para a realizagdo dos ensaios, foi utilizada a linhagem
celular de fibroblasto de pulm&o humano normal GM07492. Foram realizadas um
total de trés replicatas do experimento.

As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino e solugdo antibiotica, e foram
mantidas em camara umida a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO,. Apds cultivadas,
as ceélulas foram tripsinizadas e o sistema centrifugado para que as células mortas
fossem retiradas. As células viaveis foram entdo resuspendidas em meio DMEM. A
contagem de células foi realizada com o auxilio de uma cadmara de Neubauer.

Para o ensaio de viabilidade celular, foram utilizados 3 pogos para cada grupo
experimental, em triplicata, da seguinte maneira: Pogo 1: Membrana, Pogo 2:

Células, Poco 3: Membrana + Células. Nos pog¢os necessarios, foi adicionado
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suspensao celular (1,5x104 células/pogo), enquanto nos pogos contendo apenas as
membranas, foi adicionado 100 yL de PBS - as placas forma incubadas a 37 °C por
um periodo de 24 horas. Apos esse periodo, adicionou-se 50 pL de solucédo de
resazurina 0,004molL™" em meio DMEM em cada pogo. Conforme recomendado pelo
manual da Thermo Fischer, apés 4 horas de incubacdo a 37 °C e mediante a
alteracdo da cor da solugéo decorrente da reducao da resazurina, fez-se a leitura da
absorbancia das solugbes através de leitor de microplacas em filtro de 570 nm.

A fim de realizar o ensaio de viabilidade celular em 48 horas na mesma placa,
os pogos foram lavados com PBS. Em seguida, adicionou-se 100 yL de meio DMEM
suplementado e o sistema foi novamente incubado por mais 24 horas, totalizando 48
horas do inicio do experimento. Apos esse periodo, da mesma maneira, adicionou-
se 100 pL de solugao de resazurina aos pogos e apos 4 horas de incubacdo a 37 °C,
fez-se a leitura da absorbancia das solugdes.

3.4 Técnicas Empregadas na Caracterizagdo dos Materiais

a) Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

As plataformas de CB foram caracterizadas estruturalmente através da
técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho por reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR, do inglés Fourier Transform Infrared-Attenuated Total
Reflectance). Os espectros no infravermelho foram obtidos no espectrémetro
NICOLET IS5 da Thermo Scientific, no modulo de Transmiss&o iD3 ATR com cristal
de germanio sob as seguintes condi¢cbes: background de 32 scans, analise da
amostra com 32 scans, resolugdo de 2 cm™ e faixa de absorgao de 4000-600 cm™.

b) Analise Termogravimétrica

As propriedades térmicas das plataformas foram determinadas via analise
termogravimétrica (TGA, do inglés Thermogravimetric Analysis), termogravimetria
derivada (DTG, do inglés Derivative Thermogravimetric) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC, do inglés Differential Scanning Calorimetry). As curvas TG/DTG e
DSC foram obtidas no equipamento TA Instruments usando uma célula SDT Q600.
As condigdes utilizadas nos experimentos foram: atmosfera de ar sintético com fluxo
continuo de 100 mL/min e razdo de aquecimento de 10 °C por minuto. A temperatura
inicial foi de 30 °C e a temperatura final de 600 °C. Foi pesado aproximadamente 5

mg de amostra, utilizando-se cadinho de alumina como referéncia.
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c) Analise Elementar

Os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre (CHNS) das amostras
foram determinados via combustdo seca em analisador elementar, modelo 2400
Séries I, da Perkin Elmer.

d) Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios-X (XPS)

As membranas foram analisadas por XPS utilizando-se um espectrometro K-
Alpha (Thermo Fisher Scientific, Reino Unido) operando com radiagdo Ka emitida
por um tubo de raio X com anodo de aluminio acoplado a um monocromador. A fim
de se extrair informagdes referentes a composi¢ao elementar das superficies das
amostras, os espectros no modo survey foram adquiridos com energia de passagem
de 200eV em dois pontos aleatdrios de cada amostra. Trinta scans foram adquiridos
e a meédia foi calculada por amostra, de forma que duas amostras por tratamento
foram analisadas. Os dados XPS foram tratados por meio do software Thermo
Avantage, versao 5.921 (Thermo Fisher Scientific).

e) Microscopia Eletronica de Varredura

A caracterizacdo morfolégica das plataformas se deu por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) de Alta Resolugdo com Emissdo por Campo. O
equipamento utilizado para a obtenc&do das imagens foi 0 microscopio eletrénico de
varredura de emissao por campo Jeol JSM 7500F. As amostras foram acomodadas
em stub de latdo com o auxilio de fita dupla face de carbono, onde foram recobertas
por evaporagdo de 1 fio de carbono (cobertura de aproximadamente 5 nm de
espessura) no metalizador Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater.

f) Angulo de Contato

As medidas de angulo de contato foram realizadas com um goniémetro
Ramé-Hart, modelo 260, conectado a uma camera. Mediram-se os &angulos de
contato de gotas de 2-3 yL de agua deionizada e diiodometano sobre a superficie
dos materiais. As medidas foram tomadas em trés pontos aleatdrios de cada
amostra, de modo que para cada gota foram obtidos trés valores com intervalo de
0,01 segundo entre cada medida.

g) Espectroscopia de Fluorescéncia

No ensaio de fluorescéncia foram utilizados filtros de excitacdo em 530 nm e
emissdao em 590 nm. As leituras foram realizadas com o auxilio do leitor de

microplacas Cytation, da Biotek®.
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4. Resultados

4.1 Caracterizagcdao das Plataformas Baseadas em CB produzidas via
Método A (Silanizagdo em Acetona) e Método B (Silanizagdo em Etanol e Agua
9:1)

A espectroscopia vibracional € uma ferramenta poderosa na identificacéo, na
determinagdo de grupos funcionais e nos estudos de conformagéo e estrutura de
macromoléculas. A maior parte dos estudos referentes a absor¢édo no infravermelho
referem-se & regido média, de 400 a 4000 cm™, onde se localizam as frequéncias
vibracionais fundamentais %!,

A espectroscopia na regido do UV/Vis, por sua vez, esta associada as
transicoes eletrénicas, nas quais elétrons sao promovidos de um estado de mais
baixa energia para outro mais energético. Na analise de espectroscopia na regido do
UV/Vis, que emprega luz na regido ultravioleta (185 - 400 nm) e na regido visivel
(400 - 700 nm), as intensidades das radiacOes transmitidas e absorvidas s&o
detectadas pelo equipamento e a quantidade de radiacdo absorvida é calculada .

A Figura 8 a seguir apresenta o espectro no infravermelho das membranas
nativas de CB bem como das amostras submetidas a reacdo com maior

concentracio de silano, C1, via Métodos A e B.
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Figura 8. Espectro vibracional na regido do infravermelho das membranas de CB nativa e

modificadas via Métodos A e B.

As curvas apresentadas no espectro de FTIR-ATR apresentam o mesmo
perfil entre si. Observa-se uma banda fraca em 900 cm™, atribuida a modos
vibracionais das liga¢des glicosidicas C-O-C B(1—4) existentes entre as unidades de
glicose, uma banda em 1.055 cm™ atribuida ao estiramento C-O de &lcool primario e
uma banda em 1.161 cm™, atribuida a deformacao axial assimétrica C-O-C do anel
piranose da glicose. As bandas em 2.900 cm™ e em 3.340 cm™ sao atribuidas aos
estiramentos de C-H e CH; e ao estiramento O-H de agua adsorvida a superficie da
celulose, respectivamente P%. Para as membranas modificadas, ndo foi possivel
observar a banda correspondente a deformagado do grupo Si-O-Celulose na regido
entre 1.100-1200 cm™', uma vez que esta banda foi coberta pelas bandas intensas
caracteristicas das deformacgdes C-O-C da celulose 4.

A termogravimetria (TG) é uma técnica de analise térmica que monitora o
comportamento de uma amostra enquanto esta é submetida a uma programacéo
controlada de temperatura. Através da deteccdo de alteragbes da massa da

amostra
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em funcdo da temperatura e/ou do tempo, é possivel que sejam determinadas a
temperatura na qual a amostra comega a se decompor e as faixas de temperatura
nas quais a amostra mantem sua composi¢cao quimica constante. Esta técnica
possibilita, ainda, acompanhar o andamento de reacdes de desidratagdo, oxidacéo,
combust&do, decomposicao, etc. As curvas referentes a termogravimetria derivada
(DTG) ao evidenciarem as inflexdes da TG, permitem a pronta determinagcédo das
temperaturas nas quais a taxa de variagdo de massa € maxima, Tpico, bem como das
temperaturas onde sédo observados o inicio e o fim da deflexdo das curvas térmicas,
Tonset © Tenaser, respectivamente ' A Figura 9 exibe as curvas referente & analise

TGA e DTG para a amostra nativa de CB, sob atmosfera de ar sintético.

Perda de Massa (%)
(D./%) ©10a

T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 9. Curvas de TG e DTG da CB sob atmosfera de ar sintético.

Analisando-se as curvas, observa-se perda de massa de cerca de 5% na
faixa entre 30-150 °C, atribuida a evaporagcéo de moléculas de agua adsorvidas na
superficie do material. Observa-se, posteriormente, dois eventos de perda de massa
mais significativos: o primeiro de aproximadamente 60% na faixa de 200-380 °C e o
segundo de aproximadamente 35% na faixa de 380-480 °C. Tais eventos se
relacionam a decomposi¢ao da celulose, que conforme pode ser observado na curva
DTG, ocorre em duas etapas com temperaturas maximas de degradagdo em 344 °C
e 448 °C. As etapas de degradacédo da celulose dizem respeito ao processo de

despolimerizagdo, de decomposi¢cdo das unidades glicosidicas e de formacdo de
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residuos gasosos !"*. A auséncia de residuo a 600 °C apresentada pela amostra é
indicativo da pureza da CB.

A Figura 10 exibe as curvas referentes a analise TGA e DTG sob atmosfera
de ar sintético para as amostras de CB tratadas via Método A nas trés
concentragdes empregadas (C1, C4 e C16).
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(%)
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404
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0
T T T T T T T T T
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Figura 10. Curvas de TG e DTG das membranas de CB modificadas via Método A, sob atmosfera de

ar sintético.
A Figura 11, por sua vez, exibe as curvas referentes a analise TGA e DTG

sob atmosfera de ar sintético para as amostras de CB modificadas via Método B e
secas nas duas diferentes temperaturas.
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Figura 11. Curvas de TG e DTG das membranas CB-C1 modificadas via Método B secas a T.A. e a

120 °C, sob atmosfera de ar sintético.

Conforme se observa nas Figuras 10 e 11, as curvas TG e DTG apresentadas

pelas membranas tratadas exibem o mesmo perfil, embora aquelas relacionadas ao

Método B exibam perda de massa com inflexdes mais acentuadas que as

relacionadas ao Método A. Ainda a porcentagem de residuo remanescente foi baixa,

0 que sugere baixo teor de MPTMS na superficie das amostras tratadas.

Com base nas curvas apresentadas sob atmosfera de ar sintético, as

porcentagens de perda de massa dos eventos térmicos e a Tonser dO primeiro evento

de degradacao determinada pelo método das tangentes, sdo mostradas na Tabela 1

a seguir.

Tabela 1. Porcentagem de perda de massa dos eventos térmicos e temperatura de onset do primeiro

evento de degradacéo das amostras de CB Nativa e modificadas via Métodos A e B.

Amostra Perda de Agua (%) | Perda de Massa Perda de Massa Tonset (°C)
do 1° Evento (%) | do 2° Evento (%)

CB 5 60 35 279

CBSH-AC1-T.A. 5 70 28 303

A CBSH -AC4-T.A. 5 60 32 292

Método CBSH-AC16-TA. 3 68 29 281
CBSH-BC1-T.A. 2 74 24 315

B CBSH-BC1-120 °C 2 74 24 309

De acordo com os dados exibidos na Tabela 1, as membranas submetidas a

reacao de silanizagédo via Método A exibiram de 3-5% de perda de agua adsorvida a

superficie do material, enquanto as tratadas via Método B exibiram perda menor, de
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2%. Além disso, de maneira geral, a perda de massa relacionada ao primeiro evento
de degradacdo das membranas submetidas a modificagdo, foi maior em relagéo a
membrana nao modificada. Ainda, considerando que a Tynset dO primeiro evento de
degradagao foi maior para as amostras tratadas em relagéo a referéncia, tem-se que
os procedimentos aplicados aumentaram a estabilidade térmica do material.

A analise elementar dos elementos CHNS é utilizada na determinacdo das
proporgdes entre os atomos de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre presentes
em um material. Esta técnica permite a caracterizacdo qualitativa dos componentes
da substancia por meio da comparacdo entre as proporgcdes experimentais e
tedricas dos atomos, bem como a determinagdo da pureza da amostra. A
metodologia consiste na combustdo completa da amostra na presenca de excesso
de oxigénio, o que leva a producdo de gases CO,, H,O, NOx e SOy, que sé&o
posteriormente separados e analisados 7,

A Tabela 2 a seguir exibe os dados de analise elementar da amostra nativa
de CB (referéncia) e das amostras submetidas a modificagdo com MRPMS frente a
maior concentracao testada, C1, via Métodos Ae B a T.A.

Tabela 2. Teor de C, H, N e S das amostras de CB Nativa e modificadas via Métodos A e B a T.A.

Amostra Carbono (%) | Hidrogénio (%) | Nitrogénio (%) | Enxofre (%)
CB 42,45 5,75 0,87 1,04
A | CBSH-ACI-TA. 42,51 6,14 0,92 1,24
Método
B | CBSH-BCI-TA. 42,23 5,97 0,94 1,37

A insercdo de MPTMS na superficie do material implicaria necessariamente
no aumento da porcentagem de enxofre (S), elemento presente na extremidade do
referido silano. Conforme se observa na tabela anterior, a porcentagem de enxofre
nas amostras submetidas aos tratamentos mostra-se muito proxima a apresentada
pela membrana de CB nativa. Embora este valor seja um pouco maior para as
amostras tratadas, considerando que a exatidao e a precisdo do equipamento séo <
0,3% e < 0,2%, respectivamente, estes resultados ndo permitem concluir que
as superficies das amostras tratadas foram funcionalizadas.

A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X € a mais versatil
técnica de analise superficies. Na analise de XPS s&o empregados elétrons de baixa

energia capazes de penetrar apenas algumas camadas atébmicas da amostra (0,5 a
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3,0 nm). A energia associada a estes fotons é suficiente para ejetar fotoelétrons do
material. Como os niveis de energia sdo quantizados, os fotoelétrons possuem uma
distribuicdo de energia cinética que consiste de picos discretos, o que permite a
identificacdo dos atomos presentes na superficie do material. A intensidade dos
sinais, dado por meio da area integrada sob o pico fotoelétrico, € proporcional a
quantidade dos atomos no volume analisado, de modo que esta anadlise de
superficie pode ser considerada semi-quantitativa ®*. Em geral, os limites de
detecgdo do XPS variam de 0,1 a 1% em porcentagem atémica .

A Figura 12 a seguir exibe os espectros de XPS no modo survey para a
amostra nativa de CB e para as amostras submetidas a modificagdo com MRPMS

via Métodos A e B.
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Figura 12. Espectro de XPS no modo survey da amostra (a) CB (b) CBSH-AC1-T.A. (c) CBSH-AC4-T.A
(d) CBSH-AC16-T.A (e) CBSH-BC1-T.A. (f) CBSH-BC1-120 °C.

Os espectros de XPS exibem dois picos principais em 533,1eV e 286,8¢eV,
correspondentes, respectivamente, ao O 1s e ao C 1s da matriz de CB 4. Ainda, foi

possivel detectar o pico correspondente ao N 1s em 400,24eV, elemento este
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proveniente do extrato de levedura utilizado como fonte de nitrogénio durante o
processo de producdo da CB.

As amostras tratadas exibiram o mesmo perfil da curva da CB nativa, sem
que tenha sido possivel observar claramente a presenga de novos sinais. Apesar
disso, foi possivel detectar para as amostras modificadas via Método A com maior
concentragdo e com concentragdo intermediaria de silano (sob as condi¢cdes C1 e
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C4, respectivamente), um sinal em 102,1eV correspondente ao Si 2p
condigbes, a porcentagem atdbmica elementar média de Si nas amostras foi
determinada em 0,46% e em 0,37%, respectivamente, frente a 37,32% de O 1s.

A andlise de XPS apresentada por Frone e colaboradores % nas mesmas
condigbes, aponta porcentagem atdbmica elementar média de Si de 4,8% para a
superficie de CB modificada, resultado este 10x superior ao obtido. De posse desta
informagdo somado ao fato de que a porcentagem atdbmica elementar média de Si
nas amostras tratadas encontra-se na faixa do limite de detecgéo do aparelho - 0,1-
1% em porcentagem atdmica ¥ — nao é possivel atestar que as superficies das
amostras tratadas foram funcionalizadas via Métodos A e B.

As técnicas de microscopia eletrbnica sdo as principais ferramentas
disponiveis no estudo da estrutura fina e da morfologia de materiais. O microscopio
eletrbnico de varredura é geralmente utilizado para o estudo de estruturas
superficiais ou subsuperficiais de amostras, de forma que as imagens geradas tém
alta profundidade de foco ®"). O microscépio eletronico de transmiss&o, por sua vez,
€ utilizado quando se € necessario obter informagdes em nivel de superficie ou
atébmico, bem como detalhes microestruturais da amostra. Embora a MET apresente
um melhor poder de resolugcdo em relagao a MEV, as areas observadas sio restritas
e a preparacgao de amostras, trabalhosa 2.

As Figuras 13-18 a seguir apresentam imagens obtidas por MEV da
superficie da membrana de CB, bem como das membranas modificadas via Métodos
AeB.

39



X10:0:0¢ A
Figura 13. Analises morfologicas por MEV da superficie da amostra de CB.
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Figura 14. Analises morfoldgicas por MEV da superficie da amostra CBSH-AC1-T.A.
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Figura 15. Analises morfoldgicas por MEV da superficie da amostra CBSH-AC4-T.A.
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Flgura 18 Anallses morfolégicas por MEV da superficie da amostra CBSH-BC1-120 °C.
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Observa-se que a matriz de CB apresenta estrutura tridimensional distinta,
constituida por uma rede ultrafina de nanofibras de celulose, com area superficial e
porosidade elevada, de forma que pode ser considerada um nanopaper.

Ainda, observa-se que as membranas submetidas ao tratamento com o silano
via ambos Métodos A e B e secas a T.A., mostraram-se muito semelhantes em
relacdo a nativa. Em particular, a membrana modificada via Método B e seca a 120
°C exibiu a superficie mais fechada apos o tratamento.

Haja visto que as condicbes empregadas nao foram efetivas na
funcionalizacdo da superficie da CB, adotou-se dois novos protocolos de silanizagao
com esta mesma finalidade. O Método C se baseia no protocolo de silanizacdo em
meio aquoso de fibras e nanofibras de celulose reportado por Beaumont e
colaboradores (2018) 23 5 qual emprega quantidades cataliticas de acido cloridrico
e hidroxido de sodio, em duas etapas. A acido tem por fungao hidrolisar o silano a
silanol, o qual é soluvel em agua, enquanto a adigdo subsequente da base favorece
a etapa de condensacdo entre os grupos hidroxila da superficie da CB e dos
silandis. O Método D, por sua vez, se fundamenta na metodologia empregada por Lu
e colaboradores (2012) ® no revestimento de nanoparticulas magnéticas com silica
via tetraetilortossilicato como precursor da camada de silica. Este método emprega a
base fraca hidroxido de aménio 0,5M que favorece a etapa de condensacdo da
reacgao.

4.2 Caracterizagcao das Plataformas Baseadas em CB produzidas via
Método C (Silanizagao Catalisada em Solucao Aquosa) e Método D (Silanizagao
Catalisada em Etanol e Agua 10:1)

A Figura 19 apresenta o espectro no infravermelho da membrana nativa de
CB, bem como das amostras submetidas a reac¢ao via Métodos C e D.
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Figura 19. Espectro vibracional na regido do infravermelho das membranas de CB nativa e

modificadas via Métodos C e D.

As curvas apresentadas nos espectros de FTIR-ATR apresentam o mesmo
perfil entre si. Observa-se, entretanto, que as bandas entre 3.000-3600 cm”
atribuidas ao estiramento O-H s&o menos intensas para as amostras tratadas em
relacdo a CB nativa. Isto acontece porque, com a modificacdo, a quantidade de
grupos hidroxila livres presentes na superficie da celulose torna-se menor, haja visto
que reagem com os grupos silanol P°. Ainda conforme reportado pela literatura ),
para a amostra CBSH-CC12-120 °C ¢é possivel observar uma banda de pouca
intensidade em 803 cm™ correspondente ao estiramento Si-O.

As Figuras 20-21 a seguir exibe as curvas referentes a analise TGA e DTG

sob atmosfera de ar sintético para as amostras modificadas via Métodos C e D.
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Figura 20. Curvas de TG e DTG das membranas modificadas via Método C e secasa T.A. e a

120 °C, sob atmosfera de ar sintético.
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Observa-se que as curvas TG e DTG apresentadas pelas membranas

tratadas exibem o mesmo perfil entre si. As amostras submetidas aos tratamentos
apresentaram residuo de 5,6 - 9,3% a 600 °C, frente a 0% para a CB pura. A

presenca deste residuo nas amostras tratadas foi atribuida ao MPTMS enxertado a

superficie da CB.

A Tabela 3 apresenta os dados extraidos das referidas curvas, além dos

dados relativos a referéncia (CB nativa), tendo sido a Tonset igualmente determinada

pelo método das tangentes.
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Tabela 3. Porcentagem de perda de massa dos eventos térmicos e T,,se:d0 primeiro evento de

degradagéo das amostras de CB Nativa e modificadas via Métodos C e D.

Amostra/Solvente Perda de Agua Perda de Massa Perda de Massa Tonset (°C)
(%) do 1° Evento (%) | do 2° Evento (%)
CB 5 60 35 240
CBSH-CC12-T.A. 3 69 17 210
C CBSH-CC12-120 °C 2 68 17 275
Método CBSH-DC3-TA. 2 69 17 281
D CBSH-DC3-120 °C 1 68 15 259

De acordo com os dados exibidos na Tabela 3, as membranas submetidas a
reagcao de silanizagdo via Métodos C e D exibiram de 1-3% de perda de agua
adsorvida a superficie do material. Assim como ocorreu com as amostras tratadas
via Métodos A e B, de maneira geral a perda de massa relacionada ao primeiro
evento de degradagdo das membranas submetidas a modificacdo foi maior em
relacdo a membrana nativa. Ainda, haja visto que a Tonset dO primeiro evento de
degradacéao foi maior para a maior parte das amostras tratadas em relagdo a nativa,
de maneira geral o procedimento aplicado aumentou a estabilidade térmica das
amostras.

A Tabela 4 a seguir exibe os dados de analise elementar da amostra nativa

de CB e das amostras submetidas a modificacdo com MRPMS via Métodos C e D.

Tabela 4. Teor de C, H, N e S das amostras de CB Nativa e modificadas via Métodos C e D.

Amostra Carbono (%) | Hidrogénio (%) | Nitrogénio (%) | Enxofre (%)
CB 42,45 5,75 0,87 1,04
CBSH-CC12-T.A. 40,46 6,46 0,96 5,47
C
’ CBSH-CC12-120 °C 41,79 6,50 1,16 3,38
Método
CBSH-DC3-T.A. 40,16 6,26 0,91 3,73
D
CBSH-DC3-120 °C 41,24 6,39 1,03 3,93

Observa-se que a porcentagem de S nas amostras submetidas aos
tratamentos foi de 3-5 vezes maior em relacdo a apresentada pela CB nativa, de
forma que a amostra CBSH-CC12-T.A. foi a que apresentou maior quantidade
desse elemento, 5,47%. Assim tem-se que as metodologias aplicadas neste caso se

mostraram eficazes na modificagao da superficie da CB e que a secagem a 120 °C -
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processo de cura - teve pouca ou nenhuma influéncia no rendimento da modificacéao
de superficie.

A analise de Angulo de Contato (AC) é comumente utilizada para caracterizar
a molhabilidade de uma superficie e, assim, permite inferir se ela foi ou n&o
funcionalizada %%, O AC se refere ao angulo formado entre a reta que tangencia a
gota do liquido empregado na analise e a superficie do material, conforme ilustrado
na Figura 22, e esta diretamente correlacionado com a energia superficial de uma

superficie solida 7.

YLv

Figura 22. Representacéo dos vetores das tensbes interfaciais, onde SL=, sélido-liquido, SV=

soélido-vapor e LV= liquido-vapor.

Fowkes definiu a energia de superficie como a soma das contribuicbes das
interacdes dispersivas e polares ", conforme exposto na Equagao 1 a seguir:
y=yD + yP (Equagao 1)
Como uma extensdo do modelo de Fowkes, Wu propés um modelo

harmonico que descreve de forma mais confiavel as interagdes entre um polimero e

um liquido comum ¥, conforme Equagao 2 a seguir:

YSv* Yiv | Vsv *Viv (Equacéo 2)

P P
Y& + vh  Vsv t Vv

yiv(1l +cosf) =4

Assim, calculou-se as componentes dispersivas e polares, stv e yPsv, através
do modelo harménico de Wu. Para isso, as medidas de AC foram tomadas utilizando
um solvente apolar e um polar, diiodometano e agua, com tensdes superficiais y°Lv e

v Lv conhecidas. Finalmente, as energias de superficie foram calculadas a partir do
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modelo de Fowkes. As meédias harménicas dos AC, a imagem das gotas em contato
com as superficies e as energias de superficie estdo apresentados na Tabela 5. O
grafico da Figura 23, o quais exibe as medidas relacionadas ao AC, permite uma
anadlise ainda mais clara do comportamento dos solventes testados sobre a

superficie das membranas.
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Tabela 5. Valores das medidas de AC entre gotas de agua e diiodometano e amostras CB Nativa e

modificadas via Métodos C e D.

Angulo de Contato (°)

Amostra

Agua

Diiodometano

Energia de Superficie

Método

CB

388+15 253+ 1.1
T - N
c 72,0 4 1.1 26,8+ 3.9
CBSH-CC12-120 °C 55,1
75.8 43,3 26,4435
CBSH-DC3-TA.
- - h
413426 26,8 43,9
D
| __ 0,
CBSH-DC3-120 °C 75

29,869

22,715
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Figura 23. Grafico dos valores de AC entre gotas de agua e diiodometano e membranas CB Nativa e

modificadas via Métodos C e D.

Tomando a agua como solvente referéncia, por definicdo tem-se que
superficies hidrofilicas apresentam AC menor que 90° enquanto as hidrofébicas
apresentam AC entre 90-150°. Ainda, superficies com AC entre 150-180° sao
consideradas superhidrofébicas enquanto aquelas que apresentam AC menor que 5°
sdo consideradas superhidrofilicas *). De acordo com os dados apresentados,
observa-se no ensaio realizado com a agua que as amostras submetidas a
modificagdo via Método C, CBSH-CC12-T.A. e CBSH-CC12-120 °C, mostraram-se
menos hidrofilicas do que as amostras tratadas via Método D, CBSH-DC3-T.A. e
CBSH-DC3-120 °C.

O AC entre a gota do solvente e a superficie do polimero depende de varios
fatores, como rugosidade, grupo funcional presente na superficie do material e
energia de superficie **. Haja visto que as superficies das quatro amostras tratadas
foram funcionalizadas com a insergdo do grupo tiol, no que tange o AC o
comportamento divergente entre as amostras tratadas via Método C em relagao as
tratadas via Método D pode ser explicado tanto pela energia de superficie
discrepante entre os dois grupos quanto pelo rearranjo diferenciado das fibras da
CB, conforme se observa nas imagens de MEV das Figuras 24 e 25 a seguir.
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Figura 24. Analises morfolégicas por MEV da superficie das amostras (A) CBSH-CC12-T.A. e (B)
CBSH-CC12-120 °C.
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Figura 25. Analises morfolégicas por MEV da superficie das amostras (A) CBSH-DC3-T.A. e (B)
CBSH-DC3-120 °C.

As superficies das amostras tratadas via ambos os métodos se mostraram
significativamente diferentes em relagdo a superficie da CB nativa, entretanto elas
mantiveram a estrutura nanométrica das fibras, caracteristica deste biopolimero.
Particularmente para amostras tratadas via Método C, CBSH-CC12-T.A. e CBSH-
CC12-120 °C, o espagamento entre as nanofibrilas mais externas parece ter
aumentado. Em contrapartida, no caso das amostras funcionalizadas via Método D,
CBSH-DC3-T.A. e CBSH-DC3-120 °C, as nanofibrilas se apresentaram mais

empacotadas, particularmente no caso da amostra submetida ao processo de cura.
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4.3 Ensaios Biologicos das Plataformas Baseadas em CB produzidas via
Métodos Ce D

No ensaio de cultivo celular realizado em placa de poliestireno tratado, os
pocos contendo apenas células foram tomados como controle de viabilidade celular
haja visto que este substrato tem sido utilizado para a cultura de células animais e
humanas ha mais de 50 anos por favorecer adesdo e proliferagdo celular “°. A
Figura 26 a seguir exibe fotos que ilustram células aderidas no fundo da placa de
cultivo e na superficie das amostras submetidas aos ensaios celulares apds 48
horas de cultivo. Conforme se observa, embora os fibroblastos tenham aderido as
membranas, eles ndo se espalharam completamente por suas superficies. As
imagens foram obtidas com o auxilio de um microscopio invertido com aumento de
40x.

Figura 26. Fotos das células aderidas (A) ao fundo placa de cultura celular; (B) @ membrana de CB;
(C) a amostra CBSH-CC12-T.A. (D) a amostra CBSH-CC12-120 °C; (E) a amostra CBSH-DC3-T.A. e
(F) @ amostra CBSH-DC3-120 °C.

A anadlise estatistica para porcentagem de viabilidade celular em 24 e 48

horas foi realizada de acordo com o Teste t de Student pareado, com nivel de
confianga de 95% (0=0,05) — os dados extraidos da referida analise sdo exibidos na
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Figura 27. Neste caso, a viabilidade celular em 24 horas do controle foi tomada
como 100%.
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Figura 27. Grafico de viabilidade celular em 24 e 48 horas, onde o asterisco indica diferenca

estatistica significativa para o mesmo grupo.

No caso do controle, o teste aplicado indica que nao houve diferenca
estatisticamente significante quando comparada a porcentagem de viabilidade
celular em 24 e 48 horas, revelando que as células se mantiveram aderidas e,
portanto, vivas e com o metabolismo ativo durante todo o experimento.

Decorridas as 24 horas do inicio do experimento, a viabilidade celular da CB
mostrou-se mais baixa do que a viabilidade do controle. Estudos prévios
demonstram que a CB nao tem efeito citotéxico sobre uma variedade de células &
*8] assim este resultado sugere que o numero de células aderidas a superficie deste
material mostrou-se menor que o numero de células aderidas ao fundo da placa de
cultivo. Ainda, a viabilidade celular média da CB em 48 horas apresentou-se menor
que em 24 horas, de forma que houve diferenga estatisticamente significante entre
os periodos. Isto pode ter ocorrido porque, no decorrer do periodo de cultura, grupos
de fibroblastos se proliferaram e formaram aglomerados que se desprenderam da
membrana — estes mesmos comportamentos foram descritos previamente por
Sanchavanakit e colaboradores (2006) ¥ ao realizarem ensaio semelhante com

fibroblastos humanos de pele normal. Estes resultados indicam que, em relagéo a
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placa tradicional de cultura celular, a CB € um suporte menos favoravel para a
adeséo de fibroblastos.

Para os materiais tratados, a viabilidade celular média em 24 horas das
amostras CBSH-CC12-T.A. e CBSH-DC3-120 °C em relagdo ao controle foi ainda
menor, o que revela que, assim como a CB, também estes materiais ndo se
mostram como um suporte tdo adequado para a adesao de fibroblastos quanto o
poliestireno tratado. Em contrapartida, a viabilidade celular média em 24 horas das
amostras CBSH-CC12-120 °C e CBSH-DC3-T.A. mostrou-se maior em relagdo ao
controle, de forma que em ambos os casos nao houve diferenga estatisticamente
significante entre os periodos de 24 e 48 horas. Estes resultados sugerem que estes
materiais se mostram como suportes promissores para a adesdo de células,

notadamente para fibroblastos saudaveis.
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5. Conclusoes do Capitulo

A modificacdo da superficie da CB via silanizagdgo com MPTMS nas
condigbes testadas mostrou-se efetiva apenas quando empregadas as reagdes
catalisadas por HCl e NaOH bem como por NH4OH, conforme apontado pelo
conjunto de analises realizadas.

Entre as membranas de CB funcionalizadas com grupo tiol, as amostras
CBSH-CC12-T.A. e CBSH-DC3-120 °C ndo se mostram como um bom suporte para
a adeséao de fibroblastos enquanto as amostras CBSH-CC12-120 °C e CBSH-DC3-
T.A. se revelaram como suportes promissores para a adesao celular. Este fato
sugere que a adesao de ceélulas a superficie da CB, neste caso, depende néo
apenas do grupo funcional disponivel na matriz, mas também de outras variaveis

como o arranjo das fibras.
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6. Perspectivas

- Tratar a CB por deposi¢cao direta de MPTMS sobre sua superficie e
submeter as plataformas produzidas aos ensaios celulares a fim de que seja
avaliado se a adesdo celular neste caso, de fato, depende da funcionalizacdo da
superficie do material com grupo tiol ou apenas do arranjo diferenciado das fibras
provocado pelos tratamentos empregados neste trabalho;

- Submeter as plataformas preparadas aos testes de adesdo celular com
linhagem celular distinta daquela utilizada neste trabalho, para que seja possivel
obter conclusdes mais abrangentes com relacdo ao comportamento celular sobre a

superficie dos materiais produzidos.
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Capitulo 2: Plataforma Sensora
1. Introdugao
1.1 Sensores Colorimétricos Baseados em AuNPs
Recentemente as AuNPs emergiram como uma importante ferramenta de
diagnostico baseados em testes colorimétricos para a deteccdo de varias
substancias incluindo biomoléculas como DNA 9 proteinas °” e antigenos ', As
grandes vantagens da utilizagdo das AuNPs se da no método simples de preparo e

funcionalizag&o [52]

e dos baixos limites de detecgao causada por suas propriedades
Opticas, mais especificamente pelo efeito da ressonancia de plasmon de superficie
localizado %,

1.1.1 Efeito da Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizado

O efeito da Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizado (LSPR, do
inglés Localized Surface Plasmon Resonance), ocorre em NPs metalicas com
dimensdes muito menores que o comprimento de onda da luz incidente. Esse efeito
consiste na oscilagdo coletiva dos elétrons livres (plasmons) na superficie das NPs,
criando uma densidade de carga na regido. No caso das AuNPs, esse efeito implica

em uma acentuada absor¢do de luz na regido do visivel %

, de forma que a
suspensio apresenta coloracado vermelha caracteristica.

A ligacdo de moléculas na superficie das NPs provoca mudangas na
frequéncia da LSPR, e, portanto, no comprimento de onda, fenbmeno este que
permite detectar moléculas no meio. Esta mudancga é explorada no desenvolvimento
de sensores % particularmente de biossensores colorimétricos, uma vez que a
mudanga no comprimento de onda pode acarretar mudanga significativa na cor da
solugdo. A Figura 28 a seguir ilustra o efeito LSPR causado por um feixe de luz no

caso de uma AuNP esférica.
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Figura 28. Representagio esquematica do efeito LSPR para uma AuNP. Quando o didametro da
particula € muito menor que o comprimento de onda da luz incidente (por exemplo, uma particula de
10 nm de didmetro, luz visivel), um dipolo elétrico &€ gerado em sua superficie.

Fonte: BROLO, A. G. (2012), adaptado %,

1.1.2 Funcionalizagao das AuNPs

A funcionalizagdo apropriada das AuNPs €& um ponto critico no
desenvolvimento desses biossensores 2. A cisteina (Cys) por possuir o grupo tiol
em sua cadeia lateral, tem uma afinidade particularmente alta pelas AuNPs, haja
visto a alta afinidade do grupo tiol com o ouro. Assim, a Cys tem sido usada na
funcionalizagdo de AuNPs como um linker, uma vez que 0S grupos amina e
carboxila permanecem livres para a conjugagdo com a biomolécula de interesse.
Este principio é empregado em varios biossensores, que permitem a ligacdo de
proteinas a superficie das NPs %,

Raj e colaboradores (2015) °° desenvolveram um sensor para a deteccéo de
E. coli. 0157:H7 baseado em AuNPs funcionalizadas com cisteina, as quais
apresentaram diametro hidrodinamico médio de 24 + 2 nm e potencial zeta de -30,8
+ 2 mV. A banda plasménica determinada em 524 nm, deslocou-se 5 nm para o
comprimento de onda mais elevado em relagdo as AuNPs sintetizadas. No caso da
bactéria testada, o limite de deteccéo do biossensor foi de 100 células/mL.
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1.1.3 Biossensores Baseados em AuNPs para Deteccao de Biomoléculas
Suportados em Matriz Polimétrica

Devido a grande area superficial especifica das NPs, ha uma tendéncia
natural de elas se agregarem. Portanto uma das estratégias adotadas a fim de se
evitar este problema e manté-las estaveis, € suporta-las em matriz polimérica. Neste
sentido, a CB tem se mostrado um suporte promissor para a deposicdo de AuNPs.
As estratégias empregadas a fim de se minimizar ainda mais as chances de
agregacao das AuNPs neste caso incluem a modificagdo da superficie das AuNPs
[56].

Recentemente biossensores baseados em CB-Au vém sendo desenvolvidos e
estudos demonstram que estes dispositivos podem atingir limites de deteccédo de
moléculas inferior a 1 uM "1 Ainda neste cenario, Morales-Narvaez e colaboradores
(2015) ¥ desenvolveram plataformas colorimétricas para a detecgdo de cianeto e
tiouréia, cujo ponto de saturagéo foi determinado em 4,5 e 8ppm, respectivamente.
Estes estudos revelam que biossensores especificos suportados em CB podem ser
atraentes alternativas para a deteccdo e monitoramento de biomoléculas e

microrganismos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

A presente secao do trabalho tem como objetivo geral a obtencdo de um
biossensor plasmonico baseado em AuNPs para imobilizagdo em superficie de CB,
uma plataforma sensora modelo para possiveis aplicagdes biomédicas.

2.2 Objetivos Especificos

I. Preparar AuNPs via redugdo por citrato utilizando HAuCls (acido
tetracloroaurico) como precursor;

[I. Funcionalizar as AuNPs com L-cisteina (L-Cys);

[ll. Suportar o biossensor a matriz de CB.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Preparagao das AuNPs

As AuNPs foram obtidas pelo Método de Turkevich % também conhecido
como Método Citrato. Aqueceu-se agua ultrapura até a temperatura de ebuligdo.
Uma suspensdo aquosa de AuNPs foi obtida pela inje¢do de uma solugado de HAuCl,
1,6% (m/V), seguido da adicdo de uma solucdo de citrato de sodio 2% (m/V)
recentemente preparada a T.A. A propor¢ao massica entre o citrato e a solugao de
HAuCl, adicionada foi de 1:2. Apés a injec&o, o sistema foi mantido em aquecimento
por 5 minutos. Feito isto, o sistema foi resfriado a T.A. A suspensdo foi
acondicionada em frasco &mbar e mantida em geladeira.

O citrato de sddio adicionado a solugdo reduziu o ouro metalico a ouro
coloidal na forma de NPs e agiu como estabilizante. Visto que o citrato possui carga
negativa, a superficie das NPs passa a compreender esta mesma carga. Portanto a
repulsédo eletrostatica entre as AuNPs impede que elas se agreguem, mantendo-as
estabilizadas.

3.2 Preparacgao das L-Cys-AuNPs

Para a preparacdo das NPs modificadas, a L-Cys foi incorporada a superficie
das AuNPs in situ, ou seja, durante a sintese das préprias AuNPs utilizando-se
citrato de sédio como agente redutor. Cinco condigdes reacionais foram testadas a
fim de se obter as L-Cys-AuNPs, de maneira que os seguintes parametros foram
avaliados: ordem de adig&o dos reagentes e quantidade do agente redutor.

a) Condicgao 1:

Aqueceu-se agua ultrapura até a temperatura de ebulicdo. Uma suspensé&o
aquosa de L-Cys-AuNPs foi obtida pela injecdo de uma solugdo de HAuCls 1,6%
(m/V), seguido da adicdo de uma solugdo de citrato de sodio 1,5% (m/V)
recentemente preparada a T.A. contendo L-Cys. A proporgao massica entre a L-Cys,
o citrato e a solugdo de HAuCl, adicionada foi de 1:4:8. Apds a injecéo, o sistema foi
mantido em aquecimento por 5 minutos. Feito isto, o sistema foi resfriado a T.A. A
suspensao foi acondicionada em frasco @mbar e mantida em geladeira.

b) Condicgao 2:

Em relagdo a Condicdo 1, alterou-se a ordem de adicdo dos reagentes.
Aqueceu-se agua ultrapura até a temperatura de ebulicdo. Uma suspensao aquosa
de L-Cys-AuNPs foi obtida pela injecdo de uma solugdo de citrato de sodio 1,5%

(m/V) recentemente preparada a T.A. contendo L-Cys, seguido da adicdo de uma
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solugdo de HAuUCI4 1,6% (m/V). A propor¢gdo massica entre a L-Cys, o citrato e a
solugdo de HAuCI, adicionada foi exatamente a mesma da condig&o anterior: 1:4:8.
Apos a injecdo, o sistema foi mantido em aquecimento por 5 minutos. Feito isto, o
sistema foi resfriado a T.A. A suspensao foi acondicionada em frasco ambar e
mantida em geladeira.

c) Condicgao 3:

Em relagdo a Condigédo 2, manteve-se a ordem de adicdo dos reagentes, mas
aumentou-se em mais de trinta vezes a quantidade de citrato adicionada. Aqueceu-
se agua ultrapura até a temperatura de ebulicdo. Uma suspensao aquosa de L-Cys-
AuNPs foi obtida pela injecdo de uma solugdo de citrato de sodio 50% (m/V)
recentemente preparada a T.A. contendo L-Cys, seguido da adicdo de uma solugao
de HAuCl4s 1,6% (m/V). A proporgao massica entre a L-Cys, o citrato e a solugéo de
HAuCl,4 adicionada neste caso foi de 1:133:8. Apss a injegéo, o sistema foi mantido
em aquecimento por 5 minutos. Feito isto, o sistema foi resfriado a T.A. A suspensé&o
foi acondicionada em frasco &mbar e mantida em geladeira.

d) Condicgao 4:

Em relagdo a Condigédo 3, manteve-se a ordem de adicdo dos reagentes, mas
diminuiu-se em trés vezes a quantidade de citrato adicionada. Aqueceu-se agua
ultrapura até a temperatura de ebulicdo. Uma suspensao aquosa de L-Cys-AuNPs
foi obtida pela injecdo de uma solugéo de citrato de sédio 16,3% (m/V) recentemente
preparada a T.A. contendo L-Cys, seguido da adigdo de uma solugdo de HAuCI,
1,6% (m/V). A propor¢gdo massica entre a L-Cys, o citrato e a solugdo de HAuCl,
adicionada neste caso foi de 1:44:8. Apos a injegdo, o sistema foi mantido em
aquecimento por 5 minutos. Feito isto, o sistema foi resfriado a T.A. A suspenséo foi
acondicionada em frasco ambar e mantida em geladeira.

e) Condicgao 5:

Em relacdo a Condicdo 4, alterou-se a ordem de adigdo dos reagentes
(retomou-se a ordem de adigdo da Condigdo 1) e diminuiu-se em pouco mais de
cinco vezes a quantidade de citrato adicionada. Aqueceu-se agua ultrapura até a
temperatura de ebulicdo. Uma suspensdo aquosa de L-Cys-AuNPs foi obtida pela
injecdo de uma solu¢do de HAuCl4 1,6% (m/V), seguido da adigdo de uma solugao
de citrato de sédio 3% (m/V) recentemente preparada a T.A. contendo L-Cys. A
propor¢ao massica entre a L-Cys, o citrato e a solu¢do de HAuCl, adicionada foi de

1:8:8. Apods a injecdo, o sistema foi mantido em aquecimento por 5 minutos. Feito
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isto, o sistema foi resfriado a T.A. A suspensao foi acondicionada em frasco ambar e
mantida em geladeira.

3.3 Técnicas Empregadas na Caracterizagdo dos Materiais

a) Microscopia Eletronica de Transmissao

O diametro e a morfologia das AuNPs e das L-Cys-AuNPs foram
determinados via Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). O equipamento
utilizado para a obtencdo das imagens foi microscopio eletrénico de transmissao
Jeol JEM2100 LaBs 200 kV. Uma aliquota da amostra foi diluida e homogeneizada
com o auxilio de um banho ultra-som, gotejada em uma grade para transmisséo de
carbono ultrafino e esta foi submetida a vacuo para secagem. Para a medigao do
tamanho das NPs e determinacdo de seu diametro médio, utilizou-se as imagens
obtidas junto ao software livre ImageJ.

b) Espectroscopia Eletrénica na Regidao do UV-Visivel

A preparagdo das NPs foi monitorada através da técnica de LSPR com o
espectrometro de UV-Visivel da Agilent Technologies® modelo Cary 60. As medidas
de absorg¢ao foram obtidas no intervalo de 200 a 800 nm com resolugdo de 1 nm e
taxa de varredura de 600 nm/min, utilizando-se cubeta de quartzo de 1,0 cm de
caminho optico.

c) Espalhamento Dinamico de Luz

O diametro hidrodindmico e a distribuicdo das AuNPs bem como seu
potencial zeta, foram determinados através do Espalhamento Dinédmico de Luz
(DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) com o analisador Optico de particula
Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments modelo ZEN3600. Uma aliquota de 400
ML da amostra foi diluida em 1800 pL de agua Milli-Q, homogeneizada e aplicada na
cubeta do aparelho. As analises foram realizadas em triplicata. As curvas de
distribuicdo do didametro hidrodinamico das suspensdes foram geradas no software

Zetasizer Nano APS versao 7.10, da Malvern.
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4. Resultados

4.1 Caracterizagao das AuNPs

A Figura 29 apresenta o espectro de absorgao UV-Vis das NPs sintetizadas e
a suspensao final obtida, a qual apresentou coloragdo vermelha caracteristica das
AuNPs esféricas. A curva exibe uma banda plasmonica larga e assimétrica, indicio
de que ha dispersdo no tamanho das AuNPs, com maximo de absor¢ao em 525 nm.

Este resultado se mostra compativel com o descrito na literatura 7.
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Figura 29. Espectro UV-vis e solugao coloidal das AuNPs.

A Figura 30 a seguir exibe imagens obtidas por MET das AuNPs sintetizadas:
vé-se que elas apresentam morfologia esférica. Para a determinacdo de seu
diametro médio, tomou-se a medicdo de 166 NPs — a compilagcdo destes dados é

apresentada em forma de histograma na Figura 31.
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Figura 30. Imagem obtida por MET das AuNPs tomando-se por referéncia a barra com escala de
200 nm.
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Figura 31. Histograma de distribuigdo do didmetro das AuNPs sintetizadas.

De acordo com a analise dos dados, as AuNPs sintetizadas possuem
diametro médio de 24,0 + 4,2 nm. Ainda, observa-se que NPs apresentaram

tamanho controlado com maximo de 36,5 nm e minimo de 13,9 nm, de maneira que
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79,5% da populacdo apresentou diametro de 19,1 a 27,8 nm, indicio de que a
sintese foi relativamente bem controlada e a metodologia aplicada, adequada.

A Figura 32 a seguir exibe as curvas geradas via DLS da distribuicdo do
diametro hidrodinamico das AuNPs em solucgao.
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Figura 32. Distribuicdo do didmetro hidrodindmico das AuNPs.

As AuNPs possuem diametro hidrodinamico médio de 24,22 nm. Neste caso,
este valor ndo representa de forma adequada o referido pardmetro haja visto que a
dispersao de AuNPs apresenta duas populagcdes: a maior delas, que corresponde a
79,5% das NPs, apresenta didmetro hidrodinamico na faixa de 18,2 — 164,2 nm
(faixa ampla), enquanto o restante da populacdo apresenta menor didmetro
hidrodinamico, na faixa de 2,7-11,7 nm. Considerando a populagdo mais
expressiva, tem-se que o diametro obtido via DLS mostra-se bastante superior ao
didmetro médio determinado a partir das imagens de TEM. Isto porque o diametro
hidrodindmico inclui as camadas de contra-ions e de hidratagdo, enquanto aquele
obtido via imagens de TEM considera apenas os nucleos inorganicos.

O valor do potencial zeta, que €& o potencial eletrostatico gerado pela
interagcdo dos ions na superficie das NPs, esta intimamente relacionado a
estabilidade da suspens&o coloidal ®. Nanoparticulas com valores de potencial zeta
maiores que +25 mV ou menores que -25 mV, normalmente tém alto grau de
estabilidade. O potencial zeta das AuNPs produzidas determinado em -31,10 + 8,94

mV, reflete o alto grau de estabilidade da suspenséo.
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A Figura 33 a seguir apresenta a imagem obtida por MEV da CB apoés ser

embebida na solugdo das AuNPs.

o

Figura 33. Imagem de MEV das AuNPs aderidas a superficie da CB nativa.

Observa-se na imagem acima que as AuNPs estdo homogeneamente
distribuidas sobre a matriz de CB, o que sugere que este suporte contribui para
impedir a agregacado das nanoparticulas, conforme aponta a literatura °°.

4.2 Caracterizacao das L-Cys-AuNPs

As Figuras 34-38 apresenta os espectros de absorgdo UV-Vis das particulas
sintetizadas e a suspensao final obtida, as quais apresentam coloracao distinta das

AuNPs.
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Figura 34. Espectro UV-vis e solugcéo coloidal das particulas — Condigéo 1.
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Figura 35. Espectro UV-vis e solugcéo coloidal das particulas — Condigéo 2.
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Figura 36. Espectro UV-vis e solugcéo coloidal das particulas — Condigéo 3.
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Figura 37. Espectro UV-vis e solug¢éo coloidal das particulas — Condigéo 4.
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Figura 38. Espectro UV-vis e solug¢éo coloidal das particulas — Condigéo 5.

As particulas produzidas na Condicdo 1 apresentaram coloracido roxa,
conforme se verifica na figura anterior. Esta mudanca de coloragdo é acompanhada
pelo deslocamento da banda de absor¢dao para um comprimento de onda mais
elevado (efeito batocrémico) com maximo de absorgcdo em 550 nm, conforme se
observa no espectro UV-Vis. A coloragdo e o espectro de absorcao das particulas
produzidas obtida nesta condicdo esta de acordo com os dados reportados na

literatura no caso das AuNPs funcionalizadas com L-Cys 4.

As particulas
produzidas na Condigdo 5 embora de coloragcdo marrom, apresentaram banda no
espectro UV-Vis com perfil semelhante aquele apresentado pelas particulas
produzidas na Condi¢cédo 1, com maximo de absor¢ao também em 550 nm.

As particulas produzidas nas Condi¢cbes 3 e 4, por sua vez, apresentaram
coloragdo amarela. Seus espectros de absorcdo UV-Vis exibiram uma banda na
mesma regido, com maximo em 380 nm e 374 nm para as Condi¢cdes 3 e 4,
respectivamente.

As particulas produzidas na Condigao 2, por sua vez, apresentaram coloragao
marrom. No espectro UV-Vis, ao contrario do que ocorre nos demais casos, observa-

se a presencga de duas bandas, embora fracas: nas regides de 380 nm e 550 nm.
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A técnica de DLS é a mais utilizada na caracterizagao fisico-quimica de
coloides. Ela permite a medicdo de flutuagdes no tempo da intensidade de luz
espalhada, causadas pelos movimentos das particulas em solugdo. Assim, esta
técnica permite extrair informagdes de distribuicdo de tamanhos de particula,
interacdes e estabilidade de suspensoes *2.

As Figuras 39-43 exibem as curvas de distribuicdo do didmetro hidrodinamico
das suspensdes de particulas.
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Figura 39. Distribuicdo do diametro hidrodinamico das particulas — Condigao 1.
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Figura 40. Distribuicdo do didmetro hidrodinamico das particulas — Condigao 2.
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Figura 41. Distribuicdo do diametro hidrodinamico das particulas — Condigao 3.
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Figura 42. Distribuicdo do diametro hidrodinamico das particulas — Condigao 4.

71




Size Distribution by Intensity

1071

Intensity (Percent)
-
/

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Figura 43. Distribuicdo do didmetro hidrodinamico das particulas — Condigao 5.

As particulas produzidas na Condicdo 1 apresentam duas populacdes, de
maneira que a populagdo mais expressiva apresenta didmetro hidrodindmico na
faixa de 32,7 — 1.281,0 nm. O potencial zeta da suspensao foi determinado em
8,47 + 4,01 mV, valor este que reflete o baixo grau de estabilidade da suspenséao.
Este fato pode ser confirmado poucos dias apds a sintese, quando notou-se que as
particulas ndo se mantiveram dispersas na solugcdo, mas formaram diversos pontos
de agregacdo. Haja visto o resultado insatisfatorio em termos de estabilidade das
particulas produzidas, para a Condicdo 2 inverteu-se a ordem de adicdo dos
reagentes e avaliou-se o referido parametro.

A Condigao 2, por sua vez, gerou particulas mais estaveis, cujo potencial zeta
foi determinado em -23,60 = 2,75 mV. Quanto a distribuicdo do diametro
hidrodinamico, este processo gerou uma unica populagdo que apresentou valor
maior, na faixa de 531,2 —1.281,0 nm. Dado a maior estabilidade da suspensao
neste caso, para a Condi¢cdo 3 em relacdo a esta, manteve-se a mesma ordem de
adicdo dos reagentes, mas aumentou-se expressivamente a quantidade adicionada
de agente redutor/estabilizante a fim de se obter particulas com menor diametro
hidrodinamico, e, portanto, menores.

As particulas produzidas na Condicdo 3 apresentaram potencial zeta
satisfatorio, de -40,70 £ 5,57 mV. Apesar disso, a populagdo de particulas geradas
mostrou-se bastante heterogénea em termos de diédmetro hidrodinamico, que
apresentou valor na faixa de 141,8 — 6.439,0 nm. Com o intuito de obter uma
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populagdo de particulas mais bem-comportada e homogénea, para a Condigao 4
diminui-se a quantidade de agente redutor/estabilizante, porém de maneira que esta
ainda se mantivesse maior em relagao as Condigdes 1 e 2.

A Condicdo 4 levou a obtencdo de particulas com potencial zeta de
-28,80 £ 17,80 mV. Embora este valor médio de potencial zeta seja considerado
adequado, o desvio padrao mostrou-se consideravelmente alto, o que nao € o ideal.
Neste caso, foi possivel observar a agregacédo das particulas muito rapidamente,
ainda durante o processo de resfriamento da suspensao. As particulas produzidas
mostraram-se mais homogéneas em relagdo a condigdo anterior em termos de
diametro hidrodindmico, apresentando duas populagdes, de maneira o diametro
hidrodinamico da populagdo mais expressiva foi determinado na faixa de 58,8 —
531,2 nm.

Entre os procedimentos realizados, tem-se que as Condicbes 1 e 4
apresentaram os resultados mais satisfatérios em termos do didmetro hidrodinamico
almejado, ou seja, suas populagbes mais expressivas apresentaram, entre as
condicbes testadas, o valor mais proximo da faixa determinada para as AuNPs.
Especificamente, a Condicao 4 foi a que apresentou a faixa mais estreita, enquanto
a Condicdo 1 foi a unica com a coloragédo e a banda de absor¢cdo proximas as
apresentadas pelas L-Cys-AuNPs apontadas na literatura **°°. Desta maneira para
a Condigao 5, retomou-se a ordem de adigdo dos reagentes da Condi¢ao 1. Porém,
visando uma faixa mais estreita de didmetro hidrodinamico conforme a apresentada
pela Condicdo 4, aumentou-se a quantidade de citrato.

A Condigao 5 gerou particulas estaveis com potencial zeta de -32,20 + 7,21
mV. Embora ndo tenha apresentado a faixa mais estreita de diametro hidrodinamico,
o perfil das curvas obtidas nesta condi¢cao foi aquele que mais se assemelha ao das
curvas geradas pelas AuNPs. Neste caso, a populagdo mais expressiva apresentou
diametro hidrodinamico na faixa de 50,7 — 1.281,0 nm, préximo ao da Condigao 1.

Os dados apresentados nesta se¢ao encontram-se compilados na Tabela 6 a

seqguir.
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Tabela 6. Condigdes reacionais de sintese e resultados das analises das NPs.

AuNPs Condicao 1 Condigao 2 Condicao 3 Condicao 4 Condicao 5
Citrato/Vol. 0,03% 0,03% 0,03% 1% 0,3% 0,06%
solugao final
Citrato:Au 1:2 1:2 1:2 15:1 5:1 1:1
(m:m)
Cys:Citrato:Au - 1:4:8 1:4:8 1:133:8 1:44:8 1:8:8
(m:m:m)
Ordem de 1.Au 1.Au 1.Cit. + Cys 1.Cit. + Cys 1.Cit. + Cys 1.Au
adicao 2.Citrato 2.Cit. + Cys 2.Au 2.Au 2.Au 2.Cit. + Cys
Potencial Zeta | -31,10 + 8,94 -8,47 + 4,01 -23,60 £ 2,75 -40,70 £ 5,57 -28,80+ 17,8 -32,20+ 7,21
(mV)
Raio Hidrodin. 18,2 - 164,2 32,7-1.281,0 531,2-1.281,0 141,8 - 6.439,0 58,8 - 531,2 50,7 - 1.281,0
(nm) (79,5%) (93,3%) (100%) (100%) (96,6%) (96,2%)
2,7-117 3.580,0 - 6.439,0 2.305,0 - 6.439,0 15,7 -70,7
(20,5%) (6,7%) (3,4%) (3,8%)
UV-Vis Banda em Banda em Nao Banda em Banda em Banda em 550
525 nm 550 nm apresentou 380 nm 376 nm nm
banda

Haja visto que as particulas produzidas nas Condi¢cdes 1 e 5 apresentaram
uma unica banda em 550 nm e raio hidrodindmico préoximo ao exibido pelas L-Cys-
AuNPs esféricas de didmetro médio de 24 + 2 nm conforme reportado na literatura
[545%  elas foram analisadas por MET - As Figuras 44 e 45 exibem tais imagens.

Figura 44. Imagem obtida por MET das NPs tomando-se por referéncia barras com escala de 100 nm

e 50 nm - Condicao 1.
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Figura 45. Imagem obtida por MET das NPs tomando-se por referéncia barras com escala de 100 nm

e 50 nm - Condicao 5.

As L-Cys-AuNPs sintetizadas na Condigéao 1, conforme reportado por Petean
e colaboradores (2008) °® se organizam de uma maneira mais complexa e tendem
a se agregar, ao contrario das AuNPs que se arranjam de forma mais linear. Este
comportamento pode ser explicado principalmente pelas interacdes eletrostaticas do
tipo zwitterion que ocorrem entre os grupos terminais amina e carboxila presentes
moléculas de cisteina.

As L-Cys-AuNPs sintetizadas na Condigéo 5, por sua vez, mostram-se mais
dispersas, apresentando poucos pontos de aglomeragdo. Neste caso, € possivel
observar o nucleo inorganico (Au, porgao mais escura) recoberto por um involucro
organico.

Para a determinagdo do didmetro médio destas L-Cys-AuNPs, tomou-se a
medicao de 150 NPs obtidas via Condicao 1 e 66 NPs via Condi¢cao 5. Ainda, no
caso desta ultima, foi possivel ainda determinar o tamanho médio do nucleo
inorganico das NPs, para o qual tomou-se a medigao de 150 nucleos. A compilagao
destes dados é apresentada em forma de histogramas nas Figuras 46-48.
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Figura 46. Histograma de distribuigdo do didmetro das L-Cys-AuNPs sintetizadas — Condicao 1.

16

14

12

| I

: I I l

[12,714, (15,196, (17,652, (20,107, (22,563, (25,018, (27,474, (29,929,
15,196] 17,652] 20,107]  22,563] 25,018] 27,474]  29,929] 32,385]

Diametro (nm)

Contagem
» ()] (o]

N

Figura 47. Histograma de distribuicdo do didmetro das L-Cys-AuNPs sintetizadas — Condicao 5.
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Figura 48. Histograma de distribuicdo do didmetro do nucleo inorganico das L-Cys-AuNPs

sintetizadas —Condigao 5.

De acordo com a analise dos dados, as L-Cys-AuNPs sintetizadas na
Condicado 1 possuem diametro médio de 20,2 + 3,3 nm. Ainda, observa-se que NPs
apresentaram tamanho controlado com maximo de 28,5 nm e minimo de 11,1 nm,
de maneira que 79,3% da populacéo apresentou didametro de 15,4 a 24,1 nm.

As L-Cys-AuNPs sintetizadas na Condigdo 5, por sua vez, mostraram-se
pouco maior: apresentaram diametro médio de 21,5 £ 4,1 nm, com maximo de 32,4
nm e minimo de 12,7 nm, de modo que 81,8% da populacido apresentou didmetro de
15,2 a 25,0 nm. Neste caso o didmetro médio do Au foi determinado em 4,7 + 1,4
nm.

Estudos conduzidos por Naz (2016) ®! e por Liebig (2018) ! e
colaboradores, apontam que a formagao de aglomerados de AuNPs de até 2 nm,
resultam em uma banda intensa em 380 nm no espectro de absor¢cdo UV-Vis.
Assim, presume-se que as particulas produzidas nas Condi¢cées 3 e 4, que foram
aquelas onde citrato foi adicionado em maior proporgao, sdo na realidade AuNPs
nao funcionalizadas com L-Cys, que apresentam diametro médio proximo a 2 nm.

Haja visto que as particulas produzidas via Condigdo 2 n&o apresentou banda
em 550 nm, acredita-se que também estas ndo sdo AuNPs funcionalizadas com L-
Cys. Ainda, visto que as propriedades Opticas das AuNPs sdo dependentes de
diversos parametros além de tamanho, como formato, solvente e estado de

agregacao, é possivel que as particulas produzidas via Condigédo 2, sejam distintas
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em termos de formato com relagdo as produzidas nas Condigdes 3 e 4. Assim, a
principio tém-se que, entre as metodologias aplicadas, aquelas referentes as
Condicdes 1 e 5 onde a adigao de HAuCl, precedeu a adi¢cédo do citrato, mostraram-
se mais adequadas para a obtengéo das L-Cys-AuNPs.

4.3 Protétipo de Plataforma Baseada em CB

Um protétipo de plataforma baseada em CB foi construido com o auxilio de
uma impressora com tinteiro de cera. O padrao feito tomando-se por referéncia uma
placa de cultivo de 96 pocos foi impresso em cera na superficie de uma membrana
de celulose, de forma que as barreiras hidrofébicas criadas definiram as zonas

disponiveis - A Figura 49 a seguir exibe uma foto do dispositivo.

000000000000
000000000000
200000000006
2000000000000

Figura 49. Protétipo de plataforma baseada em CB.

No que tange a utilizagdo do dispositivo enquanto plataforma sensora, é
viavel o emprego de Dot Blotting °°! enquanto metodologia de deteccdo de antigeno.
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5. Conclusoes do Capitulo

Os resultados obtidos atestam o sucesso na sintese das AuNPs e das L-Cys-
AuNPs, conforme apontado pelas caracterizagbes realizadas. As AuNPs
apresentaram morfologia esférica e tamanho controlado e mostraram-se mais ou
igualmente estaveis em relagdo as L-Cys-AuNPs, conforme apontado pela analise
de DLS. Particularmente, a adicdo de HAuCl, anterior a de citrato de s6dio mostrou-
se mais apropriado na sintese das NPs funcionalizadas.
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6. Perspectivas

Testar a deteccdo de E. coli. 0157:H7 via Dot Blotting através da aplicagao
direta do antigeno sob as membranas de CB, coradas em um segundo passo pela
deposigao das L-Cys-AuNPs.
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Conclusées Finais

A funcionalizagdo da superficie da CB pela insercdo de grupo tiol via
silanizagdo com MPTMS, por si s6, ndo foi determinante para melhorar a adesao de
fibroblastos sobre o material haja visto que alguns tratamentos promoveram maior
adeséo celular enquanto outros a prejudicaram.

A funcionalizagdo das AuNPs com L-Cys promoveu deslocamento da banda
de absorg¢do na regiao do ultravioleta de 25 nm para um comprimento de onda maior
- de 525 nm para 550 nm. As AuNPs apresentaram morfologia esférica e tamanho
controlado e mostraram-se dispersas, ao contrario das L-Cys-AuNPs que embora
tenham também exibido tamanho controlado, se organizam de uma maneira mais

complexa, formando agregados.
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