UFPE
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACRKUTICAS

DIMITRI CARLOVICH GOUVEIA FAGUNDES

ESTUDO QUIMIOMETRICO DA PREPARACAO DE
NANOPARTICULAS DE PRATA PARA APLICACOES
FARMACEUTICAS

RECIFE - PE - Brasil
2021



DIMITRI CARLOVICH GOUVEIA FAGUNDES

ESTUDO QUIMIOMETRICO DA PREPARACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA
PARA APLICACOES FARMACEUTICAS

Trabalho de Conclusdo de Curso na forma de
monografia apresentado ao Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco como requisito
parcial para a conclusdo do Curso de Farmacia.

Orientadora: Beate Saegesser Santos

RECIFE — PE — Brasil
2021



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geracdo automatica do SIB/UFPE

Fagundes, Dimitri Carlovich Gouveia .

Estudo quimiométrico da preparacdo de nanoparticulas de prata para aplicagdes
farmacéuticas / Dimitri Carlovich Gouveia Fagundes. - Recife, 2023.

52 11l tab.

Orientador(a): Beate Saegesser Santos
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagio) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Ciéncias da Satude, Farmacia - Bacharelado, 2023,

1. Nanotecnologia. 2. Biofotonica. 3. Quimica Inorgénica. 4. Ciéncias
Farmacéuticas. 5. Terapia Fotodindmica. I. Santos, Beate Saegesser.
(Orientagéo). I1. Titulo.

600 CDD (22.ed.)




Dimitri Carlovich Gouveia Fagundes

ESTUDO QUIMIOMETRICO DA PREPARACAO DE NANOPARTiICULAS DE
PRATA PARA APLICACOES FARMACEUTICAS

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

Prof2. Dr2 Beate Saegesser Santos (DCFar-UFPE)

Orientadora

Prof Dr em Ciéncias Farmacéuticas Antonio Castro de Gomes Neto
(UNINASSAU)

12 Examinador

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas Claudio Henrique Rodrigues da Silva
(IMIP)

22 Examinador

Profa. Elba Lucia Cavalcanti de Amorim (DCFar — UFPE)

Suplente




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a mim mesmo, por ndo desistir e persistir na realizacao desse
sonho, por buscar uma vida melhor pra mim, buscar uma profissdo, me dedicar a estudar e ser
feliz com o melhor que posso ser, por acreditar no meu potencial e pela realiza¢do de ser o
primeiro homem trans e também a primeira pessoa trans a se tornar farmacéutico pelo
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco em 119 anos
de existéncia do curso de farmacia, ao concluir este trabalho me torno parte da historia desta

instituicdo, e abro portas para que mais pessoas trans ocupem a academia.

Agradeco a minha companheira e melhor amiga Luana Maria da Luz Barbosa, por todo
0 apoio ¢ incentivo que me deu durante meus anos de formagao, por estar sempre ao meu lado,
por me fornecer carinho, amor e compreensao em todos 0s momentos, por me proporcionar
felicidade e alegria, por ser uma parceira para tudo, por ser uma mulher incrivel, uma verdadeira
inspiracao de ser estudante, por cuidar de mim no pds-operatério de minha mastectomia
masculinizadora em meio a um semestre letivo e me ajudar a prosseguir nos estudos, por toda

dedicac¢do que me tem e companheirismo e por acreditar em mim.

Agradego aos meus gatos, Kevin, Lara e Luna, por todo o carinho que me dao, todo o
amor que eles tem por mim, todos os momentos de alegria e todas as lembrancas que guardo
na memoria € no coragdo do meu gatdo Kevin que partiu em meio a minha jornada de

graduag¢do. Amo muito meus 3 filhos felinos.

Agradeco a minha mae Avanice, por me dar a vida, alimento, moradia, afeto, apoio, e
por me proporcionar um ensino de qualidade que me fez chegar até a conclusao deste trabalho

e ird me proporcionar um futuro profissional maravilhoso.

Agradeco a minha orientadora, Prof® Dr* Beate Saegesser Santos, por ser um grande
exemplo pra mim de professora e pesquisadora, por me ajudar sempre que preciso, por me dar
a oportunidade de fazer pesquisa cientifica, por me ensinar muitas coisas, por ser minha amiga,

por confiar na minha capacidade e por estar ao meu lado em minha jornada académica.

Agradego aos colegas do LINSC, em especial a Claudio que me ensinou bastante, me
ajudou em muitas coisas € deu todo o apoio possivel. Agradego também a Sara, Rémulo,

Marques, Ninho, Jodo Matheus, Joalen, Rebeca, Débora, Pamina, Nadson, Bruna, Grici, todos



que fazem parte da minha histéria no LINSC. E também aos meus estagiarios Giullia e Leandro,

pela ajuda com os procedimentos experimentais deste trabalho.

Agradeco aos meus professores de farméacia, em especial a Prof* Dr* Francisca Sueli
Monte Moreira e ao Prof® Dr® Antonio Rodolfo de Faria por todos os ensinamentos ao longo da
minha forma¢do como farmacéutico, por toda a dedicagdo no ensino, por me concederem a
oportunidade de ser monitor em suas disciplinas, por toda a atengao que me deram, e por serem

verdadeiros exemplos de profissionais para mim.

Agradeco a todos os meus amigos da vida inteira, os quais carrego em minha memoria
e fazem parte da minha historia e constru¢ao como ser humano, e aos que ainda fazem parte da

minha vida, torcem pelo meu sucesso ¢ vibram a cada conquista minha.

Agradeco a todes es pessoas trans, travestis € ndo binaries que conviveram comigo
durante os anos de minha formacao, que me incluiram em suas vidas, que me ensinaram muito,
que me proporcionaram momentos felizes, boas conversas e muita diversdo. Todes voceés
merecem muito, assim como eu, estar ocupando o meio académico. Nos somos o futuro e o
exemplo para os nossos descendentes e vamos a luta por uma educagdo digna para a nossa
populacdo, por mais perspectiva de futuro para nossas vida, por mais vida para nds e

reconhecimento profissional.

Agradego ao Departamento de Ciéncias Farmaceéuticas, ao Centro de Ciéncias da Satide
e a Universidade Federal de Pernambuco, por me receberem, por me abrigarem, por me
fornecerem estrutura de estudo, alimentacao e lazer durante estes 5 anos de graduagdo, por me
garantirem essa formagao, por se adaptarem a mim e a todas as outras pessoas trans estudantes
da UFPE que conquistamos juntos com muita luta nossos direitos pelo uso do nome social na
instituicdo, pelo uso do banheiro adequado a nossa identidade de género, pela conscientizagdo
que promove aos seus estudantes e professores cisgéneros a respeitar todas as pessoas trans que
ocupam a nossa universidade. E que seja protocolada em um futuro préximo a cota para pessoas
trans terem mais oportunidade de adentrarem ao meio académico com o ensino de qualidade da

UFPE.



"S6 quando se perde o medo de perder se encontra a alegria de achar"

Joao W. Nery



RESUMO

As nanoparticulas de prata (AgNPs), obtidas na forma coloidal, apresentam geralmente
dimensodes entre 10 a 100 nm. Estas nanoparticulas possuem diversas propriedades uteis a area
da satide, com énfase a sua atuagdo antimicrobiana sendo uma alternativa a resisténcia
bacteriana, acdo em terapia fotodindmica, quimioterapia, radioterapia, entrega direcionada de
medicamentos, entre outros. As AgNPs podem ser sintetizadas por diversas metodologias
fisicas, quimicas e bioldgicas. Uma destas metodologias e a qual utilizamos no presente projeto
foi proposta por Aherne et al. Observamos neste método falta de controle cinético do
crescimento das particulas em meio coloidal, o grupo NanoBio/UFPE busca obter nanoprismas
de prata de cor azul para conjugacdo ao azul de metileno para aplicagdo em terapia
fotodindmica. A sintese das AgNPs possuem variaveis experimentais (p.ex. controle da
agitacdo magnética e de gotejamento, temperatura do processo, concentragdo relativa dos
reagentes, etc) que resultam em grandes variagcdes de obtengdo das nanoparticulas prismaticas.
Estas condi¢des experimentais podem ser melhor controladas através da automatizagdao de
alguns passos almejando uma metodologia reprodutivel. Além disso, ¢ necessario entender
melhor a cinética da preparacdo, para isso pode-se buscar entender quais sdo fatores ou
variaveis que possuem maior influéncia na sintese de nanoparticulas de prata. Este estudo
utilizou ensaios quimiométricos como ferramenta analitica para determinar quantitativamente
a influéncia de 3 variaveis (frequéncia de agitacdo magnética do sistema de crescimento,
volume de semente disponivel a preparacao e volume de prata depositado gota a gota afim de
promover o crescimento das nanoparticulas em reagdo com o acido citrico), em 2 niveis, se
tratando de um experimento fatorial 2°. Das 40 amostras de AgNPs preparadas nos dois ensaios
quimiométricos, 10 amostras apresentaram um comprimento de onda maximo de absor¢do
caracteristico de residuo de semente com intensidade maior que o pico que representa as AgNPs
crescidas, indicando um baixo rendimento no crescimento das nanoparticulas de prata, bem
como destas amostras apenas 9 apresentaram um maximo de absor¢ao acima de 580 nm em sua
banda plasmonica, que ¢ de interesse ao grupo de pesquisa NanoBio/UFPE para posterior
conjugacao com o azul de metileno para aplicacdo em terapia fotodindmica. Sao necessarios
mais estudos controlando outras possiveis varidveis que interferem na cinética desta
preparagdo, como, temperatura, exposi¢cao de luz e taxa de gotejamento na oferta de nitrato de
prata.

PALAVRAS CHAVE: nanoparticulas de prata; quimiometria; ressonancia plasmonica de

superficie
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ a ciéncia que estuda o processo de produgdo, caracterizagdo e
aplicacdo de materiais em escala de 1 a 100 nm. Particulas que se encontram em tamanhos
acima desta escala podem ser consideradas nanoparticulas se as propriedades quimicas, fisicas
e biologicas forem modificadas (FDA, 2017). Materiais reduzidos a escala nanométrica dao a
possibilidade de obtencdo de vdrias caracteristicas e novas propriedades fisico-quimicas e
estruturais como, por exemplo, novas propriedades dpticas, aumento da reatividade, maior area

de superficie de contato e interagdes especificas com sistemas biologicos (CARUSO, 2020).

As nanoparticulas de prata (AgNPs), obtidas na forma coloidal, apresentam geralmente
dimensdes entre 10 a 100 nm. Estas nanoparticulas possuem diversas propriedades uteis a area
da satide, com énfase a sua atuagdo antimicrobiana sendo uma alternativa a resisténcia
bacteriana, acdo em terapia fotodindmica, quimioterapia, radioterapia, entrega direcionada de
medicamentos, entre outros (MIRANDA et al., 2022). As AgNPs podem ser sintetizadas por
diversas metodologias fisicas, quimicas e biologicas (IRAVANI et al, 2014). Uma destas
metodologias € proposta por Aherne et al. (2008). Esta ocorre em duas etapas, inicialmente
com a obtencdo de esferas metélicas (sementes) com o uso de um polimero como agente
surfactante, o poli(4-estirenosulfonato) - PSSS, que tem preferéncia por algumas faces das
esferas de prata criando defeitos em sua superficie. Essa interagdo do PSSS ¢ determinante para
definir as faces onde ocorrera o crescimento, segunda etapa da sintese de AgNPs, na qual ocorre
a catélise das sementes sintetizadas com o polimero pelo acido ascorbico, seguido da adigdo de
ions Ag", controlando a forma e o tamanho pela quantidade de semente adicionada no meio

reacional, com predominancia de formas prismaticas (>95%).

As nanoparticulas metalicas de metais nobres como ouro, prata e cobre possuem o
fenomeno denominado de ressonancia plasmonica de superficie, que pode ser basicamente
descrito como a interagdo entre a luz ¢ a matéria. Quando ocorre a incidéncia de luz sob os
elétrons localizados na banda de valéncia das nanoparticulas metalicas, resulta na oscilagdo da
nuvem eletronica na superficie destas particulas promovendo a inversao eletronica dessa

superficie, devido a ressonancia plasmodnica os metais nobres em forma coloidal apresentam



coloracdes diversas influenciadas também pela geometria das nanoparticulas (EUSTIS et al.,

2005).

As morfologias das AgNPs se apresentam geralmente como esféricas, porém podem se
apresentar de diversas formas e estdo ligadas intrinsecamente ao tamanho da particula e a
ressonancia de plasmons em sua superficie, possibilitando iniumeras aplicagdes, como por
exemplo, Opticas, cataliticas, farmacéuticas, biomédicas e no desenvolvimento de sensores
(FAIRUZI et al, 2018). Podem ainda ser utilizadas na amplificacao de fluorescéncia por seus
efeitos plasmonicos, atuando na inativagao fotodindmica de microrganismos, que com o auxilio
de um fotossensibilizador e uma fonte de luz sdo produzidos radicais livres que inativam os
microrganismos (JESUS et al., 2018). A Figura 1(a) mostra a variagdo plasmonica de AgNPs
prismaticas obtidas a partir do crescimento de esferas, decorrentes da variagdes de seus
tamanhos. AgNPs prismaticas sdo obtidas através de crescimento anisotropico em meio aquoso,
podendo-se variar sua banda plasmoénica em toda a regido do visivel (400 — 800 nm). Como
demonstrado na Figura 1 (b), nosso grupo de pesquisas tem preparado varios destes sistemas.
Observa-se uma fotografia que mostra dispersoes coloidais de AgNPs em diferentes tamanhos

de particulas prismaticas (18-40 nm), com varia¢do na coloracao destas.

Figura 1 —(a) Variacdo da banda de plasmon com a variagdo de tamanho de nanoprismas
de Ag; (b) dispersodes coloidais contendo nanoprismas de Ag (18 a 40 nm) preparados pelo

Grupo NanoBio/UFPE.
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Existem dificuldades experimentais na preparagao das AgNPs proposta por Aherne et
al. (2008) com relagdo a falta de controle cinético do crescimento das particulas em meio
coloidal, que pode ser ocasionado por diversos fatores como influéncia da luz, temperatura
ambiente, entre outros. A sintese das AgNPs possuem variaveis experimentais (p.ex. controle
da agitacdo magnética e de gotejamento, temperatura do processo, concentragdo relativa dos
reagentes, etc) que resultam em grandes variagcdes de obten¢do das nanoparticulas prismaticas.
Isso vem sendo observado ao longo da realizacao dos experimentos em trabalhos anteriores de
iniciagdo cientifica e diferentes comprimentos de onda de seu maximo de absor¢ao podem
surgir para particulas com o mesmo procedimento experimental utilizado. Estas condi¢des
experimentais podem ser melhor controladas através da automatizacdo de alguns passos
almejando uma metodologia reprodutivel. Além disso, € necessario entender melhor a cinética
da preparagdo, para isso pode-se buscar entender quais sdo fatores ou variaveis que possuem
maior influéncia na sintese de nanoparticulas de prata. Este estudo utilizou ensaios
quimiométricos como ferramenta analitica para determinar quantitativamente a influéncia para
o controle cinético de 3 variaveis (frequéncia de agitagao magnética do sistema de crescimento,
volume de semente disponivel a preparagao e volume de prata depositado gota a gota afim de
promover o crescimento das nanoparticulas em reagdo com o acido citrico), em 2 niveis, se

tratando de um experimento fatorial 2°.

A denominagdo “quimiometria” foi usada pela primeira vez em 1971 pelo quimico
organico Svante Wold, que foi o autor do primeiro trabalho que menciona a palavra
quimiometria, publicado na revista sueca Kemisk Tidskrift em 1972 (FERREIRA, 2015). De
acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura Aplicada (IUPAC), a quimiometria ¢ a
aplicacdo de estatistica a analise de dados quimicos (de quimica orgénica, analitica, quimica
medicinal, etc) e o planejamento de experimentos quimicos e simulagdes (IUPAC, 1997). Dessa
forma, a quimiometria ¢ uma importante ferramenta a ser utilizada, também para fins
farmacéuticos, como no presente trabalho de conclusdo de curso para aperfeicoar a sintese de
AgNPs adaptada do proposto por Aherne et al, 2008. O presente estudo tem como objetivo
principal a padronizagdo da preparacdo de AgNPs para obten¢ao de nanoprismas de prata com

comprimentos de onda da banda de plasmon A > 580 nm, para aplica¢des farmacéuticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar a preparacao de nanoparticulas de prata crescidas por sementes (botton up)
utilizando a quimiometria como ferramenta analitica para melhoramento do controle cinético

do crescimento das particulas em meio coloidal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Buscar uma melhor compreensdo da cinética da preparagdo de AgNPs utilizando
quimiometria como ferramenta analitica;

» Obtengdo de nanoprismas de prata com banda espectral com maximo de absorbancia
acima de 580 nm para aplica¢des farmacéuticas;

» Caracterizagdo das AgNPs optica (espectrofotometria de absor¢do), estrutural

(microscopia eletronica de transmissdo — MET) e carga superficial (potencial Zeta).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas metéalicas possuem desde um pequeno nimero de atomos até
numerosos atomos metalicos (p.ex. uma nanoesfera de prata de 10 nm de didmetro tem
aproximadamente 32725 dtomos de Ag), estabilizados por ligantes, surfactantes, polimeros ou
dendrimeros em suas superficies. A prata ¢ um metal de transi¢do, assim como cobre e ouro, €
um metal macio, branco e brilhante, que possui alta condutividade elétrica e térmica. Tem sido
amplamente conhecida devido aos seus beneficios médicos e terapéuticos. E utilizada de
diversas maneiras como moedas, vasos, solucdes, folhas, suturas e coldéides como logdes,
unguentos e assim por diante. Ha relatos de propriedades médicas da prata datados de mais de
2000 anos. Desde o século XIX, compostos a base de prata tém sido envolvidos na aplicagdo

antimicrobiana (HUSSEIN, 2014).

As AgNPs foram reconhecidas por serem desenvolvidas para varios propositos fisicos,
biologicos e farmacéuticos (NAM et al., 2016). Estas nanoparticulas desempenham um grande
papel no estudo da biologia e da medicina devido as suas propriedades fisico-quimicas
atraentes. Os produtos de prata t€ém sido conhecidos por terem fortes efeitos inibitorios em
c€lulas, assim como um amplo espectro de atividades antimicrobianas (FIRDHOUSE et al.,
2015), que tem sido praticado hé séculos para prevenir e cuidar de varias doengas, a maioria
nomeadamente infeccdes (SHAKEEL et al., 2016). Além disso, as nanoparticulas de prata
possuem atividade antifingica, anti-inflamatdria, antiviral e antiplaquetaria (SHANKAR et al.,
2005). A Figura 2 mostra algumas das aplicagdes das nanoparticulas de prata na area de saude,

em especial para o tratamento contra o cancer.

As propriedades quimicas e fisicas das nanoparticulas fornecem funcdes uteis que
podem ser aplicadas em diferentes areas, como na medicina, biotecnologia, ciéncia dos
materiais e setores de energia (FALCAO-FILHO et al., 2007). Novas aplicagdes de

nanoparticulas estdo sendo apresentadas devido ao seu tamanho, distribui¢ao e morfologia.
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Figura 2 — Esquema representando as aplicagdes de AgNPs em saude.
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Fonte: MIRANDA et al., 2022.

Atualmente a populagdo ¢ exposta diariamente aos novos virus causadores de doengas,
como AIDS, gripe avidria, sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS), virus Zika, virus
Ebola, (ALQAHTANTI et al., 2017; KALIMUTHU ef al., 2017), o novo coronavirus (COVID-
19), entre outros, para tal, o uso de AgNPs como ferramenta no combate da propagacao dos
agentes infecciosos ¢ foco de diversos pesquisadores devido as suas propriedades fisico-
quimicas e biologicas tnicas (KALIMUTHU et al., 2017). Estas pesquisas evidenciam que as

AgNPs tém grande potencial de utilidade para aplicagdes farmacéuticas.

Uma das aplicagdes citadas por MIRANDA et al. (2022) ¢ a utilizagdo de AgNPs em
terapia fotodinamica, que utiliza um fotossensibilizador e uma fonte de luz para promover dano
a células malignas ao organismo. As AgNPs ndo atuam como fotossensibilizadores, porém seu
efeito plasmonico pode amplificar os efeitos de um fotossensibilizador associado a AgNPs,
como por exemplo o azul de metileno (AM), que possui um comprimento de onda maximo de
absor¢ao em 660 nm. O grupo NanoBio/UFPE busca obter conjugados AgNPs + AM para
aplicagdes em terapia fotodinamica, para tal ¢ ideal que as AgNPs possuam um comprimento

de onda maximo de absor¢ao proximo ao do AM, também na coloracao azul acima de 580 nm.
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3.2 RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

A denominacdo plasmonica esta atrelada as propriedades Opticas Unicas apresentadas
por nanoparticulas metalicas, possibilitando a manipulacao ativa da luz em escala nanométrica
(BRONGERSMA e SHALAEYV, 2010). As nanoparticulas metalicas podem ser excitadas por
radiagdo eletromagnética nas regides do ultravioleta, infravermelho e visivel, tendo essa tltima
absor¢ao denominada de banda plasmonica na regido do visivel ou ressonancia plasmonica de
superficie (Surface Plasmon Resonance, SPR) (NETTO-FERREIRA, 2015). Esse fendmeno
acontece pela oscilacdo de elétrons na camada de valéncia dos 4tomos metalicos devido a
excitagdo oOptica promovido por exposi¢do a uma fonte de luz. O comprimento de onda de
absorc¢ao plasmonica (banda de plasmon) é dependente de diversos fatores como tamanho de
particulas, agente estabilizante de superficie e formas geométricas (CORREA, 2017). Observa-
se na Figura 3 a representacdo grafica da ressonadncia plasmonica de superficie localizada

(Localized Surface Plasmon, LSP) e polarizada (Surface Plasmon Polariton, SPP).

Figura 3 - Ressonancia Plasmonica de Superficie (A) localizada e (B) polarizada.
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Fonte: Adaptado de HOU e CRONIN, 2013.
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O SPP ocorre quando fotons de luz incidem em filmes finos metélicos e sdo confinados
em sua superficie. O LSP ocorre quando o didmetro da nanoparticula metélica ¢ muito menor
que o comprimento de onda incidente. Em ambos os casos ocorre ressonancia, as nanoparticulas
de metais nobres como prata e ouro, € outros metais como cobre € cobalto, possuem sua
constante dielétrica alta (-) na parte real e baixa (+) na parte imaginaria, sendo reconhecidas

como nanoparticulas plasmonicas (HOU e CRONIN, 2013).

As particulas de metais nobres como ouro, prata e cobre, adquirem coloragdes
caracteristicas quando suspensas em meio coloidal, devido a posi¢ao da ressonancia no espectro
de absorc¢do, identificado pelo pico maximo de absorbancia, em consequéncia da absor¢do ou
espalhamento de luz nas particulas em determinada faixa do espectro de luz visivel
(MENEGOTTO, 2011). As diferentes coloracdes sdo observadas as cores complementares das
cores absorvidas relacionadas ao comprimento de onda em que se encontra sua absorbancia,
estas cores estdo associadas ao tamanho e morfologia das nanoparticulas, o tamanho das
nanoparticulas de prata aumenta com o aumento do maximo de absorbancia em relagdo ao
comprimento de onda, alterando também a morfologia que pode ser fio, esfera, cubo ou prisma

triangular (DA SILVA et al., 2015), como mostra a Figura 4.

Figura 4 - Espectro de absor¢do UV-Vis apresentando diferentes faixas de absorcdo da
luz (banda plasmonica) de nanoparticulas de prata em diferentes morfologias: fio, esfera, cubo

e prisma triangular, respectivamente.
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Fonte: Adaptado de DA SILVA et al., 2015.
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3.3 QUIMIOMETRIA

De acordo com a Sociedade Internacional de Quimiometria (/nternacional
Chemometrics Society — ICS), a quimiometria ¢ definida como a disciplina quimica relacionada
a medidas realizadas em um sistema ou processo quimico, obtendo informagdes sobre o estado
do sistema através da aplicacdo de métodos matematicos ou estatisticos, empregando uma
logica formal para planejar ou selecionar procedimentos e experimentos em condi¢des 6timas

e promover o maximo de informag¢ao quimica relevante para a analise de dados quimicos.

Em quimica analitica, a quantificacdo de um componente ou de uma propriedade em
uma amostra pode ser obtida por diversas técnicas que estdo condicionadas a uma calibragao.
A calibragao univariada utiliza apenas uma variavel para estabelecer a relacdo quantitativa,
assumindo um sinal seletivo, sendo necessaria a separacao fisica ou quimica dos componentes
da amostra para que estas sejam detectadas por meio de colunas cromatograficas ou métodos
de extragdo. No entanto, a calibragdo multivariada utiliza diversas variaveis, o que permite a
separacdo matematica dos sinais analiticos, dispensando a separagdo fisico-quimica dos
interferentes da amostra, ndo sendo necessario o requisito de sinal analitico seletivo para a

variavel medida, pois a seletividade se da no conjunto de variaveis (BRERETON, 2007).

De acordo com Neves et al. (2002), o planejamento é representado por b¥, sendo que
“k” representa o nimero de fatores ou variaveis e “b” o nimero de niveis escolhidos. Para estes
autores o caso mais simples de planejamento fatorial ¢ aquele em que cada fator k esta presente
em apenas dois niveis (experimento fatorial 2k), ou seja, em um experimento com k fatores (ou
variaveis) e dois niveis, sdo realizadas 2 x 2 x ... x 2 (k vezes) = 2k observacdes da variavel
resposta. Esta representa¢do mostra que, se em um planejamento forem escolhidos 2 diferentes

niveis para 3 fatores (2°), o nimero de tratamentos diferentes a serem realizados sera 8.
Para identificar as tentativas individuais € utilizada, dentre outras, a seguinte notagao:

» Os fatores sdo representados por letras;
» Os niveis pelos sinais de mais (+) e de menos (-);
» O sinal de menos (-) representa o nivel inferior, a condi¢ao atual ou a auséncia

de fator.

O presente estudo pretende analisar o comportamento plasménico de AgNPs

relacionadas a cinética variada de sua sintese. A propriedade plasmodnica ¢ relacionada as
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propriedades de texturas dos nanomateriais, sendo importante o controle do tamanho,
morfologia e composi¢do para modular a aplicabilidade dessas particulas. A utilizagdo desta
estratégia ¢ possivel pela tecnologia de sintese controlada de nanoparticulas, realizando o
controle fino e preciso de parametros de processo durante e apos a producao das nanoparticulas
de prata, tendo como a principal ferramenta deste estudo a quimiometria. O controle pode ser

analisado pela técnica de Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis).
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARACAO DE AgNPs

Reagentes: Citrato de Sodio (TSC, Sigma Aldrich, 99%); Poli(4-estirenosulfonato) (PSSS,
Sigma Aldrich, 1000 kDa); Borohidreto de S6dio (NaBH4, Sigma Aldrich, 98%); Nitrato de
Prata (AgNO;, Sigma Aldrich, 98%); Acido Ascérbico (Sigma Aldrich, 99%).

Método:

A preparacao das nanoparticulas foi realizada adaptando-se a metodologia de Aherne et
al., 2008. Resumidamente, sementes de prata foram produzidas em meio aquoso através da
combinacdo de solu¢do de citrato de sodio (5 mL a 2,5 mmol.L!), solu¢do de PSSS 1.000 kDa
(0,25 mL, 500 mg.L") e solucdo de borohidreto de sédio (NaBH4 0,3 mL, 10 mmol.L!, recém
preparada), seguido pela adi¢do de solugdo aquosa de AgNO; (0,5 mmol.L™!, gota a gota). O
crescimento foi realizado, sob agitagdo com frequéncia variavel, com 5 mL de solugdo de acido
ascorbico (75 uL, 10 mmol.L!) e volumes variados da semente, seguido pela adi¢io de solugio
aquosa de AgNOs (0,5 mmol.L'") variando volume de AgNOs. Apds o fim da sintese, foi
adicionada uma solucdo aquosa do agente estabilizante citrato de sddio (0,5 mL a 25 mmol.L"
1), para evitar a agregacdo das particulas. As Figuras 5 e 6 ilustram a esquematizagdo da

preparagdo de nanoparticulas de prata através do método semente/crescimento.
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Figura 5 — Esquematizacdo da preparacdo de AgNPs (parte 1). (a) Solugdes utilizadas
no processo com suas devidas concentragdes; (b) Preparacdo da semente de AgNPs; (c)

Preparagao para o crescimento de AgNPs, ponto de partida.
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Figura 6 — Esquematizacdo da preparacdo de AgNPs (parte 2). (d) Crescimento de
AgNPs observado pelas alteracdes de coloragdo do meio devido a sua modificagdo estrutural e
seu poder de efeito plasmonico; (e) Finalizacdo do processo de crescimento de AgNPs e

caracterizacao por espectrofotometria UV/Vis identificando a banda de plasmon.
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4.2 OTIMIZACAO DA PREPARACAO DE AgNPs UTILIZANDO QUIMIOMETRIA

Para otimizar a preparacdo de AgNPs e conseguir um maior controle cinético no
crescimento das sementes (e portanto maior reprodutibilidade), utilizou-se do ensaio
quimiométrico como ferramenta analitica onde foi selecionado 2 niveis para 3 varidveis, se
tratando de um experimento fatorial 2°, sendo executados 8 vezes o experimento para todas as

possiveis combinagdes. Foram definidas 3 varidveis experimentais (frequéncia de agitacao do
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sistema; volume de semente a ser adicionada na etapa de crescimento; volume de AgNOs a ser
adicionado gota a gota na etapa de crescimento). Para cada uma destas varidveis foi atribuido
um polo positivo (+) igual ao maior valor de frequéncia de agitacao ou volume a ser adicionado
no sistema, e um polo negativo (-) igual ao menor valor de frequéncia de agitacao ou volume a
ser adicionado no sistema, totalizando 8 experimentos diferentes por ensaio realizados em
triplicata. Foram realizados 2 ensaios quimiométricos utilizando as mesmas 3 varidveis com
alteracdo dos niveis de cada varidvel, afim de amplificar a compreensao da cinética da
metodologia proposta e observar quais condi¢des alcancam mais proximidade com a obtencao
de AgNPs com maximo de absor¢do em um comprimento de onda acima de 580 nm. A seguir
as varidveis e niveis do primeiro e segundo ensaio quimiométrico realizado no presente estudo,
a Tabela 1 exp0e as variaveis e niveis conforme cada amostra preparada, totalizando 8 amostras

por experimento fatorial 23.

» Primeiro Ensaio Quimiométrico — Padronizagdo da Sintese de AgNPs
o Variaveis Experimentais:
1. Agitacdo Magnética
(+) 700 rpm (-) 500 rpm

2. Volume de Semente

(+) 4 mL (-)3mL
3. Volume de AgNOs
(+) I5mL (-) 10 mL

» Segundo Ensaio Quimiométrico — Padronizagdo da Sintese de AgNPs
o Varidveis Experimentais:

1. Agitacdo Magnética
(+) 500 rpm (-) 300 rpm

2. Volume de Semente
(+) 3 mL (-) 2 mL

3. Volume de AgNO3
(+)25mL (-) 15mL
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Tabela 1 - Exposi¢des das variaveis experimentais das 8 amostras obtidas em cada um

dos ensaios quimiométricos propostos, realizados em triplicata.

IAmostras/Ensaios 1 2 3
1 + + +
2 + - -
3 + + -
4 + - +
5 - + -
6 - - +
7 - +
8 - R -

Fonte: Proprio autor.

4.3 CARACTERIZACAO OPTICA E ESTRUTURAL DOS SISTEMAS

Suspensdo contendo AgNPs foram caracterizados utilizando-se espectroscopia de
absor¢do eletronica na regido do UV-Vis, na regido entre 350 e 800 nm, utilizando

espectrofotdmetro modelo Evolution 600s (Thermo Scientific®).

Foram analisados os potenciais zeta de superficie das sementes e dos nanoprismas
obtidos, utilizando Zetasizer Nanoseries S90 (Malvern Analitica, UK). Aliquotas de 5 mL de
cada sistema foi combinado a 50 mL de dgua deionizada, com posterior sonicacao das amostras

por 30 minutos. Cerca de 1 mL de cada amostra foi retirada para andlise.

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo foram adquiridas num
microscopio eletronico Spirit Biotwin G2 a 120 kV (FEI Tecnai), acoplado a uma cdmera CD
MegaView Olympus 2K e Eagle 4K. As amostras foram preparadas gotejando-se
aproximadamente 10 puL da suspensdo de AgNPs concentrada em uma grade de cobre com
filme de carbono e deixando-se secar antes da visualizacao. Aspectos morfologicos das imagens
foram analisados por meio do software ImageJ. O tamanho das particulas (D) foi definido pelo
seu comprimento longitudinal (obtido de uma ponta até a base oposta), e a largura foi obtida

pela medicdo das particulas empilhadas lateralmente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PRIMEIRO ENSAIO QUIMIOMETRICO DE PREPARACAO DE AgNPs

Este ensaio foi realizado em triplicata, e serdo expostos aqui os resultados de cada uma
dessas réplicas do primeiro ensaio quimiométrico de sintese de AgNPs. A Figura 7 mostra 3
fotografias das 3 réplicas dos experimentos, em cada uma das réplicas 8 amostras foram obtidas
no primeiro ensaio quimiométrico. A variagdo das cores das amostras de AgNPs esta
relacionada a banda de plasmom e o nimero do sistema relaciona-se ao experimento fatorial

utilizado.

Figura 7 — (a) Amostras de AgNPs produzidas na primeira réplica; (b) amostras de
AgNPs produzidas na segunda réplica; (c) amostras produzidas na terceira réplica; do primeiro

ensaio quimiométrico da sintese de AgNPs, enumeradas de 1 a 8.
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Fonte: Proprio autor.

ApoOs a obtencdo das amostras foi realizado a caracterizagdo Optica através de
espectrofotometria de absor¢ao UV-Vis utilizando a faixa espectral entre 350 nm até 850nm de
comprimento de onda, assim foi possivel obter a banda de plasmon de cada uma das 24 amostras
obtidas neste primeiro ensaio quimiométrico. A Figura 8 mostra a banda de plasmon das 8
amostras obtidas na primeira réplica deste primeiro ensaio. Apenas as amostras 1 e 2

apresentaram coloragdo azul.
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Figura 8 — Espectros de absor¢do das 8 amostras, identificadas respectivamente por
numeros de (1) até (8) da primeira réplica deste primeiro ensaio proposto.
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E possivel observar na Figura 8 dois maximos de absorgdo em todas as amostras, o
primeiro, da esquerda para a direita, refere-se ao residuo de semente que ndo conseguiu crescer,
e o segundo referem-se as AgNPs crescidas. A preparacao da semente ¢ muito importante para
o procedimento como um todo, as sementes foram preparadas todas seguindo o mesmo
procedimento, um dos parametros muito importantes de se ter o controle nessa preparagdo ¢ o
gotejamento do AgNOs, a taxa de entrega da fonte de prata ¢ a maior responsavel pelo
desenvolvimento das nanoparticulas, a suspensao de sementes precisa ser pouco concentrada
para promover um melhor crescimento das AgNPs. Nao ¢ favoravel se ter uma intensidade de
absorbancia mais alta de residuo de semente do que a banda de plasmon da AgNP produzida,
pois indica baixo rendimento de produgdo de AgNPs crescidas. Nesta réplica apenas a amostra

8 obteve uma intensidade maior de AgNPs em comparacdo com o residuo de sementes.

A Figura 9 mostras os espectros de absor¢cdo das 8 amostras da segunda réplica deste
experimento fatorial. Nota-se que nenhuma das amostras obteve uma intensidade maior de
residuo de semente em comparagao com a 0 maximo de absorbancia em comprimento de onda
das AgNPs crescidas. Nesta segunda réplica as amostras 2 e 4 apresentaram a cor azul com

maximo de absorbancia acima de 580 nm.

Figura 9 - Espectros de absor¢do das 8 amostras, identificadas respectivamente por

numeros de (1) até (8) da segunda réplica deste primeiro ensaio proposto.
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| Amostra 4 - Segunda Triplicatal
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Fonte: Proprio autor.

A Figura 10 mostra as bandas de pldsmon das 8 amostras da terceira réplica deste

experimento. A amostra 1 obteve uma intensidade maior de residuo de semente em comparagao

com a o0 maximo de absorbancia em comprimento de onda das AgNPs crescidas, bem como

também, apenas a amostra 1 alcangou a coloragdo azul chegando acima de 580 nm.



numeros de (1) até (8) da terceira réplica deste primeiro ensaio proposto.
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Fonte: Proprio autor.

26

Figura 10 - Espectros de absor¢do das 8 amostras, identificadas respectivamente por
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Os niveis foram denominados como (+) ou (-), indicando o nivel mais baixo e o nivel
mais alto conforme apresentado na Tabela 2, e as varidveis abordadas na sintese de AgNPs
foram (i) a frequéncia em rpm da agitacdo magnética utilizada no processo de crescimento das
sementes, (ii) o volume em mL de sementes que foi adicionada ao sistema para iniciar seu
processo de crescimento e (iii) o volume (mL) de AgNO3 que em meio ao acido citrico promove
o crescimento das sementes esféricas, atuando também em conjunto com o polimero PSSS que
ordena para o formato prismatico das nanoparticulas de prata. A resposta (1) ¢ dada pela média
+ desvio padrdao dos valores maximos de absorbancia de pldsmon obtidos em cada uma das

réplicas.

Tabela 2 — Dados do primeiro ensaio quimiométrico.

Agitacio Magnética (rpm) Volume de Semente (mL) Volume de AgNO;
*) ) ) ) ) )
700 500 4 2 15 10
Variaveis Codificadas

Agitacao Magnética Volume de Semente Volume de AgNO; Resposta (1)
+ + + 582 433 nm

+ - § 617 + 64 nm
+ + - 531 +43 nm
+ - + 600 =31 nm

- + - 470 £33 nm

- - + 554 %5 nm

- + + 478 +41 nm

- B B 545+ 25 nm

Niveis das Variaveis

Agitacdo Magnética Volume de Semente Volume de AgNO3 Resposta (A)
700 4 15 582+ 33 nm

700 2 10 617+ 64 nm

700 4 10 531 +43 nm

700 2 15 600 =31 nm

500 4 10 470 £33 nm

500 2 15 554 + 5 nm

500 4 15 478 41 nm

500 2 10 545 + 25 nm

Fonte: Proprio autor.

A Figura 11 traz a ilustracdo de um cubo de delineamento obtido a partir dos dados da

Tabela 2, para leitura correta do cubo fatorial ¢ preciso visualizar os 3 eixos X, y € z, onde x ¢
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a frequéncia de agitacdo magnética em rpm, y ¢ o volume de semente em mL, e z é o volume

de AgNO; em mL. Cada eixo mostra 0 méximo e o minimo dos niveis das varidveis, sendo

obtida a resposta (A) que ¢ o comprimento de onda em nm do méximo de absorbancia de cada

uma das amostras sintetizadas. Busca-se obter particulas com méaximo de absorbancia acima de

580 nm, a partir disso avaliamos as respostas obtidas calculando os efeitos principais de cada

uma das variaveis, conforme a Tabela 3.

Figura 11 — Cubo de delineamento fatorial do primeiro ensaio quimiométrico.

Volume de Semente (mL)

-+

Frequéncia de Agitacio Magnética (rpm)

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 3 — (a) Efeitos da frequéncia de agitacdo magnética; (b) Efeitos do volume de

semente; (¢) Efeitos do volume de AgNO3; ambos os efeitos do primeiro ensaio quimiométrico.

Volume da Semente (mL) Volume de AgNO; F;e(s-go;t)?) (:gm F:Tv[e:-l;OSSG;?] E';;))m Efeito Fam () - Fam (-)
4 15 582 nm 478 nm 104
2 15 600 nm 554 nm 46
4 10 531 nm 470 nm 61
2 10 617 nm 545 nm 72
Efeito Principal da Frequéncia de Agitacio Magnética (Fam) (valor médio dos efeitos) 71

Agitacdo Magnética (rpm) Volume de AgNO3 Resposta (A) Vs (+) 4 mL | Resposta (o) Vs (-) 2 mL Efeito Vs (+) - Vs (-)
700 15 582 nm 600 nm -18
700 10 531 nm 617 nm -86
500 15 478 nm 554 nm -76
500 10 470 nm 545 nm =75
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Efeito Principal do Volume da Semente (Vs) (valor médio dos efeitos) -64
Agitacio Magnética (rpm) | Volume da Semente (mL) VAI::S:)(O-I-S; 2 50‘1:1L Vf;::f(()-s)tallo(ﬁL Efeito Vagnos () - Vagnos ()
700 4 582 nm 531 nm 51
700 2 600 nm 617 nm -17
500 4 478 nm 470 nm 8
500 2 554 nm 545 nm 9
Efeito Principal da Volume de AgNO3 (Vagno3) (média dos efeitos) 13

Fonte: Proprio autor.

Os efeitos sdo obtidos calculando-se a diferenca entre a resposta (1) quando sua variavel
de interesse esta no nivel (+) menos a resposta (A) com o nivel (-) da varidvel de interesse.
Assim, ¢ possivel obter os efeitos principais através da média dos efeitos de cada variavel, 71
+ 21 para a frequéncia de agitacdo magnética em rpm, -64 £+ 17 para o volume de semente em
mL e 13 + 18 para o volume de AgNO3. Novamente ¢ utilizado o cubo fatorial para ilustrar os
efeitos de cada variavel, na Figura 12 as arestas do cubo representam a diferenca entre as
respostas para cada uma das 4 combinagdes das variaveis fixadas, onde a seta no centro do cubo

indica a direcdo em que a diferenca foi calculada.

Figura 12 — Cubo fatorial dos efeitos das variaveis do primeiro ensaio quimiométrico.
E— Vi T VAgN03
Frequéncia de Agitacio Magnética (rpm) Volume de Semente (mL) Volume de AgNO, (mL)

Fonte: Proprio autor.

Observa-se na Figura 12 que os efeitos interagem entre as variaveis, para obter o efeito
dessa interacao ¢ calculado, a cada duas variaveis, a média das 4 respostas quando os niveis sao
iguais (++ e --) e a média das 4 respostas quando os niveis sdo opostos (+- € -+). Apos ¢ feito a

diferenca da média de niveis iguais menos a média de niveis diferentes.

Tabela 4 — Efeitos de cada varidvel e Interacdes entre os efeitos das varidveis & o erro

padrao obtido através do desvio padrao das respostas (A) do primeiro ensaio quimiométrico.
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Fatores, Interacdes e Efeitos + Erro Padrao

Frequéncia de Agitacio Magnética (Fam) 71+£19
Volume de Semente (Vs) -64+ 19
Volume de AgNO3 (Vagno3) 13+19
Fam x Vs 12+ 19
Fam X Vagnos 4+19
Vs X VagNos 17+ 19

Fonte: Proprio autor.

Um efeito ¢ significativo se temos evidéncias o suficiente para dizer que o valor o qual
ele estima € diferente de zero. Neste caso, o efeito estimado deve ser consideravelmente maior
que o seu erro padrdo, caso contrario a imprecisdo da estimativa ndo nos permite garantir que
ela esta estimando algo diferente de zero (MONTGOMERY, 2009). Assim, baseado na teoria
estatistica de planejamento de experimentos, foi considerado como significativos os efeitos que
sdo 2.3 vezes maior que o erro padrdao. O erro padrao calculado foi £ 19, ou seja os efeitos
significativos neste primeiro ensaio quimiométrico sao a frequéncia de agitagdo magnética e o
volume de semente. No entanto, nenhuma interacdo entre as varidveis foi significativa neste

ensaio.

O potencial zeta foi analizado para a amostra 2 e realizada em triplicata (como mostrado
na Figura 13). A primeira triplicata, Figura 13 (a), apresentou um potencial zeta de C =-43,8 &+
18 mV e uma condutividade de 0,0138 mS/cm. Nesta andlise foram observados 3 picos, o
primeiro em £ = -32,9 mV (area = 61,6%), o segundo em { = -65,9 mV (4rea = 24,2%) e o
terceiro em € = -52,1 mV (area = 11,3%). A segunda triplicata, Figura 13 (b), apresentou um
potencial zeta de { =-42,0 £ 19 mV e uma condutividade de 0,0235 mS/cm. Nesta anélise foram
observados 3 picos, o primeiro em = -38,7 mV (area = 67,6%), o segundo em C = -64,6 mV
(area de 14,7%) e o terceiro em § =-12,9 mV (4rea de 11,6%). A terceira triplicata, Figura 13
(c), apresentou um potencial zeta de £ =-46,7 £ 16 mV e condutividade de 0,0201 mS/cm. Para
esta ultima analise foram observados 3 picos, o primeiro em § = -53,6 mV (4rea = 58,8%), o
segundo em ¢ = -32,6 mV (area = 38,7%) e o terceiro em £ = -89,3 mV (drea = 2,1%). De
acordo com RODRIGUES et al. (2020), a medi¢cdo do potencial Zeta das particulas de AgNPs
mostrou como esperado, valores muito negativos indicando uma grande estabilidade do sistema

coloidal, e que as cadeias PSSS estdo revestindo as particulas.
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Figura 13 — Distribuicao do potencial zeta de AgNPs do primeiro ensaio quimiométrico.
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Fonte: Proprio autor.
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5.2 SEGUNDO ENSAIO QUIMIOMETRICO DE PREPARACAO DE AgNPs

Este ensaio foi realizado em duplicata, e serdo expostos aqui os resultados de cada uma
dessas réplicas do segundo ensaio quimiométrico de sintese de AgNPs. A Figura 14 mostra 2
fotografias das 2 réplicas dos experimentos, em cada uma das réplicas 8 amostras foram obtidas

no segundo ensaio quimiométrico. Observa-se novamente a variagdo das cores das amostras.

Figura 14 — (a) Amostras de AgNPs produzidas na primeira réplica; (b) amostras de
AgNPs produzidas na segunda réplica; (c) amostras produzidas na terceira réplica; do primeiro

ensaio quimiométrico da sintese de AgNPs, enumeradas de 1 a 8.

Fonte: Proprio autor.

A partir da preparacao de cada uma das amostras foi realizada a caracterizagdo Optica
por espectrofotometria de absorcdo UV-Vis para se obter a banda de pldsmon de cada uma
delas. A Figura 15 observam-se os espectros de absor¢do das 8 amostras obtidas na primeira

réplica deste segundo ensaio quimiométrico.
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Figura 15 - Espectros de absor¢do das 8 amostras, identificadas respectivamente por
numeros de (1) até (8) da primeira réplica deste segundo experimento.
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Fonte: Proprio autor.
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Como exposto na Figura 15, as amostras 2 e 8 apresentaram um maximo de absor¢ao
no comprimento de onda correspondente ao residuo de semente na suspensao com intensidade
maior que a banda de AgNPs, e apenas a amostra 6 atingiu a cor azul tendo sua banda de
plasmon com maximo acima de 580 nm. A Figura 16 representa as 8 amostras preparadas na 2?
réplica deste ensaio quimiométrico, nenhuma das 8 amostras apresentou maximo de absor¢ao
equivalente a residuo de semente o que demonstra uma melhora no rendimento da preparagao,

€ apenas a amostra 2 apresentou seu maximo da banda de plasmon acima de 580 nm.

Figura 16 - Espectros de absor¢do das 8 amostras, identificadas respectivamente por

nimeros de (1) até (8) da segunda réplica deste segundo experimento.
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Fonte: Proprio autor.

Os niveis denominados como (+) ou (-), foram alterados neste segundo ensaio
quimiométrico conforme apresentado na Tabela 2, e as variaveis abordadas na sintese de AgNPs
permaneceram as mesmas sendo, (i) a frequéncia em rpm da agitacdo magnética utilizada no
processo de crescimento das sementes, (i1) o volume em mL de sementes que foi adicionada ao
sistema para iniciar seu processo de crescimento e (iii) o volume (mL) de AgNO3 que em meio
ao acido citrico promove o crescimento das sementes esféricas, atuando também em conjunto
com o polimero PSSS que ordena para o formato prismatico das nanoparticulas de prata. A
resposta (1) ¢ dada pela média = desvio padrao dos valores maximos de absorbancia de plasmon

obtidos em cada uma das réplicas com os resultados demonstrados na Tabela 5.



Tabela 5 — Dados do segundo ensaio quimiométrico.

Agitacio Magnética (rpm) Volume de Semente (mL) Volume de AgNO;
) ) ) ) () )
500 300 3 2 25 15
Variaveis Codificadas

Agitagdo Magnética Volume de Semente Volume de AgNO; Resposta (1)
+ M + 549 £ 20 nm

* - - 558 +33 nm

+ M - 545 £ 13 nm

* - * 537+27 nm

- M - 569 4 nm

- - * 524 + 50 nm

- * * 506 + 70 nm

- B B 533 £44 nm

Niveis das Variaveis

Agitagdo Magnética Volume de Semente Volume de AgNO3 Resposta (A)
. 3 25 549 +20 nm

A 2 15 558 + 33 nm

300 3 15 545+ 13 nm

300 2 23 537427 nm

300 3 15 569 + 4 nm

300 2 23 524 + 50 nm

300 3 2 506 + 70 nm

300 2 15 533 +44 nm

A Figura 17 traz a ilustracdo de um cubo de delineamento obtido a partir dos dados da

Fonte: Proprio autor.

36

Tabela 5, o cubo fatorial foi elaborado conforme exposto no primeiro ensaio quimiométrico. A

partir das médias dos méximos de absorbancia das amostras ¢ calculado os efeitos conforme a

Tabela 6.



Figura 17 — Cubo de delineamento fatorial do segundo ensaio quimiométrico.

Volume de Semente (mL)
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Frequéncia de Agitacio Magnética (rpm)

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 6 — (a) Efeitos da frequéncia de agitagdo magnética; (b) Efeitos do volume de

semente; (c) Efeitos do volume de AgNO3; ambos os efeitos do segundo ensaio quimiométrico.

Volume da Semente (mL) Volume de AgNO; Fl\lnlqe(sgosstt)i:) (:‘;m Ff;ez_[;o; (t)z ?l;)m Efeito Fam (1) - Fam (<)
3 25 549 nm 506 nm 43
2 25 537 nm 524 nm 13
3 15 545 nm 569 nm -24
2 15 558 nm 533 nm 25
Efeito Principal da Frequéncia de Agitacio Magnética (Fam) (valor médio dos efeitos) 14

Agitacio Magnética (rpm) Volume de AgNO3 Resposta (A) Vs (+) 3 mL | Resposta (1) Vs (-) 2 mL Efeito Vs (+) - Vs (-)
500 25 549 nm 537 nm 12
500 15 545 nm 558 nm -13
300 25 506 nm 524 nm -18
300 15 569 nm 533 nm 36
Efeito Principal do Volume da Semente (Vs) (valor médio dos efeitos) 17

Agitacdo Magnética (rpm) | Volume da Semente (mL) V:::sf(o-f)t ; S(Ar)nL V::s(s)f ?_S)til' 5031L Efeito Vagnos () - Vagnos (<)
500 3 549 nm 545 nm 4
500 2 537 nm 558 nm 221
300 3 506 nm 569 nm -63
300 2 524 nm 533 nm -9
Efeito Principal da Volume de AgNO3 (Vgno03) (média dos efeitos) -89
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Fonte: Proprio autor.

Os efeitos foram calculados conforme descrito no primeiro ensaio quimiométrico. Foi
obtidos os efeitos principais através da média dos efeitos de cada variavel, 14 = 21 para a
frequéncia de agitacdo magnética em rpm, 17 + 21 para o volume de semente em mL e -89 +
21 para o volume de AgNO3. Novamente ¢ utilizado o cubo fatorial para ilustrar os efeitos de
cada variavel, na Figura 18 as arestas do cubo representam a diferenca entre as respostas para
cada uma das 4 combinacdes das variaveis fixadas, onde a seta no centro do cubo indica a

direcdo em que a diferenca foi calculada.

Figura 18 — Cubo fatorial dos efeitos das variaveis do segundo ensaio quimiométrico.
VST Vagnos

Frequéncia de Agitacao Magnética (rpm) Volume de Semente (mL) Volume de AgNO; (mL)
(]

Fonte: Proprio autor.
Na Figura 18 nota-se que os efeitos interagem entre as varidveis, para obter o efeito
dessa interacdo ¢ calculado, a cada duas varidveis, a média das 4 respostas quando os niveis sao

iguais (++ e --) e a média das 4 respostas quando os niveis sdo opostos (+- € -+). ApoOs € feito a

diferenca da média de niveis iguais menos a média de niveis diferentes, conforme a Tabela 7.

Tabela 7 — Efeitos de cada variavel e Interagdes entre os efeitos das variaveis + o erro

padrdo obtido através do desvio padrdo das respostas (1).

Fatores, Interagdes e Efeitos + Erro Padrao

Frequéncia de Agitacio Magnética (Fam) 14+ 21
Volume de Semente (Vs) 17+ 21
Volume de AgNO3 (Vagno3) -89 £21
Fam x Vs 5+21
Fam x Vagnos 14 +£21

Vs X VagNos -7+£21
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Fonte: Proprio autor.

O erro padrao calculado foi &+ 21, ou seja, o efeito significativo neste segundo ensaio
quimiométrico ¢ apenas o volume de AgNO3 que nao foi significativo no primeiro ensaio. Mais

uma vez nenhuma interagdo entre as variaveis foi significativa neste ensaio.

Foi analisado o potencial zeta em uma das amostras deste estudo (amostra 6) realizado
em triplicata, a Figura 19 mostra os graficos obtidos. A primeira triplicata, Figura 19 (a),
apresentou um potencial zeta = -41,7 + 14 mV e condutividade de 0,0211 mS/cm. Para esta
analise foram observados 3 picos, o primeiro em € = -36,6 mV (area = 79,0%), o segundo em
€=-62,1 mV (area de 19,3%) e o terceiro em £ =-89,9 mV (4rea de 1,5%). A segunda triplicata,
Figura 19 (b), apresentou um potencial zeta { = -43,0 £ 23 mV e condutividade de 0,0209
mS/cm. Nesta analise foram observados 3 picos, o primeiro em £ = -29,8 mV (area de 62,5%),
o segundo em ¢ = -60,9 mV (area = 31,6%) e o terceiro em £ = -100 mV (area de 3,3%). A
terceira triplicata, Figura 19 (c) apresentou um potencial zeta { =-46,7 £ 15 mV e condutividade
de 0,0211 mS/cm. Nesta anélise foram observados 3 picos, o primeiro em £ = -38,0 mV (area
=61,8%), o segundo em £ = -56,6 mV (4&rea de 26,9%) e o terceiro em = -76,1 mV (4rea =
10,5%). Mais uma vez de acordo com RODRIGUES et al. (2020), a medi¢gao do potencial Zeta
das particulas de AgNPs mostrou como esperado, valores muito negativos indicando uma

grande estabilidade do sistema coloidal, e que as cadeias PSSS estdo revestindo as particulas.

Figura 19 — Distribui¢do do potencial zeta de AgNPs do primeiro ensaio quimiométrico.
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5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRASMISSAO

Imagens de microscopia de duas amostras (amostra 2 do primeiro ensaio e 6 do segundo
ensaio quimiométrico) estdo apresentadas nas Figura 20 e Figura 21. YARAKI et al. (2020)
fez a microscopia eletronica de transmissao em trés amostras de AgNPs que mostraram uma
distribui¢@o uniforme de tamanhos de particulas com um didmetro médio de 14 + 3 (14 nm
AgNPs), 40 + 9 nm (40 nm AgNPs) e 80 + 13 nm (80 nm AgNPs), respectivamente, alcangando
valores do diametro médio de AgNPs maiores do que no presente estudo, conforme discutido a

seguir.

Figura 20 — Imagens de microscopia eletronica de transmissdo da amostra 6 da primeira
duplicata do segundo ensaio quimiométrico (Amax 585 nm). (a,b,c) Imagens de campo claro

das particulas de AgNPs. (d) Espectro de absor¢do correspondente da amostra. Na figura esta

também o histograma realizado.
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Figura 21 - Imagens de microscopia eletronica de transmissao da amostra 2 da primeira
triplicata do segundo ensaio quimiométrico (Amax 400 e 689 nm). (a,b,c) Imagens de campo
claro de AgNPs; (d) Perfil espectral de absor¢do das particulas e (e) histograma de distribui¢ao

do tamanho com didmetro médio.
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Observam-se em todas as imagens particulas de diferentes morfologias (triangulares,
semiprismaticas e circulares) porém observa-se que se tratam de particulas de espessura fina.
De fato, nas amostras da Figura 20 conseguiu-se observar variadas particulas que secaram
mantendo-se associadas umas as outras em sequéncia possibilitando a estimativa da espessura.
Nestas a espessura média ficou em 41 nm. Na distribuicdo das amostras apresentadas na Fig.
20 observa-se uma populacdo maior para particulas maiores, comparadas as sementes. Em
contraste, na Figura 21 observam-se quase que duas populagdes, condizendo com o perfil
espectral, onde se observa a presenca de uma expressiva populacdo de sementes, além das

outras particulas crescidas.
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6 CONCLUSAO

O estudo quimiométrico realizado mostrou evidenciou uma falta de controle cinético da
preparagao de AgNPs pelo método de crescimento por sementes. Foram analisadas as variaveis
taxa de agitacao, volume de semente utilizado para o crescimento e volume de AgNO3 ofertado
no crescimento gota a gota. Das 40 amostras de AgNPs preparadas nos dois ensaios
quimiométricos, 10 amostras apresentaram um comprimento de onda maximo de absorgdo
caracteristico de residuo de semente com intensidade maior que o pico que representa as AgNPs
crescidas, indicando um baixo rendimento no crescimento das nanoparticulas de prata, bem
como destas amostras apenas 9 apresentaram um maximo de absor¢ao acima de 580 nm em sua
banda plasmonica, que ¢ de interesse ao grupo de pesquisa NanoBio/UFPE para posterior
conjugacdo com o azul de metileno para aplicacdo em terapia fotodindmica. S3o necessarios
mais estudos controlando outras possiveis variaveis que interferem na cinética desta
preparacdo, como, temperatura, exposicao de luz e taxa de gotejamento na oferta de nitrato de
prata. Pois € possivel observar que outros fatores podem também ser significativos para esta

metodologia de preparacdo de AgNPs.
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