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RESUMO

A busca por novos materiais nanoestruturados com atividade antimicrobiana e, que
surjam como alternativa em aplicagbes biotecnologicas tem sido destaque na
atualidade. Tal fato deve-se ao aumento nos ultimos anos de cepas bacterianas
cada vez mais resistentes a agentes antibacterianos e antibiéticos convencionais.
Dentro deste contexto, 0 emprego de recursos naturais no desenvolvimento destes
materiais nanoestruturados torna-se interessante por se tratar de uma oportunidade
para agregar valor a um produto regional, abundante, de baixo custo e ainda pouco
explorado comercialmente, como é o caso do argilomineral palygorskita (Pal). Dessa
forma, o objetivo dessa pesquisa foi o desenvolvimento de um nanocompdsito
utilizando a palygorskita (Pal), nanoparticulas de prata (AgNPs) e goma de cajueiro
(GC) para aplicagcbes como agente antibacteriano. No sentido de analisar a
originalidade do trabalho, foi realizada uma pesquisa de prospeccado cientifica e
tecnologica nas bases cientificas da Web of Science, Scopus e Scielo, bem como,
nos bancos de patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial — INPI,
Escritério Europeu de Patentes — Espacenet e Escritério de Patentes e Marcas dos
Estados Unidos — USPTO, o que demonstrou que o0 nhanocompésito de
Pal/AgNPs/GC obtidos via sintese verde para aplicacdo como agente antibacteriano
€ algo inovador, visto que ndo foi encontrado nenhum relato na literatura com
abordagem semelhante. Dessa forma, as AgNPs foram sintetizadas via sintese
verde, utilizando o sal precursor nitrato de prata (AgNO3) e polissacarideos naturais
exsudados da goma de cajueiro (Anacardium ocidentalle L.) sendo estas
caracterizadas pelas técnicas de Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-visivel
(UV-vis), Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), Potencial zeta e Microscopia
Eletronica de Transmissao (TEM), confirmando a formagdo com sucesso das AgNPs
de formato esférico e seu revestimento com a goma de cajueiro (GC). A Pal passou
por tratamentos fisicos e quimicos para a remocao de impurezas e matéria organica.
A Pal e o nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC foram caracterizados por Difracdo de
Raios — X (DRX), Area superficial (Sger), Analises Térmicas, Espectroscopia na
regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e
Microscopia Eletrbnica de Transmissao (TEM). Tais técnicas comprovaram a
reducdo de impurezas na palygorskita, como também a forma¢do do nanocompasito
de Pal/AgNPs/GC. Foi avaliada também a atividade antibacteriana da Pal, das
AgNPs e do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC pelo método de contato direto contra
cepas de Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-negativa).
Tais resultados mostraram que 0 nanocompdsito obtido apresentou 0s maiores
efeitos de inibicdo tanto para as bactérias de S. aureus (85,3%), quanto para as
bactérias de E. coli (70,2%). O nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC também nao
apresentou toxicidade frente a Artemia salina. Desse modo, os nhanocompdsitos de
Pal/AgNPs/GC sé&o considerados promissores com grande potencial de aplicacao
como agente antibacteriano.

Palavras-chave: Nanocompdsitos, sintese verde, palygorskita, nanoparticulas de
prata, agente antibacteriano.



ABSTRACT

The search for new nanostructured materials with antimicrobial activity and that
appear as an alternative in biotechnological applications has been highlighted today.
This fact is due to the increase in recent years of bacterial strains increasingly
resistant to antibacterial agents and conventional antibiotics. Within this context, the
use of natural resources in the development of these nanostructured materials is
interesting because it is an opportunity to add value to a regional product, abundant,
of low cost and still little explored commercially, as is the case of palygorskita clayeye
(Pal). Thus, the objective of this research was the development of a nanocomposite
using palygorskite (Pal), silver nanoparticles (AgNPs) and cashew gum (GC) for
applications as an antibacterial agent. In order to analyze the originality of the work, a
research of scientific and technological prospecting was carried out in the scientific
bases of the Web of Science, Scopus and Scielo, as well as in the patent banks of
the National Institute of Industrial Property - INPI, European Patent Office -
Espacenet and the United States Patent and Trademark Office - USPTO, which
demonstrated that the Pal/AgNPs/GC nanocomposite obtained through green
synthesis for application as an antibacterial agent is somewhat innovative, since no
report has been found in the literature with an approach similar. Thus, AgNPs were
synthesized via green synthesis, using the silver nitrate precursor salt (AgNO3) and
natural polysaccharides exuded from cashew gum (Anacardium Ocidentalle L.),
which are characterized by Spectroscopy techniques in the Ultraviolet-visible (UV)
Region-vis), Dynamic Light Scattering (DLS), zeta potential and Transmission
Electron Microscopy (TEM), confirming the successful formation of spherical shaped
AgNPs and their coating with cashew gum (GC). Pal has undergone physical and
chemical treatments to remove impurities and organic matter. The Pal and the
Pal/AgNPs/GC nanocomposite were characterized by X-Ray Diffraction (XRD),
Surface Area (Sger), Thermal Analysis, Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM), Dispersive Energy Spectroscopy
(EDS) and Transmission Electron Microscopy (TEM). Such techniques proved the
reduction of impurities in the palygorskite, as well as the formation of the
Pal/AgNPs/GC nanocomposite. The antibacterial activity of Pal, AgNPs and the
nanocomposite of Pal/AgNPs/GC was also evaluated by the method of direct contact
against strains of Staphylococcus aureus (Gram-positive) and Escherichia coli
(Gram-negative). Such results showed that the obtained nanocomposite had the
greatest inhibition effects both for S. aureus bacteria (85.3% + 1.62) and for E. coli
bacteria (70.2% + 1.34). The Pal/AgNPs/GC nanocomposite also showed no toxicity
against Artemia salina. Thus, Pal/AgNPs/GC nanocomposites are considered
promising with great potential for application as an antibacterial agent.

Keywords: Nanocomposites, green synthesis, Palygorskita clay, Silver
nanoparticles, antibacterial agent.
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Introducgdo

INTRODUCAO

A importancia dos materiais na vida humana € tao significativa, que as
diferentes eras do inicio das civilizagbes foram definidas pela relagdo e o dominio
gue o homem possuia com os materiais, como a idade da pedra, do bronze e do
ferro. O uso dos materiais para protecdo, alimentacéo, vestimenta, moradia, etc, ndo
sé distingue a raca humana dos outros animais, como também |he garantiu sua
sobrevivéncia e ascendéncia sobre outras espécies (ZARBIN, 2007).

A utilizacdo, o dominio, o desenvolvimento e a exploracdo de materiais
diferentes tém uma profunda influéncia no desenvolvimento social e possui relagédo
direta com aspectos socioecondmicos, culturais, geograficos, demogréficos,
ambientais, dentre outros (ZARBIN, 2007).

Com o advento da Nanociéncia e Nanotecnologia, houve um aumento no
namero de estudos que buscam o desenvolvimento de novos materiais obtidos em
escala nanométrica de tamanho, os chamados nanomateriais. Seu interesse deve-se
a expectativa pelo impacto que estes podem proporcionar para uma melhor
qualidade de vida da populacdo, bem como, sua aplicacdo em varias areas da
ciéncia e da tecnologia (PERRET et al., 2016; BAVASSO et al., 2016).

Dentre os varios tipos de materiais utilizados como agentes antimicrobianos,
0S materiais nanoestruturados sao considerados mais eficazes em virtude da alta
relacdo area/volume (SIDDIQI; HUSEN, 2016; HAN et al., 2016). Entre os exemplos
de materiais nanoestruturados, o uso de nanoparticulas inorganicas (NPs) como
agentes antimicrobianos possuem varios beneficios, como maior estabilidade e
seguranca, se comparadas com 0s agentes antimicrobianos orgéanicos (TALEBIAN;
ZARE, 2014; WANG et al., 2014).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) vém sendo relatadas como agente
antimicrobiano eficazes a muitos anos, sendo estas utilizadas em um ampla gama
de aplicacdes, que incluem desde a purificacdo de agua, tratamento de feridas e
producdo de alimentos, dentre outras (MARYAN et al., 2015; CALDERON et al.,
2015).

O interesse do uso da prata como agente antimicrobiano esta relacionado

com o fato dela apresentar o maior grau de toxicidade para mais de 650 tipos de
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microrganismos patogénicos, porém, apresenta baixa toxicidade para células
animais. Contudo, quando a prata é utilizada em sua forma nanométrica sua
atividade antimicrobiana € potencializada (GUGGENBICHLER et al.,, 1999;
PESSANHA, 2014).

No entanto, um dos grandes problemas enfrentados pela sociedade na
atualidade € o numero cada vez crescente da quantidade de cepas bacterianas
resistentes a bactericidas e antibioticos convencionais. Devido a alguns agentes
antimicrobianos serem extremamente irritantes e toxicos, varias pesquisas tem
buscado o desenvolvimento de novos tipos de materiais biocidas seguros e com boa
relacdo custo/beneficio (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

Contudo, o uso das AgNPs livres sem uma matriz de suporte podem ser
inadequadas para aplicacdes em que a liberacdo prolongada de Ag € necesséria,
como por exemplo, em dispositivos médicos (RIVERO et al., 2015). Bem como, seu
pequeno tamanho pode favorecer sua agregacédo, o que pode levar a desvantagens
nas suas propriedades quimicas, fisicas e antibacterianas (LI; CHAN, 2015).

Uma forma de contornar tais problemas é combinar as AgNPs com outros
materiais ecologicamente “corretos”, inertes e de baixo custo, favorecendo a
exploracdo de suas propriedades para uso em diversas aplicagcdes (EREMENKO et
al., 2016). A combinacédo de materiais compdsitos hibridos em que pelo menos um
de seus componentes apresentem dimensdes nanométricas sdo denominados de
nanocompositos (BOTAN et al., 2011; MORAES et al., 2014).

Assim, dentre as possiveis matrizes que podem ser utilizadas juntamente
com as AgNPs, as argilas se tornam atraentes em virtude de sua relacdo
custo/eficacia e ampla disponibilidade (HUSEN; SIDDIQI, 2014; MOTSHEKGA et al.,
2013). O uso de compostos de origem natural tem sido foco para o desenvolvimento
de novos materiais que a partir de sua nanoestruturacdo permitam o surgimento ou
potencializacdo das propriedades ja descritas na literatura visando novas
aplicabilidades. Como é o caso da argila Palygorskita (Pal), uma argila natural
amplamente disponivel no estado do Piaui e ainda pouca explorada de forma
comercial, sendo uma oportunidade de agregar valor a um produto regional.

Além, da utilizacdo da argila como recurso natural na sintese dos
nanocompoésitos de Pal/AgNPs/GC, a presente pesquisa também utilizou

polissacarideos exsudados da goma de cajueiro (Anacardium occidentale L.) como
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agente redutor e/ou estabilizante das nanoparticulas. Sendo esta rota de sintese
chamada de “sintese verde”, que é considerada uma alternativa em substituicdo a
algumas sinteses quimicas e fisicas que usam produtos téxicos ou geram residuos
prejudiciais ao meio ambiente. A crescente necessidade por rotas ecologicamente
‘verdes”, que n&o agridam ao meio ambiente e possuam vantagens como
simplicidade, rentabilidade e utilizacdo de produtos naturais com compatibilidade
para atividades antibacterianas, antioxidantes e antitumorais tém sido o foco de
diversas pesquisas (PARASHAR et al., 2009; THAKKAR et al., 2010).

Diante dessa problematica, percebe-se a necessidade de desenvolver novos
materiais que utilizem recursos naturais a partir de sinteses ambientalmente
“amigaveis”, como a sintese verde, e que apresentem atividade antimicrobiana e
possam ser usados como alternativas para aplicagcfes biotecnolégicas.

Partindo do que foi exposto, o presente trabalho teve como objetivo a
obtencdo de um nanocompodsito formado pela combinacdo da argila natural
palygorskita (Pal) e nanoparticulas de prata (AgNPs), sintetizado via sintese verde a
partir de polissacarideos naturais exsudados da goma de cajueiro (Anacardium
occidentale L.) como agente redutor e/ou estabilizante das nanoparticulas, para

aplicacdes como agente antibacteriano.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

& Obter nanocompésitos formados pela combinacdo de um argilomineral
regional, a palygorskita (Pal), juntamente com nanoparticulas de prata
(AgNPs), via sintese verde, utilizando polissacarideos exsudados da goma de
cajueiro (Anacardium occidentale L.), com propriedades antimicrobianas para

aplicacdes biotecnoldgicas.

Objetivos Especificos

% Fazer um estudo prospectivo em bases cientificas e tecnolégicas sobre a
utilizacdo da argila palygorskita juntamente com nanoparticulas de prata no
desenvolvimento de nanocompasitos com aplicacfes antimicrobianas;

% Realizar tratamentos fisicos e quimicos na argila palygorskita (Pal) para
diminuicdo e/ou remocao de impurezas;

% Sintetizar nanoparticulas de prata via sintese verde utilizando exsudados da
goma de cajueiro, em seguida, incorpora-la na palygorskita para a obtencao
de nanocompdésitos de palygorskita/nanoparticulas de prata/goma de cajueiro
(Pal/AgNPs/GC);

L Caracterizar a goma de cajueiro pelas técnicas de Potencial Zeta (),
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Andlise Termogravimétrica/Analise Termogravimétrica Derivada
(TG/DTG) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC);

% Caracterizar as AgNPs utilizando as técnicas de Espectroscopia na regido do
Ultravioleta Visivel (UV-Vis), tamanho hidrodindmico médio, indice de
polidispersao (PDI) e potencial zeta (Q);

& Caracterizar a Pal in natura, a Pal purificada e o nanocompoésito de

Pal/AgNPs/GC pelas técnicas de Difracdo de Raios X (DRX), Area superficial
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especifica (método BET), Andlise Termogravimétrica/Analise
Termogravimétrica Derivada (TG/DTG), Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC), Espectroscopia de Absorgéo no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia
de Energia Dispersiva (EDS) e Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM);

& Avaliar a atividade antibacteriana da Pal, das AgNPs e dos nanocompoésitos
de Pal/AgNPs/GC pelo método de contato direto contra cepas de bactérias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli);

& Avaliar os efeitos de toxicidade aguda da Pal, das AgNPs e dos
nanocompaositos de Pal/AgNPs/GC por meio de bioensaio com Artemia salina
Leach;

% Auxiliar em estudos futuros para novas aplicacdes do nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC.
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1 NANOTECNOLOGIA

Atualmente a nanotecnologia € um dos campos de pesquisa de grande
prioridade em muitos paises em virtude de sua imensa potencialidade e impacto
econdbmico (KABIR et al., 2018). A nanotecnologia € definida como o projeto e a
fabricagdo de materiais, dispositivos e sistemas com controle em dimensdes
nanometricas. Ja o foco da nanociéncia é a observacéao e estudo de fenbmenos em
escala nanométrica, e maneiras de manipular a matéria nessa escala, nas quais
muitas propriedades da matéria diferem daquelas que sdo familiares em escalas
maiores (RAMSDEN, 2005).

As bases conceituais da nanotecnologia surgiram em 1959, quando Richard
Feynman proferiu a palestra “There’s plenty of room at the bottom”, no Instituto de
Tecnologia da California. Nesta ocasido, Feyman chamava a atencdo para a
possibilidade de se manipular materiais em escala de &atomos e moléculas
individuais (FEYNMAN, 1960). A definicdo do termo “Nanotecnologia” foi criado em
1974, por Norio Taniguchi da Universidade de Toéquio, sendo utilizado para
descrever a habilidade de criar materiais em escala nanométrica (SIMOES;
TAKEDA, 2015). J&, em 1981, Eric Drexler, propds que estruturas nanométricas ou
nanomagquinas, poderiam ser desenvolvidas a partir da manipulacdo de atomos, tais
ideias resultaram, em 1986, na publicacdo do livro “maquinas da criagao”. A partir
desses fatos, a nanotecnologia evoluiu de forma a se tornar o grande desafio da
sociedade moderna (TOMA, 2016).

Existem duas definicbes para regulamentar o termo nanotecnologia, uma
proposta pelo Comité Técnico da Organizacao Internacional de Padronizacdes (1ISO
— TC - International Organization fos Standardization — Technical Committee) e a
outra proposta pela iniciativa nacional de nanotecnologia nos Estados Unidos (NNI —
The National Nanotechnology Initiative). Segundo o ISO — TC, “a nanotecnologia € a
compreensao e controle da matéria e processos em escala nanométrica, de forma
geral, mas ndo de forma exclusiva abaixo de 100 nandmetros em uma escala ou
mais dimensdes, em que surgem fendmenos ligados ao tamanho e permite novas

aplicacoes”. Ja para o NNI “a nanotecnologia é a utilizagdo de propriedades dos
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materiais em nanoescala, a qual difere da escala dos atomos, das moléculas e da
matéria a granel, para a criagdo de melhores materiais, dispositivos e sistemas que
explorem essas novas propriedades”. Assim, um dispositivo para ser considerado
nanotecnologico ndo basta apenas ter dimensdes nanomeétricas, mas apresentar
propriedades diferenciadas na escala nanométrica. Dessa forma, para o NNI a
nanotecnologia é considerada apenas na escala de 1 - 100 nandmetros (nm), onde o
limite inferior é definido pelo tamanho de atomos, visto que, essa ciéncia deve
construir dispositivos a partir de atomos e moléculas (POOLE; OWENS, 2003;
PRASSAD, 2008; ALLHOFF et al., 2010; BRUSHAN, 2010).

Desse modo, para uma melhor compreensao do termo, a nanotecnologia é o
termo utilizado para descrever a engenharia de sistemas em escala molecular. Ou
seja, refere-se a habilidade de projetar, construir ou manipular dispositivos, materiais
e sistemas funcionais em escala nanométrica (SIMOES; TAKEDA, 2015), conforme
exemplos apresentados na Figura 1. O prefixo “nhano” é derivado da palavra grega
“ando”. Ou seja, um nandmetro (nm) equivale a um bilionésimo de um metro, 10° m.
A nanotecnologia trata-se da criacdo, sintese, caracterizacdo e aplicacdo de
materiais e/ou dispositivos em que pelo menos uma dimensao esteja na escala
nanometrica, entre 1 e 100 nm (JAIN, 2011; CLARK; PAZDERNIK, 2016).

Nos ultimos anos a nanotecnologia tem atraido bastante atencdo, pela
expectativa do impacto que esses nanomateriais podem proporcionar na melhoria da
qualidade de vida, bem como, sua aplicacdo em varios campos da ciéncia e
tecnologia (PERRET et al., 2016; BAVASSO et al., 2016). O interesse na utilizagéo
dos nanomateriais deve-se pela relacdo area/volume e provavel ocorréncia de
efeitos quanticos, apresentando assim, propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
Gnicas e significativamente melhoradas se comparadas com estas propriedades em
escalas maiores, proporcionando varias possibilidades de aplicacdes (DING et al.,
2016).
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Figura 1 - Comparacdo de tamanhos de

comuns.

nanomateriais com outros

materiais

Molecula

de agua -
10" nm

Hemoglobina

& 5 nm -

NA

10 nm -
o
iq

iy

3

&

Bactéria

Fio de cabelo

N

TOOD00 am -

Bola de beizebol

e 10" nm -

Atomo de ouro

- 10 nm

Molécula de
glicoze

- oS o
g ’

Virus

v
»
- l\'lllnmm

Células
vermelhas

- | ) nm .&o‘
o9

Formiga

- 0" om /

Nanomateriaizs ( 1 - 100 nm)

Lipozsomos Fulereno

At 827 o,
S T P

v Y EA DL
fp-5 'u(:“_‘: o H
e) o0 O
l-n '7\:‘.‘/\ . ) J‘g
. """
P g

Dendrimeros

Grafeno

Nanotubo de Carbono

Fonte: Panneerselvam e Choi, 2014.

Uma das grandes vantagens da nanotecnologia € sua multidisciplinaridade

(conforme Figura 2), englobando varias areas tecnoldgicas e possibilitando a

resolucdo de varios problemas enfrentados pela sociedade atual (FORTUNATO,

2005).
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Figura 2 - Areas de aplicacdes da Nanotecnologia.
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Fonte: Autoria propria, 2019.

1.1 Nanomateriais

De acordo com a Comissdo Europeia, um nanomaterial pode ser definido
como material “natural ou produzido, contendo particulas, no estado ndo ligado,
agregado ou aglomerado, em que, 50% ou mais de suas particulas distribuidas no
tamanho numérico, uma ou mais de suas dimensfes externas situam-se na faixa de
tamanho entre 1 e 100 nm” (LOVESTAM et al., 2010).

Os nanomateriais podem ser classificados utilizando alguns parametros,
como origem (natural ou antropogénica), composi¢cdo quimica (inorganica ou
organica), formacdo (biogénicos, geogénica, antropogénica ou atmosférica),
tamanho, formato, aplicacbes em pesquisa e industria (LOPEZ-SERRANO et al.,
2014). Atualmente, os nanomateriais sao classificados em quatro tipos principais
como (I) a base de carbono, (Il) a base de metais, (lll) dendrimeros e (IV)
compositos (SALEH, 2016). Outra classificagdo dos nanomateriais diz respeito a sua
dimensionalidade: () dimensédo zero (OD), (ll) wunidimensional (1D), (ll)
bidimensional (2D) e tridimensional (3D) (TIWARI et al., 2012), como apresentado na
Figura 3.
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Figura 3 - Representacdo dos tipos de nanomateriais baseados em sua

dimensionalidade.
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Fonte: Sajanlal et al., 2011.

Dentre os varios tipos de nanomateriais, 0s mais utilizados sdo os
lipossomas, dendrimeros, nanotubos de carbono, fulerenos, derivados do grafeno,
pontos quéanticos, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas de 6xidos de ferro,
nanoparticulas de prata, ouro e platina.

2 NANOPARTICULAS METALICAS

Os nanomateriais baseados em metais destacaram-se nos ultimos anos,
principalmente, por suas propriedades épticas e eletrbnicas, que estdo relacionadas
com o efeito quantico proporcionado pelo tamanho de suas nanoparticulas, bem
como, possibilidades promissoras de aplicacbes ndo apenas nas areas oOptica e
eletrbnica, mas também em catalise, medicina e outras (BINDHU; UMADEVI, 2015).

Geralmente, as nanoparticulas metalicas s&o sintetizadas a partir de
dispersdes coloidais e suas propriedades variam de acordo com sua forma, tamanho
e distribuicdo do tamanho (DALLAS et al., 2011). Dependendo do método

selecionado para a sintese, uso de agentes redutores e estabilizantes pode-se
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produzir nanoparticulas com morfologias variadas, como: nanotubos, nanoesferas,
nanotriangulos e nanofios (CHANG et al., 2011; HUANG et al., 2009; SARKAR et al.,
2005). Os nanomateriais metalicos incluem pontos quéanticos, nanoparticulas
metélicas ou de 6xidos nanometélicos, como por exemplo, diéxido de titanio (TiO,),
oxido de zinco (ZnO) e éxido de ferro (Fe,O3) (TOURINHO et al., 2012). Na Figura 4,
observam-se o0s principais metais utilizados na sintese de nanoparticulas e suas

principais aplicagdes em biotecnologia.

Figura 4 - Tipos de nanoparticulas metalicas e suas principais aplicacdes
biotecnolégicas.
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Fonte: Adaptado de Mittal et al., 2013.

Varios métodos podem ser utilizados para a sintese de nanoparticulas que
incluem os processos quimicos, fisicos, fotoquimicos e biolégicos (SALEH, 2016).
De uma forma geral, o processo de sintese de nanoparticulas pode envolver duas

abordagens: o método “top-down” ou o “bottom-up”, como mostrado na Figura 5. O
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método top-down (de cima para baixo) consiste na construcao de objetos em escala
nanometrica a partir de outros em escala maior e sem controle do nivel atbmico. Ja o
método bottom-up (de baixo para cima), materiais e dispositivos sdo construidos a
partir de componentes moleculares que se organizam quimicamente por
reconhecimento molecular ou condi¢es termodinamicamente favoraveis (SIMOES;
TAKEDA, 2015).

Figura 5 - Representacdo da sintese de nanoparticulas pelos métodos Top-down e

Bottom-up.
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Fonte: Rawat, 2015.

A abordagem bottom-up é a mais utilizada no processo de sintese de
nanoparticulas e inclui varias etapas como: (a) geracdo de atomos; (b) nucleacéo
para formar um aglomerado inicial de atomos (cluster); (c) crescimento do
aglomerado até atingir um determinado volume e (d) adicdo de um agente
estabilizador em torno do aglomerado para evitar uma aglomeragdo maior do que a
desejada, permitindo uma maior estabilidade das nanoparticulas em solugédo, como
descrito na Figura 6.

Na obtencdo de nanoparticulas metélicas trés fatores sdo de fundamental

importancia: o agente redutor, 0 meio que ocorre a reacao e o0 agente estabilizante
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(EVANOFF; CHUMANOV, 2005). O processo de estabilizacdo das nanoparticulas
pode ocorrer por estabilizacdo eletrostatica, estabilizacdo estérica e a estabilizacéo

eletroestérica, conforme esquema mostrado na Figura 7.

Figura 6 - Representacdo esquematica do processo de sintese de nanoparticulas
de prata, utilizando como agentes redutores o borohidreto de sédio (NaBH4) e o
citrato de sédio (NazCgHs07).
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Fonte: Agnihotri et al., 2014.

Figura 7 - Mecanismo de estabilizacdo de nanoparticulas metélicas.

Estabilizacao estérica Estabilizacao eletrostatica Estabilizagao eletroestérica

Fonte: Myers, 1999.
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A estabilizacéo eletrostatica ocorre pela coordenacao de espécies anibnicas,
formando uma dupla camada elétrica, levando a uma repulsédo eletrostética entre as
nanoparticulas. A estabilizacdo estérica ocorre pela presenca de materiais
volumosos, como os organicos, que em virtude de sua massa, faz com que a difuséo
das nanoparticulas ndo ocorra. Por fim, a estabilizacdo eletroestérica ocorre pela
formacdo de uma camada com cadeias longas e cargas concomitantemente
(HIEMENZ; RAJAGOPALAN, 1997).

Dentre os varios tipos de nanoparticulas metélicas, as nanoparticulas de
prata, ouro e cobre vem sendo cada vez mais utilizadas nos campos da medicina,
odontologia, farméacia e biologia (SOHRABNEZHAD, 2016). O interesse em
pesquisas com nanoparticulas de prata (AgNPs) e de ouro (AuNPs) deve-se as
caracteristicas intrinsecas desses metais, como estabilidade quimica, condutividade
elétrica (XIONG et al., 2013; JANOVAK; DEKANY, 2010), atividade catalitica (XU et
al., 2018; AMDOUNI et al., 2018), bem como, a interacdo destas com a luz, que leva
a formacdo de uma banda plasmdnica, sendo de grande interesse para aplicacdes
nas areas de nanoeletrénica e médica (EVANOFF JR; CHUMANOV, 2004; MERGA
et al., 2007).

As propriedades Opticas das AgNPs, bem como, as de cobre e ouro,
ocorrem pela presenca de elétrons livres de suas bandas de conduc¢ao, mostrando
absorcdes bem definidas em regides distintas do espectro visivel denominadas de
bandas plasmons, proporcionando-lhes cor. A ressonancia de plasmon de superficie
(Surface Plasmon Resonance - SPR) decorre da alta razdo superficie/volume das
nanoparticulas em virtude da oscilacdo coletiva dos elétrons de conducdo em
resposta a excitacdo Optica provocada pela aplicagcdo de um campo eletromagnético.
O comprimento de onda e a intensidade dessas bandas dependem da forma,
tamanho, distribuicdo e 0 meio onde as nanoparticulas estdo dispersas (GHOSH,;
WANG et al., 2010; MCCLARY et al., 2013; ZHANG et al., 2016). A oscilacdo da
banda plasmon em fungdo da forma e do tamanho das nanoparticulas de prata,
podem ser observadas entre 370 — 380 nm (quando esta se apresenta na forma de
nanobastdo), 408 — 430 nm (esfera), 450 — 600 nm (cubo) e 670 — 740 nm
(triangular) (HU et al., 2004; ZHANG; NOGUEZ, 2008; MANSOURI; GHADER,
2009).
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O efeito da Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizada (LSPR)
ocorre exclusivamente em nanoestruturas e seu fundamento decorre da oscilacao
dos elétrons livres sobre a estrutura metalica das nanoestruturas, conforme
esquema representativo na Figura 8. Esse fenbmeno é o mesmo observado no
efeito ressonancia de plasmon de superficie (SPR), a principal diferenca é que esse
efeito € localizado sobre cada nanoestrutura do coloide. Contudo, o efeito LSPR néo
depende do angulo de incidéncia da luz e nem de sua polariza¢do (ROH et al., 2011,
HAMMOND et al., 2014).

Figura 8 - Esquema representativo do efeito da ressonéncia de plasmon de

superficie localizada.

Campo elétrico Nanoparticula

Nuvem eletronica

Fonte: Hammond et al., 2014.

A Figura 9 mostra exemplos de bandas de ressonancia plasmons de
superficie de nanoesferas de AgNPs (= 3-6 nm), AuNPs (= 3-6 nm) e CuNPs (= 4-7

nm).
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Figura 9 - Banda de ressonancia plasmonica de superficie para nanoesferas de Ag,
Au e Cu.
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Fonte: Kaur e Pal, 2015.

2.1 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

A prata € um elemento brilhante, maledvel e muito ductil, apresenta simbolo
Ag e possui numero atémico - 47. Existem outros compostos contendo a prata, além
da prata elementar, estes encontram-se na crosta terrestre como por exemplo 0s
haletos de prata (AgBr, AgCl, Agl), e outros. A prata possui quatro estados de
oxidacdo Ag’, Ag'*, Ag®* e Ag®*. Porém, a prata é um elemento quimicamente inativo
e seu contato com o acido nitrico ou &cido sulfdrico formam sais de prata sollveis
(FIRDHOUSE; LALITHA 2015).

A prata utilizada na forma coloidal ndo é uma descoberta recente, sendo
estas conhecidas ha mais de 120 anos (VARNER, 2010). Lea MC, em 1889,
sintetizou AgNPs com estabilidade coloidal e diametro médio entre 7 e 9 nm
utilizando citrato como agente redutor. Em 1902, proteinas foram utilizadas como

agente estabilizador de nanoparticulas, tal material era denominado de “Collargol”,
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sendo produzido de forma comercial e utilizado em aplicacdes médicas desde 1897
(NOWACK et al., 2011). Mesmo antes da descoberta da penicilina, a prata coloidal,
em 1928, ja era usada no tratamento de doencas e infeccbes (VARNER, 2010). Em
1951, Turkevich, sintetizou nanoparticulas de ouro reduzindo &cido cloroaurico
utilizando o citrato de sodio dissolvidos em &agua aquecida (KRUTYAKOQOV et al.,
2008).

Tal método, conhecido como Turkevich, foi utilizado mais tarde por Lee e
Meisel na sintese de nanoparticulas de prata, porém, as nanoparticulas sintetizadas
apresentavam formas diferentes e diametro médio em torno de 60 a 200 nm. Mesmo
com tais desvantagens, o método Turkevich, utilizando o citrato foi largamente usado
na obtencdo de AgNPs. Esse método possui a vantagem de utilizar citrato como
agente estabilizador e redutor de forma simultanea das AgNPs (PACIONI et al.,
2015). Ja em 1953, AgNPs foram patenteadas pela Moudry com diametro de
particulas em torno de 2-20 nm. Diversas pesquisas e conhecimentos sobre as
nanoparticulas surgiram nos ultimos 100 anos, mesmo que algumas pesquisas
utilizando a prata ndo mencionarem o termo “nano” (NOWACK et al., 2011).

As nanoparticulas de prata exibem interessantes propriedades oOticas. A
diversidade de cores observadas nesses materiais decorre das oscilacbes dos
elétrons de conducéo, em ressonancia com a luz incidente, absorvendo parte da luz
visivel. A prata coloidal apresenta cor amarela como resultado da absorcédo da
radiacdo eletromagnética em ressonancia com o0s plasmons de superficie. Em
decorréncia do aumento das particulas de prata, a cor amarela caracteristica da
solucdo padréo passa para laranja, em seguida, para violeta até atingir a coloracao
caracteristica da prata em escala macroscopica, conforme a Figura 10 (MELO
JUNIOR et al., 2012). Assim, de acordo com o aumento do tamanho da prata, além
da mudanca da coloracdo, ocorrem também mudancas em suas propriedades
fisicas, quimicas e antimicrobianas.

A utilizacdo de nanoparticulas de prata deve-se principalmente por suas
propriedades dpticas, antimicrobianas, antifingicas, antivirais e antiparasitarias, bem
como, por também exibirem propriedades anti-inflamatérias, sendo usadas no
tratamento de feridas e queimaduras (VAZQUEZ-MUNOZ et al., 2017; FLETCHER
et al., 2019).
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Figura 10 - Espectros eletronicos e cores de solucdes coloidais de prata em quatro
estagios de agregacao: (a) solugcdo amarela clara, (b) cor de laranja, (c) violeta e (d)

cinza.
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Fonte: Melo Jr. et al., 2012.

2.1.1 Nanoparticulas de prata e atividade antimicrobiana

O uso da prata como agente antimicrobiano, no entanto, ndo é considerada
uma aplicacdo nova (BEHRA et al., 2013). Diversos materiais eram feitos de prata
como panelas, talheres, moeda e vasos que serviam para manter a agua estéril.
Desde o século XVII a prata era descrita como um medicamento multiuso e era
utilizada para tratar epilepsia e célera (KLASEN, 2000; MAILLARD; HARTEMANN,
2013).

Um dos interesses no uso da prata como agente antimicrobiano deve-se por
esta apresentar 0 maior grau de toxicidade para mais de 650 tipos de
microrganismos patogénicos, seguido por Hg > Cu > Cd > Cr > Pb > Co > Au > Zn >

Fe > Mn > Mo > Sn, porém, a prata apresenta baixa toxicidade para células animais.
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Sua atividade antimicrobiana é aumentada quando a prata é utilizada na forma
coloidal, ou seja, em escala nanométrica (tamanho variando entre 10° m e 10° m)
(GUGGENBICHLER et al., 1999; PESANHA, 2014).

As AgNPs com aplicagdes antimicrobianas tém sido utilizadas recentemente
em dispositivos meédicos, revestimentos, suplementos alimentares, filtros de ar,
composicdo de embalagens alimentares, cosmeéticos, aparelhos eletrénicos,
curativos antimicrobianos, cateteres e sistema de filtragem de agua (MIKKELSEN et
al., 2011; BEHRA et al., 2013; RAI et al., 2009; PESSANHA, 2014).

A resisténcia de microrganismos a antibiéticos e preocupacfes em cuidados
de saude, tem despertado o interesse de pesquisas no desenvolvimento de novos
antibiéticos e agentes antibacterianos. Pesquisas utilizando a prata, incluindo as
nanoparticulas de prata, tem sido relatadas como agentes antimicrobianos eficazes
alternativos (KIM et al., 2007).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou no ano de 2017 uma lista
com 12 familias de bactérias que representam a maior ameaca para a saude
humana. Esssa lista foi elaborada numa tentativa de orientar e promover pesquisas
e desenvolvimento de novos antibidticos e agentes antibacterianos, como parte dos
esforcos da OMS para enfrentar a crescente resisténcia global aos medicamentos
antimicrobianos. Nessa lista, destaca-se a ameca de bactérias gram-negativas
resistentes a multiplos antibiéticos, pois estas tém a capacidade de encontrar novas
formas de resistir ao tratamento e podem transmitir material genético a outras
bactérias tornando-as também resistentes (OPAS BRASIL, 2017).

A acdo das AgNPs esta diretamente relacionada ao seu tamanho, quanto
menor o tamanho das nanoparticulas maior a sua area de superficie especifica e
portanto, maior a sua atividade antimicrobiana (GUZMAN et al., 2012; SINTUBIN et
al., 2012). Embora o mecanismo de acdo das nanoparticulas de prata ainda ndo seja
completamente conhecido. Sabe-se que a eficiéncia bactericida das nanoparticulas
depende do tamanho, da superficie, da forma e estabilidade quimica (ANDRADE,
2013).

Os ions de prata sdo muitos reativos e se ligam a varios componentes vitais
das células, induzindo a morte celular (DEEPAK; KALISHWARALAL, 2011). De uma
forma geral, as AgNPs exercem seu efeito antibacteriano utilizando trés tipos de

mecanismo: (1) Os ions Ag® apo6s serem liberados, podem ligar-se a grupamentos
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tidis (-SH), levando a desestabilizacdo da estrutura de proteinas e enzimas
presentes na membrana celular; (II) As AgNPs podem ser adsorvidas na membrana
celular bacteriana, levando a formagcdo de poros e consequentemente ao
extravasamento do conteudo citoplasmatico e a morte celular; (lll) Producdo de
espécies oxigenadas reativas (ROS), ou seja, radicais livres derivados do oxigénio,
que podem levar a desestabilizacdo da estrutura do DNA e a desnhaturacdo de
proteinas (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010). A Figura 11 mostra uma
representacdo esquematica de como ocorre a acdo antibacteriana de fons Ag” e
AgNPs.

Figura 11 - Esquema do mecanismo da acdo de ions Ag® e AgNPs em célula

bacteriana.
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Fonte: Marambio-Jones e Hoek, 2010.

Dessa forma, varias sdo as pesquisas em que as AgNPs tém sido utilizadas
como agente antimicrobiano contra bactérias e fungos (LOPEZ-QUINTELA, 2003;
TAMBOLI; LEE, 2013; BHANVASE et al., 2015; KALAIVANI et al., 2018). Em virtude

de resisténcias aos antibiéticos, as nanoparticulas surgem como alternativa para
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melhorar a quantidade de farmacos antimicrobianos, vista que, € pouco provavel que
0S microrganismos desenvolvam resisténcia contra a prata, se comparados com
antibioticos convencionais, pois estas atuam em uma ampla faixa de mecanismos
(AHMED et al., 2016).

2.1.2 Métodos de sintese de nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas por diversas rotas. Sendo
que, os métodos de sintese sao diferenciados pelos reagentes utilizados e
condi¢Oes das reacdes (HORISKOSHI; SERPONE 2013).

Cada método de sintese possui caracteristicas especificas, mas, de uma
forma geral a sintese coloidal de nanoparticulas apresenta quatro componentes: 0
meio, 0 precursor, o agente redutor e o agente estabilizante. O meio é a fase liquida
em que a reacgao ira acontecer. O precursor € o0 reagente quimico que ira fornecer o
metal, geralmente é o sal do metal, no caso de nanoparticulas metalicas. O agente
redutor € um composto quimico que ira reduzir o ion. Ja o agente estabilizante é a
molécula que recobre a superficie das nanoparticulas, mantendo-as afastadas e
dispersas no meio (ROCHA, 2008).

Geralmente a formacédo de nanoparticulas ocorre em trés etapas. A primeira
ocorre o processo de nucleacéo, onde os fons Ag® séo reduzidos a Ag®, formando
um nucleo estavel. Na segunda etapa, os atomos de Ag° se agregam, levando a
formacdo de clusters, em seguida esses clusters se agregam formando as
nanoparticulas, processo conhecido como crescimento. E na terceira etapa ocorre o
processo de estabilizacdo, onde agentes estabilizantes séo utilizados com a funcgéo
de recobrir as nanopatrticulas e assim, evitarem seu crescimento, levando a uma boa
estabilidade coloidal, como demonstrado na Figura 12 (TRAN; NGUYEN, 2011; YIN
et al., 2014; HAIDER; KANG, 2015).

As rotas de sintese de AgNPs podem ser classificadas em quimicas, fisicas,
fotoquimicas e biologicas. Os métodos quimicos sdo bastante utilizados na sintese
de nanoparticulas. Como forma geral, este método envolve a reducdo de um sal

metélico na presenca de estabilizantes, que podem ser polimeros ou surfactantes
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(FANTA et al., 2013). As rea¢cfes que ocorrem nos meétodos quimicos séo reacdes
do tipo redox, em que, o valor do potencial de reducédo (E°) determina quais os
reagentes adequados para que a conversdo quimica ocorra de forma eficaz. Para
que esse tipo de reacdo ocorra, a energia livre de Gibbs deve ser negativa (AG° < 0)
e o potencial padrdo de redugédo deve ser positivo (AE° > 0). A prata apresenta
potencial padrdo de reducdo em agua relativamente alto (Ag* — Ag°, E° = + 0, 799
V), esse fato proporciona a possibilidade de uso de diferentes tipos de agentes
redutores. Os agentes redutores mais utilizados sdo o borohidreto de sédio (NaBH,),
hidrazina (N2H4), hidroquinona (CgHeO), citrato de sbédio (CeHsNazO7),
dimetilformamida (C3H;NO), etilenoglicol (C;HgO,), acido ascorbico (CeHgOg) €
hidrogénio elementar (KRUTYAKOQV et al., 2008; SHARMA et al, 2009; PACIONI et
al.,2015).

Figura 12 - Esquema da formacao de nanoparticulas de prata.

(1) (2) (6))
Nucleacdo Coalescéncia Crescimento

Fonte: Haider e Kang, 2015.

Os métodos quimicos embora produzam nanoparticulas com boa
estabilidade e distribuicdo de tamanho, podem deixar alguns residuos téxicos no
meio reacional ou adsorvido na superficie, além de, muitas vezes possuir um custo
elevado, com rotas geralmente complexas e mdltiplas etapas de execucgdo. Por
exemplo, na sintese quimica de nanoparticulas de ouro (AuNPS), o precursor acido
cloroaurico (HAuCl;) € um &cido extremamente forte e corrosivo, se fazendo

necessario que este seja consumido por completo. Com relagcdo aos agentes

Cristiany Marinho Araijo



48
Capitulo 1

redutores comumente usados, o borohidreto de sodio € um redutor muito forte e
extremamente toxico para as células. A hidroquinona, por sua vez, € utilizada na
medicina como clareador de pele, porém, suspeita-se que esta substancia seja
carcinogénica. Diante desse contexto, o citrato de sédio seria 0 mais recomendado,
visto que, néo é toxico e é usado até mesmo como aditivo de alimentos (PACIONI et
al., 2015; SILVA et al., 2017; COURA et al., 2018).

Os métodos fisicos ocorrem com a subdivisdo de aglomerados metalicos,
sendo aplicado uma alta fonte de energia, com o objetivo de separar as particulas
até o seu tamanho nanométrico. Os principais métodos fisicos utilizados sdo a
irradiacdo, deposicao fisica de vapor e ablacdo por laser pulsado (PACIONI et al.,
2015).

Os métodos fotoquimicos utilizam a fotorredu¢cdo de um sal precursor ou
ions de prata, utilizando intermediarios ativados fotoquimicamente, como por
exemplo, um radical. As vantagens desse método estdo relacionadas a elevada
pureza das nanoparticulas, processamento facil e possibilidade de utilizacdo de
diversos meios reacionais (vidro, polimeros, micelas, emulsdes, etc.) (PACIONI et
al., 2015; GHORBANI et al., 2011).

Por fim, existem os meétodos biolégicos ou biogénicos, também
conhecidos como “sintese verde”, que vem ganhando consideravel importancia nos
altimos anos, por ser uma opc¢do simples, de baixo custo e sustentavel. Utilizam
plantas, fungos, bactérias, algas e leveduras (SILVA et al., 2017; DURAN et al.,
2018).

2.1.2.1 Sintese verde de AgNPs

O processo de sintese verde de AgNPs envolve trés etapas principais, que
com base nas perspectivas da quimica verde, incluem (1) sele¢cdo de meio solvente,
(2) selecao do agente redutor ambientalmente “correto” e (3) sele¢ao de substancias
nao-toxicas para a estabilizacdo das AgNPs. Dentre os métodos que utilizam a

sintese verde destacam-se: o método de Tollens, método de irradiacdo, método
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polioxomatelatos, método biolégico e o método polissacarideo (SHARMA et al.,
2009).

No método de Tollens, AgNPs podem ter seu tamanho controlado e é um
processo que ocorre em uma unica etapa. A reacdo de Tollens envolve a reducao
Ag(NH3)** (5 (reagente de Tollens) por um aldeido, formando prata metélica e um

acido carboxilico. Conforme reacéo a seguir:
2Ag(NH3),0H(aq) + RCHO(aq) — 2Ag(s) + RCOO™ NHj4 (aq) + H.0(l) + NHs(aq) (1)

Por exemplo, nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando &cido
polimetacrilico (PMAA) na presenca de reagente de Tollens utilizados na fabricacao
de um quimiodosimetro para deteccao de formaldeido (CHAIENDOO et al., 2018).

No método de irradiacdo as AgNPs podem ser sintetizadas utilizando uma
variedade de rotas. Por exemplo, a irradiacdo a laser de uma solu¢édo aquosa de sal
Ag e surfactante pode produzir AgNPs com forma definida e distribuicdo de
particulas com mesmo tamanho. Outros exemplos de técnicas de irradiacdo
utilizadas séo: micro-ondas, radiacdo de pulso ionizante, radiacdo gama e radiolise
(ABID et al., 2002; SHARMA et al., 2009; PACIONI et al., 2015).

Outro método também utilizado na sintese verde é o método do
Polioxometalatos (POMs). Nesse método a sintese ocorre pela capacidade que as
substancias tem de serem sollveis em agua, sofrendo reacdes de Oxi-reducdo
porém, sem que haja alteracbes em sua estrutura. Por exemplo, AgNPs foram
obtidas ao iluminar uma solucdo de POM/S/Ag*, onde POM = [PW1,04]>, S =
propano-2-ol, em que o POM atua como agente redutor, estabilizante e
fotocatalisador (TROUPIS et al., 2002).

Ja os métodos bioldgicos utilizam biomoléculas como agentes redutores
e/ou estabilizantes das nanoparticulas, podendo empregar organismos vivos como
bactérias, fungos, algas, plantas e subprodutos derivados de processos
agropecuarios envolvendo alguns destes organismos (SILVA et al., 2017). Dessa
forma, a sintese verde, sintese bioldgica e sintese biogénica sao termos geralmente
usados para a sintese ecologicamente correta de nanoparticulas (RAI, 2013).

Véarios sdo os estudos de sintese de nanoparticulas de prata utilizando

biomoléculas como proteinas e enzimas, alcaloides, taninos, polifendlicos,
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polissacarideos, saponinas, terpinoides, vitaminas, extratos de plantas (caules,
folhas, raizes e frutos) que apresentam propriedades medicinais e sdo benéficas ao
ambiente (SILVA et al., 2017). Podem ainda ser utilizadas na sintese de
nanoparticulas metalicas diferentes partes das plantas como flores, sementes,
frutos, caules, latex e raizes, além da biomassa seca e morta da planta (ROY; DAS,
2015).

Diversas plantas como o coentro (Coriandrum sativum L), mamao-papaya
(Carica papaya), o figo-da-india (Opuntia ficus-indica), datura ou maca com espinhos
(Datura metel), arvore do caril (Murraya koenigii), Skunkvine (Paederia foetida), cha
da india (Camellia sinensis) tém sido utilizadas na sintese de nanoparticulas (RAI,
2013; ASHRAF et al., 2018; ROLIM et al., 2019). Os métodos biologicos para a
sintese de AgNPs sdo mais econémicos, reprodutiveis e consomem menos energia
ao contrario dos métodos convencionais (HAIDER; KANG, 2015).

No método polissacarideo as AgNPs sao sintetizadas usando a agua como
solvente e polissacarideos como agente redutor, sendo que, em alguns casos o
polissacarideo atua como agente redutor e estabilizante das nanoparticulas. Como
exemplo, pesquisas realizadas por Araruna e colaboradores (2019) em que a AgNPs
foram obtidas por sintese verde utilizando goma de caju e goma de caju
carboximetilada via sintese assistida por micro-ondas e avaliacdo de seu efeito
antibacteriano. Ou, Oliveira e colaboradores (2019) que utilizaram goma de caju
modificada com anididrido ftalico para a preparacdo de AgNPs com atividade
antimicrobiana.

Varias sao as fontes das quais os polissacarideos podem ser obtidos. Dentre
elas, podemos citar as fontes vegetais (exsudatos, sementes, frutos e tubérculos),
microbianas (fungos e bactérias), algas e ainda fontes de origem animal. No
processo de isolamento, purificacdo e utilizacdo de polisscarideos as caracteristicas
de sua estrutura sdo fatores determinantes no processo de sintese de
nanoparticulas (LIU et al., 2015; SHI, 2016).

O crescente interesse na utilizacdo de polissacarideos se da pelas
excelentes propriedades fisicas, tais como espessamento, gelificacdo e
estabilizacdo, além de, apresentar atividades biolégicas benéficas, como
antinflamatorias, antitrombaoticas, acdo antioxidante, antiviral, antitumoral e atividade

imunomoduladora (LIU et al., 2015).
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2.1.2.2 Polissacarideos naturais

Os polissacarideos sédo polimeros de carboidratos formados por longas
cadeias de unidades de monossacarideos ligados entre si por ligacdes glicosidicas.
Diferentes grupos funcionais podem estar presentes nessas biomoléculas, como
grupos hidroxila e extremidade hemiacetal, sendo estes capazes de reduzir sais
precursores de nanoparticulas metalicas (SILVA et al., 2017). Varios polissacarideos
naturais tém sido utilizados na sintese de nanoparticulas como o acido hialurénico,
heparina, quitosana, celulose, dextrano, pululana, amilose, amilopectina e alginato
(PITOMBEIRA et al., 2015).

Dentre os tipos de polissacarideos existem as gomas nhaturais, que S&o
polimeros naturais, formados por unidades de monossacarideos em arranjos
lineares ou ramificados e pertencem a classe dos carboidratos. As gomas naturais
sdo substancias translicidas, inodoras, insipidas, ndo toxicas, hidrofilicas, amorfas,
com propriedades coloidais, com fun¢des espessantes, devido a sua capacidade de
formar ligagcbes com moléculas de agua, gelificantes, emulsificantes, estabilizantes e
aglutinantes, além de, apresentarem capacidade de controle de cristalizacao,
inibicdo de sinérese (Perda de agua para o ambiente levando a desestabilizacao do
meio), encapsulagéo e formacgao de filmes, sendo estas propriedades interessantes
para diversos tipos de aplicacbes (ANDRADE et al., 2013).

Sdo chamadas gomas de exsudatos os polissacarideos produzidos por
células epiteliais das cascas de algumas arvores, como um mecanismo de defesa
das plantas quando o cértex é agredido por injurias fisicas ou ataque microbiano. As
plantas exsudam uma substancia espessa que fecha a ferida, protegendo o vegetal
de ataques de microrganismos (ARAUJO et al., 2018; BEMILLER; HUBER, 2010).

Dentre os polissacarideos de exsudatos, os mais utilizados comercialmente
sdo a Goma arabica (Acacia sp.), goma ghatti (Anogeissus latifolia), tragacante
(Astragalus sp.) e caraia (Sterculia urens), nenhum destes oriundo de espécies
brasileiras. J4 dentre os polissacarideos de exsudatos de arvores brasileiras ou
adaptadas no Brasil, temos como exemplo: a Anacardium occidentale L. (cajueiro),
Anadenanthera macrocarpa benth (angico vermelho), Anadenanthera columbrina

(angico branco), Prunus persica (péssego), Vochysia lehmannii (quaruba) e
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Vochysia thyrsoidea (gomeiro-de-minas ou arvore de goma ardbica), Vochysia
tucanorum (pau de tucano), Albizia lebbeck, Spondias purpurea (ciriguela), Sterculia
striata (chicha), Scheelea phalerata (uricuri), Syagrus romanzoffiana (coqueiro-geriva
ou palmeira rainha), Livistona chinensis e Enterolobium contortisilliquim (timbauba)
(FEITOSA; DE PAULA, 2018).

De forma macromolecular, as gomas de exsudatos sao
heteropolissacarideos complexos e polidispersos. Os polissacarideos de exsudatos
podem divididos em trés grupos principais, em virtude das cadeias principal, lateral e
ramificacdes, sendo eles:

() O primeiro grupo apresenta uma cadeia principal de unidades de [-D-
galactose ligada (13) com cadeias laterais de B-D-galactose ligada (1—6) e &cido
glucurdnico (GluA), arabinose (Ara) e ramnose (Ram) nas ramificagoes.

(I O grupo 2 €& composto por uma cadeia principal de B-D-acido
glucurénico ligado (1—4) a D-manose (1—2), com ramificacfes de arabinose e acido
glucurdénico.

(1) O terceiro grupo possui uma cadeia de a-D-&cido galacturdnico ligado
(1—4) a a-L-ramnose (1—2), com ramificacdes de acido glucurdnico e B-D-galactose
(LIMA et al., 2002).

2.1.2.2.1 Goma de cajueiro (GC)

A goma de cajueiro (GC) € um heteropolissacarideo &cido, ramificado, de
cadeia longa e elevado peso molecular. A GC é um polissacarideo obtido do
exsudato da espécie Anacardium occidentale L. (Figura 13(a) e 13(b)). E uma arvore
encontrada na zona tropical, amplamente distribuida pelo nordeste do Brasil, de
baixo custo e facil acesso (CAMPOS et al., 2012; RIBEIRO et al., 2016).
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Figura 13 - (a) Exsudato obtido de Cajueiro e (b) Goma de cajueiro.

(b)

Fonte: Andrade et al., 2013; Autoria prépria, 2019.

Segundo dados do IBGE (2016) a area cultivada de cajueiro é de 583,9 mil
hectares, sendo que a regido Nordeste concentra cerca de 99,6% da area cultivada.
Os estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui concentram mais de 91% dos
cajueirais brasileiros. A coleta da goma é realizada de forma simples e a exsudacéao
muitas vezes espontanea. A producdo média natural de goma/planta/ano é de 700 g
e a producdo anual de GC tomando como base o adensamento médio de 100
plantas/ha gira em torno de 50.000 toneladas.

A goma de cajueiro do Brasil contém 73-82% de galactose, 6-14% de
glucose, 4-5% de arabinose, 2,0-3,5% de ramnose, até 1% de manose e 4-6% de
acido glucurénico (Figura 14), em m/m, sendo esses valores dependentes da época
da coleta da goma, do tipo de éarvore, da idade e do método de purificacao
(FEITOSA, DE PAULA, 2018).
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Figura 14 - Unidades de monossacarideos presentes na goma de cajueiro.
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Com base na composicdo, informacdes estruturais e comparacdo com a
estrutura da goma de cajueiro indiana, um provavel fragmento estrutural foi proposto
(FEITOSA; DE PAULA, 2018), conforme demonstrado na Figura 15.

A goma de cajueiro por ser heteropolissacarideo acido, porém, na forma de
sal, contém cations e contraions. Na goma bruta, os principais sdo: o Na* (1,4%), K*
(0,25%), Ca** (0,20%) e Mg** (0,07%), teores estes diminuidos apds o processo de
purificacdo da goma (KUMAR et al., 2012).

A goma de cajueiro do Brasil é altamente soluvel em &gua, mesmo a
temperatura ambiente e sua massa molecular é de cerca de 1,5x 10* g/mol usando a

cromatografia de permeacéo em gel (MOREIRA et al., 2002).
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Figura 15 - Estrutura provavel de fragmento da goma de cajueiro.
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Na Tabela 1 encontram-se algumas caracteristicas da goma de cajueiro de

origem brasileira.
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Tabela 1 - Algumas caracteristicas da goma de cajueiro do Brasil.

Caracteristicas Goma Bruta Goma Isolada
Cor do sélido Ambar Branca
Aspecto da solucéo Escura e turva Limpida
Umidade (%) 13,0 9,0-15,0
Cinza (%) 0,92 0,98 - 1,10
Proteina (%) 1,75 1,02-1,19

Fonte: Rodrigues et al.,1993.

A goma de cajueiro bem como seus derivados possui diversas aplicacdes
em diferentes areas, como alimentos, saude, mineral, agricultura, biotecnologia e
nanotecnologia, dentre outras. A Tabela 2 mostra alguns exemplos dessas

aplicacoes.

Tabela 2 — Algumas aplicacbes da goma de cajueiro.

Areas Aplicacées

Microencapsulacao de café para protecdo do aroma
Emulséo em saladas
Estabilizante em suco de caju
Alimentos Fabricacéo de salsichas
Filmes para cobertura de alimentos

Spray drying de suco de caju

Atividade antimicrobiana
Atividade antitumoral in vivo em camundongos
Efeito no processo cicatricial de lesdes cutaneas
Saude Atividade antirrotavirus

Géis e microesferas para liberacdo de farmaco
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Filme curativo
Atividade gastroprotetora

Atividade anti-hipertensiva
Mineral Depressor na flotagéo de minerais fosfatados
Agricultura Hidrogel superabsorvente com acrilamida

Encapsulacao de larvicidas
Biotecnologia Encapsulacao de 6leo essencial

Eletrodos multicamadas para deteccao de dopamina

Emulsificante de nanotubos de carbono
Imobilizacdo de Concanavalina A em filmes finos
Nanoparticulas com &cido acrilico
Nanogel com quitosana para encapsulacéo
Nanotecnhologia Filmes layer by layer como sensor biomédico
Nanoparticulas auto-organizadas
Atividade bactericida de GC com nanoparticulas
de Ag
Pontos quanticos de carbono
Goma de cajueiro modificada quimica para utilizacao

na sintese de AgNPs

Fonte: Autéria propria.

Outra aplicacdo recente da goma de cajueiro e extratos da arvore de
cajueiro € 0 seu uso em processos de sintese verde de nanoparticulas de prata.
Como, por exemplo, pesquisas desenvolvidas por Quelemes e colaboradores (2013)
que utilizaram a GC na sintese de nanopatrticulas de prata com posterior avaliagdo in
vitro de suas atividades antibacterianas e citotoxicas. Estudos realizados por
Araruna e colaboradores (2013) descreveram o desenvolvimento e a caracterizacéo
de uma sintese verde rapida e de baixo custo de nanoparticulas de prata reduzidas
e estabilizadas pela goma exsudada de Anacardium occidentale L., bem como, a

analise in vitro de suas atividades antibacterianas. Ja, pesquisas realizadas por
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Bonatto e Silva (2014) usaram extrato das cascas da castanha de caju (Anacardium
othonianum Rizz) na sintese e caracterizacdo 6ptica, estrutural, elétrica, molecular e
propriedades biologicas de AgNPs. Pesquisas desenvolvidas por Lustosa e
colaboradores (2017) utilizaram a goma de cajueiro como agente de cobertura e
borohidreto de sédio como agente redutor na sintese de AgNPs para o
desenvolvimento de um hidrogel a base de carboximetilcelulose.

Com base nos estudos anteriormente reportados, neste projeto de
doutoramento, propusemos o desenvolvimento de nanocompdsitos utilizando a
argila palygorskita modificada com nanoparticulas de prata reduzidas e estabilizadas
com a goma de cajueiro. No entanto, ndo ha estudos na literatura, sobre o
desenvolvimento de nanocompdsitos utilizando essa rota de sintese verde com
nanoparticulas de prata e palygorskita. Logo, a investigacdo constitui-se como

inovadora e importante para novas aplicacfes desse nanomaterial.

3 NANOCOMPOSITOS ARGILA/NANOPARTICULAS METALICAS

Durante o processo de sintese de nanoparticulas de prata uma das grandes
dificuldades € que sem uma matriz de suporte, estas podem ser inadequadas em
determinadas aplicacdes, como por exemplo, na liberacdo prolongada da prata por
exemplo, em dispositivos médicos (RIVERO et al., 2015). Outro problema esta
relacionado ao tamanho das nanoparticulas, pois se ocorrer processos de
agregacdo pode levar a desvantagens em suas propriedades quimicas, fisicas e
antibacterianas (LI; CHAN, 2015).

Assim, combinar as nanoparticulas com outros suportes, pode evitar ou
diminuir esses problemas, surgindo a sua aplicacdo como nanocompdsitos. De
acordo com a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (em
inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry), os compdsitos sao
materiais multicomponentes, que constituem varios dominios de fases diferentes, em
que, pelo menos um dominio é uma fase continua, com caracteristicas Unicas, das
quais nao € possivel de ser obtidas por seus componentes individuais. Ja o material
denominado de nanocompdsito, sdo materiais compoésitos hibridos, em que, pelo

menos um de seus componentes esteja em dimensao nanométrica. O interesse em
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nanocompositos nos ultimos anos se deve ao fato destes apresentarem melhores
propriedades quando comparados aos compdsitos convencionais A melhora nessas
propriedades ocorre pela tendéncia de uma maior interacdo na interface
matriz/reforco na escala nanométrica (WORK et al.,, 2004; BOTAN et al.,, 2011,
MORAES et al., 2014).

Um compdsito é constituido por materiais que se dividem em duas
categorias principais: a matriz e o refor¢go. Os reforcos podem ser, por exemplo,
fibras, particulas, e as matrizes podem ser polimeros, cerdmicas e metais. Em
relacdo a sua matriz, os nanocompoésitos podem ser classificados como:
nanocompositos de matriz ceramica, nhanocompdsitos de matriz polimérica e
nanocompositos de matriz metalica (CAMARGO et al., 2009). Os nanocompdsitos
argila/prata sao considerados novos materiais funcionais inorganicos, apresentando
propriedades como alta durabilidade e utilizagdo como agentes antimicrobianos e
antifngicos (OYA et al., 1991).

Lakbita e colaboradores (2019) estudaram o efeito da composicao de fases
de nanocompdsitos suportados por Ag,COs/Pal sobre suas propriedades
fotocataliticas em funcdo da estrutura cristalina e do teor relativo de fases de
Ag,CO3 na presenca de luz visivel para a remocéo do corante Orange G de aguas
residuais. Luo e colcaboradores (2017) estudaram a sintese de nanoparticulas de
AgsPO, depositadas na superficie da palygorskita (nanocompésitos Pal/AgsPOg)
avaliando sua atividade fotocatalitica e utilizacdo na degradacédo do corante laranja
de metila.

Ma e colaboradores (2014) sintetizaram nanoparticulas de AgsPO,; com
tamanho de 5 nm, suportadas na superficie da Palygorskita. Na sintese das
nanoparticulas foi utilizado nitrato de prata e hidrogenofosfato dissodico, sendo o
nanocompoésito usado como agente fotocatailitco de corantes. J4, Han e
colaboradores (2016) utilizaram fibras de 1a para fabricar carbono dots (CDs) pelo
método hidrotérmico, para a preparacdo de nanocompdsitos (Pal-Ag) utilizando
radiacdo ultravioleta, as nanoparticulas de prata apresentaram tamanhos entre 3 - 7
nm e boas propriedades antibacterianas.

Assim, a combinacdo de nanoparticulas de prata com materiais
ecologicamente “corretos”, inertes e baratos podem explorar suas propriedades de
forma eficaz para varias aplicagcdes (EREMENKO et al., 2016). Dentre os varios tipos
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de matrizes, as argilas surgem como materiais atraentes em virtude da relacao
custo, eficacia e ampla disponibilidade (MOTSHEKGA et al., 2013; HUSEN;
SIDDIQI, 2014).

4 ARGILOMINERAIS

Segundo a Associacéo Internacional de Estudos para Argilas (AIPEA), os
argilominerais sao definidos como minerais ou filossilicatos que déo a argila
plasticidade, endurecendo quandos secos ou aquecidos (GUGGENHEIM; MARTIN,
1995). Os argilominerais, puros ou modificados, sdo reconhecidos como 0s materiais
do século XXI, em virtude de sua abundancia, por serem de baixo custo e
ambientalmente ecoldgicos (MAISANABA et al., 2015).

Os argilominerais sdo compostos por silicato de aluminio, de ferro e de
magneésio hidratados, apresentando estrutura cristalina em camadas (filossilicatos),
constituidos por folhas continuas de tetraedro de 6xido de silicio, ordenado de forma
hexagonal, associados a folhas octaédricas de hidroxidos de metais tri e divalentes
(COELHO et al.,, 2007). A Figura 16 apresenta as unidades tetraédricas e

octaédricas que fazem parte da estrutura cristalina de argilominerais.

Figura 16 - Unidades estruturais de argilominerais: (a) tetraedros de éxido de silicio,
(b) octaedros de hidréxido de aluminio e magnésio e (c) esquema da estrutura

cristalina de uma esmectita.

a) unidades tetraedricas

&

@ Oxigénio @ Silicio

b)unidades octaedricas
cations

nocaves

® 0 © oH
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Al Fe Mg I ) Li Na, Ca Rb

Fonte: Carastan, 2007.
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Os argilominerais vém sendo o foco de muitos estudos, em virtude de sua
composicdo, estrutura e propriedades. Sendo utilizados em varias aplicacdes
industriais, como produto base na confeccdo de materiais com alto valor agregado
como por exemplos, agentes descorantes, estabilizantes de suspensdes, agente
catalitico de craqueamento, clarificacdo de cervejas, aguas, cidras, vinagres, etc;
cosmeéticos e farmacos, fabricacdo de filtros, fluidos de perfuracéo, tratamento de
residuos alimenticios, suportes cataliticos, tratamento de detritos, producdo de
nanocompositos polimero-argila, dentre outros (SILVA; FERREIRA, 2008).

O termo “argila” é aplicado aos materiais que apresentam tamanho de
particula inferior a 2 um, bem como, a familia de minerais com composi¢cdo quimica
similares e caracteristicas estruturais de cristal (UDDIN, 2017). As argilas sao
classificadas em classes ou grupos, de acordo com suas semelhangas quimicas, em
grupo das esmectitas (montmorilonita, saponita), mica (ilita), caulinita, vermiculita,
serpentina, pirofilita (talco) e palygorskita - sepiolita. (COELHO et al., 2007; UDDIN,
2017).

Os argilominerais também podem ser classificados de acordo com a sua
estrutura cristalina, sendo estrutura 1:1 e estrutura 2:1 (Figura 17). As estruturas 1:1
e 2:1 estdo relacionadas ao numero de camadas de cations coordenados a folha de
tetraedro em relacdo ao numero de camadas de céations coordenados a folha de
octraedro, sendo essa combinacdo denominada de lamela ou camada (COELHO et
al., 2007).

Os argilominerais 1:1 possuem uma folha de tetraedro e uma folha de
octraedro, 0S grupos que possuem essa estrutura sdo: da caulinita, das serpentinas
e dos argilominerais ferriferos. J4 os argilominerais 2:1 possuem uma folha de
octraedro entre duas folhas de tetraedros e 0S grupos que apresentam essa
estrutura sdo os: do talco-pirofilita; das micas; das esmectitas; das vermiculitas; das
cloritas e da palygorskita — sepiolita (AGUIAR, 2002; COELHO et al., 2007; UDDIN,
2017).

Cristiany Marinho Araijo



62
Capitulo 1

Figura 17 - Esquema estrutural de uma argila 1:1 e 2:1.
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Fonte: Adaptado de Grim, 1962.

4.1 Argilomineral palygorskita

4.1.1 Origem, estrutura e propriedades

O nome do argilomineral palygorskita (Pal) € em homenagem ao local de
sua primeira descoberta, a regido da Divisdo de Minas Palygorsk na provincia de
Perm, na Russia em 1861. Em 1935, Lapparent atribuiu 0 nome de atapulgita a uma
terra fuller encontrada na regidao de Attapulgus, Georgia (Estados Unidos) e em
Mormoiron (Franga). Lapparent achava que esse mineral era diferente da
palygorskita, no entando, foi comprovado atraves de técnicas como difragéo de raios
X (DRX), microssonda eletrbnica e analise termodiferencial, que se tratava do
mesmo mineral (LUZ; ALMEIDA, 2005).

A palygorskita geralmente €& encontrada em solos semiaridos e aridos
(NEAMAN; SINGER, 2004). Sendo conhecida comercialmente como atapulgita. E o

argilomineral de maior produgcdo no mundo ocidental, sendo os Estados Unidos o
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maior produtor com cerca de 93% da producdo, seguidos de Senegal, Espanha,
Austrélia e Africa do Sul. (COELHO et al, 2007; LUZ; ALMEIDA, 2005).

No Brasil as ocorréncias da palygorskita estdo localizadas na cidade de
Santos - SP, Marilia — SP, Rubido Junior — SP e Ponte Alta — MG, estas, porém sem
valor comercial. No ano de 1982, foi descoberta uma série de depodsitos de
palygorskita no municipio de Guadalupe — Piaui que fica a 337 Km de Teresina,
capital do Estado, conforme o mapa na Figura 18. Sendo estes distribuidos por uma
area de cerca de 700 Km?, com corpos de 500 m de comprimento e 17 m de
espessura e reservas da ordem de 20 milhdes de toneladas. A palygorskita tambéem
€ encontrada em outros municipios do Piaui como Anisio de Abreu, Fronteiras,
Paulistana, Sdo Raimundo Nonato e Simdes (LUZ et al., 2004; PEREIRA NETO et
al., 1993).

Figura 18 - Mapa do estado do Piaui, destacando as cidades de Guadalupe e

Teresina - PI.

A palygorskita € um silicato hidratado de aluminio e magnésio apresentando

grupos hidroxi reativos na superficie. Sua primeira estrutura foi proposta por Bradley
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(1940) sendo esta SigMgs020(OH)2(OH3)4-4H,O (BRADLEY, 1940; ZHANG et al.,
2009; ZENG et al., 2017). De acordo com a férmula estrutural proposta para a
palygorskita (Figura 19), esta apresenta trés formas de dgua em sua estrutura: (a)
aguas coordenadas a cations da folha octaédrica, (b) dguas zedliticas presentes nos
canais que interagem tanto com a molécula de H,O coordenada quanto a folha
tetraédrica e (c) aguas hidroxilas ligadas a estrutura do argilomineral no centro da
folha octaédrica (GIONIS et al., 2006).

Figura 19 - Representacao da estrutura da palygorskita.
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Fonte: Bailey, 1980.

A estrutura cristalina da palygorskita pode apresentar substituices
isomorficas, sendo as mais comuns as do céation Si*, dos tetraedros, que podem ser
substituidos por cétions trivalentes (A" ou Fe®*) e de AI**, dos octaedros, por
cations divalentes (Mg®* ou Fe?"), o que favorece uma carga superficial negativa.
Que é compensada pelos cations que estdo presentes no espaco interlamelar (Ca*,
Mg®*, Na* e K") (LUZ; ALMEIDA, 2005; OLIVEIRA et al., 2013). Assim, a
composicao e a morfologia da palygorskita dependem do local onde esta depositada
(RUIZ-HITZKY et al., 2013).
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A palygorskita possui morfologia fibrosa (Figura 20), apresentando estrutura
em canal aberto formando cristais alongados com estrutura 2:1, sendo uma dupla
camada de tetraedro de silicio e uma camada central de octaedro de magnésio,
aluminio ou ferro (LUZ; ALMEIDA; 2005; XAVIER et al., 2016; CARAZO et al., 2018).

Figura 20 - Imagem obtida por MEV da palygorskita.

Fonte: Autoria propria, 2019.

A estrutura tridimensional da palygorskita lhe confere forma alongada de
suas particulas que se assemelham a agulhas ao invés de placas, bem como, o nao
inchamento da argila quando exposta a agua, processo conhecido como swelling
(TANG et al., 2016; KUPFER, 2014). Outras propriedades decorrentes da morfologia
fibrosa e a presenca de canais, diz respeito a sua elevada area superficial (estimada
em torno de 75 a 210 m?g') e a presenca de cations trocaveis (20 a 30
miliequivalentes por 100 g de argila) (LUZ; ALMEIDA, 2005; SHAO et al., 2017).

4.1.2 Aplicacbes da palygorskita
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A presenca de microporos e canais na estrutura da palygorskita, além da,
natureza alongada de suas particulas e sua granulometria fina, conferem uma alta
superficie especifica e capacidade de absor¢cdo e dessor¢cédo de diferentes tipos de
materiais (LUZ; ALMEIDA, 2005). Algumas aplicacdes da palygorskita encontram-se

na Tabela 3.
Tabela 3 - Algumas aplicagbes da palygorskita.
Carreador de fertilizantes e defensivos Absorvente de 0leo e graxa
agricolas
Agricultura, como condicionador de Lama de perfuracéo
solos
Cama de animais domésticos (pet litter) IndUstria de tinta
Clarificacao, descoramento e filtracdo de Aditivo de alimentac¢do animal
Oleos e graxas
Purificacdo de aguas domésticas e Aplicacles téxteis
industriais
Aplicagbes farmacéuticas, meédicas e Revestimento de piso ceramico
cosmeéticas
Refino e processamento quimico de Revestimento asfaltico

derivados de petréleo
Industria de cimento (pozolanas, Adesivos

impermeabilizantes, plastificantes)

Fonte: Adaptado de Luz; Almeida, 2005.

A palygorskita em virtude de sua alta capacidade de adsorcdo
principalmente quando tratada termicamente ou ativada com acidos, aumenta de 5 a
8 vezes maior para alcaloides (estricnina e quinina), bactérias e toxinas, justificando,
assim, sua utilizacdo na composicao de produtos farmacéuticos (NETO et al., 1993).
Por apresentar propriedades anti-acidas pela adsorcéo de ions H" em sua superficie,
a Pal, pode atuar como protetor da mucosa gastrica e intestinal, pois aderiando a

essas membranas, ocorre a diminuicdo da secrecdo gastrica na mucosa,
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melhorando a irritacdo do local, além, de adsorver virus, toxinas e bactérias (DROY -
LEFAIX; TATEO, 2006). O interesse em sua utilizacdo deve-se por esta apresentar
alta capacidade adsortiva podendo ser usada em medicamentos antidiarreicos,
mascaras faciais e cicatrizacdo de feridas (GALAN, 1996; OLIVEIRA, 2010; SILVA,
2011). Além de, apresentar pontos de interagcdo com outras moléculas, devido a
grupos silanois disponiveis e carga superficial que facilita a interacdo com proteinas,
lipideos, biopolimeros, acidos nucléicos e polissacarideos podendo ser utilizada em
outras aplicacdes (RUIZ-HITZKY et al., 2013).

Nos ultimos anos, ha um crescente aumento em pesquisas utilizando a
palygorskita como material adsorvente, principalmente na adsorcéao e liberacdo de
farmacos (SANTANA et al., 2017), tratamento de aguas residuais (ZHAOHUI et al.,
2016) e remocédo de contaminantes de efluentes (CHANG et al., 2016).

Dessa forma, considerando o carater inovador e inédito da pesquisa até o
presente momento, o conhecimento sobre a interacdo e as propriedades do
nanocompoésito de palygorskita/nanoparticulas de prata pode potencializar sua

aplicacdo como agente antimicrobiano.
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RESUMO

A procura por novos materiais nanoestruturados que possuam atividade antimicrobiana e
gue possam surgir como alternativa em aplicacdes biotecnoldgicas vem despertando grande
interesse pela comunidade cientifica. O emprego de recursos naturais no desenvolvimento
desses materiais torna-se interessante ndo sé pela sua disponibilidade e baixo custo como
também por se tratar de materiais, geralmente com baixa ou nenhuma toxicidade e que
possuem propriedades de interesse, como € o caso da argila Palygorskita (Pal), também
denominada de Atapulgita. Dessa forma, uma nova aplicabilidade é proposta com a
utiizacdo desse recurso natural com vistas ao desenvolvimento de produtos
biotecnol6gicos, como a sintese de nanocompoésitos constituidos pela incorporacao de
nanoparticulas de prata (AgNPs) na Pal para a sua utilizacdo como agente antibacteriano. O
objetivo da pesquisa foi realizar um estudo prospectivo em bases de periddicos da Scopus,
Web of Science e Scielo, como também, nos bancos de patentes do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), European Patent Office (Espacenet) e United States Patent
and Trademark Office (USPTO), no periodo de 2008 a 02/2019. De acordo com o0s
resultados obtidos, constatou-se um nimero consideravel de artigos e patentes utilizando as
palavras chave “Palygorskite” ou “Attapulgite”. Ja quando utilizou-se as combinacdes
“Palygorskite OR Attapulgite AND silver of nanoparticle AND antimicrobial” e “Palygorskite
OR Attapulgite AND silver of nanoparticle AND bactericidal” ndo foi encontrado nenhuma
patente com os termos, e apenas 02 artigos cientificos até a presente data. Dessa forma, o
desenvolvimento de nanocompdésitos de Pal/AgNPs/GC para aplicacdes biotecnolégicas
pode ser bastante promissor e inovador pelas caracteristicas apresentadas por ambos o0s
materiais.

Palavras-chave: Nanocompésitos; Palygorskita; Atapulgita; Nanoparticulas de prata;

Agente bactericida.
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ABSTRACT

The search for new nanostructured materials that have an antimicrobial activity and which
may arise as an alternative in biotechnological applications has aroused great interest by the
scientific community. The use of natural resources in the development of these materials
becomes interesting not only because of their availability and low cost, but also because they
are materials with low or no toxicity and have properties of interest, such as Palygorskite clay
( Pal), also called Attapulgite. Thus, a new applicability is proposed with the use of this
natural resource for the development of biotechnological products, such as the synthesis of
nanocomposites constituted by the incorporation of silver nanoparticles (AgNPs) in Pal for its
use as antibacterial agent. The aim of the research was to carry out a prospective study on
the basis of periodicals of Scopus, Web of Science and Scielo, as well as in the patent banks
of the National Institute of Industrial Property (INPI), European Patent Office (Espacenet) and
United States Patent and Trademark Office (USPTO), from 2008 to 02/2019. According to
the results obtained, a considerable number of articles and patents were verified using the
key words "Palygorskite" or "Attapulgite”. However, when the "Palygorskite OR Attapulgite
AND silver of nanoparticle AND antimicrobial" and "Palygorskite OR Attapulgite silver of
bacterial nanoparticle” combinations were used, no patent was found with the terms, and
only 02 scientific articles have been found to date. Thus, the development of Pal/AgNPs/GC
nanocomposites for biotechnological applications can be quite promising and innovative due

to the characteristics presented by both materials.

Keywords: Nanocomposites; Palygorskite; Attapulgite; Silver of nanoparticles; Bactericidal

agent.
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1 INTRODUCAO

O interesse por novos materiais, principalmente nanoestruturados, que
possuam atividade antimicrobiana e que possam ser utilizados na éarea da
biotecnologia, vem ganhando atencdo em varias pesquisas atuais. Especialmente,
se este novo produto for desenvolvido a partir de um recurso natural.

Nesse contexto, a utilizacdo da argila Palygorskita (Pal), também conhecida
como Atapulgita, no desenvolvimento de materiais nanoestruturados, possibilita
agregar valor a um produto regional do Piaui, que é largamente disponivel e ainda
pouco explorado.

A argila atapulgita foi descoberta por Lapparente, em 1935, na regido de
Attapulgus, no estado da Geodrgia (EUA) e em Mormoiron (Franga), dai o seu nome
Atapulgita. Mais tarde, Lapparente utilizando técnicas adequadas tais como, difracéo
de raios-X, microssonda eletronica e analise termodiferencial, mostrou que essa
argila era a mesma Palygorskita descoberta em 1861 nos Montes Urais na Unido
Soviética, por isso, a sua denominacdo também de Palygorskita (FROST et al.,
2001; LUZ; ALMEIDA, 2005).

Assim, a Pal é uma argila de ocorréncia natural (WANG et al., 2015) e sua
estrutura comegou a ser estudada em 1940 por Bradley (BRADLEY, 1940). A Pal
trata-se de um silicato de magnésio e aluminio hidratado com estrutura

tridimensional, possui morfologia fibrosa com férmula molecular Si O, Mgs (Al)
(OH),(H,0),.4H,0 com elevada area superficial especifica e moderada capacidade

de troca catibnica (CHEN; WANG, 2007; CHEN et al., 2007; AL-FUTAISI et al., 2007,
LIANG et al.,2011; SHAO et al., 2017; ZHANG et al., 2017).

A estrutura cristalina dos filossilicatos 2:1, como é o caso da Pal, é
constituida por folhas continuas de tetraedros SiO,, ordenados de forma hexagonal,
condensados com folhas octraédricas de hidroxidos de metais tri e divalentes (YANG
et al.,, 2016). Sendo assim, a Pal faz parte de um grupo de argilas denominado
Palygorskita-sepiolita, sendo considerada como membro principalmente de um grupo
de argilas clarificantes conhecidas como ‘“terra fuller’ (COELHO et al, 2007).

As ocorréncias da Pal no Brasil estdo localizadas em Santos — SP, Marilia —
SP, Rubi&o Janior — SP e Ponte Alta — MG, porém, sem exploragdo comercial. No

ano de 1982, foram descobertos varios depdsitos dessa argila no municipio de

Cristiany Marinho Araijo



89
Capitulo 2

Guadalupe no Piaui-Pl. Estes depoésitos estdo distribuidos por uma area de
aproximadamente 700 km? com comprimento de 500 m e 17 m de espessura e
reservas em torno de 20 milhdes de toneladas. Além de Guadalupe, no Piaui-PI,
outros municipios possuem reservas, porém, em pequenas quantidades, como 0s
municipios de Anisio de Abreu, Fronteiras, Paulistana, Sdo Raimundo Nonato e
Simoes (OLIVEIRA et al., 2015; XAVIER et al., 2012; XAVIER et al., 2016).

A Pal é utilizada em diferentes setores, como por exemplo, como fluido de
perfuragcdo de petréleo; como adsorvente (“pet litter’), neste caso, € empregada
como areia sanitaria para gatos, devido sua capacidade de absorver a urina do
animal, formando pequenas placas que sao facilmente removidas sem deixar cheiro
no ambiente. A Pal ainda é usada em processos de clarificagdo; descoramento e
filtracAdo de Oleos; purificagdo de aguas residuais e industriais; constituinte de
sistemas para remocdo de metais em agua; remocao de corantes e poluentes
organicos téxicos; vetorizacdo de drogas; formulacdo de cosméticos; processos de
adsorcdo em clareamento na indastria téxtil; liberacdo de farmacos, dentre outras
(LUZ; ALMEIDA, 2005; FALAYI; NTULLI, 2015; MU; WANG, 2015; SILVA et al.,
2015; MOREIRA et al., 2017; SANTANA et al., 2017).

Durante a ultima década a utilizacdo de argilas em beneficio a saude
humana vem ganhando grande interesse, embora, os efeitos terapéuticos de argilas
sejam usados desde tempos pré-historicos (CARRETERO et al., 2006; GOMES;
PEREIRA SILVA, 2006). Diversas argilas vém sendo utilizadas no campo
farmacolégico e cosmético como, por exemplo, a Palygorskita (CARRETERO;
POZO, 2010; SILVA et al.,, 2013). Esse fato deve-se as suas excelentes
propriedades como elevada area especifica, capacidade de sorcdo, propriedades
reoldgicas, inércia quimica e toxicidade baixa ou nula para pacientes (TANG et al.,
2014; CARRETERO et al., 2007; LEFORT et al., 2007; VISERAS et al., 2007). A
utilizacéo de argilas pode ser como principio ativo, adsorventes, excipientes, entrega
de drogas e em retardamento de formulacdes (VISERAS et al., 2007; DAMONTE et
al., 2007).

A Pal empregada nessa pesquisa vem sendo usada em diversas aplicacbes
farmacéuticas, principalmente em virtude de sua alta capacidade de adsorcao. Essa
propriedade pode ser elevada quando a Pal é tratada de forma acida ou térmica,

aumentando de 5 a 8 vezes a adsorcdo para alcaléides, como a estricnina que é
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bastante téxica, bactérias e toxinas (LUZ; ALMEIDA, 2005). Dessa forma a Pal &
utilizada, por exemplo, como protetor gastrointestinal, onde esta € capaz de proteger
a mucosa gastrica e intestinal, absorvendo toxinas, bactérias e mesmo virus. Pode
ser empregada em formulagdes antidiarréicas em virtude de sua alta capacidade de
adsorcdo. Em cosméticos é usada em mascaras faciais em virtude de sua
capacidade de absorver substancias gordurosas, toxinas e outras. Seu uso pode ser
em forma de creme, emulsdes, pds e antitranspirantes, que da opacidade a pele,
remocao de brilho, além de, cobrir manchas (SILVA, 2012).

Recentemente, varias sdo as pesquisas que vem utilizando as argilas
combinadas com nanoparticulas de prata (AgNPs). Nos ultimos anos, AgNPs vém
sendo cada vez mais utilizadas em aplicagdes biomédicas, incluindo o
desenvolvimento de materiais com atividades antimicrobianas (PEER et al., 2007;
SUN et al, 2008; KO et al., 2007; MOTSHEKGA et al.,, 2013). A atividade
antimicrobiana das AgNPs foi potencializada quando esta passou a ser utilizada na
escala nanométrica devido ao aumento de sua area superficial (LIMA, 2011).

A combinacdo de AgNPs e argila pode resultar em um material compdésito
gue venha a atuar como agente bactericida. Na literatura existem poucos trabalhos
em que as propriedades de argilas foram associadas as AgNPs para o
desenvolvimento de novos materiais, dentro os quais encontram-se estudos com a
bentonita e a montmorilonita (COSTA et al., 2011; PESSANHA et al., 2014).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo realizar uma prospecc¢ao
tecnoldgica e cientifica utilizando as palavras chave “Palygorskita” e “Atapulgita”
combinada com AgNPs para aplicacdes como agente antibacteriano. Foi analisada a
evolucdo do numero de artigos cientificos publicados nas bases de periédicos
Scopus, Web of Science e Scielo, além da, quantidade do ndimero de patentes
concedidas e depositadas no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI),
Escritério Europeu de Patentes (Espacenet) e no United States Patent and
Trademark Office (USPTO).
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2 METODOLOGIA

Para a pesquisa foi realizado um estudo prospectivo tecnolégico e cientifico
buscando patentes e artigos cientificos utilizando palavras chave e combinacdes.
Para a coleta de dados da quantidade de artigos cientificos foram utilizadas as
bases de periddicos Scopus, Web of Science e Scielo. Ja para a busca do numero
de patentes depositadas e concedidas utilizou-se as bases de dados do INPI
(Instituto Nacional da Propriedade Intelectual), EPO (European Patent Office) e
USPTO (United States Patent and Trademark Office).

Como a argila Palygorskita, também pode ser denominada de Atapulgita,
foram realizadas pesquisas utilizando esses dois termos como palavras chave em
inglés “Palygorskite” OR “Attapulgite”, em seguida utilizou-as com diferentes
combinagdes como: “Palygorskite OR Attapulgite AND metals”, “Palygorskite OR
Attapulgite AND metallic nanopatrticle”, “Palygorskite OR Attapulgite AND silver’,
“Palygorskite OR Attapulgite AND silver nanoparticle”, “Palygorskite OR Attapulgite
AND silver of nanoparticle AND antimicrobial” e “Palygorskite OR Attapulgite AND
silver of nanoparticle AND bactericidal”.

Para todas as pesquisas foram delimitadas o aparecimento das palavras
chave e suas combina¢des nos campos de ‘titulo, resumo e palavras chave”. Para a
prospeccao cientifica delimitou-se o nimero de artigos publicados do ano de 2008
até fevereiro de 2019. J4 para a prospeccao tecnoldgica nao foi delimitado tempo
especifico, ou seja, foi realizado o levantamento total do numero de patentes
depositadas e/ou concedidas.

Na base de periddicos Scopus no qual encontrou-se o maior nimero de
publicacdes com as palavras chave “Palygorskite” e “Attapulgite”, foram analisados a
quantidade de artigos publicados, as areas que mais publicaram artigos com esses
termos e 0s paises com 0s maiores numeros de publicacées utilizando esse

argilomineral, do ano de 2008 até fevereiro de 2019.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise de artigos publicados

Na Tabela 1 estdo demonstrados a quantidade de artigos publicados com as

palavras chave “Palygorskite” e “Attapulgite” e suas combinacbes nas bases

cientificas Scopus, Web of Science e Scielo. Quando utilizou-se as palavras chaves

“Palygorskite” ou “Attapulgite” encontrou-se um numero relativamente grande de

artigos publicados em diversas areas do conhecimento na base de periédicos

Scopus e Web of Science. J& na base de periddicos Scielo foram encontrados

apenas vinte e quatro artigos.

Tabela 1 - Quantidade de artigos encontrados nas bases cientificas: Scopus, Web

of Science e Scielo, utilizando as Palavras chave “Palygorskite” ou “Attapulgite” e

suas combinagoes.
COMBINACOES
Palygorskite OR Attapulgite
Palygorskite OR Attapulgite
metals

Palygorskite OR Attapulgite
metallic nanoparticle
Palygorskite OR Attapulgite
silver

Palygorskite OR Attapulgite
silver of nanoparticle
Palygorskite OR Attapulgite
silver of  nanopatrticle
antimicrobial

Palygorskite OR Attapulgite
silver  of nanoparticle
bactericidal

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Analisando de forma mais detalhada a quantidade de artigos cientificos
publicados com as Palavras chaves “Palygorskite” ou “Attapulgite”, escolheu-se a
base cientifica Scopus por apresentar o maior numero de publicacbes (2.613

artigos), conforme Figura 1.

Figura 1 - Quantidade de artigos cientificos publicados por ano utilizando os termos
“Palygorskite” ou “Attapulgite” na base de peridédicos Scopus no periodo de
janeiro/2008 a fevereiro/2019.

300 277 282

68 &
50 - .
=== de publicagdess por ano utilizando os termaos Palygarskita ou Atapulgita

Fonte: Autoria propria, 2019.

Percebe-se que a quantidade de artigos cientificos publicados utilizando os
termos “Palygorskite OR Attapulgite” € consideravel e vem crescendo ao longo dos
anos. Porém, nos anos de 2012 (240 artigos publicados), 2015 (252 artigos
publicados) e 2017 (258 artigos publicados), houve uma pequena diminuicdo na
guantidade de artigos publicados se comparado com anos anteriores. Sendo, 0 ano
de 2018 o de maior numero de publicacbes com 306 artigos publicados e o0 ano de

2008 o de menor quantidade de publicagdes, com apenas 125 artigos publicados.
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Ja no ano de 2019, utilizando dados dos meses de janeiro e fevereiro ja
foram publicados 68 artigos cientificos. O que demonstra que mesmo oscilando em
alguns anos, a quantidade de pesquisas cientificas utilizando a argila Palygorskita é
crescente.

Nessa mesma base de periddicos (Scopus) analisou-se dentre os artigos
publicados, quais foram as principais areas de publicacdo utilizando as palavras
chaves “Palygorskite” ou “Attapulgite”. A Figura 2 mostra que a area da Quimica,
Ciéncia dos Materiais, Engenharia, Engenharia Quimica e Ciéncias da Terra e do
Planeta e Ciéncia Ambiental aparecem nas seis primeiras posicbes como as
principais areas de publicacdo com esses termos.

Ainda utilizando os termos “Palygorskite” ou “Attapulgite”, dentre os artigos
publicados na base Scopus, a Figura 3 apresenta os 20 paises que mais publicaram
artigos cientificos com estes termos, sendo a China o pais com o maior nimero de
publicacdes com 1.724 artigos cientificos publicados, seguido dos Estados Unidos
com 216 publicacdes. O Brasil ocupa a 5° posicdo com 67 artigos publicados. De
forma geral, o Brasil ainda possui poucas pesquisas utilizando essa argila, mesmo

possuindo grandes depositos de Palygorskita.

Figura 2 - Areas que mais publicaram artigos com os termos “Palygorskite” ou
“Attapulgite” na base de periddicos Scopus no periodo de janeiro/2008 a
fevereiro/2019.

mQuimica

m Ciéncia dos Materiais

» Engenharia Quimica

m CiénciasdaTerra e do Plansta

m Ciéncia Ambiental

m Engenharia

u Fisica e Astronomia

m Agricultura e Ciéncizs Biologicas

Energia

m Medicina
® Bioquimica, Genética e Biologia Malecular
Farmacologia Toxicologia e Farmacéutica

Outros

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Figura 3 - Os 20 paises que mais publicaram artigos cientificos com os termos
“Palygorskite” ou “Attapulgite” de Janeiro/2008 a Fevereiro/2019 utilizando dados

fornecidos pela base de periédicos Scopus.
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Ainda de acordo com a Tabela 1 quando restrigiu-se os dados da pesquisa,
ao combinar as palavras chave (Palygorskite OR Attapulgite) com outros termos,
houve uma diminuicdo consideravel do numero de artigos publicados. Com os
termos “Palygorskite OR Attapulgite AND metals” foram encontrados 245 artigos
cientificos na base de peridédicos Scopus, 06 artigos na Web of Science e na base
de periédicos Scielo ndo foi encontrado nenhum artigo com essas combinacdes.

Ja utilizando a combinacdo ‘“Palygorskite OR Attapulgite AND metallic
nanopatrticle” (Tabela 1) ndo foram encontrados nenhum artigo publicado na base de
periédicos Scopus, Web of Science e Scielo. J& utilizando os termos “Palygorskite
OUR Attapulgite AND silver” foram localizados 41 artigos na base de periddicos
Scopus e nenhum artigo nas bases da Web of Science e Scielo.

Com a combinacao dos termos “Palygorskite OR Attapulgite AND silver of
nanopatrticle” foram localizados 09 artigos na base de periddicos Scopus e 04 artigos
na base de periédicos da Web of Science. Tais artigos reportam: O desenvolvimento

de um sensor de peroxido de hidrogénio utilizando nanoparticulas de Ag
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eletrodepositadas em nanoestrutura natural de atapulgita modificada com eletrodo
de carbono vitreo (CHEN et al., 2011); Preparacdo de um composito magnético de
atapulgita revestido com polieletrolito para adsorcédo de metais preciosos (MU et al,
2013); Preparacéo de atapulgita magnética para remocéo de Ag” e reducéo catalitica
do 4-nitrofenol (MU et al., 2013); Estrutura, morfologia e propriedades cataliticas do
nanocomposito (AT/AgsPO,) (GU et al., 2015); Sintese de um nanocompoésito
multifuncional Palygorskita/polianilina/nanoparticulas de Ag (Pal/Pani/AgNPs) (TIAN
et al., 2016); Residuos de Pal carregados com corante utilizados em
nanocompositos Pal/C/AgNPs para uso em adsorcéo e atividade catalitica (TIAN et
al, 2016). Material compdsito a base de polipirrol, prata e atapulgita utilizando uma
matriz de reforco de PBS (Butileno succinato) com propriedades biodegradaveis
(ZANG et al, 2016); Sintese de nanocomposito de Pal/AgNO; com atividade
catalitica para uso na degradacdo de corantes (LUO et al., 2017); Embalagem a
base de polietileno, atapulgita, nano de Ag e SiO, (SHI et al., 2018); Efeito de
embalagens contento nanocompdsito a base de TiO,, SiO,, Ag e atapulgita na
microestrutura e metabolismo energético de Agarius bisporus (WU et al., 2019).

Quando restringiu-se ainda mais 0s termos da pesquisa utilizando as
combinagbes “Palygorskite OR Attapulgite AND silver of nanoparticle AND
antimicrobial” ndo foram localizados nenhum artigo cientifico nos bancos de
periodicos pesquisados. Ja utilizando os termos “Palygorskite OR Attapulgite AND
silver of nanoparticle AND bactericidal” foram encontrados apenas 02 artigos na
base de periddicos Scopus, onde o primeiro reporta 0 desenvolvimento de um
composito a base de polipirrol, prata e atapulgita, com uma matriz de reforco a base
de PBS (Butileno succinato) com propriedades biodegradaveis e antibacterianas
(ZANG et al, 2016). E o segundo artigo apresenta a sintese de nanocompdsitos
onde a palygorskita foi submetida a uma reacao de troca ionica com ions de prata,
utilizacéo a técnica de irradiacao ultravioleta usando pontos de carbono (CDs) como
agente redutor (HAN et al., 2016).

Tal fato evidencia que pesquisas utilizando a argila palygorskita (atapulgita)
com nanoparticulas de prata com potencial antibacteriano ainda sédo recentes e
escassas. Ou seja, pesquisas que reportem processos de sintese, caracterizacao e
aplicacdo de nanocompositos de palygorskita (atapulgita)/AgQNPs com potencial

bactericida para fins biotecnol6gicos sdo bastante promissoras e inovadoras.
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3.2 Anélise do numero de patentes encontradas nos bancos de dados INPI,
ESPACENET e USPTO

Para a analise do namero de patentes foram empregadas as mesmas
palavras chave e combinacdes utilizadas na prospeccao cientifica. Quando utilizou-
se as palavras chave da pesquisa, “Palygorskite” e “Atapulgitte”, foram encontradas
um numero consideravel de patentes na base européia (Espacenet), conforme
ilustrado na Tabela 2.

Na base de dados do INPI foram encontradas 10 patentes com as palavras
chave “Palygorskite OR Attapulgite”, sendo que estas patentes referem-se a: Um
aditivo de argila organofilica para fluidos de perfuracdo (Pl 0706391-1 A2);
Composicéao fluorescente e fosforescente para tingir tintas em geral (Pl 0700377-3
A2); Composicdo de gasolina utilizando argila e operacdo de um motor de
combustdo interna de ignicdo por centelha (Pl 0405407-5 A2); Composicao de
concentrados para reticulacdo de polimeros de polissacarideo hidratados em um
liquido aquoso e fluidos de manutencédo de pocos (Pl 0300127-0 B1); Processo para
a producao de um produto adsorvente de peneira molecular utilizando atapulgita (Pl
0307063-8 B1); S&o descritas formulacbes sélidas de fluridona que incluem a
argila atapulgita e/ou bentonita (Pl 0212114-0 A2); Producdo de um material
adsorvente para purificacdo de 6leos e remocdo de compostos de fosforo e outros
contaminantes de o6leo (Pl 9205682-2 A2); Processo para clarificacdo de 6leos
usando Paligorsquita ativada termicamente (BR 013761-8 A2); Utilizacdo da
Paligorsquita natural e Paligorsquita funcionalizada com amina secundaria como
materiais adsorventes para a adsorcdo de H,S do gas natural (Pl 0901182-0 A2);
Composicao quimica de argilas usadas na clarificacdo de 6leos vegetais e gorduras
animais sem acréscimo de acidos em suas composi¢des (BR 003240-0 A2).
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Tabela 2 - Numero de Patentes encontradas nas buscas realizadas nos bancos de

dados: Espacenet, USPTO e INPI, utilizando as palavras chave “Palygorskite” OR

“Attapulgite”.
COMBINACOES Espacenet USPTO INPI
Palygorskite OR Attapulgite >10.000 157 10
Palygorskite OR Attapulgite AND 165 27 0
metals
Palygorskite OR Attapulgite AND 0 0 0
metallic nanoparticle
Palygorskite OR Attapulgite AND 296 27 0
silver
Palygorskite OR Attapulgite AND 0 0 0

silver of nanopatrticle
Palygorskite OR Attapulgite AND 0 0 0
silver of nanoparticle AND
antimicrobial
Palygorskite OR Attapulgite AND 0 0 0
silver of nanoparticle AND

bactericidal

Fonte: Autoria propria, 2019.

A Figura 4 demonstra a porcentagem de depositantes das patentes
encontradas no banco de dados do INPI utilizando as palavras chave da pesquisa
“Palygorskita” e “Atapulgita”. Sendo que, 70% das patentes localizadas foram
depositadas por empresas, 10% por universidades e 20% por autores

independentes.
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Figura 4 - Porcentagem de depositantes no banco de patentes do INPI utilizando as

palavras chave “Palygorskite OR Attapulgite”.

Universidades

10%

Autores
20%

Empresas
70%

Fonte: Autoria propria, 2019.

Na Figura 5, quando analisou-se os dados das patentes depositadas na
base do INPI ainda utilizando as palavras chave da pesquisa “Palygorskita” e
“Atapulgita” de acordo com a Classificagao Internacional de Patentes (CIP), os
pedidos de depdsitos foram incluidos nas categorias: AO1, BO1, C09 e C10, sendo
estas relativas respectivamente, a agricultura, silvicultura, pecuéria, caca, captura
em armadilhas e pesca; processos ou aparelhos fisicos ou quimicos em geral;
corantes, tintas, polidores, resinas naturais, adesivos, composicées ndo abrangidos
em outros locais, aplicacbes de materiais ndo abrangidos em outros locais;
industrias do petréleo, do gas ou do coque, gases técnicos contendo mondxido de

carbono, combustiveis, lubrificantes e turfa.
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Figura 5 - Quantidade de patentes na base do INPI, utilizando as Palavras
“Palygorskita” ou “Atapulgita” de acordo com os cdodigos da Classificacdo

Internacional de Patentes (CIP).

1 1

o B

A01 BO1 Cco9 C10

Fonte: Autoria propria, 2019.

Das patentes localizadas utilizando a palavra Palygorskita (atapulgita) no
INPI, 07 (sete) delas foram depositadas no Piaui-Pl, onde existem grandes reservas
dessa argila. Porém, ainda h& poucas pesquisas no Brasil utilizando a argila
Palygorskita, tendo em vista que, o Brasil possui grandes depdsitos dessa argila
(LUZ et al., 2004).

Essa pequena quantidade de patentes encontradas, reflete também na
posi¢do que o Brasil ocupa de acordo com dados do relatério anual da Organizacao
Mundial de Propriedade Intelectual (WIPO) que esta vinculado a Organizagdo das
Nacdes Unidas (ONU) do ano de 2012. Em que, o Brasil ocupa apenas a 192
posicdo com 41.453 patentes validas, sendo este levantamento feito com os 20
maiores escritérios de concessdo de patentes no mundo. Os Estados Unidos ocupa
o primeiro lugar com 2,2 milh6es de patentes e o segundo lugar pelo Japdo com 1,6
milhdo (MONACO, 2014).

Ainda de acordo com a Tabela 2 ao combinar os termos Palygorskite OR
Attapulgite AND metals foram localizadas 165 patentes no banco de dados da

Espacenet, 27 patentes no USPTO e nenhuma patente no INPI. J4, ao utilizar a
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combinacdo ‘Palygorskite OR Attapulgite AND silver” foram encontradas 296
patentes no banco de dados da Espacenet, 27 patentes no USPTO e nenhuma
patente no INPI.

Ao refinar a pesquisa utilizando as palavras chaves com as seguintes
combinacgdes “Palygorskite OR Attapulgite AND metallic nanopatrticle”, “Palygorskite
OR Attapulgite AND silver of nanoparticle”, “Palygorskite OR Attapulgite AND silver
of nanoparticle AND antimicrobial” e “Palygorskite OR Attapulgite AND silver of
nanoparticle AND bactericidal” ndo foram localizadas nenhuma patente no banco de
dados da Espacenet, USPTO e INPI.

A busca por novos materiais com aplicagcbes biotecnologicas vem
despertando o interesse da comunidade cientifica, pois, a utilizacdo de recursos
naturais no desenvolvimento desses materiais torna-se interessante ndo sé pela sua
disponibilidade, como também, por ndo apresentar toxicidade e possuir excelentes
propriedades. Além de, ser uma oportunidade de agregar valor a um produto
regional. Onde o Estado do Piaui possui grandes reservas, sendo assim,
amplamente disponivel, porém, pouco explorado comercialmente no caso da argila
Palygorskita. O que demonstra que pesquisas utilizando a argila Palygorskita ainda
sdo em numeros reduzidos, principalmente no Brasil. E que estudos envolvendo

Palygorskita e nanopatrticulas de prata sdo promissores e inovadores.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com o mapeamento tecnoldgico e cientifico mostraram
gue a utilizacdo de nanocompdsitos de Palygorskita (atapulgita) e nanoparticulas de
prata como agente antibacteriano para aplicacbes em biotecnologia é bastante
promissora e inovadora. O que foi evidenciado por resultados preliminares obtidos
pelo grupo de pesquisa dos autores. Este estudo de prospeccdo demonstra que
ainda h& espaco para novas descobertas, principalmente para pesquisadores do
Brasil, vista que, existem grandes depdsitos dessa argila no pais, sendo este recurso

natural amplamente disponivel e ainda pouco pesquisado.
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RESUMO

Nessa pesquisa, foi realizada a sintese, caracterizacdo e testes antibacterianos e
toxicidade de nanocompdsitos de palygorskita/nanoparticulas de prata/Goma de
cajueiro (Pal/AgNPs/GC). Os nanocompoésitos de (Pal/AgNPs/GC) foram obtidos a
partir de sintese verde utilizando polissacarideos exsudados da arvore do cajueiro
(Anacardium occidentale L.) como agente redutor e/ou estabilizante associado a
argila natural palygorskita (Pal). A argila palygorskita passou por tratamentos fisicos
e quimicos para remocao de impurezas e matéria organica. As nanoparticulas de
prata foram caracterizadas por Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel
(UV-vis), Tamanho hidrodinamico médio, Potencial Zeta e Microscopia Eletrénica de
Transmisséo (TEM) confirmando a formag&o das nanoestruturas. O espectro de
absorcdo UV-vis apresentou uma banda de ressonancia plasmonica de superficie
(SPR- Surface Plasmons Ressonance) com absorcdo maxima em torno de 409 nm
caracteristica da formacédo de AgNPs com formato esférico. Pelos resultados obtidos
pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz, o tamanho hidrodinAmico médio
das AgNPs foi aproximadamente 3,8 nm * 0,95 (99,1%), o indice de Polidispersio
(PDI) de 0,3 e potencial zeta em torno de - 33 mV (x 3,72 em pH=6,7), confirmando
a obtencdo das nanoparticulas a partir da sintese verde utilizando com a goma de
cajueiro (GC). As imagens TEM das AgNPs comprovaram a formacdo das
nanoparticulas em formato esférico. A Pal e o nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC
foram caracterizados por Difragdo de Raios X (DRX), Area Superficial Especifica
(Seet), Analises Térmicas, Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e Microscopia Eletrbnica de
Transmissdo (TEM). Tais técnica comprovaram a reducdo de impurezas na
palygorskita, como também a formacdo do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC. Por
fim, a atividade antibacteriana das amostras de Pal, AQNPs e do nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC foram analisadas pelo método de contato direto contra cepas de
bactérias do tipo Staphylococcus aureus (Gram-positivas) e Escherichia coli (Gram-
negativas). Tais resultados mostraram que o0 nanocomposito obtido apresentou os
maiores efeitos de inibicdo tanto para as bactérias de S. aureus (85,3% * 1,62),
quanto para as bactérias de E. coli (70,2% + 1,34). Assim, o efeito inibitério do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC foi mais eficaz do que os efeitos apresentados
pela Pal e pelas AgNPs individualmente. Além de que, o nanocompdsito nao
apresentou toxicidade frente a Artemia salina. Em virtude da propriedade
antibacteriana apresentada, o0s nanocompositos de Pal/AgNPs/GC foram
considerados materiais promissores com potencial para aplicagbes como agente
antibacteriano.

Palavras chaves: Sintese verde, nanocompadsitos, palygorskita, nanoparticulas de
prata, agente antibacteriano.
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ABSTRACT

In this research, the synthesis, characterization and antibacterial tests of palygorskite
nanocomposites/silver nanoparticles (Pal/AgNPs/GC) were performed. The
nanocomposites of (Pal/AgNPs/GC) were obtained from green synthesis using
polysaccharides exuded from the cashew tree (Anacardium occidentale L.) as
reducing agent and / or stabilizer associated with palygorskite (Pal) natural clay. The
palygorskite clay underwent physical and chemical treatments to remove impurities
and organic matter. The silver nanoparticles were characterized by Spectroscopy in
the Ultraviolet-Visible Region (UV-vis), Medium Hydrodynamic Size, Zeta Potential
and Electron Transmission Electron Microscopy (TEM) confirming the formation of
nanostructures. The UV-vis absorption spectrum showed a Surface Plasmons
Resonance (SPR) band with maximum absorption around 409 nm characteristic of
spherical-shaped AgNPs formation. The average hydrodynamic size of the AgNPs
was approximately 3.8 nm £ 0.95 (99.1%), the Polydispersion Index (PDI) of 0.3 and
potential zeta around the results obtained by the Dynamic Light Scattering technique.
of - 33 mV (x 3.72 at pH = 6,7), confirming the obtaining of nanoparticles from the
green synthesis using cashew gum (CG). TEM images of AgNPs confirmed the
formation of spherical nanopatrticles. Pal and the nanocomposite of Pal/AgNPs/GC
were characterized by X ray diffraction (XRD), Specific Surface Area (Sget), Thermal
Analysis, Fourier Transform Infrared Absorption Spectroscopy (FTIR), Scanning
Electron Microscopy (SEM), Dispersive Energy Spectroscopy) and Transmission
Electron Microscopy (TEM). These techniques have demonstrated the reduction of
impurities in palygorskite, as well as the formation of the Pal/AgNPs/GC
nanocomposite. Finally, the antibacterial activity of the Pal, AgNPs and
Pal/AgNPs/GC nanocomposite samples were analyzed by the direct contact method
against strains of Staphylococcus aureus (Gram-positive) and Escherichia coli
(Gram-negative) bacteria. These results showed that the nanocomposite obtained
showed the greatest inhibition effects for both S. aureus bacteria (85.3% + 1.62) and
E. coli bacteria (70.2% + 1.34). Thus, the inhibitory effect of the Pal/AgNPs/GC
nanocomposite was more effective than the effects presented by Pal and AgNPs
individually. In addition, the nanocomposite showed no toxicity to Artemia salina. Due
to the antibacterial property presented, the nanocomposites of Pal/AgNPs/GC were
considered promising materials with potential for applications as antibacterial agent.

Keywords: Green synthesis, nanocomposites, palygorskite, silver nanoparticles,
antibacterial agent.
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1 INTRODUCAO

Os nanomaterias vém atraindo a atencdo de inUmeros grupos de pesquisa
ao redor do mundo em virtude do impacto que estes podem proporcionar na
qualidade de vida, bem como, a possibilidade de serem aplicados nas mais diversas
areas da ciéncia e da tecnologia (PERRET et al., 2016; BAVASSO et al., 2016). A
busca pela utlizacdo de materiais nanométricos ocorre em virtude da
potencializacdo de suas propriedades fisicas e quimicas como consequéncia da
nanoescala quando comparadas com mesmas propriedades em tamanhos massivos
(EDELSTEIN et al., 1996).

Assim, a descoberta de novas propriedades ou novas aplicagcdes de um
material ja existente, possibilita que este, seja considerado um novo material. E as
novas propriedades Oticas, elétricas, magnéticas, de transporte, cataliticas, dentre
outras, estejam diretamente relacionadas ao tamanho de suas particulas (ZARBIN,
2007).

Dentre os varios tipos de nanomaterias, as nanoparticulas metalicas tém se
destacado, principalmente em relacdo as suas propriedades oOpticas e eletrbnicas as
quais estdo diretamente relacionadas ao efeito quantico proporcionado por seu
tamanho, podendo assim, serem aplicadas nas areas de Optica, eletrdnica, catalise,
medicina, dentre outras (BINDHU; UMADEVI, 2015). As nanoparticulas metalicas
incluem os pontos quéanticos, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de prata e os
oxidos nanometalicos (como por exemplo, diéxido de titanio, 6xido de zinco e 6xido
de ferro) (TOURINHO et al., 2012).

A utilizacdo das nanoparticulas (NPs) metdlicas como agentes
antimicrobianos se deve por estas apresentarem boa estabilidade e seguranca
melhoradas em comparacdo a agentes organicos. Outro fato, é que o uso de
materiais nanoestruturados é considerado mais eficaz em virtude da alta relagcéo
entre area/superficie/volume proporcionando contato desejavel com a célula
bacteriana (GUGGENBICHLER et al., 1999; DASTJERDI; MONTAZER, 2010;
PESSANHA et al., 2014). As nanoparticulas de prata, ouro e cobre vem sendo cada
vez mais utilizadas na medicina, odontologia, farméacia e biologia (PESSANHA et al.,
2014). Pelo fato, de crescentes preocupacdes em relagao a infecgbes bacterianas,

em virtude do aumento de bactérias cada vez mais resistentes a antibidticos
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classicos (SHARMA et al., 2006; SOHRABNEZHAD, 2016; KAUR et al., 2018).

Assim, surge a necessidade de se buscar novos agentes antibacterianos para o
controle de infecgdes.

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido descritas na literatura como
agente antimicrobiano eficaz desde a antiguidade, mesmo em pequenas
guantidades, devido as suas excelentes atividades antimicrobianas e antibacterianas
(AHAMED et al., 2010). O interesse em pesquisas com 0 uso da prata como agente
antimicrobiano ocorre em virtude desta apresentar o maior grau de toxicidade para
mais de 650 tipos de microrganismos patogénicos, seguido por Hg > Cu > Cd > Cr >
Pb > Co > Au > Zn > Fe > Mn > Mo > Sn, porém, esta apresenta baixa toxicidade em
relagdo a células animais. Quando utilizada na forma coloidal, ou seja, em tamanho
nanométrico (tamanho variando entre 10° m e 10°® m), a atividade antimicrobiana da
prata € potencializada, em virtude do aumento do nimero de particulas por unidade
de area (GOLUBOVICH; RABOTNOVA, 1974; GUGGENBICHLER et al., 1999).

As AgNPs sdo empregadas em diversas areas, como em processos de
purificacdo de agua, catalise, nanoeletronica, embalagem para alimentos, aplicacées
biomédicas, biossensores, cosméticos, suplementos médicos como curativos e
catéteres, proteses oOsseas e outras (WIJNHOVEN et al.,, 2009; KOKURA et al.,
2010; HUANG et al.,, 2011; KUMAR et al.,, 2014). Na éarea farmacolégica as
nanoparticulas de prata podem ser aplicadas como antidiabético, antiplasmodial,
anticancerigeno, antinflamatério e antifungico (CHAHAR et al., 2018). As AgNPs
também tém sido usadas como antisséptico, bem como, agente antimicrobiano
contra varias cepas bacterianas (LOPEZ-QUINTELA, 2003; BHANVASE et al.,
2015). Pois, vérios patdégenos bacterianos produzem genes de resisténcia em virtude
da utilizacdo inadequada e excessiva de antibidticos (IWASAKi et al., 2009). Assim,
as nanoparticulas surgiram com uma alternativa de grande potencial aos
antibiéticos, levando a novos caminhos no combate aos patdégenos bacterianos,
devido as suas propriedades antimicrobianas uUnicas (KHAYDAROV et al., 2009;
SATHYAVATHI et al., 2009).

As nanoparticulas de prata podem ser sintetizadas a partir de diferentes
rotas, as quais podem ser fisicas, quimicas, fotoquimicas ou bioldgicas. Geralmente,
0s meétodos quimicos sdo 0s mais faceis para sintetizar nanoparticulas em solucéo,
sendo os mais utilizados as reagbes em estado sélido, a técnica sol-gel, o método

solvotérmico, o método hidrotérmico e o método do sal fundido (SALEH, 2016). Na
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producdo de nanoparticula as rotas mais utilizadas para reduzir os ions de prata sao

irradiacéo y e UV, reducédo térmica e redutores quimicos, como por exemplo, a N,N-
dimetilformamida, etilenoglicol, borohidreto de soédio, citrato de sbdio, &cido
ascorbico, formaldeido, dentre outros (PESSANHA et al., 2014).

Uma das desvantagens de muitas sinteses se da pela utilizacdo de
reagentes quimicos téxicos e, portanto prejudiciais ao meio ambiente. Com isso, ha
a necessidade de se buscar novas rotas, ecologicamente corretas de sintese de
nanoparticulas, as quais ndo utilizem reagentes quimicos que venham a agredir o
meio ambiente. O anseio por uma sociedade ambientalmente “amigavel” tem levado
ao desenvolvimento de “sinteses verdes” de nanoparticulas, ou seja, metodologias
ecologicamente corretas, que além de, possuirem como vantagens a simplicidade do
processo de sintese, rentabilidade e emprego de produtos de origem natural que
venham a atuar como agentes redutores e/ou estabilizantes proporcionando ao
produto final atividade antibacteriana, propriedades antioxidantes e até antitumorais
(PARASHAR et al., 2009; THAKKAR et al., 2010).

Assim, varios métodos bioldégicos vém sendo sugeridos na sintese de
nanoparticulas, utilizando desde microorganismos, enzimas, plantas e extratos de
plantas, exsudatos de plantas dentre outros, como possiveis alternativas
ecologicamente “verdes” e corretas quando comparadas aos métodos fisicos e
guimicos convencionais (BINDHU; UMADEYV, 2015).

Diversas pesquisas vém utilizando recursos naturais na sintese de
nanoparticulas, como € o caso dos polissacarideos naturais. Sua utilizacao deve-se
pela ampla variedade de funcdes e atividade biol6gicas complexas (SHI, 2016). Os
polissacarideos naturais podem ser obtidos de diversas fontes, tais como vegetais
(exsudatos, sementes, frutos e tubérculos), microbianas (fungos e bactérias), algas e
origem animal (LIU et al., 2015; SHI, 2016). Dentre os polissacarideos naturais, as
gomas naturais, ou exsudatos de troncos de arvores gomiferas, se destacam pela
sua ampla disponibilidade e facil obtencdo. Estes exsudados provenientes dos
troncos de arvores sao respostas do mecanismo de protecdo da planta os quais
também podem ser obtidos através de sua indugdo por agentes quimicos, como o
oxido de etileno e derivados de acido benzébico (EIRAS et al., 2007).

A goma de cajueiro (GC) € um polissacarideo acido proveniente do exsudato
da arvore Anacardium occidentale L., de facil acesso, baixo custo e amplamente

7

distribuido no Nordeste do Brasil. A Goma de cajueiro € um heteropolissacarideo
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acido aniénico, de cadeia longa, ramificada e de elevada massa molecular. E

composto principalmente por -d-galactose (72%), seguido por [(3-d-glicose (14%),
arabinose (4,6%), ramnose (3,2%) e &cido glucurdnico (4,6%) (DE PAULA;
RODRIGUES, 1995; DE PAULA et al., 1998; CAMPOS et al., 2012; QUELEMES et
al., 2017). O interesse na utilizacdo da goma de cajueiro na sintese de
nanoparticulas de prata esta relacionado com sua efichcia em atuar ao mesmo
tempo com agente redutor da prata, bem como, agente estabilizante da
nanoestrutura, o que favorece a diminuicdo de processos de agregacdo, como ja
propostos em alguns trabalhos (ARARUNA et al., 2013; QUELEMES et al., 2013). A
goma de cajueiro apresenta diversas aplicagcfes relacionadas as suas propriedades
biologicas como atividade antibacteriana, atividade anti-inflamatéria, atividade
antidiarreica, aplicacdo como filme em curativos de feridas, dentre outras
(GONCALVES et al., 2005; MOREIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2018; AWAKAN
et al., 2018).

Um dos problemas relatados para a sintese de nanoparticulas de prata, diz
respeito a sua matriz de suporte, por que sem esta, a utilizacdo das AgNPs ficaria
limitada quando empregadas em aplicacdes especificas, como em processos que
ocorrem liberacdo prolongada da prata (por exemplo, em dispositivos médicos)
(RIVERO et al.,, 2015). Outro problema esta relacionado ao tamanho das
nanoparticulas, que pode favorecer o processo de agregacao, levando a limitacdes
em suas propriedades fisicas, quimicas e antibacterianas (LI; CHANG, 2015). Uma
das formas de reverter esses problemas é combinar as nanoparticulas de prata com
outros materiais ecologicamente corretos, inertes e baratos, levando a exploragéo de
suas propriedades de forma eficaz para seu uso em diversas aplicacbes
(EREMENKO et al., 2016).

Entre os diversos tipos de matrizes que podem ser empregadas para o fim
de suporte as nanoestruturas, as argilas surgem como materiais atraentes em
funcdo do seu custo, boas propriedades quimicas e fisicas e ampla disponibilidade
(MOTSHEKGA et al., 2013; HUSEN; SIDDIQI, 2014). A combinacéo de dois ou mais
materiais, em que pelo menos um de seus componentes apresente dimensdes
nanomeétricas, sdo chamados de nanocompdsitos (WANG et al., 2009). O interesse
por nanocompositos deve-se a melhora nas propriedades finais, devido a
nanoescala, quando comparadas aquelas apresentadas pelos compdésitos

convencionais. Além disso, sabe-se que, ha uma maior interacdo na interface
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matriz/reforco na escala nanométrica, fazendo com que ocorra a potencializacao das
propriedades do material (BOTAN et al., 2011; MORAES et al., 2014).

O interesse pela utilizagdo de argilas na sintese de nanocompositos se deve

a necessidade de se obter materiais que ndo agridam ao meio ambiente quando
descartados. Desta forma, as argilas sdo excelentes cargas para o desenvolvimento
de compdsitos metédlicos e, como por exemplo, podemos citar a montimorilonita, a
sepionita, a bentonita, a palygorskita, a haloisita ou ainda a zedlita que s&o
consideradas cargas de baixo custo. Neste sentido, a ampla utilizacao das argilas se
deve ainda a sua elevada area superficial, alta estabilidade térmica e mecanica, bem
como, a variedade de propriedades estruturais e de superficie observadas (JUANG
et al.,, 2002). Propriedades como a de inchamento e adsorcdo fazem das argilas
excelentes materiais de suporte para nanoparticulas (ZHANG et al., 2010). Vérias
técnicas sdo usadas na preparacdo de compdsitos utilizando nanoparticulas
metélicas suportadas em argila, como: troca ibnica, sintese solvotérmica, reducéo
guimica, método sol-gel e outras (RAJUA et al., 2016; SHUAI et al., 2016).

A palygorskita (Pal) é um silicato hidratado de aluminio e magnésio com
grupos hidroxi reativos na superficie (BRADLEY, 1940; HUANG et al., 2007; ZHANG
et al., 2009; ZENG et al., 2017). A primeira estrutura da palygorskita foi proposta por
Bradley (1940) sendo SigMgsO20(OH)2(OH>)4-4H,0. De acordo com esta férmula a
Pal possui trés formas de agua em sua estrutura: aguas coordenadas ligadas a
cations da folha octaédrica, aguas zeoliticas presentes nos canais que interagem
com a molécula de H,O coordenada bem como a folha tetraédrica e 4guas hidroxilas
ligadas a estrutura do argilomineral no centro da folha octaédrica (GIONIS et al.,
2006). A Pal € um argilomineral ndo planar, apresenta estrutura em canal aberto,
formando cristais alongados e morfologia fibrosa, do tipo 2:1, com uma dupla
camada de tetraedro de silicio e uma camada central de octaedro de magnésio,
aluminio ou ferro (XAVIER et al., 2016; CARAZO et al., 2018). Em decorréncia de
sua estrutura especial, estabilidade e grande area superficial, varios sdo os esforcos
para utilizar a palygorskita em novas aplicacdes tanto na sua forma in natura quanto
em sua forma modificada (GUO et al., 2015; ZHANG et al., 2015; OGORODOVA et
al., 2015).

Neste contexto, o0 objetivo deste trabalho foi sintetizar nanocompdsitos
palygorskita/nanoparticulas de prata/goma de cajueiro (Pal/AgNPs/GC) pelo método

de sintese verde, utilizando o polissacarideo extraido da goma de cajueiro como
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agente redutor e estabilizante nas nanoestruturas, além disso, este estudo também

abrange a caracterizacdo dos nanocompositos, bem como, a avaliacdo de sua
atividade antibacteriana. As AgNPs de prata foram caracterizadas por
Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-vis.), tamanho hidrodinamico
médio e Potencial Zeta. Ja a Pal in natura, a Pal purificada e o nanocompoésito
(Pal/AgNPs/GC) foram caracterizados por Difracdo de Raios - X (DRX), Andlise
Termogravimétrica (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Espectroscopia
de Absorcdo no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e
Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM). Por fim, a atividade antibacteriana
dos nanocompdsitos foi avaliada pelo método de contato direto contra cepas de
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia
coli) e testes de toxicidade contra cepas de Artemia salina Leach. Neste sentido, o
presente estudo, fundamenta futuros estudos para novas aplicacdes do

nanocomposito de Pal/AgNPs/GC aqui proposto.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais e Reagentes

A argila Palygorskita (Pal) foi obtida na empresa JL, localizada na BR-316 a
19 Km da cidade de Teresina - Piaui, sendo esta proveniente do municipio de
Guadalupe - PIl. No processo de seu beneficiamento, a Pal foi submetida a um
processo de ativacdo &cida utilizando &cido sulfarico (H,SO,), segundo informacdes
repassadas pela empresa.

A goma de cajueiro (GC) utilizada na sintese das nanoparticulas de prata
(AgNPs) foi isolada seguindo a metodologia descrita por Paula, Heatley e Budd
(1998), a partir do exsudato proveniente da arvore Anacardium occidentale L.,
coletado no municipio de llha Grande - Piaui, Brasil, em abril de 2016. Todo o
processo de isolamento e purificacdo foi realizado pelo Nucleo de Pesquisa em
Biodiversidade e Biotecnologia (BIOTEC), da Universidade Federal do Piaui -

campus Ministro Reis Veloso, Parnaiba — PI (Brasil).
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Todos os reagentes utilizados na pesquisa foram de grau analitico, o
peroxido de hidrogénio (H.O,) da Merck e o nitrato de prata (AgNO3) da Vetec. No
preparo de solu¢des assim como em outras etapas do experimento, utilizou-se agua

ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q.

2.2 Métodos

2.2.1 Tratamento da Palygorskita (Pal)

As amostras de Palygorskita, apos serem maceradas para reducao de seu
tamanho, foram peneiradas em uma peneira de 200 mesh (0,074 mm). ApGs essa
etapa, as amostras passaram por sucessivas lavagens com &agua ultrapura do
sistema de Milli-Q. A cada lavagem, as amostras foram centrifugadas, utilizando uma
centrifuga da marca Nova Instruments, modelo NI 1812, durante 3 (trés) minutos a
uma velocidade de 5000 (cinco mil) rpm.

Posteriormente, as amostras passaram por um tratamento quimico utilizando
H.O,, na proporcao de 1:2 m/v, para a remocdo de impurezas e matéria organica,
Esse sistema permaneceu sob agitacdo mecanica por 24 h, ao término dessa etapa,
as amostras foram lavadas e centrifugadas utilizando as mesmas condicdes
descritas acima, com adaptacdes de pesquisas propostas por Olphen (1977), Xavier
e colaboradores (2016) e Santana e colaboradores (2017). Por fim, o sobrenadante
foi descartado e o residuo foi seco em liofilizador, macerado, peneirado e

autoclavado por 15 min a 121 °C 1 °C, confome fluxograma na Figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma do processo de purificacdo da Palygorskita.
Peneirada
Pal M d —
a acerada (200 mesh)
_ Centrifugacdo Lavagem (agua
H0, (1:2 m/v) (3 min/ 5000 rpm) ultrapura)
/—‘:gitagao Lavagem (agua Cehtrifuga(;'a"o
mecéanica (24 h) ultrapura) (3 min/ 5000 rpm)
L Retirada do
Macerada <——| Liofilizagao (48 h) [|«——
sobrenadante
Peneirada Autoclavada
l— . o
(200 mesh) (15min a121°C)

Fonte: Autoria propria, 2019.

2.2.2 Sintese das nanoparticulas de prata (AgNPs) e do nanocompdésito

Palygorskita/Nanoparticulas de prata/Goma de Cajueiro (Pal/AgNPs/GC)

Para a realizacdo da sintese verde dos nanocompasitos, primeiro foi feito a
sintese das AgNPs, em seguida, estas foram incorporadas a Pal por meio de
agitacdo mecanica.

A sintese das AgNPs foi realizada com base na metodologia proposta por
Quelemes e colaboradores (2011) com adaptacdes. Uma solucdo a 0,3% (m/v) da
goma de cajueiro (GC) foi adicionada a uma solucao aquosa de AgNO3 (1 mmol/L),
na proporcédo 1:1 (v/v), e este sistema permaneceu sob aquecimento a 78 °C + 2 °C
por 1 hora. ApOs esse periodo, o produto formado foi centrifugado por 3 minutos a
5000 rpm. Uma aliquota foi separada para as caracterizacbes das AgNPs. Em

seguida, foi adicionado 0,8 g da argila palygorskita a solucao coloidal e as amostras
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foram levadas a uma mesa agitadora onde permaneceram sob agitacdo durante 24

horas a 200 rpm. Em seguida, os hanocompdsitos foram centrifugados nas mesmas
condicdes mencionadas anteriormente, secos em estufa, macerados e

acondicionadas ao abrigo de luz e umidade, conforme esquema na Figura 2.

Figura 2 - Esquema da sintese das AgNPs e do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC.

i ¥
Goma de Cajueiro
i
i/ 24h (200 rpm) Centrifugac&o: 3 min./ 5000 rpm ]
E—
‘ 78°C+2 ‘ 1 ) ; J [ Secos em estufa por 24h/60°C ]
eV e Lo A\

[ Macerados e reservados ]

Fonte: Autoria propria, 2019.

2.2.3 Caracterizacado das AgNPs, da Pal e do nanocompésito (Pal/AgNPs/GC/GC)

2.2.3.1 Espectroscopia na regido ultravioleta visivel (UV-Vis)

A espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel foi utilizada para o
monitoramento da formacao das AgNPs estabilizadas com polissacarideos da goma
de cajueiro, através da formacdo de bandas plasmdnicas caracteristicas. Foi
utilizado um espectrofotometro modelo Hitachi U-300. A varredura do espectro
obtido variou de 600 a 300 nm.

2.2.3.2 Tamanho hidrodinamico médio, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta

@

O tamanho hidrodinamico médio, o indice de polidispersdo (PDI) e o
potencial zeta das AgNPs foram determinados pela técnica de Espalhamento

Dindmico de Luz (DLS - do inglés Dinamic Light Scattering), utilizando-se o
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equipamento Zetasizer, Nano Series ZS-90 da Malvern Intruments, com angulo de

medida de 90°, laser de gas He-Ne, com comprimento de onda do feixe de 632,8 nm
e detector fotodiodo Avalanche em 633 nm. As analises foram realizadas diluindo-se

1/10 (v/v) as suspensdes de AgNPs em agua ultrapura.

2.2.3.3 Microscopias Eletronicas

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para verificar a
superficie da Pal in natura e da Pal purificada. Para avaliar se o processo de
purificacdo da Pal foi efetivo, foram realizadas analises de Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDS) que possibilita microanalise qualitativa e semiquantitativa
de elementos quimicos presentes na amostra.

As imagens foram obtidas em Microscopio Eletrénico de Varredura com
Detector de Energia Dispersiva de Raios X (MEV/EDS) da marca FEI, modelo
Quanta FEG 250, com tensao de aceleracdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de
SDD (Silicon drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001 (detector Apollo X-
SDD). Antes das andlises as amostras foram cobertas com uma fina camada de
ouro utilizando uma metalizadora da marca Quorum, modelo Q150R, durante 30s, a
20 mA e atmosfera de argonio.

JA a Microscopia Eletrdnica de Transmissao (TEM) foi realizada para
verificar a morfologia das AgNPs e do nanocompésito Pal/AgNPs/GC. As imagens
foram obtidas utilizando um equipamento da marca JEOL, modelo JEM - 2100 com
filamento de LaBe (hexaboreto de lantanio) com operacdo a 200 kV. As amostras
foram preparadas adicionando-se, com auxilio de uma micropipeta, uma gota dos
materiais dispersos em solventes adequados, sobre grades de cobre recobertas com
filme fino de carbono. A partir das imagens obtidas, foram feitas contagens e a
distribuicdo de tamanho das particulas foi mensurada com o auxilio do software

ImageJ. Os dados obtidos do programa foram tratados no software Origin 10.1.

2.2.3.4 Difragéo de Raios - X (DRX)

Os difratogramas de Raios - X da Pal e do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC

foram obtidos utilizando um difratbmetro Shimadzu, modelo D6000-RX, com
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radiacdo CuKa (A = 1,5406 A), filtro de niquel com voltagem de 40 kV, corrente de

30 mA, taxa de varredura de 2°/min, com 26 no intervalo de 5° a 75°.
2.2.3.5 Area Superficial Especifica (Sger)

As medidas de area superficial especifica foram calculadas de acordo com o
método de BET (Stephen Brunauer, Emmett e Teller, 1938), a partir de isotermas de
adsorcao/dessorcdo de nitrogénio a 77 K. As analises foram realizadas em um
equipamento da marca Quantachrome Instruments versao 10.01. Antes das medidas
de adsorcao/dessorcao, as amostras foram previamente tratadas a 200 °C por 12 h
com fluxo de N, gasoso. O célculo da é&rea superficial foi realizado utilizando os
dados de fissiorcdo de nitrogénio, utilizando a regresséao linear a partir do grafico

1N[(p/po)-1] vs (p/po) € a Equacéo 1.

V.= Vp.Ce. P
A7 (Po=P)[1+(Cc—1)P/P,

Equacéo 1

Onde:

C: = constante relacionada a energia de adsorcéo;
P = pressao;

Po = pressao de saturacao do gas;

Va = quantidade de gas adsorvido em mL;

Vmn = quantidade de adsorgédo na monocamada.

2.2.3.6 Analise Térmica

A Anadlise Termogravimétrica/Analise Termogravimétrica Derivada (TG/DTG)
e a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foram realizadas utilizando um
instrumento SDT Q600 V20.9 Build TA, modelo DSC-TGA Standard, sob atmosfera
de argbénio com fluxo de 100 mL/min, taxa de aquecimento de 10 °C/min e faixa de
temperatura de 20 °C a 900 °C.
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2.2.3.7 Espectroscopia na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
obtidos em um espectrofotdmetro Paragon 1000, da Perkin — Elmer (USA), utilizando
pastilhas de KBr. As medidas foram realizadas na faixa de comprimento de onda de

4000 a 400 cm™ durante 32 varreduras e resolucdo de 4 cm™.

2.2.4 Estudo da atividade antibacteriana
2.2.4.1 Cepas Bacterianas

Para o estudo da atividade antibacteriana foram utilizadas  cepas
bacterianas das espécies Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli
(ATCC 25922) do acervo de microrganismos do Laboratorio de Pesquisa em
Microbiologia (LPM) da Universidade Federal do Piaui - UFPI.

2.2.4.2 Preparacéao do in6culo bacteriano

As culturas bacterianas foram mantidas em &gar nutriente a 4 °C. Em
seguida, uma alcada do crescimento bacteriano foi transferida para um tubo falcon
contendo 3,0 mL do meio de cultura Brain Heart Infusion Broth a 3% (BHI),
posteriormente a amostra foi incubada a 37 °C por 24h. A partir desta cultura em BHI
foi preparada uma suspenséao bacteriana padronizada com densidade equivalente a
0,5 na escala Mac Farland, aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL (Unidades
Formadoras de Colbnias - UFC). ApoOs essa etapa foram realizadas diluicdes
decimais seriadas, em solucdo salina fisiolégica, com suspensdo de 1,5 x 10*

UFC/mL para ambos os microrganismos.
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2.2.4.3 Teste do contato direto

O estudo das propriedades antimicrobianas da Pal, das AgNPs e do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC foi investigada por teste de contato direto, de
acordo com a metodologia proposta por Zheng e Zhu (2003), sendo os resultados
expressos em contagem de Unidade Formadora de Colbnias (UFC). Para a
realizacdo do teste uma suspenséao bacteriana padronizada foi submetida a diluicbes
seriadas decimais até a obtenc&o da diluicdo 10 (1,5 x 10* UFC/mL em meio BHI).

Em seguida, 2000 pL desta suspensao diluida foram transferidos para um
tubo tipo falcon esterilizado, sendo adicionado a este 2000 uyg das amostras solidas
e 2000 pL da amostra liquida. Para determinar o efeito inibitério, 100 yL dessa
solucéo foi transferida para placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Mueller-
Hinton e semeadas com o auxilio de uma alca Drigalsky pelo método spread plate.

As placas foram incubadas em estufa microbiol6gica a 37 °C durante 24h,
sendo o efeito inibitério determinado pela contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC). As andlises foram realizadas em triplicata para cada uma das
amostras testadas. No Controle positivo as amostras analisadas foram substituidas
por uma solucdo salina (2000 pL) para comparagéo posterior das solugbes com as
amostras testadas.

O efeito inibitério produzido por cada amostra analisada foi calculado

utilizando a seguinte equacao:

N,
N— x 100% Equacéo 2
1

Em que o n é definido como o efeito inibitério, o N; € a média aritmética das
unidades formadoras de colbnia das placas controle e o N, € a média aritmética das

unidades formadoras de coldnia de cada uma das solucdes testadas.
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2.2.5 Ensaio de Toxicidade

2.2.5.1 Preparo das amostras e Ensaio de letalidade em Artemia salina Leach

O ensaio de letalilidade em Artemia salina (A.salina) foi realizado de acordo
com a metologia descrita por Meyer (1982), com algumas modificacdes.

Para o preparo das amostras foi utilizada agua ultrapura conforme a 1ISO
19993-5 para amostras insoliveis em agua, etanol e DMSO (Dimetilsulfoxido).
Foram preparadas amostras em triplicata com concentracdes de 10 mg/mL para as
amostras de Pal purificada e nanocomposito de Pal/AgNPs/GC. Ja para o preparo
da amostra de AgNPs foi utilizado a concentracdo de 1 mM. As amostras foram
incubadas em uma estufa com mesa agitadora por 24h a 37°C sob agitacéo leve.

ApoOs a incubacdo deixou-se sedimentar as amostras e realizaram-se
diluicbes para a obtencdo das seguintes concentracfes utilizadas no ensaio: 5
mg/mL; 1 mg/mL; 0,5 mg/mL e 0,1 mg/mL (para as amostras de Pal e
Pal/AgNPs/GC) e de 0,1 mM; 0,01 mM e 0,001 mM (para as amostras de AgNPs),
todas preparadas em triplicata.

Em seguida, adicionou-se cerca de 50 mg de ovos de Artemia salina em
aproximadamente 1L de &gua do mar sintética (previamente preparada) com
iluminacao artificial (lampada) e oxigenacdo (bomba de aquério) por 48h. Apds a
eclosao, separou-se 10 nauplios (com adequada movimentacdo) para cada tubo de
ensaio com as concentracdes testes em triplicata. Sendo que em cada tubo continha
9 mL de agua do mar sintética e 1 mL da concentracdo teste (amostra), resultando
ao final 10 mL (agua do mar + amostra). Foi preparado também um controle
negativo contendo somente 10 nauplios e 10 mL de 4gua do mar sintética.

Apos a incubacdo dos tubos, realizou-se a contagem dos nauplios
sobreviventes com o auxilio de uma lupa ap0s 24 horas e 48 horas e a determinacéo
da dose letal média (DLso), concentracdo que afeta a mobilidade em 50% da
populacao.

Para o preparo da solucédo de dgua do mar sintética foi dissolvido em 1 L de
agua destilada as seguintes substancias com suas respectivas massas: 15,153 g de
NaCl; 1,398 g de MgCl; 1,888 g de MgSO,; 0,652 g de CaCl,; 0,414 g de KCl e
0,116 g de NaHCO:s.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagédo das AgNPs

3.1.1 Andlise de espectro UV-Vis

A Figura 3a apresenta a mudanga de coloragdo do meio reacional da
suspensao coloidal de prata Ja a Figura 3b, mostra o espectro de absorcdo UV-Vis

das AgNPs sintetizadas via sintese verde utilizando a goma de cajueiro (GC).

Figura 3 - (a) Mudanca de coloracdo da solucao incolor de AgNO3; para amarelo
indicando a formacédo de suspensédo coloidal das AgNPs via sintese verde e (b)
Espectro de absorcdo UV-Vis das AgNPs a base de goma de cajueiro, a seta no

grafico indica a absorbancia maxima em 409 nm.
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Fonte: Autoria Prépria, 2019.

A primeira evidencia da formacéo das AgNPs foi a mudanca da colora¢éo no
meio reacional, onde a suspensao coloidal de prata passou de incolor para
coloracdo amarelo, o que confirma a reducédo de ions Ag* para Ag®. A cor amarela é
caracteristica da prata coloidal que resulta da absorcéo da radiacao eletromagnética
em ressonancia com os plasmons de superficie (MELO JR. et al., 2012).
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No processo de obtencdo das AgNPs utilizando a rota via sintese verde,

utilizando GC, verificou-se que esta conseguiu tanto atuar como agente redutor dos
ions de prata, como também, atuou como agente estabilizante das nanoparticulas
formadas, sendo tais evidencias ja reportadas na literatura (QUELEMES et al., 2013;
ARARUNA et al., 2013). Esses fatos podem ser explicados em decorréncia da goma
de cajueiro ser um heteropolissacarideo aniénico, envolvendo e gerando cargas
negativas na superficie das nanoparticulas. Essas cargas que se formam criam uma
repulsédo eletrostatica entre as nanoparticulas, evitando o processo de agregacao
(EDISON et al., 2016; TERENTEVA et al., 2015).

Outra técnica utilizada para confirmar a formacdo das AgNPs foi a
espectroscopia de UV-Vis, que novamente confirmou a formacdo das
nanoparticulas. A partir do espectro de UV-Vis. da suspensao coloidal das AgNPs,
na regido de 300 - 600 nm, foi observado uma banda plasménica de ressonancia de
superficie com absor¢cdo maxima em 409 nm, sendo esta caracteristica da formacao
de AgNPs com formato esférico, ja relatados na literatura (NOGUEZ, 2007; PINTO et
al., 2010; ANTUNES et al., 2013). A presenca de uma banda de absorcao larga
indica caracteristica de polidispersdo das nanoparticulas formadas. Estudos
realizados por Liu e caloboradores (2014) e Wojtysiak & Kudelski (2012) utilizando a
goma de cajueiro em processos de sintese de nanoparticulas de prata identificaram
bandas de absorcdo maxima em torno de 407 e 409 nm, respectivamente.

A obtencdo de nanoparticulas utilizando biopolimeros possui diversas
vantagens em relacdo ao uso de agentes quimicos sintéticos convencionais, como
por exemplo, a presenca de cadeias macromoleculares, que por possuirem um
grande namero de grupos hidroxilas, estas podem se complexar com o ion metalico
(QUELEMES et al., 2013). A utilizam de polissacarideos naturais em processos de
sintese de nanoparticulas metalicas também se deve a vantagem destes interagir
eletrostaticamente com fons Ag® pela presenca da carga negativa de grupos
carboxilas formando, assim, um complexo como parte da nanoestrutura da prata
(MOHANTY et al., 2012).

Dessa forma, tanto pela mudancga da coloracdo do meio reacional, quanto
pela técnica de UV-Vis., foi comprovado a formacdo das nanoparticulas de prata

pelo método de sintese verde utilizando a goma de cajueiro.
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3.1.2 Estudo do tamanho hidrodindmico médio, potencial zeta ({) e indice de
polidispersao (PDI) das AgNPs

A distribuicdo do tamanho hidrodinamico médio, o potencial zeta e o indice
de polidispersdo (PDI) das AgNPs foram determinados pela técnica de
Espalhamento Dinamico de Luz (do inglés Dynamic Light Scattering - DLS). A Figura
4 mostra o histograma de distribuicdo do tamanho das AgNPs obtidas a partir da
sintese verde utilizando a goma de cajueiro.

Figura 4 - Histograma mostrando a distribuicdo do tamanho hidrodindmico médio

das AgNPs, com maior frequéncia de tamanho em torno de 3,8 nm (sd £ 0,95).
407
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Fonte: Autoria Prépria, 2019.

Pelo histograma percebe-se que a distribuicdo das AgNPs apresentou
populacdes de tamanho em torno de 3 a 10 nm, configurando um sistema com
populacdes polidispersas. A maior fracdo de AgNPs, cerca de 99,9%, apresentou
tamanho hidrodindmico médio de maior frequéncia em torno de 3,8 nm + 0,95
(99,1%) e o indice de Polidisperséo (PDI) foi de 0,3. Segundo Costa (2012) valores

de PDI entre 0,08 e 0,7 sdo caracteristicas de sistemas que apresentam
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polidispersividade média, o que foi comprovado no histograma de distribuicdo das

nanoparticulas e pelas imagens de Microscopia Eletrénica da Transmissao (TEM)
das AgNPs.

A técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) se baseia na medida do
movimento Browniano e correlacionando-o com o tamanho das particulas. O valor
do tamanho da particula encontrado representa o seu didmetro em suspenséo e ndo
0 seu tamanho real, o qual pode ser determinado por outras técnicas, como por
exemplo, pela Microscopia Eletronica de Transmissao (Transmission Electron
Microscopy - TEM). Essa técnica é diferente da geracdo de imagens de amostras
secas e é sensivel a agregacao dinamica, aglomeracéo, etc. Sendo assim, ha varias
razbes para esperar resultados diferentes dessa técnica em comparacdo com as
técnicas microscopicas. Portanto, para que ocorra essa comparacdo a amostra deve
ter formato esférico, ter baixa polidispersividade e dispersao de tamanho monomodal
(EATON et al., 2017). A diferenca de diametro foi confirmado nas imagens de TEM
das AgNPs sintetizadas nessa pesquisa.

A Figura 5 apresenta o potencial zeta das AgNPs. O potencial zeta das
AgNPs foi de -33 mV (x 3,72 em pH= 6,7), apresentando carga negativa e foram

moderadamente estaveis a temperatura ambiente.

Figura 5 - Potencial Zeta das AgNPs.
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Fonte: Autoria Prépria, 2019.
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O Potencial Zeta (¢) foi utilizado para avaliar a estabilidade das

nanoparticulas na suspensao coloidal. As particulas quando em contato com um
liguido, adquire uma carga elétrica em sua superficie, sendo esse potencial
chamado de potencial zeta. O valor obtido do potencial zeta relaciona-se com a
repulsdo eletrostatica entre as particulas e a estabilidade do sistema coloidal,
quando maior o seu valor, maior sera a estabilidade da suspensao coloidal
(VANITHA et al., 2017).

Um valor de potencial zeta < -30 mV ou = +30 mV, indica que o sistema
apresenta boa estabilidade coloidal (DUMAN; TUNC, 2009; VANITHA et al., 2017).
Quanto maior o valor do potencial zeta maior a tendéncia da suspenséo coloidal a
estabilidade, pois, a forca com que as particulas se repelem entre si é maior que a
tendéncia natural a agregacao (RIBEIRO et al., 2011).

A carga negativa do potencial zeta das AgNPs em meio aquoso pode ser
atribuido a goma de cajueiro, por este ser um heteropolissacarideo ramificado acido
de carater anidnico (DE PAULA; RODRIGUES, 1995), o qual apresentou potencial
zeta negativo de -12,4 mV ( = 5,41) em pH=8,7, 0 que comprova que a goma reduziu
e estabilizou as nanoparticulas.

A boa estabilidade do sistema coloidal das AgNPs pode estar relacionada ao
fato da goma de cajueiro, utilizada na reducéo e estabilizacdo das nanoparticulas
apresentar grupos hidroxilas livres em sua estrutura, que podem ser oxidados, em
virtude da presenca de elétrons livres. Esse fato, leva a uma maior reducéo dos ions
de prata e uma melhor estabilizagdo das AgNPs, impedindo o processo de
aglomeracdo das nanoparticulas, o que ja foi relatado em trabalhos na literatura
(EDISON et al., 2016; TERENTEVA et al., 2015).

3.1.3 Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM) das AgNPs

A morfologia e o didametro médio das nanoparticulas de prata foram
analisados pela técnica TEM. As imagens foram capturadas em regides escolhidas
de forma aleatéria. Pelas imagens obtidas foram realizadas contagens e
determinacdo do diametro das particulas com o auxilio do software ImageJ. E o0s

histogramas foram gerados no software Origin 10.1.
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Na Figura 6 (a, b e c), observam-se a formacao de nanoparticulas esféricas

de AgNPs dispersas e com uma distancia interparticula moderada, levando a
diminuicdo de possiveis processos de aglomeracgdes.

Figura 6 - Imagens das AgNPs via sintese verde por Microscopia Eletrdnica de

Transmissao (TEM) (a, b e ¢) e Histograma de distribuicdo de tamanhos (d).
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Fonte: Autoria Propria, 2019.
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Tais dados corroboram com os dados obtidos pela espectrocscopia UV-Vis,

PDI e potencial zeta, mencionados nos itens 3.1.1 e 3.1.2. A forma esférica ja era
esperada, pois a solucdo coloidal das AgNPs apresentou uma banda de absorcéo
maxima proxima a 409 nm que é caracteristica de nanoparticulas de prata esféricas
(NOGUEZ, 2007; SOLOMON et al., 2007), sendo confirmada pelo TEM das AgNPs.
A distribuicdo do didmetro médio das nanoparticulas foi realizada com uma
imagem em escala de 200 nm (Figura 6a), contando-se cerca de 98 nanoparticulas.
O tamanho das AgNPs segue uma distribuicdo normal, como uma gaussiana, com
maximo de ocorréncia nos diametros de 55 nm (x 8,94) e 12,3 nm (x 4,53),
conforme Figura 6d. Tais resultados, corroboram com os dados de UV-Vis. e PDI,
em que, foi verificado pelo formato da banda de absor¢cédo a presenca de AgNPs

polidispersas.

3.2 Caracterizagcdo da Pal in natura, da Pal purificada e do nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC

3.2.1 Difragéao de Raios - X (DRX)

Os difratogramas de raios - X da Pal in natura, da Pal purificada e do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC podem ser visualizados na Figura 7. Tal técnica
foi realizada para observar possiveis modificacdes na estrutura cristalina da Pal apos
os tratamentos fisicos e quimicos, bem como, a incorporacdo das AgNPs na

superficie da palygorskita.
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Figura 7 - Difratograma de raios-X da (a) Pal in natura, (b) Pal purificada e (c)

nanocomposito de Pal/AgNPs/GC.
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Fonte: Autoria Prépria, 2019.

Os picos de difracdo caracteristicos da Pal e do quartzo (SiO;) foram
identificados com o auxilio dos cartdes cristalograficos n°® 01-082-1873 e 01-085-
0794, respectivamente, obtidos através do banco de dados JCPDF. Picos
caracteristicos da Pal e seus respectivos planos de difracdo foram identificados nas
amostras em 8,4° (110); 12,3° (211); 13,8° (200); 16,3° (130) e 19,7° (121), sendo
esses picos ja relatados na literatura (SHENG; WANG, 2005; XAVIER et al., 2012;
CARAZO et al., 2018; YANG et al., 2018).

A presencga do pico em 20 = 8,4° esta relacionado a distancia interplanar de
1,05 nm atribuido ao plano basal da estrutura da Pal, ou seja, ao plano primario da
face do cristal (OLIVEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2013). As reflexbes em 20 =
13,74°, 16,5°, 19,7°, 20,8° e 28,1° estdo relacionados com o0s grupos Si-O-Si das

folhas da argila cristalina. Ja o pico 206 = 12,3° esta ligado aos 6xidos hidratados de
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cations de sodio presentes entre as camadas da argila. As reflexdes em 26 = 21,02°;
26,76°; 36,68°; 39,60°; 42,60°; 50,26°; 55,00°; 60,10° referem-se ao quartzo (YE et
al., 2006; CHEN et al., 2008; XAVIER et al., 2014; XAVIER et al. 2016). Os altos

teores de quartzo sédo caracteristicos da palygorskita de Guadalupe - Pl. Apoés, a Pal

in natura passar por processos de tratamento quimico e fisico, houve a diminui¢éo
da intensidade desses picos e consequente diminui¢cdo de teores de quartzo na Pal
purificada, além da, presenca de outras impurezas, o que foi também, comprovado
pelas analises de EDS da Pal in natura e da Pal purificada.

Os picos presentes no nanocomposito de Pal/AgNPs/GC (Figura 7c) sao
evidentes e quase que idénticos aos picos da Pal in natura e da Pal purificada com
pequenos deslocamentos. O que demonstra que a estrutura da palygorskita foi
preservada ap0s a sua modificacdo com as AgNPs. Entretando, houve uma
pequena diminuicdo do perfil cristalino da Pal com a incorporacdo da AgNPs, o que
pode ser evidenciado pela diminuicdo da intensidade de alguns picos caracteristicos
da Pal.

A presenca das AgNPs na Pal foi verificado pelo aparecimento de duas
novas reflexdes em 20 = 38,1° (111) e 44,2° (200) que correspondem aos cristais
cubicos de face centrada da prata, de acordo com a ficha cristalografica JCPDS N°.
04-0783. O que demostra que a sintese do nancompdsito de Pal/AgNPs/GC foi bem

sucedida e corrobora com os resultados das imagens de TEM do nanocompasito.

3.2.2 Microscopias eletronicas

3.2.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia

Dispersiva de Raios - X (EDS) da Pal in natura e da Pal purificada

A técnica de Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) produz imagens
(micrografias) superficiais em altas resolugbes, com a funcdo de investigar a
estrutura superficial da amostra analisada. Esta técnica foi utilizada para avaliar a
superficie das Pal in natura e da Pal purificada apds os tratamentos fisicos e
guimicos. As imagens da Pal in natura e da Pal purificada estdo representadas na

Figura 9 e Figura 10, respectivamente.
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Figura 8 - Imagens obtidas por MEV da Pal in natura com as seguintes magnitudes
de ampliacao: (a) 20.000x; (b) 50.000x; (c) 100.000x; (d) 200.000x.
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Fonte: Autoria Prépria, 2019.
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Figura 9 - Imagens obtidas por MEV da Pal purificada com as seguintes magnitudes
de ampliacao: (a) 20.000x; (b) 30.000x; (c) 100.000x; (d) 200.000x.
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Fonte: Autoria Prépria, 2019.

As imagens fornecem informacgdes sobre a morfologia superficial da Pal,
apresentando-se em forma de fibras e com formacédo de aglomerados de fibras,
além de, seus comprimentos. Pelas imagens verifica-se que a Pal possui morfologia
fibrosa e pode apresentar-se como aglomerados de fitas e agulhas com tamanhos

variados, tais resultados estdo de acordo com trabalhos ja descritos na literatura,
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como pesquisas Gan e colaboradores (2009), de Frost e colaboradores (2010),

Chang e colaboradores (2011) e Xavier e colaboradores (2012).

Pelas imagens € possivel observar que tanto a Pal in natura quanto a Pal
purificada apresentaram morfologia fibrosa, sendo estas fibras bastante
aglomeradas. A medida que as micrografias sdo ampliadas fica mais nitida a
visualizacdo dos aglomerados de fibras. Possiveis explicacbes para esta
aglomeracdo podem estar associadas a possiveis impurezas e matéria organica
ainda presentes na argila ou em virtude do processo de desidratacdo na secagem
da Pal (FAN et al.,, 2011). A Pal purificada apresentou pouca diferenca em sua
morfologia, mantendo a tendéncia a formacdo de aglomerados e distribuicao
irregulares de suas fibras.

Para identificar os elementos quimicos e possiveis reducdo de impurezas na
Pal apds os tratamentos fisicos e quimicos, outra técnica utilizada foi a
Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios - X (EDS), que é uma analise semi-
qguantitativa, ndo destrutiva e permite identificar os elementos presentes em uma
amostra, bem como, identificar a proporcédo (concentracdo) desses elementos. Para
a Pal in natura os elementos estéo apresentados na Figura 10 e Tabela 1. Ja para a

Pal purificada os elementos encontram-se na Figura 11 e Tabela 2 a seguir.

Figura 10 - (a) Imagem da Pal in natura e (b) Espectro de EDS da Pal in natura.
(b)

27.9K]
24.8K]
21.7K]
186K
155K
124K

9.3K]

6.2K l
n Mg K Ca
3.1k[5

Fe
cafe i K ca Fe
0.0K A
6.

0.0 17 34 51 8 85

_sec:95.1 215 Cnts 4950 keV Det: Apollo X-SDD Det

Fonte: Autoria Propria, 2019.

Cristiany Marinho Araijo



138
Capitulo 3

Tabela 1 - Elementos presentes na estrutura da Pal in natura obtidos por EDS.

Palygorskita in natura

Elementos % massa % atdomica % erro
Oxigénio 455 61,3 8,3
Magnésio 3,3 3,0 7,7
Aluminio 9,6 7,6 59

Silicio 27,0 22,1 5.2
Potéassio 3,5 1,9 3,7
Ferro 7,9 3,1 2,2
Calcio 3,2 1,0 3,9

Fonte: Autoria Prépria, 2019.

Figura 11 - (a) Imagem da Pal purificada e (b) Espectro de EDS da Pal purificada.
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Tabela 2 - Elementos presentes na estrutura da Pal purificada obtidos por EDS.

Palygorskita purificada

Elementos % massa % atomica % erro
Oxigénio 54.4 68,7 7,8
Magnésio 4,6 3,8 7,3
Aluminio 9,0 6,8 59

Silicio 23,7 17,8 5,2
Potassio 2,0 1,0 3,9
Ferro 4.4 1,6 2,6
Calcio 0,6 0,3 4,1

Fonte: Autoria Prépria, 2019.

Pelos resultados é possivel observar a presenca dos principais elementos
constituintes da palygorskita (Si, O, Mg e Al) e de impurezas como K e Ca em
pequenas concentracdes. Com os processos de purificagcdo dessa argila houve
diminuicdo dos picos caracteristicos dessas impurezas. Bem como, 0 aumento da
intensidade dos picos referentes ao O e Mg. A técnica de EDS mesmo sendo uma
analise semi-qualitativa foi possivel observar que o processo de purificacdo da argila

foi eficaz na diminuicdo de impurezas presentes na Pal in natura.
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3.2.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) do nanocompdsito
Pal/AgNPs/GC

As imagens de TEM do nanocompésito de Pal/AgNPs/GC sao mostradas na

Figura 12.

Figura 12 — Imagens de TEM do nanocomposito de Pal/AgNPs/GC.

Fonte: Autoria Propria, 2019.
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Pode-se observar que apos a sintese do nanocompasito, particulas esféricas

pequenas apareceram na superficie das fibras da palygorskita. Verifica-se que boa
parte das nanoparticulas de prata estdo adsorvidas nas fibras da Pal. Essa
evidencia corrobora com os dados de DRX, FTIR e analises térmicas, que
demonstram que houve interacdes entre a Pal e as AgNPs. Os resultados obtidos

evidenciam que houve a modificacédo superficial da Pal pelas AgNPs.
3.2.3 Area Superficial Especifica (Sget)
Os resultados da area superficial da Pal in natura, da Pal purificada e do

nanocomposito de  Pal/AgNPs/GC foram obtidos através da técnica

adsorcao/dessorcao de nitrogénio usando o método de BET, conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Valores da area superficial especifica da Pal in natura, Pal purificada e do

nanocomposito de Pal/AgNPs/GC.

Amostras Area superficial especifica (m?/g)
Pal in natura 106,3
Pal purificada 118,5
Pal/AgNPs/GC 69,4

Fonte: Autoria Prépria, 2019.

Observou-se que apos a Pal in natura passar pelos processos de tratamento
fisicos e quimicos houve o aumento da &rea superficial de 106,3 m?/g para 118,5
m?/g na Pal purificada. Possiveis explicaces para esse aumento no valor da area
superficial da Pal podem estar relacionadas com a diminuicdo de impurezas como
quartzo, carbonatos, matéria organica e outros, o contribuiu para o aumento da area
superficial, o que foi comprovado pelas anéalises de DRX e EDS.

A combinagdo de microcristais na estrutura da Pal, bem como, de sua
morfologia fibrilar e granulometria fina conferem a Pal uma elevada area superficial
especifica. A Pal proveniente da regido de Guadalupe-P| apresenta Area superficial
especificaem torno de 113 m%g (XAVIER et al., 2012).
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O aumento da area superficial pode estar relacionado a limpeza dos canais,

bem como, a eliminagdo de impurezas agregadas como carbonatos, quartzo, mica,
esmectitas e feldspatos (OLIVEIRA et al., 2013).

Os tratamentos fisicos e quimicos realizados na Pal além de terem
contribuindo para o aumento da area superficial manteve a estrutura da argila e seu
aspecto fibroso, que € caracteristica desse grupo de argilas. Ocorre a desagregacao
das particulas de palygorskita, levando a formagédo de mais espacos disponiveis
para a adsorgéo de nitrogénio (KOMADEL, 2016; ZHU et al., 2018).

Com relacdo ao nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC houve uma grande
diminuicdo de sua éarea superficial se comparada a da Pal in natura e a Pal
purificada. Uma possivel explicacdo para esse fato, diz respeito, as AQNPs que se
encontram na superficie da Pal, impedirem a entrada de moléculas de nitrogénio nos
poros da palygorskita (YILMAZ; YAPAR, 2004). Conforme, imagens de TEM do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC.

3.2.4 Espectroscopia de Absorcédo no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A técnica de FTIR detecta as vibracdes de ligacbes das moléculas quando
estas sao irradiadas, tais vibracdes produzem “bandas” que sido caracteristicas de
cada ligacdo. Os resultados da FTIR das AgNPs, do nanocompoésito de
Pal/AgNPs/GC, da Goma de Cajueiro (GC) e da Pal estdo representados na Figura
13.
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Figura 13 - Espectros de FTIR (a) das AgNPs via sintese verde, (b) do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC, (c) da Goma de Cajuiero (GC) e (d) da Pal.
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Fonte: Autoria Prépria, 2019.

No espectro de FTIR da Goma de Cajueiro (Figura 12c) observa-se o
aparecimento de uma banda larga em 3404 cm™ que pode ser atribuida as vibragées
de estiramento das ligacbes O—H dos grupos hidroxilas delimitadas pelas interagdes
do tipo pontes de hidrogénio (MOURA, 2009) essa mesma banda aparece no
espectro das AgNPs (Figura 12a) com um pequeno deslocamento e diminuicdo de
intensidade. Uma segunda banda de absorcdo fraca aparece em 2927 cm™ que
corresponde as vibracfes de estiramento das ligacdes C—H (QUELEMES et al.,
2017). Outra banda de absorcdo pode ser visualizada em 1649 cm™ pode ser
atribuida a vibracdo de deformacdo angular no plano de O-H das unidades de
monossacarideos (galactose, glicose, acido glucordnico, ramnose e arabinose)
presentes na goma de cajueiro e/ou das aguas presentes na estutura da goma de
cajueiro (GANNIMANI et al., 2015; ABREU et al., 2012; PITOMBEIRA et al., 2015),

tal banda também aparece no espectro das AgNPs com um pequeno deslocamento
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(1645 cm™). A banda em 1270 cm™ é atribuida ao estiramento do grupo C-O dos

acidos carboxilicos ligados ao anel aromatico. As bandas em 1040, 1082 e 1122 cm’
! s&o atribuidas as ligacdes glicosidicas C-O-C, além de ligacdes O—-H dos alcoois
(OLIVEIRA et al., 2019). As bandas de 777 cm™ e 646 cm™ correspondem as
deformacbes fora do plano dos grupos OH. O espectro das AgNPs reduzidas e
estabilizadas pela GC mostrou alteragcdes na area abaixo de 1300 cm™, quando
comparadas apenas ao espectro da goma de cajueiro, esse fato sugeri que a
interacdo entre as nanoparticulas de prata e a goma foi principalmente através dos
grupos OH, como pode ser observado nas bandas de 777 cm™ e 646 cm™
(QUELEMES et al., 2013).

A Figura 13d mostra o espectro de FTIR da Pal, onde observa-se que as
ligacbes presentes na estrutura cristalina da Pal dizem respeito aos trés tipos de
interacdes entre a agua e a estrutura da Pal, sendo elas, a agua de coordenac¢éo ou
cristalina que liga os ions de magnésio as hidroxilas presentes na folha octaédrica, a
agua zeolitica localizada nos canais que interage com a agua coordenada e a folha
octaédrica e a agua adsorvida fisicamente na superficie da argila (GIONIS et al.,
2006). As bandas que aparecem em 3543 cm™, 3400 cm™ e 3370 cm™ s&o
atribuidas as moléculas de agua presente nas posi¢cbes terminais das folhas
octaédricas (dguas coordenadas) e as moléculas de 4guas presentes nos canais da
palygorskita (Aguas zeoliticas). Estas bandas séo atribuidas também ao estiramento
da OH nos grupos Al — Mg — OH ou Al — Fe™~ OH (LIU et al., 2012; CARAZO et al.,
2017).

A banda observada em 1655 cm™ é atribuida & deformacdo de A&guas
zeoliticas, adsorvidas e coordenadas (SUAREZ; GARCIA-ROMERO, 2006). A banda
em 1104 cm™ diz respeito a vibracdo de estiramento da ligacdo Si-O na folha
tetraédrica (ZHANG et al., 2015; RUSMIN et al., 2016). As bandas em 450 cm™ e
470 cm™ dizem respeito as vibracées de estiramento Al-O, relacionado as vibracdes
de deformacédo do (O-Si-O) na folha tetraédrica (YAN et al. 2012).

Ja a Figura 13b mostra as bandas do nanocompdésito (Pal/AgNPs/GC), onde
observa-se a diminuicdo de intensidade, deslocamento e o aparecimento de bandas
se comparadas com os espectros da Pal e das AgNPs individualmente. Na regido
entre 3624 a 3404 cm™ pode-se observar a diminuicdo da intensidade das bandas
de estiramento dos grupos O-H que podem ser atribuidas as interacdes

intermoleculares entre os grupos hidroxilas ligadas aos metais (Fe, Al e Mg)
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presentes na estrutura da Pal com os grupos O-H das unidades de

monossacarideos presentes na goma de cajueiro, sugerindo que houve a formagéo
do nanocompaosito Pal/AgNPs/GC.

Ainda de acordo com o espectro de FTIR do nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC é observado o surgimento de duas novas bandas. A primeira banda
em 3707 cm™ que pode ser atribuida as vibragbes associadas ao estiramento da
hidroxila ligada ao silicio da folha tetraédrica, a O—H ligada aos metais da argila (Al,
Fe e Mg) e hidroxilas de aguas adsorvidas e zeoliticas. Ja a segunda banda aparece
em 650 cm™ que pode estar relacionada & vibracdo de estiramento da ligacdo de
moléculas de aguas zeoliticas e adsorvidas no metal de Mg na folha octraédrica na
regido das extremidades dos canais (AKYUZ; AKYUZ; AKALIN; 2010; CAIl; XUE;
POLYA, 2007; YAN et al., 2013).

Esses fatos evidenciam que houve a interacdo das nanoparticulas de prata
com a palygorskita corroborando com os resultados de DRX, Area superficial e TEM
do nanocompdésito Pal/AgNPs/GC.

3.2.5 Anélises Térmicas

3.2.5.1 Andlise Termogravimétrica/Analise Termogravimétrica Derivada (TG/DTG)

As curvas de Analise Termogravimétrica (TG) e Termogravimetria Derivada
(DTG) mostram informacdes sobre o comportamento térmico das amostras no
processo de perda de massa.

As Figuras 14, 15 e 16 mostram as curvas TG/DTG da palygorskita, da

Goma de Cajueiro e do nanocomposito de Pal/AgNPs/GC, respectivamente.
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Figura 14 - Curvas TG/DTG da Palygorskita.
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Figura 15 - Curvas TG/DTG da Goma de cajueiro (GC).
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Figura 16 - Curvas TG/DTG do nanocomposito de Pal/AgNPs/GC.
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Na curva TG/DTG da Pal sdo observadas quatro perdas de massa
principais: a primeira perda de massa de 2,5% ocorreu com a temperatura inicial (T;)
de 25,86 °C, temperatura final (Ty) de 107,37 °C e temperatura maxima (T.,) de 85
°C, que corresponde a perda de moléculas de agua fisicamente adsorvidas e uma
parte de agua zeolitica (localizada nos canais da Pal). A segunda perda de massa
de 1,8% ocorreu na temperatura inicial (T;) de 113,1 °C, temperatura final (Ty) de
204,2 °C e temperatura maxima (T,) de 196 °C que corresponde a desidratacao
térmica do restante da dgua zeolitica da camada estrutural da Paligorskita. A terceira
perda de massa de 7% ocorreu com temperatura inicial (T;) de 206,0 °C, temperatura
final (Ty) de 519,2 °C e temperatura maxima (T,) de 484 °C, que é atribuida a perdas
de aguas de coordenacdo ligadas aos ions da folha octaédrica da Pal e hidroxilas
estruturais, bem como a condensac¢ao dos grupos silanol e aluminol (LIU et al., 2013;
OGORODOVA et al.,2015).

A quarta perda de massa de 7,3 % com temperatura inicial (T;) de 529,1 °C,

temperatura final (Tf) de 797,4 °C e temperatura maxima (T,) de 708 °C, que pode
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ser atrabuida a processos de desidroxilacdo de grupos Mg-OH da Pal (BOUDRICHE

et al., 2012). Nessa faixa de temperatura a eliminacdo de moléculas de agua é
acompanhada por uma destruicdo parcial da estrutura da Pal (PREISINGER, 1963).
Outro ponto, a ser considerado na quarta perda de massa € a liberacdo de hidroxido
de carbono, por que acima de 500 °C, os carbonatos presentes na Palygorskita séo
termicamente instaveis e sua decomposicédo libera CO, (KHORAMI, J.; LEMIEUX,
A., 1989; VISERAS; LOPEZ-GALINDO, 1999; FROST; DING, 2003).

No entanto, em estudos com a Paligorskita extraida de diferentes regides,
sugerem que o0 comportamento térmico esta relacionado ndo apenas com as
propriedades fisico-quimicas da Pal, mas também pela sua origem e quantidade de
impurezas (CHENG et al., 2011).

Ja a curva TG/DTG do nanocompdésito de Pal/AgNPs/GC apresenta seis
perdas de massas. A primeira perda de massa de 1,6% ocorreu com a temperatura
inicial (T;) de 30 °C, temperatura final (Tf) de 112 °C e temperatura maxima (T,) de
85 °C, essa perda de massa € atribuida a perda de moléculas fisicamente
adsorvidas na superficie da Pal e uma parte da agua zeolitica. A segunda e a
terceira perda de massa de 1,9% e 1,2% da Pal/AgNPs/GC ocorrem com T; de 117
°C e 245°C, Trde 245°C e 302 °C e T\, de 241 °C e 294 °C respectivamente, que
sdo atribuidas a decomposicdo da Goma de cajueiro (GC) (Figura 16),
provavelmente devido a despolimerizacdo com formacdo de agua, CO e CH,
(ZOHURIAAN; SHOKROLAHI, 2004; SILVA et al., 2007). Além de, ter ocorrido a
mudanca de processo endotérmico para processo exotérmico na temperatura de 241
°C na curva TG/DTG do nanocompdsito, sugerindo interagcbes da GC com as
AgNPs. Ja que, no processo de sintese verde do nanocompdsito (Pal/AgNPs/GC),
as AgNPs foram reduzidas e/ou estabilizadas com polissacarideos da GC, o que foi
comprovado pelos resultados de potencial zeta.

A quarta perda de massa de 5,6% do nanocompg@sito ocorreu na T; de 302
°C, Tf de 519 °C e T, de 484 °C, equivalente a mesma temperatura maxima
apresentada pela curva TG da Pal, que esta relacionada a perda de moléculas de
agua de coordenacdo e condensacao de grupos silanol e aluminol. A quinta perda
de massa de 7,0%, ocorreu na T;de 519 °C, T;de 719 °C e T, de 703 °C, sendo
esse evento atribuido a desidroxilacdo de grupos Mg-OH, eliminacdo de moléculas
de &gua e carbonatos, como descritos acima para a curva TG da Pal. Ja a sexta
perda de massa ocorreu na T; de 745 °C, T;de 783 °C e T, de 761 °C. Sendo que,
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0S eventos que ocorrem a partir de 700 °C indicam a formacao da fase cristalina tal

como olivina (Mg2SiO,), espinélio (MgAIl,O,), enstatita (MgSiOs3), silimanita (Al,SiOs)
e cristobalita (SiO,) (BALTAR et al., 2009).
A Tabela 4 mostra todos os eventos ocorridos na TG/DTG da Pal e do

nanocomposito de Pal/AgNPs/GC.

Tabela 4 - Relacdo dos eventos TG/DTG da Pal e do nanocompoésito de

Pal/AgNPs/GC.
C
Evento Temperatura (°C) Perda de Massa
Térmico massa (%) Residual
Total (%)
T; Tm Ts
1° 25,86 85 107,37 2,5
Pal 2° 113,12 196 204,2 1,8
3° 206,0 484 519,2 7,0 81,4
40 529,1 708 797,4 7,3
GC 1° 28,19 80 112,8 5,6
2° 201,6 241 256,4 16,8 73,1
3° 259,3 294 343,8 40,5
1° 30 85 112 1,6
20 117 241 245 1,9
Pal/AgNPs/ 3° 245 294 302 1,2
GC 40 302 484 519 5,6 82,3
50 519 703 719 7,0
6° 745 761 783 0,4

Ti: Temperatura inicial; T,,: temperatura maxima; T Temperatura final.

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Todos os valores de Temperatura inicial (T;), Temperatura final (Ty) e perda
de massa do nanocomposito de Pal/AgNPs/GC foram menores que os valores
obtidos da Pal sozinha. Tais resultados comprovam que além, da formacédo do

nanocomposito, houve a melhora na estabilidade térmica do novo material com sua
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modificacdo com as nanoparticulas de prata. Vista que, todos os eventos de perda

de massa do nanocomposito obtido comecaram com temperaturas superiores aos
eventos ocorridos na Pal de forma sozinha. Além, das quantidades de perdas de
massa utilizadas nos eventos forem menores para o nanocomposito, pois, no final da
analise, a quantidade de massa residual total do nanocompésito de Pal/AgNPs/GC

que foi de 82,3%, foi superior ao da Pal sozinha que foi em torno de 81,4%.

3.2.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) fornece
informacBes sobre os processos quimicos e fisicos que envolvem variacfes de
energia. A Figura 17 apresenta as curvas DSCs da Pal, do nanocompdsito de

Pal/AgNPs/GC e da Goma de cajueiro.

Figura 17 - Curvas DSC da Pal, do nanocompdésito de Pal/AgNPs/GC e da Goma de

cajueiro (GC).
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A curva DSC da Pal apresenta quatro picos endotérmicos de baixa
intensidade, sendo o primeiro observado entre 120 - 230 °C (Tmax = 196 °C), o
segundo ocorre entre 230 - 526 °C (Tmax = 484 °C) e entre 566 - 756°C (Tmax = 708
°C). Tais picos corroboram com os resultados obtidos de perda de massa na curva
TG/DTG da Pal.

J& a curva DSC do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC apresentou os quatro
picos endotérmicos, descritos anteriormente na curva DSC da Pal, e mais dois picos
referentes a GC, que ocorrem na faixa de temperatura de 117-245 °C e 245-302 °C,
com temperatura maxima de 241°C e 294 °C, respectivamente, corroborando com

os dados da TG/DTG da goma de cajueiro.

3.3 Propriedades antibacterianas da Pal, das AgNPs e do nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC

Um dos grandes problemas enfrentados na area da saude publica nos
altimos anos, diz respeito ao aumento da resisténcia de bactérias a produtos
bactericidas e antibitticos devido ao desenvolvimento de cepas resistentes (SONDI;
SALOPEK-SONDI, 2004).

Assim, varios sdo os esforcos no desenvolvimento de pesquisas para a
producdo de novos agentes bactericidas. Com isso, as nanoparticulas vém sendo
amplamente utilizadas como agentes antibacterianos, como por exemplo, as
nanoparticulas metéalicas, que surgem como alternativas mais eficientes se
comparadas ao arsenal de antibiéticos convencionais (AHMED; RAMAN;
VEERAPPAN, 2016).

Na Tabela 5 séo apresentados os testes antibacterianos da Pal, das AgNPs
e do nanocompdésito de Pal/AgNPs/GC contra cepas de bactérias gram-negativas do
tipo Escherichia coli (E. coli) e bactérias Gram-positivas do tipo Staphylococcus

aureus (S. aureus) testadas pelo método de contato direto.
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Tabela 5 - Efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano pela Pal, AgNPs e do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC sobre cepas padréo do tipo E. coli (ATCC 25922)
e S. aureus (ATCC 25923).

Efeito inibitorio (%)

Amostras E.coli S. aureus
(UFC/mL — %) (UFC/mL - %)
Solucédo Salina 0,0 0,0
Pal 0,0 0,0
AgNPs 64,7 £1,23 43,1+0,82
Pal/AgNPs/GC 70,2+ 1,34 85,3+1,62

Fonte: Autoria prépria, 2019.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que nenhuma atividade
antibacteriana foi observada nos materiais que ndo possuiam as nanoparticulas de
prata em sua composicdo, como foi o caso do controle (solucdo salina) e da
palygorskita. Desta forma, acredita-se que a atividade antibacteriana esta
relacionada a presenca das nanoparticulas de prata no composito.

A Figura 18 mostra os testes antibacterianos da palygorskita contra bactérias
do tipo E. coli e S. aureus. A Pal ndo apresentou nenhum efeito antibacteriano, além
também, de apresentar o surgimento de algumas colénias de bactérias. Esses fatos
podem estar relacionados com o0s processos fisicos e quimicos utilizados no
tratamento de purificacdo da palygorskita, bem como, a existéncia de possiveis
impurezas que nao foram removidas totalmente durante o processo de purificacdo, o
que levou a um ambiente propicio para a formacdo de novas colénias de bactérias

do tipo E. coli e S. aureus.
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Figura 18 - (a) Cepa padréo da bactéria E. coli (ATCC 25.922), (b) Efeito inibitorio
da Pal frente a cepa padrdo da bactéria E. coli., (c) Cepa padrdo da bactéria S.
aureus (ATCC 25.923) e (d) Efeito inibitorio da Pal frente a cepa padrdo da bactéria

S. aureus.

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Ja a Figura 19 mostra os testes antibacterianos das AgNPs contra bactérias

do tipo E. coli e S. aureus.

Figura 19 - (a) Cepa padrédo da bactéria E. coli (ATCC 25.922), (b) Efeito inibitério
das nanoparticulas de prata (AgNPs) frente a cepa padrdo da bactéria E. coli (c)
Cepa padrao da bactéria S. aureus (ATCC 25.923) e (b) Efeito inibitério das AgNPs

frente a cepa padrdo da bactéria S. aureus.

Fonte: Autoria prépria, 2019.
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Utilizando apenas as AgNPs, estas apresentaram atividade antibacteriana

para ambos 0s microrganismos testados, sendo o efeito inibitério de 64,7% (+ 1,23)
para E. coli e 43,1% (+ 0,82) para S. aureus, de acordo com a Figura 19. Tais
resultados comprovam que houve atividade antibacteriana das AgNPs via sintese
verde utilizando a goma de cajueiro como agente redutor e/ou estabilizante e podem
ser justificados com relagcdo a parede celular das bactérias. Pois, o principal
constituinte da parede celular de microorganismos é o peptidoglicano e este possui
uma estrutura polimérica constituida por aclUcares e aminoacidos que rodeiam a
membrana plasmatica (MOREIRA et al., 2015).

As bactérias Gram-positivas, como por exemplo, a S. aureus, apresentam
uma parede celular mais espessa se comparadas com a parede celular das
bactérias Gram-negativas, como por exemplo, a E. coli. Dessa forma, a parede
celular das bactérias Gram-positivas, como por exemplo, a S. aureus, apresentam
uma protecéo fisica maior, o que pode dificultar a acdo das AgNPs em sua parede
celular, se comparadas com a células das bactérias Gram-negativas, como a E. coli.
(VENKATPURWAR; POKHARKAR, 2011).

Assim, as bactérias do tipo Gram-negativas por apresentarem camadas finas
de peptidoglicano, favorecem a acdo das nanoparticulas de prata na parede celular
das bactérias de forma mais rapida, levando a inativacéo e/ou alteracdo da estrutura
da proteina e consequentemente a morte celular (VENKATPURWAR; POKHARKAR,
2011).

A Figura 20 mostra os testes antibacterianos para o nanocompdésito de
Pal/AgNPs/GC contra bactérias do tipo E. coli e S. aureus. Tais resultados
mostraram que a incorporacao das AgNPs na Pal, aumentou a atividade bactericida
tanto da Pal como das AgNPs para ambos 0s microrganismos testados. Com um
aumento de aproximadamente de 70,2% para a E.coli e 85,3% para a S. aureus. Ja
com relacdo as AgNPs esse aumento foi de 5,5% e 42,2% para a E.coli e S.
aureus, respectivamente.

O efeito bactericida do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC foi maior para as
bactérias S. aureus (Gram-Positivas). Possiveis explicacbes para esse fato pode
estar relacionado com a carga negativa adquirida pelo nanocompdsito
(Pal/AgNPs/GC) em solucéo.
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Figura 20 - (a) Cepa padrédo da bactéria E. coli (ATCC 25.922), (b) Efeito inibitorio

do nanocomposito de Pal/AgNPs/GC frente a cepa padrdo da bactéria E. coli, (c)
Cepa padrdo da bactéria S. aureus (ATCC 25.923) e (b) Efeito inibitério do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC frente a cepa padrao da bactéria S. aureus.

Pal/AgNPs EC

A

Fonte: Autoria propria, 2019.

A partir da analise de potencial zeta realizada pelo nanocompdésito este
apresentou o valor de -12,2 mV (pH = 6,7), apresentando uma carga superficial
negativa em solucdo. Essa carga negativa, pode estar associada as hidroxilas livres

provenientes da goma de cajueiro que pode ter favorecido uma maior interacédo
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eletrostatica com a parede celular das bactérias S. aureus (Gram-Positivas),

causando mudancgas estruturais e degradacéo, consequentemente, levando a morte
celular da bactéria.

Mesmo as bactérias do tipo S. aureus terem uma parede celular mais
espessa, o efeito de inibicdo do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC (85,3% +1,62) foi
quase o dobro do efeito de inibicdo das AgNPs (43,1% = 0,82) e maior que o efeito
de inibicdo do nanocompdsito contra bactérias do tipo E. coli (70,2% =* 1,34).

Outra possivel explicacdo para os valores maiores de inibicdo do efeito
antibacteriano do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC em relacdo a Pal e as AgNPs,
pode estar relacionado a alta area superficial e elevado poder de adsor¢édo da Pal,
que podem ter favorecido a adsorcéo das bactérias e consequentemente a acdo das
AgNPs, possibilitando uma maior superficie de contato entre as bactérias com as
nanoparticulas de prata.

Na literatura ha relatos que mostram que a atracao eletrostatica entre células
bacterianas negativamente carregadas e nanoparticulas carregadas positivamente é
crucial para a acdo das nanoparticulas como materiais bactericidas (STOIMENOV et
al., 2002; HAMOUDA; BAKER, 2000). No entando, as nanoparticulas de prata e o
nanocomposito utilizados nesse estudo sdo negativamente carregados e ambos 0s
materiais apresentaram efeito inibitério contra as duas cepas de bactérias testadas,
as bactérias do tipo E. coli (Gram-negativas) e S. aureus (Gram-positivas).

Embora o mecanismo da interacdo entre hanomaterias e os constituintes da
membrana externa de E. coli ainda ndo estejam totalmente resolvido, parece que,
apesar de sua carga superficial negativa, os nanomateriais de alguma forma
interagem com “elementos de constru¢do” da membrana bacteriana, causando
mudancas estruturais e degradacao e, finalmente, a morte celular da bactéria
(SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

Assim, a interacdo das nanoparticulas com a parede celular das bactérias,
DNA e enzimas, podem resultar em um desequilibrio no metabolismo celular,
causando a indugdo do elevado nivel de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
consequente morte das bactérias (QUINTEROS et al., 2016).

Portanto, de todas as amostras analisadas, os maiores efeitos de inibicao
encontrados foram os do nanocompésito de Pal/AgNPs/GC para as cepas de
bactérias do tipo E. coli (Gram-negativas) e S. aureus (Gram-positivas). Confirmando

gue o nanocompodsito de Pal/AgNPs/GC é um material antibacteriano eficaz como
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agente bacteriano e que este pode ser utilizado no combate tanto de bactérias

Gram-negativas quanto de Gram-positivas. Sendo que seu efeito bactericida pode
ser atribuido a elevada area superficial e alto poder de adsor¢cdo da palygorskita
SHAO et al., 2017), bem como, as propriedades fisicos-quimicas e antimicrobianas

das nanoparticulas de prata.

3.4 Ensaio de toxicidade com a espécie Artemia salina (A. salina)

O bioensaio com a A. salina é considerado Util para avaliagdes preliminares
de toxicidade geral, sendo amplamente utilizado por este ser de baixo custo e
rapidez (NUNES et al., 2006). A salina (familia Artemidae) € um microcrustaceo de
agua salgada muito consumida por peixes e outros crustaceos em virtude de sua
riqgueza de proteinas, vitaminas e sais minerais. Os nauplios, que correspondem ao
seu estagio larvar ou placténico de A. salina, se reproduzem partogeneticamente e
se adapta as mudancas ambientais de temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido.
Seus ovos podem ser facilmente encontrados em lojas de piscicultura sendo
bastante utilizados em bioensaios de toxicidade pela praticidade e simplicidade na
analise (MEYER et al., 1982).

Os resultados sobre a exposicdo de Artemia salina em diferentes
concentracbes de amostras de Pal e do nanocompoésito de Pal/AgNPs/GC

encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados dos testes de toxicidade contra A. salina das amostras de Pal

e do nanocompasito de Pal/AgNPs/GC realizados em triplicata.

NUmero de Artemias Vivas

Pal Pal/AgNPs/GC
Concentracao t=24h t=48h t=24h t=48h
Controle 10 10 10 10
0,1 mg/mL 10 9 10 9
0,5 mg/mL 10 9 10 9
1 mg/mL 10 9 10 9
5 mg/mL 10 9 10 9
10 mg/mL 10 9 10 9
Fonte: Autoria propria, 2019. *Controle: Solucédo salina artificial.
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Pela tabela pode-se verificar que nao houve morte de nenhum néuplio nas
primeiras 24 horas nas cinco concentracdoes testadas, tanto para a Pal quanto para
o nanocomposito de Pal/AgNPs/GC, assim, como também para o controle, ou seja,
todas as larvas de A. salina sobreviveram nessas concentracdes. Apos 48 horas,
houve a morte de apenas uma A. salina tanto para amostras de Pal quanto o
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC.

Em virtude da elevada sobrevivéncia dos organismos expostos as amostras
de Pal e do nanocompésito de Pal/AgNPs/GC nao foi possivel calcular o valor
responsavel pela mortalidade de 50% dos organismos, denominado de Dose Letal
50% (DLsp).

Assim, as amostras de Pal e do nanocompdsito de Pal/AgNPs/GC néo
apresentaram toxicidade frente a A.salina, uma vez que a DLsp > 10 mg/mL. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sdo consideradas substancias
toxicas aquelas que apresentam valores de DLsg abaixo de 1000 ppm ( em A. salina
(MEYER et al., 1982).

Portanto, o nanocompdésito de Pal/AgNPs/GC obtido a partir de sintese
verde utilizando a Goma de Cajueiro pode ser considerado atoxico ou de baixissima
toxicidade, podendo ser utilizado como agente antibacteriano promissor em areas

biotecnolégicas.

4 CONCLUSAO

O presente estudo descreveu a sintese, caracterizacdo e testes
antibacterianos do nanocompoésito de palygorskita/nanoparticulas de prata
(Pal/AgNPs/GC) via sintese verde utilizando polissacarideos presentes na goma de
cajueiro (Anacardium occidentale L.) como agente redutor e/ou estabilizante no
durante a sintese.

O processo de purificacdo da palygorskita foi confirmado pelas técnicas de
DRX, MEV e EDS. Ja a sintese das AgNPs foi confirmada pela mudanca da

coloracdo da solucédo colidal para amarelo, UV-Vis, pela técnica de Espalhamento
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de Luz Dinamico (DLS) e TEM. O nanocompésito obtido de Pal/AgNPs/GC foi

caracterizado através das analises de DRX, BET, FTIR, Analises Térmicas e TEM.

A atividade antibacteriana da Pal, das AgNPs e do nanocompoésito de
Pal/AgNPs/GC foram testadas contra cepas de bactérias do tipo Staphylococcus
aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli). Tais resultados mostraram que o
nanocompoésito obtido apresentou os maiores efeitos de inibicdo tanto para as
bactérias S. aureus (85,3%), quanto para as bactérias E. coli (70,2%). Assim, o
efeito inibitorio do nanocompodsito de Pal/AgNPs/GC foram mais eficazes do que os
efeitos apresentados pela Pal e pelas AgNPs de individualmente.

O nanocomposito de Pal/AgNPs/GC néo apresentou toxicidade contra a
Artemia Salina, podendo ser considerado atoxico ou de baixissima toxicidade.
Sendo um agente antibacteriano promissor em areas biotecnolégicas.

Dessa forma, o método desenvolvido de sintese do nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC mostrou-se eficiente e inovador, de modo que pode ser considerado
uma alternativa simples, rapida, de baixo custo e uso de recursos naturais, podendo
ser utilizado como agente antibacteriano promissor com grande potencial

biotecnoldgico.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa teve como objetivo o desenvolvimento de um
nanocomposito utilizando a argila Palygorskita (Pal) e nanoparticulas de prata
(AgNPs) produzidos via sintese verde usando a goma de cajueiro (Anacardium
occidentale L). (GC), como agente antibacteriano para posterior uso em aplicagbes
biotecnoldgicas.

Com a intencdo de verificar a originalidade da pesquisa, foi realizado um
estudo prospectivo e tecnoldgico nas bases cientificas da Scopus, Web of Science e
Scielo, bem como, em bancos de patentes nacional e internacional, do Instituto
Nacional de Propriedade Industrial (INPI), European Patent Office (Espacenet) e
United States Patent and Trademark Office (USPTO), constatando que o uso do
nanocomposito de Pal/AgNPs/GC via sintese verde utilizando polissacarideos
naturais exsudados da goma de cajueiro para aplicacdo como agente antibacteriano,
€ algo inovador e promissor, visto que, ndo foi encontrado na literatura nhenhuma
abordagem semelhante com o da proposta por essa pesquisa.

A argila Palygorskita, foi selecionada para uso por se tratar de uma argila
natural, de baixo custo e abundante, principalmente no Estado do Piaui — PI, na
cidade de Guadalupe, onde encontram-se grandes depdésitos dessa argila. A Pal
inicialmente passou por um processo de purificacdo, com a utilizacdo de tratamentos
fisicos e quimicos para a remocao de impurezas e matéria organica. A diminuicdo
dessas impurezas foi confirmada pelas técnicas de DRX, EDS e Area superficial
especifica (Sger).

O nanocomposito de (Pal/AgNPs/GC) foi produzido via sintese verde,
usando polissacarideos exsudados da arvore de cajueiro (Anacardium occidentale
L.), denominada de goma de cajueiro (GC), que reduziu e/ou estabilizou as AgNPs.
As AgNPs foram caracterizadas pelas técnicas de Espectroscopia na Regido do
Ultravioleta-Visivel (UV-vis), Tamanho hidrodinamico médio, Potencial Zeta e
Microscopia Eletronica de Transmissdao (TEM) confirmando a formacdo das
nanoestruturas. O espectro de absorgédo UV-vis apresentou uma banda de absorgao

méaxima em torno de 409 nm caracteristica da formacdo de AgNPs esféricas. O
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tamanho hidrodinamico médio das AgNPs foi de aproximadamente 3,8 nm + 0,95

(99,1%), o indice de Polidisperséo (PDI) de 0,3 e potencial zeta em torno de - 33 mV
(x 3,72 em pH=6,7), confirmando a forma¢do das nanoparticulas. Pelas imagens
TEM mais uma vez foi comprovado a formacéo de AgNPs esféricas.

A Pal e o nanocomposito de Pal/AgNPs/GC foram caracterizados pelas
técnicas de DRX, Area Superficial Especifica (Sget), Andlises Térmicas, FTIR, MEV,
EDS e TEM. Por essas técnicas foi comprovada a reducdo de impurezas na Pal,
bem como, a formacéo do nanocompdsito.

A atividade antibacteriana da Pal, das AgNPs e do nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC foram analisadas pelo método de contato direto contra cepas de
bactérias do tipo Staphylococcus aureus (Gram-positivas) e Escherichia coli (Gram-
negativas). De acordo com os resultados obtidos, o nanocompasito (Pal/AgNPs/GC)
apresentou os maiores efeitos de inibicdo tanto para as bactérias de S. aureus
(85,3%), quanto para as bactérias de E. coli (70,2%). Sendo seu efeito inibitorio
mais eficaz do que os apresentados pela Pal e pelas AgNPs de forma individual.

Por fim, foi realizado testes de toxicidade contra a Artemia salina, sendo que
nenhuma das amostras analisadas, principalmente, o nanocompdsito de
Pal/AgNPs/GC né&o apresentaram toxicidade nas concentra¢des analisadas.

Assim, o0 nanocomposito de Pal/AgNPs/GC pode ser considerado um
material promissor, de facil obtencéo, rapido e eficiente, sendo uma alternativa
simples para ser utilizado como agente antibacteriano em aplicacdes

biotecnolégicas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo em vista que os objetivos desta pesquisa foram alcangados, provando

que o nanocomposito de palygorskita/nanoparticulas (Pal/AgNPs/GC) sintetizado via

sintese verde utilizando a Goma de Cajueiro (GC) como agente redutor e/ou

estabilizante, proporcionou a formacdo de um nanocompdsito com maior atividade

antibacteriana. A seguir sdo propostas algumas sugestdes para trabalhos futuros.

©

©

Sintetizar nanocompositos de palygorskita/nanoparticulas (Pal/AgNPs/GC)
variando a concentracao da argila palygorskita;

Modificar superficialmente a argila Palygorskita através de processos de
organofilizacdo, como por exemplo, troca de ions por ions de sais
quaternarios de amonio;

Efetuar a sintese das AgNPs na presenca de outros metais, como por
exemplo, o ouro (Au), formando nanoparticulas com estrutura core-shell (em
portugués: casca-nucleo), para posterior desenvolvimento de nanocompadsitos

Pal/nanoparticulas bimetalicas;

& Analisar as propriedades mecanicas e reolégicas do nanocompdésito de

©

Pal/AgNPs/GC;

Utilizacdo do nanocompésito de Pal/AgNPs/GC na preparacdao de filmes
utilizando a técnica de automontagem camada por camada ou LbL (do inglés
Layer-by-Layer) para posterior caracterizacdo e avaliacdo da atividade

antimicrobiana utilizando bactérias e fungos;

% Avaliar a toxicidade do nanocompdsito e do filme através da investigacdo das

potencialidades citotéxicas (morte celular e indice mit6tico) e genotoxicas

(presenca de alteragbes cromossomicas) frente a Allium cepa.
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MAPEAMENTO TECNOLOGICO SOBRE O USO DE NANOCOMPOSITOS
PALYGORSKITA/NANOPARTICULAS DE PRATA COMO AGENTE BACTERICIDA EM APLICAGOES
BIOTECNOLOGICAS

TECHNOLOGICAL MAPPING ON THE USE OF PALYGORSKITA NANOCOMPOSITALS / SILVER
NANOPARTICLES AS A BACTERICIDE AGENT WITH VIEWS IN BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS

Resumo

A procura por novos materiais nanoestruturados que possuam atividade antimicrobiana e que
possam surgir como alternativa em aplicagbes biotecnoldgicas vem despertando grande interesse
pela comunidade cientifica. O emprego de recursos naturais no desenvolvimento desses materiais
torna-se interessante nédo sé pela sua disponibilidade e baixo custo como também por se tratar de
materiais, geralmente com baixa ou nenhuma toxicidade e que possui propriedades de interesse,
como é o caso da argila palygorskita (PAL), também denominada de atapulgita. Dessa forma, uma
nova aplicabilidade é proposta com a utilizacéo desse recurso natural com vistas ao desenvolvimento
de produtos biotecnoldgicos, como o desenvolvimento de nanocompdsitos constituidos pela
incorpora¢do de nanoparticulas de prata (AgNPs) na PAL para a sua utilizacgdo como agente
bactericida. O objetivo da pesquisa foi realizar um estudo prospectivo em bases de periddicos da
Scopus, Web of Science e Scielo, como também, nos bancos de patentes do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), European Patent Office (Espacenet) e United States Patent and
Trademark Office (USPTO), no periodo de 2006 a 02/2017. Pelos resultados encontrados de artigos e
patentes, constatou-se um numero considerdvel de artigos e patentes utilizando a palavra
“Palygorskite” ou “Attapulgite”. Ja quando utilizou-se as combinacdes “Palygorskite or Attapulgite
AND silver of nanoparticle AND antimicrobial” e “Palygorskite or Attapulgite AND silver of
nanoparticle AND bactericidal” néo foi encontrado nenhum artigo ou patente até a presente data.
Dessa forma, o desenvolvimento de nanocompdsitos Pal/AgNPs/GC para aplicagdes biotecnoldgicas
pode ser bastante promissor e inovador pelas caracteristicas apresentadas por ambos os materiais.

Palavras chave: Nanocompdsitos; Palygorskita; Atapulgita; Nanoparticulas de prata; Agente
bactericida.
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ABSTRACT

Nanocomposite materials have been proposed to enhance the properties of different
materials. In this study, palygorskite (Pal) clay is proposed as a support matrix for silver
nanoparticles stabilised with cashew gum (Anacardium occidentale L.) (AgNPs-CG),
producing the Pal/AgNPs-CG nanocomposite, whose bactericidal activity was studied.
AgNPs-CG was synthesised using a green method in which CG acted as a reducing and
stabilising agent for these nanostructures. AgNPs-CGs were subsequently characterised then
adsorbed to the Pal surface, which was previously treated to remove impurities such as quartz.
Pal and Pal/AgNPs-CG were characterised by X-ray diffraction, specific surface area, thermal
analysis, Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, energy
dispersive spectroscopy, and transmission electron microscopy. The antibacterial activity
assay by the direct contact method showed that the synergistic effect of the combination of
AgNPs-CG and Pal increased the bactericidal effect of the nanomaterial compared with the
AgNPs-CG activity, reaching a percentage inhibition of up to 70.2% against E. coli and
85.3% against S. aureus. Nanocomposite atoxicity was demonstrated by the Artemia Salina
model. Thus, the Pal/AgNPs-CG nanocomposite emerges as a nanomaterial with potential
antibacterial applications.
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1. INTRODUCTION

Silver nanoparticles (AgNPs) have been long reported in the literature as
antimicrobial agents. In the form of nanoparticles, the antimicrobial activity of silver is
increased due to the higher number of particles per unit area (increase of area/surface/volume
ratio) [1].

Interest in research using silver as an antimicrobial agent is due to its high toxicity to
pathogenic microorganisms among the chemical elements of the periodic table, considering
the following sequence: Ag> Hg> Cu> Cr> Pb> Co> Au> Zn> Fe> Mn> Mo> Sn [2], besides
their low toxicity to animal cells. Also, AgNPs have been proposed as viable alternatives
against antibiotic-resistant bacteria [3,4].

AgNPs have applications in various sectors, such as in water purification, catalysis,
nanoelectronics, food packaging, biomedicine, biosensors, cosmetics, dressings, catheters, and
bone prostheses [5-7]. In pharmacological applications, they are used as antiplasmodial,
anticancer, anti-inflammatory, and antifungal agents [8].

AgNPs can be synthesised using a variety of routes, including physical, chemical,
photochemical, and biological. Among these routes, “green methods” are attractive because
they do not use environmentally aggressive chemical reagents. Green synthesis employs
products of natural origin that act as reducing or stabilising agents, providing the final product
with antibacterial, antioxidant, and antitumor activity [9,10]. Several biological methods have
been proposed for the synthesis of nanoparticles. These methods include the use of
microorganisms, enzymes, plant extracts, and plant exudates as possible ecologically correct
alternatives to conventional methods [11].

Among common exudates, cashew gum (CG) is attractive because it is an acid
polysaccharide extracted from the Anacardium occidentale L. tree that has been successfully
used in the green synthesis of metallic nanoparticles, especially AgNPs. This biopolymer can
act both as a metal reducing agent and a stabilising agent for nanostructures, thus favouring
the reduction of the aggregation processes [12,13]. GC polysaccharide also has several
biological applications such as antibacterial activity [14], anti-inflammatory activity [15],
antidiarrheal activity (SANTOS et al., 2018), and application as a film in wound dressings
[16].

An additional property of AgNPs reported by medical practitioners is a support
matrix capable of the controlled release of these nanoparticles [17]. Another reported
limitation is the possible aggregation of these nanoparticles, thus limiting its application [18].
A viable alternative to remedy these issues is to combine AgNPs with other environmentally
friendly materials that can act as a nanoparticle support matrix [19].

Clays are attractive support materials for the immobilisation of nanoparticles due to
their low cost, attractive chemical and physical properties, availability, high surface area, and
high thermal and mechanical stability [20]. Also, they have "swelling” and adsorption
properties, which rank them as excellent support materials for nanoparticles [21,22].

Palygorskite (Pal), SigMgsO020(OH)2(OH2)4:4H,0, is a hydrated silicate of
magnesium and aluminium with reactive hydroxyl groups on the surface [23]. Pal is a non-
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planar clay mineral with an open channel structure, forming elongated crystals and a fibrous
morphology of type 2:1, with a double layer of silicon tetrahedron and a central layer of
magnesium, aluminium, or iron octahedron [24,25]. Due to its unique structure, stability, and
large surface area, there are several efforts to use Pal in new applications in its natural or
modified form [26].

In this context, the objective of this work was to produce a nanocomposite material
with antimicrobial properties using Pal as a support material for AgNPs synthesised by a
green method, using CG as a reduction and stabilising agent (Pal/AgNPs-CG nanocomposite).
The antibacterial activity of Pal/AgNPs-CG was tested against Gram-positive (Staphylococcus
aureus) and Gram-negative (Escherichia coli) bacterial strains. A toxicity test was also
carried out using the Artemia salina model.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Materials and Reagents

Pal from Guadalupe, Piaui, Brazil was purchased from the JL company, located at
BR-316, 19 km from Teresina, Piaui, Brazil. During the beneficiation process, Pal was acid-
activated using sulfuric acid (H,SO,) following the instructions provided by JL.

The CG used in the synthesis of silver nanoparticles (AgNPs-CG) was isolated from
the exudate of the Anacardium occidentale L. tree, following the procedure described by De
Paula et al. (1998) [27]. The collection process occurred in Ilha Grande, Piaui, Brazil, in April
2016. The entire process of isolation and purification was carried out by the Biodiversity and
Biotechnology Research Center (BIOTEC), Federal University of Piaui, Ministro Reis Veloso
campus, Parnaiba, Piaui, Brazil.

All reagents used in the research were analytical-purity grade and were used as
received. Hydrogen peroxide (H,O,) was obtained from Merck, Brazil. Silver nitrate (AgNO3)
was obtained from Vetec, Brazil. In all experiments, ultrapure water was obtained from a
MillliQ system.

2.2 Palygorskite (Pal) Treatment

Pal samples were macerated to reduce their size then sieved using a 200 mesh (0.074
mm) screen. Then the samples underwent successive washes with ultrapure water obtained
from the Milli-Q system. After each wash, the samples were centrifuged for 3 minutes at 5000
rpm using a Nova Instruments model NI 1812.

The samples then underwent a chemical treatment adapted from the literature
[24,28]. In this procedure, aqueous H,0, (1:2 m/v) was employed to remove impurities and
organic matter. Removal was performed by mechanical stirring for 24 h at 100 rpm. The
samples were then washed and centrifuged. The supernatant was discarded, and the residue
dried in a lyophilizer then macerated, sieved, and autoclaved for 15 min at 121+1 °C.
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2.3 Synthesis of Silver Nanoparticles (AgNPs-CG) and the Palygorskite/Silver
(Pal/AgNPs-CG) Nanocomposite

The synthesis of AgNPs-CG was adapted from the procedure outlined by Quelemes
et al. (2013). A 0.3% (w/v) CG solution was added to an aqueous solution of AgNO; (v/v)
then heated at 78+2 °C with magnetic stirring for 1 hour. The product formed was centrifuged
for 3 minutes at 5000 rpm. Pal was added (0.8 g) to the colloidal AgNPs-CG solution, and the
samples were taken to a shaker table where the mixture was stirred at 200 rpm for 24 h. The
nanocomposite obtained was centrifuged, the supernatant discarded, and the solid residue
oven-dried, macerated and stored protected from light and moisture.

2.4 Characterisation of AgNPs-CG, Pal and the Pal/AgNPs-CG Nanocomposite
2.5 AgNPs-CG spectroscopic characterization

Spectroscopic characterisation of AgNPs-CG was performed by ultraviolet-visible
(UV-Vis) spectroscopy using a Hitachi U-300 spectrophotometer.

2.6 Average hydrodynamic size, polydispersion index (PDI) and zeta potential ({)

The average hydrodynamic size, polydispersion index (PDI) and zeta potential ({) of
AgNPs-CG were determined by a Dynamic Light Scattering (DLS) technique using a
Zetasizer model Nano Series ZS-90 from Malvern Instruments, with a 90° measurement
angle, 633-nm He-Ne gas laser, and photodiode detector. Analyses were performed by
diluting 1/10 (v/v) suspensions of AgNPs-CG in ultrapure water.

2.7 Electronics microscopies

The morphology was analysed by Pal in natura and purified Pal were performed by
scanning electron microscopy (SEM). Subsequently, in order to evaluate whether the Pal
purification process (removal of impurities) was effective, energy dispersive spectroscopy
(EDS) analyses were performed, which enable a qualitative and semi-quantitative
microanalysis of chemical elements present in the sample. The images were obtained on a
Quanta FEG 250 F electron microscope with an energy-dispersive x-ray detector (SEM/EDS)
with an acceleration voltage from 1 to 30 kV, equipped with an SDD (silicon drift detector),
Ametek, model HX-1001 (Apollo X-SDD detector). In prior analyses, the samples were
covered with a thin layer of gold deposited using a Quorum Q150R metalliser for 30 s at 20
mA under an argon atmosphere.

Transmission electron microscopy (TEM) was employed to verify the morphology of
AgNPs-CG and Pal/AgNPs-CG. The images were obtained using a JEOL model JEM - 2100
with a lanthanum hexaboride (LaBg) filament operating at 200 kV. From the images obtained,
counts were made, and the particle size distribution was measured with the aid of ImageJ
software. The data obtained in the program were processed using Origin 10.1 software.
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2.8 X-ray Diffraction (XRD)

Pal and Pal/AgNPs-CG x-ray diffractograms were obtained using a Shimadzu D6000-
RX diffractometer with CuKo radiation (A = 1.5406 A), a nickel filter with a voltage of 40
kV, 30 mA current, 2°-min* sweep rate, and 20 in the range 5° to 75°.

2.9 Specific Surface Area (Sget)

Specific surface area measurements were calculated using the BET method [29]
using the adsorption/desorption isotherms of nitrogen at 77 K. Analyses were performed on a
Quantachrome (version 10.01). Before the adsorption/desorption measurements, the samples
were treated at 200 °C for 12 h under N, gas flow. Surface area calculations were performed
using nitrogen physisorption data, and a linear regression from graphing 1/v[(p/po)-1] vs (p/po)
and Equation 01.

— Vm.Ct.P .
Va = GPhtc—r/m Equation 01
Where:
C, = adsorption energy constant;
P = pressure;

Po = gas saturation pressure;
VA = amount of adsorbed gas (in mL);
Vm = amount of adsorption on monolayer (in mL).

2.10 Thermal Analysis
Thermogravimetric analysis/derived thermogravimetric analysis (TG/DTG) and
differential scanning calorimetry (DSC) were performed using an SDT Q600 V.20.9 Build

TA, model DSC-TGA Standard, under an argon atmosphere with a flow rate of 100 mL-min™,
a heating rate of 10 °C-min™ and a temperature range from 20 °C to 900 °C.

2.11 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Fourier transform infrared (FTIR) spectra were recorded on a Perkin-Elmer (USA)
Paragon 1000 spectrophotometer using KBr pellets. Measurements were taken in the
wavelength range of 4000 to 400 cm™ during 32 scans and a resolution of 4 cm™.

2.12 Study of antibacterial activity

2.12.1 Bacterial Strains

Bacterial strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Escherichia coli
(ATCC 25922) from the collection of microorganisms at the Laboratory of Microbiology
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Research (LPM) of the Federal University of Piaui-UFPI were used for the study of
antibacterial activity.

2.12.2 Bacterial Inoculum Preparation

Bacterial cultures were maintained on nutrient agar at 4.0 °C. A bacterial growth
loop was transferred from this bacterial culture to a falcon tube containing 3.0 mL of 3% brain
heart infusion (BHI) culture medium. The falcon tube sample was incubated at 37 °C for 24 h.
From this culture in BHI, a standard bacterial suspension with a density equivalent of 0.5 on
the Mac Farland scale, with approximately 1.5 x 10 CFU-mL™ (Colony Forming Units) was
prepared. After this step, serial decimal dilutions were made (in physiological saline solution)
with a suspension of 1.5 x 10 CFU-mL™ for both microorganisms.

2.12.3 Direct Contact Test

The antibacterial activity of Pal, AgNPs-CG, and the Pal/AgNPs-CG nanocomposite
was investigated by the direct contact method, following the procedure of Zheng and Zhu
(2003), the results being expressed in CFU. For the tests, a standardised bacterial suspension
was subjected to decimal serial dilutions until 1.5 x 10* CFU-mL* in BHI medium was
obtained.

Then, 2000 pL of this diluted suspension was transferred to a sterile falcon tube,
containing 2000 pg of a solid sample or 2000 pL of a liquid sample. To determine the
inhibitory effect, 100 puL of this solution was transferred to Petri dishes containing the
Mueller-Hinton Agar culture medium and seeded with a Drigalski loop using the spread plate
method. The plates were incubated in a microbiological oven at 37 °C for 24 h, and the
inhibitory effect was determined by CFU counting. All analyses were performed in triplicate.

The inhibitory effect produced by each sample analysed was calculated using the

following equation:
Ny — N,

x 100% Equation 02

Where 1 is defined as the inhibitory effect, N1 is the arithmetic mean of the colony-
forming units of the control plates, and N2 is the arithmetic average of the colony-forming
units of each of the tested solutions.

2.13 Toxicity Test

The lethality test against Artemia salina (A. salina) was performed using the
procedure described by Meyer (1982) [30], with some modifications. All assays were
performed in triplicate. Pal and Pal/AgNPs-CG suspensions were prepared at 10.0 mg-mL™,
from which dilutions were obtained (1.0 mg-mL™?, 0.5 mg-mL™, and 0.1 mg-mL™).
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In the test, synthetic seawater (1.0 L) was prepared and used by dissolving the
following substances with their respective masses: 15.153 g NaCl, 1.398 g MgCl, 1.888 g
MgSQ,, 0.652 g CaCl,, 0.414 g of KCI, and 0.116 g of NaHCOs3.

A. salina hatching was performed using 50 mg of eggs added to 1.0 L of previously
prepared synthetic seawater that was sat under artificial illumination and aeration for 48 h.
After hatching, ten nauplii (with adequate movement) were separated for each test tube
containing the triplicate test concentrations. Synthetic seawater (9.0 mL) and 1.0 mL of the
test concentration were added to each tube. A negative control containing only ten nauplii and
10 mL of synthetic seawater was also prepared. After incubation of the tubes, surviving
nauplii were counted with a magnifying glass after 24 and 48 h.

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 AgNPs-CG characterization

Figure 1 presents the UV-Vis, TEM, and size distribution results obtained from the
characterisation of AgNPs-CG produced via green synthesis. The first evidence of the
successful formation of AgNPs-CG was the change in colour of the reaction medium, in
which the silver ion solution (AgNOs3) changed from colourless to light yellow (colloidal
suspension of AgNPs-CG), confirming the reduction of Ag* to Ag (insert in Figure 1A).

The UV-Vis absorption spectrum (Figure 1A) confirmed the formation of AgNPs-
CG by the presence of an absorption band characteristic of the surface plasmon resonance at
409 nm, which is assigned to the formation of spherically shaped AgNPs, as previously
reported in the literature [31,32]. Araruna et al. (2013) [12] and Quelemes et al. (2013) [14]
identified maximum absorption bands around 420 nm using cashew gum for silver
nanoparticle synthesis.

Cashew gum acted as both a silver ion reducing agent and a stabilising agent for the
nanoparticles formed in the process of obtaining AgNPs-CG using a green synthesis method,
as reported in the literature. This dual role can be explained by the fact that CG is an anionic
heteropolysaccharide, derived from OH- groups that involve the surface of nanoparticles
[12,14]. The negative charges on OH- create an electrostatic repulsion between the
nanoparticles, avoiding the aggregation process [14,33].
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Figure 1. A) Ultraviolet-visible (UV-Vis) absorption spectrum of a colloidal suspension of
silver nanoparticles stabilized with cashew gum (AgNPs-CG) (insert shows the colour change
after the reaction producing the nanoparticles); B) shows a transmission electron microscopy
(TEM) image of AgNPs-CG; C) corresponds to the size histogram obtained from transmission
electron microscopy (TEM) data and processed by ImageJ software. D) shows the size
histogram obtained by dynamic light scattering (DLS).

Nanoparticles obtained from biopolymers have a large number of hydroxyl groups that
can complex with metal ions [14], which is an advantage over the use of conventional
synthetic chemical agents, such as macromolecular chains of biopolymers.

The TEM micrographs obtained for AgNPs-CG shown in Figure 1B corroborate the
UV-Vis data concerning the expected spherical shape of these nanoparticles [34, 35], since
the maximum absorption was observed close to 409 nm. These micrographs also show that
AgNPs-CG is dispersed at a moderate interparticle distance, which likely hinders the process
of agglomeration.

The average diameter distribution of the nanoparticles was determined using 200-nm-
scale images (Figure 1C), counting about 98 nanoparticles. In the supplementary material
(Figure S1), additional TEM micrographs of AgNPs-CG can be viewed.

As shown in Figure 1C, the size of AgNPs-CG follows a normal Gaussian-shaped
distribution, with maximum diameters of 5.5 + 8.94 nm and 12.3 £ 4.53 nm. These results are
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consistent with the broadband absorption shown in the UV-Vis spectrum, characteristic of
polydisperse nanosystems.

Dynamic Light Scattering (DLS) was also used to observe the size of the
nanoparticles. Figure 1D shows a histogram of the distribution of AgNPs-CG in which
populations range in size from 3 to 10 nm, agreeing with the data obtained by TEM. However,
the mean diameter values obtained by DLS (3.8 + 0.95 nm) were slightly lower (0.9%) than
those obtained by TEM. The DLS technique measures the average hydrodynamic diameter,
which encompasses the actual diameter and the passivating layer of nanoparticles, thus
making more representative measurements of the sample as a whole. In the TEM results, the
size distribution was performed only with image magnification and generally corresponded to
a small fraction of the total sample, which may explain the difference in the average diameters
observed between the two techniques.

The polydispersion index (PDI) obtained by DLS was approximately 0.3. According
to Costa (2012), PDI values between 0.08 and 0.7 are characteristic of systems that show an
average polydispersity, per the results found by UV-Vis and TEM in this study.

Using DLS, { can be determined, which is related to the electrostatic repulsion
between the nanoparticles and the stability of the colloidal system. The higher the value of _,
the greater the stability of the suspension, since the force with which particles repel each other
is higher than the natural tendency to aggregate [36]. Thus, { for CG-AgNPs, estimated at -33
+3.72mV at pH = 6.7 and 25 ° C allows us to classify this system as stable.

Finally, it is important to emphasise that the negative charge observed for ( for
AgNPs-CG in an aqueous medium is due to the presence of free hydroxyls from the
monosaccharide groups present in the CG, which occur due to the acidic, branched, and
anionic character of heteropolysaccharides [13]. Also, the stability of the AgNPs-CG colloidal
system may be due to the presence of free hydroxyl groups in the CG structure. These groups
can be oxidized in the presence of free electrons. This fact leads to a further reduction of Ag”
to Ag and a better stabilisation of AgNPs-CG, preventing the process of agglomeration of
these nanoparticles [37].

3.2 Characterization of Pal in natura, purified Pal, and the Pal/AgNPs-CG
nanocomposite

3.2.1 X-Ray Diffraction (XRD)
To investigate the Pal crystalline structure, the influence of physical and chemical

treatments, and the incorporation of CG-AgNPs on the Pal surface, XRD was used, whose
diffractograms are shown in Figure 2.
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Figure 2. X-ray diffractogram of (a) Pal in natura, (b) purified Pal, and (c) Pal/AgNPs-CG
nanocomposite. (P = Palygorskite, Q = Quartz and Ag = Silver).

The characteristic diffraction peaks of Pal and quartz (SiO,) are identified with the aid
of crystallographic card no. 01-082-1873 and 01-085-0794, respectively, which were obtained
from the Joint Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS) database. Pal
characteristic peaks and their respective diffraction planes are identified in the samples at 8.4°
(110), 12.3° (211), 13.8°(200), 16.3° (130), and 19.7° (121). These peaks are well described in
the literature [24, 25, 38].

The presence of the peak at 20 = 8.4° is assigned to the 1.05-nm interplanar distance
attributed to the basal plane of the Pal structure, that is, to the primary plane of the crystal face
[39]. Reflections at 20 = 13.74°, 16.5°, 19.7°, 20.8°, and 28.1° are assigned to the Si-O-Si
groups of crystalline clay layers. The peak at 26 = 12.3° is assigned to the hydrated sodium
cation oxides present between the clay layers. The reflections at 20 = 21.02°, 26.76°, 36.68°,
39.60°, 42.60°, 50.26°, 55.00 °, and 60.10° are due to quartz [24,40]. The high quartz contents
are characteristic of the palygorskite of Guadalupe, PI, Brazil. After in natura chemical and
physical treatment of Pal, there was a decrease in the intensity of these peaks and a
consequent decrease of the quartz content in the purified Pal. The presence of other impurities
was also detected, which was confirmed by EDS analysis (Figure S1 and Figure S2).

The peaks present in the Pal/AgNPs-CG nanocomposite (blue curve, Figure 2) are
almost identical to the peaks observed in the in natura Pal and purified Pal samples, showing
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small displacements. This behaviour suggests that the structure of Pal is preserved after its
modification with AgNPs-CG.

The diffractogram of the Pal/AgNPs-CG nanocomposite shows a rapid decrease in
the crystalline profile when compared with the Pal diffractogram. Also, after incorporation of
CG-AgNPs, new discrete reflection peaks are observed, such as peaks at 20 = 38.1° (111) and
44.2° (200), which correspond to the centre-faced cubic crystals of silver, according to JCPDS
04-0783. These results indicate the incorporation of nanoparticles on the clay surface, which
is later confirmed by the FTIR and TEM results (Figures 3 and 4, respectively).

3.2.2 Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)

Figure 3 shows the FTIR spectra obtained for GG, AgNPs-CG, Pal, and the
Pal/AgNPs-CG nanocomposite. In the CG FTIR spectrum (red curve, Figure 3), that is, of the
biopolymer used in the synthesis of CG-AgNPs, a broadband at 3404 cm™ is observed due to
the stretching vibrations of the O-H bonds present in the CG hydroxyl groups [14]. The
absorption bands at 2927 cm™ and 1649 cm™ are respectively attributed to the C—H bond
stretching vibrations and angular deformation of the O—H plane of the monosaccharide units
(galactose, glucose, glucuronic acid, rhamnose, and arabinose) or water present in the
biopolymer structure [41]. The band at 1270 cm™ is due to the stretching of C-O groups in the
carboxylic acids bonded to the aromatic ring. The bands at 1040 cm™, 1082 cm™, and 1122
cm™ are assigned to C-O-C glycosidic bonds, as well as O-H bonds of alcohols [13]. The
bands at 777 cm™ and 646 cm™ correspond to the out-of-plane deformations in the OH-
groups [12].

In the AgNPs-CG spectrum (black curve), the bands previously observed for CG at
3404 cm™ and 1649 cm™ shift to 3432 cm™ and 1645 cm™, respectively, due to the interaction
of silver with the biopolymer. More significant evidence of this interaction is observed in the
GC-AgNPs spectrum below 1300 cm™. This behaviour suggests that the primary interaction
between AgNPs and CG occur through OH groups since the 777 cm™ and 646 cm™ bands
observed in CG correspond to the out-of-plane deformation of these groups [12].
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Figure 3. Fourier transform infrared (FTIR) spectra of silver nanoparticles stabilised with
cashew gum (AgNPs-CG) obtained via green synthesis and the Pal/AgNPs-CG (Pal is
palygorskite) nanocomposite. For comparative purposes, the FTIR of CG and Pal is also
shown.

In the FTIR spectrum for purified Pal (Figure 3, violet curve), it is observed that the
bonds present in its crystalline structure correspond to three types of interactions between
water and clay: 1) coordinated or crystalline water that binds the magnesium ions to the
hydroxyls in the octahedral sheet, 2) zeolitic water located in the channels that interact with
coordinated water and the octahedral leaf, and 3) water physically adsorbed on the clay
surface [42]. The bands at 3543 cm™, 3400 cm™, and 3370 cm™ are water molecules present
in the octahedral leaf terminal positions (coordinated water) and the water molecules present
in the Pal channels (zeolitic water). These bands are also attributed to OH stretching in the Al-
Mg-OH or Al-Fe™-OH present in Pal groups [43]. The band observed at 1655 cm™ is caused
by the deformation of zeolitic water, adsorbed and coordinated [44]. The band at 1030 cm™
refers to the stretching vibration of the Si-O bond in the tetrahedral sheet [45]. The bands at
450 cm™ and 470 cm™ refer to the Al-O stretching vibrations and O-Si-O strain on the
tetrahedral sheet [46].

In the Pal/AgNPs-CG FTIR spectrum (blue curve, Figure 3) changes in intensity,
displacement, and the appearance of new bands are observed when compared with isolated
spectra of the materials that make up the nanocomposite. In the region between 3624 cm™ and
3404 cm™, it is possible to observe a reduction in the intensity of the stretching bands of the
O-H groups. This behaviour is caused by the intermolecular interactions between the O-H
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groups in CG that bind with metals (Fe, Al, and Mg) present in the Pal structure, reinforcing
the formation of the Pal/AgNPs-CG nanocomposite.

In the Pal/AgNPs-CG spectrum, a new band is observed at 3707 cm™, which is
attributed to the vibrations associated with the stretching of the hydroxyls bound to the silica
of the tetrahedral sheet, the O-H bound to the metals (Al, Fe, and Mg) of the clay, and the
hydroxyls of adsorbed and zeolitic water. Another new band is observed at 650 cm™ and may
be related to the stretching vibration of zeolitic and adsorbed water bound to the Mg present
in the octahedral sheet in the region of the Pal canal ends [47].

3.2.3 Morphological characterization of Pal and Pal/AgNPs-CG nanocomposite

Before examining the nanocomposite morphology, we investigated the effect of the
Pal purification process on its morphology using SEM (see Figure 4). In addition to this
study, analyses were performed by EDS seeking to clarify the composition of the clay mineral
after the purification process (Supplementary Material, Figures S2 and S3). Finally, the
incorporation of CG-AgNPs on the Pal surface was confirmed by TEM (see Figure 5).

Figure 4. Scanning electron microscopy (SEM) micrographs of palygorskite (Pal) in natura
(A and B) and purified Pal (C and D) enlarged to 20,000x and 100,000x, respectively.

The SEM micrographs, Figure 4, show that in natura Pal has a fibrous structure and
can appear as agglomerates of tapes and needles of varying sizes. Such results are in
agreement with the studies described in the literature [48,49]. Purified Pal presented little
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difference in its morphology, maintaining the tendency to form irregular agglomerates and
distribution of its fibres.

Pal fibre agglomerates may be caused by impurities and organic matter still present
in the clay, or due to the dehydration process in the Pal drying process [50]. A summary of the
results obtained from the EDS analyses (Figures S2 and S3) are presented in Table 1, where a
reduction in the concentration of K, Ca, and Fe can be seen, which are generally reported as
impurities present in Pal. An increase in the intensity of the peaks related to O and Mg, which
are among the main constituents (Si, O, Mg, and Al) of this clay are also seen. Although the
EDS technique is semi-quantitative, it is observed that the Pal purification process is
successful and promotes a decrease in the number of impurities present in Pal in natura.

Table 1. Elements present in the structure of Pal in natura and purified Pal (obtained by
EDS).

Elements % mass % atomic % % mass | % atomic %
error error

Oxygen 45.5 61.3 8.3 54.4 68.7 7.8
Magnesium 3.3 3.0 7.7 4.6 3.8 7.3
Aluminum 9.6 7.6 5.9 9.0 6.8 5.9
Silicon 27.0 22.1 5.2 23.7 17.8 5.2
Potassium 3.5 1.9 3.7 2.0 1.0 3.9
Iron 7.9 3.1 2.2 4.4 1.6 2.6
Calcium 3.2 1.0 3.9 0.6 0.3 4.1

Figure 5 shows the TEM micrographs of the Pal/AgNPs-CG nanocomposite. It can be
observed that after the nanocomposite synthesis, small spherical particles appear on the
surface of the Pal fibres. Most silver nanoparticles are found to be adsorbed on the Pal fibres.
These results corroborate the data obtained by XRD, FTIR, and thermal analysis (Figure 6),
which confirm that there are interactions between Pal and AgNPs-CG during the formation of
the Pal/AgNPs-CG nanocomposite.
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Figure 5. Transmission electron microscopy (TEM) images of the Pal supporting the silver
nanoparticles stabilised with cashew gum (Pal/AgNPs-CG) nanocomposite.

3.2.4 Specific Surface Area (Sger)

Table 2 shows the results obtained in determining the surface area of Pal in natura,
purified Pal, and the Pal/AgNPs-CG nanocomposite.

Table 2. Specific surface area values for Pal in natura, purified Pal, and the Pal/AgNPs-CG
nanocomposite.

Sample Surface Area (m%g™)
Pal in natura 106.3
Purified Pal 118.5
Pal/AgNPs-CG 69.4

The results listed in Table 2 show that after Pal in natura passed the physical and
chemical treatment processes, the surface area increased from 106.3 m%g™ to 118.5 m*g™.
The surface area value found for Pal increased after impurities were removed (confirmed by
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the XRD and EDS results). According to the literature, Pal sourced from the Guadalupe-PI
region has a specific area of ~113 m?/g [49], corroborating the results obtained here. This high
specific surface area is due to the combination of microcrystals on the Pal structure and its
fibrillar morphology and small grain size.

The increase in the surface area observed after the Pal purification process may be
due to the cleanliness of the channels and the elimination of aggregate impurities such as
carbonates, quartz, mica, smectites, and feldspars [39]. The treatment performed for Pal in
natura possibly aids the disintegration of Pal particles, leading to the formation of more
available spaces for nitrogen adsorption [51,52]. For the Pal/AgNPs-CG nanocomposite, a
considerable decrease in specific surface area (almost half) was observed when compared to
Pal, whether purified or not. This result was probably due to CG-AgNPs on the Pal surface,
thus preventing the entry of nitrogen molecules into the clay pores [53]. The results obtained
by TEM reinforce these conclusions.

3.2.5 Thermal analysis by thermogravimetry/derived thermogravimetry (TG/DTG) and
differential scanning calorimetry (DSC)

The thermogravimetric analysis (TG) and derived thermogravimetry (DTG) curves
show information about the thermal stability of the samples in the decomposition process.
Differential scanning calorimetry (DSC) analysis provides information on the chemical and
physical processes involving energy variations.

Figure 6 shows TG/DTG curves for Pal (Figure 6A), CG (Figure 6B), and
Pal/AgNPs-CG (Figure 6C). Figure 6D shows the DSC results for all these systems. Pal's
TG/DTG curve (Figure 6A) shows four major mass losses: the first 2.5% mass loss occurs at a
maximum temperature (Tn,) of 85 °C, which corresponds to the loss of water molecules
physically adsorbed, and a part of zeolitic water (located in the channels of Pal). The second
mass loss of 1.8% occurs with a T, of 196 °C, which corresponds to the thermal dehydration
of the remaining zeolitic water of the Pal structural layer. The third mass loss (approximately
7%) occurs at T, = 484 °C and is attributed to the coordination water loss linked to Pal’s
octahedral sheet ions and structural hydroxyls, as well as the condensation of silanol and
aluminium groups [26]. The fourth mass loss (7.3%) for Pal is observed at a Ty, of 708 °C and
is attributed to the dehydroxylation processes of the Pal Mg-OH groups [54]. In this
temperature range, the elimination of water molecules is accompanied by partial destruction
of the Pal structure. Another point to be considered in the fourth mass loss is the release of
carbon dioxide, since above 500 °C the carbonates present in Pal are thermally unstable, and
their decomposition releases CO, [55].
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Figure 6. Thermogravimetric/differential thermogravimetric (TG/DTG) curves for A) Pal, B)
CG and C) Pal/AgNPs-CG. D) shows the differential scanning calorimetry (DSC) results
obtained for these systems. (Pal is Palygorskite, AgQNPs-CG is silver nanoparticles stabilised
with cashew gum.)

It is noteworthy that studies conducted with Pal extracted from different geographic
regions suggest that the thermal behaviour may vary with Pal’s physicochemical properties, as
well as with its origin and quantity of impurities [48].

The TG/DTG curve for the Pal/AgNPs-CG nanocomposite (Figure 6C) shows six
phases of mass loss. The first mass loss of 1.6% occurred at T, = 84 °C, which is attributed to
the loss of physically adsorbed molecules on the Pal surface and a portion of the zeolitic
water. The second and third mass loss of 1.9% and 1.2% for Pal/AgNPs-CG occurs at the T,
of 241 °C and 294 °C, respectively, and are attributed to GC decomposition (also shown in
Figure 6B), generating H,O, CO, and CH,4 [56,57]. Also, the change from an endothermic to
exothermic processes is observed at T, = 241 °C, suggesting interactions between GC and
AgNPs. The fourth mass loss of 5.6% for the nanocomposite occurs at T, = 484 °C,
equivalent to the maximum temperature shown by the Pal TG curve, which is due to the loss
of coordination water molecules and condensation of silanol and aluminol groups. The fifth
mass loss of 7.0% at T, = 703 °C occurs due to dehydroxylation of the Mg-OH groups,
elimination of water and carbonate molecules, as described above for the Pal TG curve. The
sixth mass loss observed at Ty, of 761 °C (which starts at 700 °C) is due to the crystalline
phase formation of Pal, such as olivine (Mg,SiO,), spinel (MgAl,Q,), enstatite (MgSiO3),
sillimanite (Al,SiOs), and cristobalite (SiO,) [58].

Table S1 (supplemental material) shows a summary of all TG/DTG events occurring
for Pal, CG, and the Pal/AgNPs-CG nanocomposite. All values of initial temperature (T;),
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final temperature (T¢), and mass loss for the Pal/AgNPs-CG nanocomposite are lower than the
values obtained for Pal. These results prove that, besides the nanocomposite formation, there
is an improvement in thermal stability after modification of Pal with silver nanoparticles. At
the end of the thermal analysis, the amount of total residual mass of the Pal/AgNPs-CG
nanocomposite was 82.3%, higher than Pal (81.4%).

In the current source density (CSD) analysis, Figure 6D, Pal shows four low-
intensity endothermic peaks, the first being observed between 120-230 °C (Tmax ~196 °C), the
second between 230-526 °C (Tmax ~484 °C), and the third between 566-756 °C (Tmax ~708
°C). These peaks corroborate the results obtained from the mass loss on the Pal TG/DTG
curve.

The DSC curve of the Pal/AgNPs-CG nanocomposite (Figure 6D) shows the four
endothermic peaks also reported for Pal DSC, as well as two other GC-related peaks, which
occurred in the temperature range between 117-245 °C and 245-302 °C, with a maximum
temperature of 241 °C and 294 °C, respectively, corroborating the CG data obtained using
TG/DTG.

3.3 Evaluation of the antibacterial activity of the Pal/AgNPs-CG nanocomposite

The antibacterial activity of the Pal/AgNPs-CG nanocomposite was evaluated by the
direct contact method against E. coli (gram-negative) and S. aureus (gram-positive). The
results are presented in Figure 7 and Table 3. For comparative purposes, the inhibitory effect
of AgNPs-CG and Pal also was evaluated.

From the results shown in Figure 7, we can see that Pal has no inhibitory effect against
E. coli (Figure 7C) or S. aureus (Figure 7D) when compared with the control groups (Figures
7A and 7B, respectively). It is possible that the presence of Pal in the culture medium favours
the growth of a larger amount of CFUs compared with the control groups, probably due to the
occurrence of impurities and organic matter that was not completely removed during the
purification process. On the other hand, CG-AgNPs inhibits the growth of E. coli (Figure 7E)
at 64.7% and S. aureus (Figure 7F) at 43.1%.
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S. aureus

Figure 7. Inhibitory effect of Pal/AgNPs-CG nanocomposite against gram-positive and gram-
negative bacteria. The left column shows the results obtained using an E. coli strain (ATCC
25.922): A) control; C) Pal vs E. coli; E) AgNPs-CG vs E. coli and G) Pal/AgNPs-CG vs E.
coli. The right column shows the results obtained using S. aureus strain (ATCC 25.923): B)
control; D) Pal vs S. aureus; F) AgNPs vs S. aureus; H) Pal/AgNPs-CG vs S. aureus. (Pal =
palygorskite; AgNPs-CG = silver nanoparticles stabilized with cashew gum.)

The lower CG-AgNPs activity (Table 3) observed against S. aureus can be explained
by the fact that these bacteria have a thicker cell wall (composed of peptidoglycan) when
compared with the cell wall of gram-negative bacteria. Therefore, the gram-positive bacterial
cell wall has greater physical protection, which may hinder the action of CG-AgNPs on its
cell wall. The peptidoglycan layer in gram-negative bacteria is thinner, favouring faster action
of CG-AgNPs on the cell wall of these bacteria, leading to inactivation or alteration of the
bacterial protein structure that leads to cell death [59].
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Table 3. The inhibitory effect on bacterial growth of E. coli (ATCC 25922) and S. aureus
(ATCC 25923) promoted by the Pal/AgNPs-CG nanocomposite and their constituents. (Pal =
palygorskite; AgNPs-CG = silver nanoparticles stabilized with cashew gum.)

Inhibitory effect (%0)

Samples E. coli S. aureus
(UFC/mL - %) (CFU/mL - %)
Saline Solution (Control) 0.0 0.0
Pal 0.0 0.0
AgNPs-CG 64.7 +1.23 43.1+0.82
Pal/AgNPs-CG 70.2+1.34 85.3+1.62

A surprising effect was observed when CG-AgNPs were incorporated into Pal as a
support matrix, generating the nanocomposite of interest. The synergistic effect between these
nanomaterials increased the bactericidal activity previously observed for CG-AgNPs. The
inhibitory effect of the nanocomposite against E. coli was 70.2% (Figure 7G) while for S.
aureus, it was 85.3% (Figure 7H), almost double that observed when GC-AgNPs were used
alone. Although the mechanisms of action between the nanocomposite and bacterial strains
are not entirely understood, it is believed that the increased bactericidal effect against S.
aureus may be related to the controlled release of CG-AgNPs from their support matrix (Pal)
onto the membrane of these microorganisms. The high Pal surface area facilitates the contact
of the nanocomposite with bacteria, improving the action of the CG-AgNPs.

The zeta potential (charge) of Pal/AgNPs-CG nanocomposite in solution is -12.2 mV
(pH = 6.7), thus presenting a negative surface charge. This negative charge may have
favoured a greater electrostatic interaction of the nanocomposite with the cell wall of S.
aureus (positively charged), causing structural changes and degradation, leading these cells to
death [60].

3.4 Toxicity test with Artemia salina (Acute toxicity test)

The bioassay with A. salina nauplii is considered useful for preliminary general
toxicity assessments and is widely used because it is low cost and fast [61]. Results on the
exposure of Artemia salina at different concentrations of Pal and Pal/AgNPs-CG

nanocomposite are shown in Table 4.

Table 4. Toxicity test results (in triplicate) against A. salina using Pal and Pal/AgNPs-CG.

Number of Living A. Salina (n)

Pal Pal/AgNPs-CG

Concentration t=24h t=48h t=24h t=48h
Control 10 10 10 10
0.1 mg-mL™* 10 9 10 9
0.5 mg-mL™ 10 9 10 9
1 mg-mL* 10 9 10 9
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5mg-mL™* 10 9 10 9
10 mg-mL* 10 9 10 9

* Control: Artificial saline solution.

In Table 4, it can be seen that no death of A. Salina nauplii occurred after the first 24
h in the five concentrations tested when Pal or Pal/AgNPs-CG were used. After 48 h, only one
A. saline nauplii died for both samples tested.

Due to the high survival rate of organisms exposed to the samples and concentrations
tested, it was not possible to calculate the lethal dose 50% (LDsoo,).

Through the test performed, it is possible to suggest that the proposed nanocomposite
presents low toxicity or is nontoxic since the LD50 > 10 mg-mL™. According to the World
Health Organization (WHO), toxic substances are those with LD50 values below 1000 ppm
[30].

4. CONCLUSION

The present study proposes a green synthesis and characterisation of a new
nanocomposite based on palygorskite and silver nanoparticles reduced and stabilised with
cashew gum (Pal/AgNPs-CG). The CG-AgNPs were adsorbed on the Pal surface, which acts
as a support matrix for the nanoparticles. The incorporation of CG-AgNPs into Pal
considerably increases the thermal stability and bactericidal effect of this nanocomposite
against E. coli and S. aureus bacteria. For S. aureus, the inhibitory effect is 85.3% when
Pal/AgNPs-CG is used, almost double that observed for CG-AgNPs (43.1%). A preliminary
toxicity test using A. salina nauplii shows that the proposed nanocomposite has low toxicity.
Therefore, this material is an excellent candidate for antimicrobial applications in
biotechnology and related applications.
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