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Resumo

Martins, Raquel dos Santos; Pandoli Omar. Impregnac¢do do Bambu,
Dendrocalamus giganteus, com diferentes nanoparticulas de prata para
prevenir ataques de fungos. Rio de Janeiro, 2016. 145p. Dissertagdo de
Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica do
Rio de Janeiro.

O uso do bambu como reforgo em matrizes poliméricas ¢ uma ideia
consolidada. No entanto, o bambu ¢ suscetivel a ataques microbianos, onde
consiste uma das principais limitagdes para seu uso. Este trabalho teve como
principal objetivo a impregnacdo interna do bambu Dendrocalamus giganteus
Wallex Munro com nanoparticulas de prata (NPs-Ag), com potencial antifingico,
sintetizadas com dois estabilizantes diferentes (citrato trissddico e quitosana). As
secoes mmpregnadas foram analisadas verificando-se que os agregados de NPs-
Ag-citrato se concentraram no parénquima, preferencialmente na parte externa do
bambu, ocupando 0,26% do volume total da amostra, com um volume médio de
9,19 x 10° nP. Enquanto que os agregados de NPs-Ag-quitosana se
concentraram tanto parénquima quanto nos vasos do metaxilema, apresentando
maior homogeneidade de distribuigdo na parte interna do bambu, ocupando 1,18%

do volume total da amostra e volume médio de 1,71 % 10° prr.

Palavras-chave

Bambu; nanoparticulas de prata; impregnacao
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Abstract

Martins, Raquel dos Santos; Pandoli Omar (advisor). Impregnation of
Bamboo, Dendrocalamus giganteus, with different silver nanoparticles
to prevent fungal attacks. Rio de Janeiro, 2016. 145p. MSc. Dissertation -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de
Janeiro.

The use of bamboo as reinforcement in polymer matrices is an established
idea. However, bamboo is susceptible to microbial spoilage, which is a major
limitation for their use. This work had as main objective the mternal impregnation
of bamboo Dendrocalamus giganteus Munro Wallex with silver nanoparticles
(NPs-Ag) with antifungal potential, synthesized with two different stabilizers
(trisodium citrate and chitosan). The mpregnated sections were analyzed
verifying that Ag NPs citrate aggregates concentrated in the parenchyma,
preferably on the outside of the bamboo, occupying 0.26% of the total sample
volume with an average volume of 9.19 x 10° um?. While NPs-Ag-chitosan
aggregates focused both parenchymal and i metaxylem vessels, with more
homogeneous distribution inside the bamboo, occupying 1.18% of the total
sample volume and average volume of 1.71 x 10° unt.

Keywords

Bamboo; Silver nanoparticles; impregnation
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retangulares. A) Secéo transversal plano xy. B) Se¢ao longitudinal

plano xz. C) Secéo longitudinal plano yz.
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alguns vasos revestidos e preenchidos e a seta indica a
distribuicao anisotropica das fibras ao longo da dire¢ao radial,
aumentando da parte interna para a parte externa do colmo. C)
Secao do bambu examinado mostrando a distribuicdo de
aglomerados metalicos de acordo com seus volumes em um
intervalo de 6,59 x 10° — 1,04 x 108 pm>.

Figura 65. Distribuigdo de volume dos aglomerados metalicos no
interior da amostra central do bambu impregnado com NPs-Ag-

quitosana.

Figura 66. Difratogramas do bambu impregnado com NPs-Ag-
quitosana e NPs-Ag-citrato. A) Camada externa (superficial) do

bambu impregnado; B) Camada interna do bambu impregnado.
Figura 67. Seg¢des de bambu sem e com tratamento, apés
exposic¢ao continua ao ambiente natural por 210 dias a

temperatura média de 33°C e umidade relativa de 80%.
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1
Introducao

Ao longo do tempo observou-se um desenvolvimento exponencial
em praticamente todos os setores cientifico-tecnolégicos, sem a devida
atencdo dos impactos das novas tecnologias no meio ambiente e na
sociedade. Consequentemente, isto acarretou uma série de alteragdes e
desequilibrios na flora e fauna terrestre, refletindo diretamente na
qualidade de vida geral da prépria populagdo (CASTANEDA-MENDOZA
et al., 20095).

Dessa forma, a pesquisa académica vem propiciando a busca por
materiais sustentaveis, aptos a substituir as matérias-primas usuais em
compositos naturais ou sintéticos, e ao mesmo tempo procura o
desenvolvimento de processos tecnoldégicos cada vez mais limpos e
menos nocivos, que atendam aos principios da quimica sustentavel
(GHAVAMI, 2005).

O surgimento dos biocompédsitos vem ganhando espacgo, sendo
preferiveis aos compdsitos convencionais, destacando-se por suas
caracteristicas peculiares e propriedades mecanicas (SITI et al., 2013).
Nesta perspectiva, o bambu se sobressai pelo seu alto potencial
tecnologico, sendo alvo de muitas pesquisas nos ultimos anos, devido as
suas propriedades mecanicas uUnicas como resisténcia, flexibilidade e
dureza. Além de possuirem um crescimento acelerado e a capacidade de
produzir novos brotos sem a necessidade de replantio, podendo ser
cortado até cem vezes a cada dois anos, de acordo com a espécie
(PANDA, 2011).

O bambu é uma monocotiledénea pertencente a famiia das
Poaceae e subfamilia Bambusoideae, possuindo cerca de 116 géneros e
mais de 1.439 espécies no mundo. Sao espécies de origem tropical,
nativas em sua maioria do continente asiatico (GROUP, 2012). Trata-se

de um biocompdsito natural, cuja matriz vegetal € formada pelos tecidos
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parénquima, fibras e feixes vasculares, constituidos principalmente por
celulose, hemicelulose, lignina e pectina (LIESE, 1998).

As peculiares caracteristicas mecanicas do bambu s&o decorrentes
da distribuicdo anisotropica dos seus tecidos e constituintes na estrutura.
Isto viabiliza seu emprego como reforgo em diversos compadsitos como o
cimento, e compositos a base de epdxi, polipropileno e poliestireno, até
mesmo substituindo as fibras de algoddo na industria téxtil (SABNANI;
LATKAR; SHARMA, 2013; SHEN et al., 2004; ZAKIKHANI et al., 2014).

Todavia, por se tratar de uma matriz biologica e rica em
polissacarideos, principalmente amido, o bambu é facilmente suscetivel a
ataques microbianos, tendo sua durabilidade comprometida e variavel em
diferentes condigcdes ambientais. Isto € um fator que tem limitado seu uso
e difusdo, mesmo diante dos estudos relatando suas ampla aplicagao
(AZZINI, 1984; AZZINI; BERALDO, 2000). Por isso, o tratamento do
bambu com agentes antimicrobianos é uma etapa necessaria e ja
parcialmente desenvolvida. Atualmente, € comum realizar o tratamento
dos colmos de bambu com uma mistura de sulfato de cobre, dicromato de
sédio e acido borico para protegé-los contra os ataques microbianos.
Contudo, este tratamento gera residuos toxicos e dificeis de serem
tratados, além de ser um processo agressivo a longo prazo para os
manipuladores (PEREIRA; BERALDO, 2007)

O uso de nanoparticulas de prata (NPs-Ag) € uma alternativa na
substituicdo dos tratamentos convencionais devido ao seu poder
antimicrobiano ja conhecido. A impregnacdo do bambu com as NPs-Ag
pode ser realizada por métodos simples, tais como a imersao, realizando
o contato direto com a nanomaterial ou com o auxilio de vacuo, aplicando-
se uma pressao negativa para promover a difusdo do material
nanométrico no interior micrométrico do bambu de forma rapida e
eficiente (TIBURTINO et al., 2015a). Dentre outros fatores, a eficiéncia da
impregnacdo do bambu esta diretamente ligada com a compatibilidade
entre a natureza da matriz vegetal e as NPs. Caracteristicas como
afinidade quimica e morfologia sdo cruciais para obter a introdugéo e
fixacdo das nanoestruturas no bambu, sendo por isso necessario o

perfeito conhecimento das propriedades de ambas (YU et al.,, 2012).
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Neste trabalho foi realizada o estudo anatémico e morfolégico do
bambu Dendrocalamus giganteus Wall.ex Munro, a sintese e
caracterizacdo de NPs-Ag com dois agentes estabilizantes diferentes, a
impregnacao de amostras de bambu com ambas as NPs-Ag sintetizadas
e a caracterizagdo das mesmas no interior da matriz vegetal.

O estudo morfologico do bambu foi realizado através da
microtomografia computadorizada (uCT), microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e microscopia confocal de varredura a laser (CLSM -
confocal laser scanning microscopy).

As NPs-Ag foram sintetizadas em sistema de fluxo semi-continuo,
pelo método de redugédo quimica, como agente redutor, citrato trissodico e
quitosana de baixo peso molecular como agentes estabilizantes das
dispersdes coloidais. As sinteses foram caracterizadas pela
espectrofotometria no UV-Visivel, potencial zeta ({), Espectrometria de
Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICPOES -
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry), microscopia
eletrbnica de varredura por transmissao (MEVT) e espectroscopia no
infravermelho (FT-IR). Para a caracterizagdo de ambas as dispersdes de
NPs-Ag no interior das amostras de bambu impregnadas, foram
empregadas novamente a uCT e a difragdo de raios-X, tendo as imagens
tomograficas obtidas processadas, quantificando-se os agregados
metalicos presente no interior da matriz vegetal.

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar o grau de impregnacgao
no interior do bambu apds o tratamento com diferentes NPs-Ag. De forma
clara e inesperada foram evidenciadas deposi¢des metalicas em distintos
tecidos da matriz vegetal em fun¢cdo da natureza quimica das dispersdes
coloidais de prata. O estudo ndo € conclusivo, mas €& promissor para
aprofundar os complexos mecanismos bioldgicos que regulam os
processos de bio-absorcdo e escoamento de fluidos na matriz bioldgica

do bambu.
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2

Objetivos

21.
Objetivo geral

Impregnar o bambu Dendrocalamus giganteus Wall.ex Munro com

NPs-Ag sintetizadas com diferentes agentes estabilizantes com objetivo

de preencher os elementos de vasos, por serem vazios, € permitirem o

contato maior da matriz vegetal com o meio externo, promovendo a

protegcdo do bambu contra os ataques dos fungos.

2.2. Objetivos especificos

v Caracterizar a anatomia da matriz biolégica do bambu
Dendrocalamus giganteus Wall.ex Munro;

v Identificar os principais componentes quimicos (celulose,
hemicelulose e lignina) no bambu Dendrocalamus giganteus Wall.ex
Munro pela CLSM,;

v’ Sintetizar NPs-Ag com dois agentes estabilizantes organicos que
possuem carga e estrutura molecular diferentes;

v Caracterizar a natureza fisico-quimica das NPs-Ag sintetizadas,
determinando a morfologia, distribuigcdo estatistica do tamanho e
suas respectivas cargas superficiais;

v Impregnar segbes do colmo de bambu Dendrocalamus giganteus
Wall.ex Munro com NPs-Ag de diferentes cargas e agentes
estabilizantes;

v Avaliar a distribuicdo e o teor de preenchimento das NPs-Ag nos
tecidos da matriz vegetal do bambu pela puCT;

v/ Avaliar qualitativamente a preservacdo do bambu Dendrocalamus

giganteus Wall.ex Munro com e sem impregnacao de NPs-Ag.
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3
Fundamentacao tedrica

Nesta secao, serdo apresentados os fundamentos e as aplicagbes
do bambu no atual cenario global, sua relagdo com os materiais
nanoestruturados, ressaltando-se as NPs-Ag e suas propriedades

antimicrobianas, os quais motivaram a realizacdo desta pesquisa.

3.1.

Quimica Verde

A quimica verde é um movimento que visa a conscientizacido
ambiental da sociedade cientifica quanto as inovagdes tecnoldgicas
(PRADO, 2003). O movimento sustentavel vem com a ideia de
reaproveitamento de materiais e substituicdo de matérias-primas nao
renovaveis ou com altos impactos ambientais por materiais renovaveis, de
facil manuseio e menos nocivos ao meio ambiente. Considerando-se
também os fatores econbmicos, o conceito da quimica limpa influéncia de
forma positiva, pois a aplicagcdo de processos sustentaveis tendem a
diminuir os custos com o tratamento de residuos e matérias-primas
(GARCIA-SERNA; PEREZ-BARRIGON; COCERO, 2007). No entanto, o
desenvolvimento de processos com menor gasto de energia, reagentes e
producao de residuos, e ainda mantendo a qualidade do produto tem sido
um grande desafio para os pesquisadores.

Para nortear as empresas e estabelecer uma norma técnica a ser
seguida e reconhecida como integrante da quimica verde, foram
estabelecidos doze principios que dirigem esta “bandeira”. Estes s&o:
prevengao, economia atdbmica, sintese de compostos menos toxicos,
sintese de compostos seguros ambientalmente, reducdo dos solventes,

eficiéncia energética, uso de substancias reciclaveis, reducdo de
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derivativos, catalise, sintese de substancias que auxiliam a degradacéo
de compostos nocivos ao meio ambiente, anadlise das reagdes em tempo
real, quimica segura e sem risco de acidentes (GARCIA-SERNA; PEREZ-
BARRIGON; COCERO, 2007).

Materiais naturais tém auxiliado na fabricacdo de produtos verdes
(eco-friedlly). Principalmente o bambu, devido ao seu crescimento
acelerado e as suas multiplas utilidades, as quais possibilitam o desuso
de diversos materiais nocivos ao meio ambiente, cuja base € o petroleo e
demais recursos ndo renovaveis (ABDUL KHALIL et al., 2012).

Com base nos doze principios, considera-se que o0 uso do bambu é
um forte aliado no desenvolvimento sustentavel, ja que suas fibras podem
ser substitutas por fibras sintéticas, ou ainda refor¢ca-las, formando um
eco-composito (ABDUL KHALIL et al., 2012; YASIN; LIU; YAO, 2013).
Além disso, o bambu também possui a capacidade de incorporar gas
carbénico em sua matriz durante o processo de fotossintese, pois é
classificada como planta com alta absor¢do de carbono, podendo estocar
entre 31.860 e 77.039 kg/ha de CO, por ano, dependendo da espécie e
das condi¢des climaticas (NETO; GIANNETTI, 2009). Por isso, o vegetal é
considerado como uma planta sequestradora de carbono, contribuindo
com a redugdo de gas carbbnico na atmosfera, e consequentemente
reduzindo o efeito estufa (ROCKWELL et al., 2014).

Pensando nisto, foi estabelecida a lei 12.484, criada em 2011, com o
objetivo de incentivar o cultivo do bambu e o conceito GreenHarvest, que
defende o uso de fibras de plantas, que ndo sejam arvores, nas industrias
(SANTI, 2015).

3.2.

Potencial Econémico

Desde a antiguidade até os dias de hoje, o bambu possui ampla

aplicabilidade na alimentagdo, nos segmentos de decoracdo, utilidades
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domeésticas e construgao civil, sendo a principal fonte de renda de muitas
familias e empresas(ABDUL KHALIL et al., 2012).

A necessidade de matérias-primas renovaveis e a falta de madeira
proveniente de arvores, tem propiciado a expansao econémica do bambu,
tanto em volume, quanto em novos setores tecnolégicos. O bambu vem
sendo utilizado na Asia e na América do Sul ha muito tempo, sendo uma
matéria-prima acessivel ecologicamente, pois atinge a maturidade com 3
anos de idade, diferente das arvores, que levam em torno de 20 anos
para estarem totalmente desenvolvidas (ABDUL KHALIL etal., 2012).

Atualmente existem cerca de 22 milhdes de hectares cultivados com
o bambu no mundo, e cerca de 4,5 milhdes de hectares estdo retidos no
Estado do Acre (Brasil), correspondendo a aproximadamente 20% da
area mundial dominada pelo vegetal (CARDOSO, 2016). No entanto,
diante das pesquisas ja existentes, a area destinada ao cultivo de bambu
ainda é pouco difundida e ndo supre a necessidade industrial.

O bambu, como cerne do desenvolvimento sustentavel, possui eixos
com pesquisas ja finalizadas e comprovadas. Seu potencial tecnologico
possui ampla abrangéncia, iniciando na restauragcdo de solos devastados
que possibilita o plantio de diversas culturas e protege o mesmo contra a
erosdo (NETO; GIANNETTI, 2009); passando pela industria de celulose
diminuindo o uso da madeira, seguindo na industria civil e de polimeros
substituindo materiais e sendo empregado como reforgo em compaositos
diversos. Pesquisas com as fibras de bambu tém sido realizadas na
industria automobilistica, na permuta de polimeros usuais com maior
gasto no processo de manipulagcao(SITI et al., 2013); e até na industria
téxtil, na fabricacdo de tecidos combinando as fibras de algoddo com as
de bambu, ou simplesmente s6 com o bambu (SHEN et al, 2004).
Recentemente, a empresa Kimberly-Clark passou a comercializar
produtos GreenHarvest com até 20% de fibras de bambu (KIMBERLY-
CLARK, 2013).

Estima-se que no Brasil sdo produzidos cerca de 150 mil toneladas
de celulose de bambu anualmente, sendo a maior parte cultivada pela
empresa CEPASE, que fornece sacos para o0 armazenamento de

cimentos (SANTI, 2015). Algumas empresas iniciaram o cultivo com o
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mesmo proposito, no entanto a produgdo de biomassa a partir do bambu
se tornou mais rentavel(SANTI, 2015).

De acordo com os dados divulgados, a China esta na primeira
posicdo desde 2007 como a maior produtora e exportadora de bambu do
mundo, retendo 65% da exportacdo mundial e movimentando cerca de
US $ 1.207 milhdes no pais. Apesar disso, nos Uultimos anos, os
segmentos movimentados pelo uso do bambu ndo avangaram
significativamente como pode ser verificado na Figura 1. Isto
possivelmente € a consequéncia da crise econdmica sofrida por varios
paises nos ultimos anos (UN COMTRADE DATABASE, 2014).

Exportagao mundial de Bambu

ﬂﬂﬂhﬂ”

Bamboo & rattan Preserved Woven rattan Bamboo & rattan  YWoven bamboo Industrialized
raw products bamboo shoots products furniture products products bamboo products

%

m2007 =2013

Figura 1. Representacdo grafica do desenwlvimento da exportagdo do bambu
direcionado aos principais seguimentos tecnoldgicos. Adaptado de UN COMTRADE
DATABASE, (2014).

3.3.
Materiais compésitos, biocompésitos e materiais hibridos orgéanicos
e inorganicos

Os compositos tém apresentado eficiéncia em muitas areas, sendo
aplicados comumente em setores aeroespaciais, automobilisticos,
construgao civil, industria de polimeros, utensilios domeésticos, etc., devido
a sua composicao heterogénea e propriedades atraentes para o mercado

como leveza e resisténcia. Todavia, sua producdo demanda cuidados
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especificos, pois algumas matérias-primas sao dificeis de manusear, ou
dispendem maior gasto de energia para serem processadas, além de
serem custosas, limitando seu uso (HEBEL et al., 2014).

Neste contexto, a producdo de biocompdsitos, que sao compdsitos
sintéticos reforcados com fibras naturais vem sendo estudada a fim
diminuir os custos de processos e viabilizando estes materiais. Além de
possibilitar o aproveitamento das propriedades que mais se destacam em
cada material, produzindo uma matriz com o mesmo desempenho ou
mais eficiente que a matriz convencional, e ainda de forma econémica e
segura (SITI etal., 2013).

A sintese de biocompdsitos apesar de ser vantajosa, deve ser
desenvolvida de forma segura e criteriosa, avaliando-se as caracteristicas
fisicas e quimicas da fibra natural e do compdsito, pois estas podem
comprometer as propriedades do produto final. Quando ndo ha
compatibilidade das caracteristicas das fibras naturais com a matriz, o
tratamento quimico prévio tem sido uma solugdo viavel, pois este altera
as propriedades como aderéncia e hidrofobicidade, sem comprometer a
estrutura vegetal (ZAKIKHANI et al., 2014)

O bambu é considerado um biocompdsito natural com resisténcia a
tracdo comparavel ao ago. Algumas pesquisas ja foram realizadas usando
as fibras de bambu como reforco para compdsitos, como polimeros
biodegradaveis, poliéster, epdxi para a fabricagao de tapetes, reforco em
compositos de polipropileno e até em reforgos de fibras de vidro em
compositos hibridos (ABDUL KHALIL etal., 2012).

Os biocompdsitos, como a matriz de poliéster reforcada com fibras
de bambu, tem sido estudada, avaliando-se suas propriedades
mecanicas, e apresentando moderada for¢ca e rigidez, além de alterar
positivamente as propriedades do compdsito, pois a interagdo entre as
fiboras e a matriz polimérica permite a maior distribuicdo das forcas
submetidas, devido ao grau de adesao entre os componentes (FUENTES
et al., 2013).

A industria de compdsitos de bambu tem ganhado espaco e forga,
ndo sO pelo desenvolvimento de materiais mais direcionados, mas por

contribuir na economia energética e diminuigdo da poluicdo (GHAVAMI
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RODRIGUES; PACIORNIK, 2003). Produtos em diversas areas tem sido
produzido através do bambu, como pranchas de surf manipuladas com
placas de laminados de bambu em uma base de epdxi e camadas de
vidro, sendo superiores pela leveza e durabilidade. No Japao, a empresa
Mitsubishi empregou compositos de bambu com poliuretano na
fabricacdo de protétipos automobilisticos afim de reduzir os gastos com
outros compadsitos, além de reduzir também a poluicao pela emissao de
gas carbdnico nos processos usuais (ABDUL KHALIL et al., 2012). As da
polpa de bambu no reforco do cimento Portland em substituicdo ao
amianto também é uma tendéncia conveniente, sendo obtidas através do
processo organosolv, o qual oferece economia sem a necessidade de
recuperacao dos reagentes (CORREIA et al., 2014).

Além dos tipos de compdsitos ja apresentados, existem também
materiais conhecidos como biocompdsitos hibridos, que sao matrizes
reforcadas com mais de um tipo de fibra. Nesta variagao, fibras com
caracteristicas diferentes sdo incorporadas em uma mesma matriz
polimérica, gerando um hibrido, com propriedades fisicas e mecanicas
superiores (SABA; TAHIR; JAWAID, 2014).

Em seguimento, os nanocompodsitos também tém se destacado
mostrado em diversas aplicacdes e sao caracterizados pela presenca de
pelo menos uma substancia nanométrica em sua matriz. De acordo com o
tipo de nanoestrutura empregada, os nanocompdsitos podem adquirir
propriedades diferenciadas, como aumento das propriedades mecanicas,
elétricas, térmicas e até a reducdo da inflamabilidade da matriz
polimérica.

Em sequéncia, foi desenvolvido os bionanocompdsitos, que sao os
biocompdsitos  funcionalizados com  nanoestruturas, tendo suas
propriedades fisicas e mecanicas modificadas (SABA; TAHIR; JAWAID,
2014). Eles podem ser desenvolvidos a partir de NPs de substancias
naturais e polimeros derivados do petroleo, biopolimeros, nanofilers
sintéticos ou inorganicos como nanotubos de carbono, nanoparticulas
metalica e nanoargilas (PRIMO et al., 2013; ZHANG et al., 2009; ZHU et
al., 2010).
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Jin e colaboradores (2015a), realizaram a funcionalizagdo do bambu
com NPs-Ag, resultando na formacdo de uma superficie externa
impermeavel e superhidrofébica, possuindo a capacidade de conduzr
eletricidade. Resultados promissores também foram obtidos na
funcionalizacdo da superficie externa do bambu com NPs de Fe»O3 com
propriedades magnéticas resultando na presengca de magnetismo na
amostra (JIN et al., 2015b; LI et al., 2015). Madeiras de bambu também
foram tratadas com NPs de ZnO com propriedades antifungicas, obtendo
a protegdo da matriz contra Aspergillus niger v. tiegh e Penicillium
citrinum thom (LI et al., 2016).

Esses dados nos levam a crer que a difusdo destas pesquisas,
propiciara a substituicdo no futuro proximo de muitos sistemas tradicionais
por compdsitos naturais funcionalizados, podendo ter suas aplicacbes

estendidas a areas cada vez mais abrangentes.

3.4.
O Bambu Dendrocalamus giganteus

3.4.1.

Ocorréncia

O bambu Dendrocalamus giganteus € uma graminea gigante tipica
de regides tropicais e subtropicais, crescendo e se proliferando
rapidamente na Tailandia, Burma, india, Ceildao, China e Brasil
(NASCIMENTO; LUCIA, 1995). Possui colmos esverdeados e
crescimento acelerado, com uma taxa média de 22 cm/dia, podendo
chegar a sua altura maxima em apenas 180 dias. Por se tratar de uma
especie entoucerante, pode haver varios colmos em uma mesma touceira
em desenvolvimentos heterogéneos, com alturas e didmetros
diferenciados, podendo chegar até 40 m de altura, 20 cm de diametro e 3
cm de espessura da parede (PEREIRA; BERALDO, 2007).

Esta espécie possui grande potencial na industria de laminados,
porém a expansao do seu uso esta ligado ao maior conhecimento de sua

estrutura e propriedades mecanicas (MARINHO et al., 2012).
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3.4.2.

Morfologia externa

O bambu Dendrocalamus giganteus faz parte das 650.000 espécies
pertencentes ao grupo das angiospermas, da classe das
monocotiledéneas, possuindo um sistema integrado e complexo (RAVEN,;
EVERT; EICHHORN, 2014).

Com um crescimento apical em sua maioria, o vegetal é subdividido
em uma parte aérea que apos a maturidade é formada pelo colmo, ramos,
folhas e flores, e uma parte subterranea, formada pelos rizomas e raizes.
Por ser uma espécie entouceirante, constantemente nasce um novo
rizoma oriundo das gemas presentes no rizoma inicial, o qual gera o
crescimento de um novo colmo, podendo ter entre 5 a 10 colmos em uma
mesma touceira (PEREIRA; BERALDO, 2007).

Os colmos possuem geometria em cone com centros vazios,
diminuindo de didmetro da base para o topo, subdivididos
longitudinalmente em entrends (internds) e nds. Os entrendés podem ter
até 65 cm de comprimento e estdo dispostos de forma longitudinal,
separados por um diafragma posicionado entre eles transversalmente, os
nés (NASCIMENTO; LUCIA, 1995). Os nds sdo responsaveis pelo
crescimento de cada entrend, pois neles estdo localizados as células
meristematicas, responsaveis pela formagao dos tecidos (LIESE, 1998). A

Figura 2 apresenta uma imagem detalhada da estrutura do bambu.
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Figura 2. Estrutura de um Bambu entouceirante. Adaptado de LOPEZ (2003).

A parede do colmo do bambu é composta pelo cortex, cerca de
50% parénquima, 40% de fibras e 10% de feixes vasculares, para o
Dendrocalamus giganteus, podendo haver variacdo destes percentuais
em outras espécies (LIESE, 1998; MARIA et al., 2015). Transversalmente,
a parede do colmo € subdividida em trés partes: o cortex ou bambu verde,
referente a parte externa, mais rigida pela maior densidade de fibras;
madeira ou medula do bambu, onde os feixes vasculares sao visiveis e
bem concentrados e bambu amarelo, parte interna com maior
concentragao de tecido parenquimatico e sem feixes vasculares (LIESE,

1998). Na Figura 3, esta subdivisdo é representada de forma detalhada.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412794/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1412794/CA

34

Figura 3. Esquema de divisdo transversal do bambu. Imagem: Raquel Martins.

3.3.3.

Morfologia interna

O cortex, que € a parte externa do bambu, possui a fungdo de
proteger a estrutura vegetal, sendo formado pela epiderme, hipoderme,
feixes vasculares, fibras e parénquima cortical. O parénquima esta
presente em toda a estrutura, tendo o aumento de sua ocorréncia, do topo
para a base no sentido longitudinal, € no sentido transversal, da
extremidade para o centro. Em uma observacao tridimensional, suas
células sédo isodiamétricas, dispostas paralelamente e enfileiradas (LIESE,
1985; PRATES, 2013). E um tecido formado por células com paredes
celulares (primaria e secundaria) delgadas lignificadas com pontoagdes,
que permitem a troca de materiais entre as células e toda a estrutura
vegetal. Dentre as fun¢gdes do parénquima, ressalta-se 0 armazenamento
de granulos de amido (Figura 4), os quais oferecem energia necessaria
para o desenvolvimento dos colmos. A quantidade e diametro dos
granulos de amido apresentam valor médio de 27,14 g kg™' e 7,30 um,
respectivamente para o Dendrocalamus giganteus, podendo variar de
acordo com a localizagao no colmo (AZZINI; BERALDO, 2000).
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Figura 4. Imagem de microscopia eletrénica de varredura (MEV) da segéao longitudinal do
bambu, observando-se as células do parénquima contendo granulos de amido. Imagem:
Eric Cardona.

As fibras sdo células alongadas e rigidas com camadas concéntricas
de paredes celulares altamente lignificadas e impermeaveis, assumindo
uma geometria cilindrica com Ilumen reduzido. S&o as principais
responsaveis pelas propriedades mecanicas do bambu, localizando-se
nos feixes vasculares, ao redor dos elementos de vaso do xlema e
floema. Ocorrem no sentido transversal, de forma crescente da parte
interna para a parte externa, e no sentido longitudinal, da base para o
topo. (LIESE, 1998; PEREIRA; BERALDO, 2007). O comprimento das
fibras varia de acordo com a espécie, idade e localizagdo no colmo. Para
o Dendrocalamus giganteus de quatro anos, foram encontradas fibras
com 3,43 mm de comprimento, localizado em um entrend posicionado na
base do colmo. Quanto ao didmetro das fibras, o0 mesmo esta diretamente
relacionado com seu comprimento e espessura de sua parede celular
(AZZINI; BERALDO, 2000; MARINHO; NISGOSKI; DE MUNIZ, 2014).
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Os feixes vasculares sao responsaveis pela circulacdo de nutrientes
e agua na matriz vegetal e estdo dispostos de forma difusa e anisotrdpica.
No sentido transversal, eles aumentam em numero e diminuem seu
tamanho da parte interna para a parte externa. Enquanto no sentido
longitudinal, ocorre a sua diminuigdo em numero da base para o topo
(LIESE, 1998; TOMAZELLO FILHO; AZZINI, 1987). Sao formados pelos
tecidos condutores, xilema e floema, feixe de fibras, rodeados pelo

parénquima (PRATES, 2013), conforme ilustrado na Figura 5.

Parénquima

1 Metaxilema

+

% Protoxilema

Xilema

Fibras

Figura 5. Esquema da morfologia interna do bambu. Imagem: Silvania Lima.

O xilema é composto pelo protoxilema e metaxilema, e é
responsavel pela condugdo de agua e solutos para a planta. O
protoxilema é a forma imatura do xilema, apresentando um elemento
traqueal posicionado entre os vasos do metaxilema. O metaxilema é
formado por dois grandes vasos separados por células do parénquima
lignificadas, menores que as demais presentes no colmo. Os vasos do
metaxilema possuem comprimento entre 200 ym a 600 ym, sendo ligados

uns aos outros verticalmente, separados por uma placa de perfuracdo
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perpendicular ao vaso ou ligeiramente inclinada. A parede interna dos
vasos €& formada por camadas de parede celular secundaria em
espessuras diferentes, apresentando também pontoagbes em geometrias
areoladas (LIESE, 1998).

O floema €& um sistema condutor de materiais organicos e
inorganicos (carboidratos, aminoacidos, vitaminas, acidos nucleicos, etc.),
sendo mais especializado e complexo. E formado por feixe de fibras,
elementos de tubos crivados e células companheiras que auxiliam na
fungdo de condugdo (LIESE, 1998). Neste sistema, os tubos séo
formados por células especializadas com paredes laterais e terminais
crivadas, conectadas longitudinalmente, formando placas crivadas
perpendiculares ao tubo, conforme visualizado na Figura 6, promovendo
assim a comunicagado integrada com as demais células em ambos os

sentidos.

Figura 6.Imagem de microscopia confocal de varredura a laser do tubo crivado do
floema. A) Secado transversal do floema, ressaltando a placa crivada. B) Secgao
transversal da placa crivada ampliada. C) Sec¢ao longitudinal do tubo crivado. Imagem:
Karen Lucia De Toni.
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3.44.
Constituicao Quimica

A matriz vegetal do bambu é constituida principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina, sendo também constituida por substéncias
minoritarias como proteinas, pectina, cinzas, acidos fendlicos, lipidios e
pigmentos (ABDUL KHALIL et al., 2012). Estes constituintes majoritarios
estdo presentes em todas as ceélulas da matriz vegetal, localizados na
parede celular. A célula vegetal € revestida por uma parede celular
primaria, e ao longo do tempo, é desenvolvida uma parede secundaria
que confere maior resisténcia a célula. Ambas sdo externas a membrana
plasmatica.

A parede celular primaria é constituida por agua, hemicelulose,
pectina e celulose, a qual € o componente majoritario. Em espécies como
Gossypium hirsutum (algodao) e bambu Dendrocamus asper, a estrutura
da parede primaria € composta por duas camadas de deposicédo, que
ocorrem em estagios diferentes nas fibras e em células parenquimaticas.
A parede celular secundaria é formada por celulose e lignina, sendo mais
rigida e possuindo baixo teor de agua. Sua deposicdo ocorrem em
camadas multiplas, concéntricas e espessadas nas fibras, estando
internamente a parede primaria (GRITSCH; MURPHY, 2005).

A celulose, que constitui cerca de 55% da matriz vegetal (PEREIRA;
BERALDO, 2007), € um polimero formado por monémeros de B-(1—4)-
D-glucopiranose dispostos em uma conformagéo linear, conforme

ilustrado na Figura 7.
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Figura 7.Estrutura quimica do polimero de celulose. Adaptado de UNIVERSIDADE
SANTA CECILIA, (2014).

As cadeias de celulose sao atraidas por forgas intermoleculares,
formando as microfibrilas, que compde as fibras. As microfibrilas podem
assumir uma estrutura cristalina, quando as hidroxilas das cadeias estao
realizando as ligagdes de hidrogénio umas com as outras de forma
ordenada (Figura 8). A estrutura amorfa também pode ocorrer quando

estas hidroxilas ndo estdo alinhadas. Logo a orientagdo dos grupos

hidroxilas nas microfibrilas ira determinar a potencial resisténcia mecanica
da estrutura (YOUSSEFIAN; RAHBAR, 2015).

Figura 8. Estrutura da fibra. A ilustragdo mostra a estrutura de uma microfibrila de
celulose contendo regibes cristalinas e amorfas. Adaptado de FUENTES et al. (2011).

As microfibrilas de celulose presentes nas paredes celulares
(primarias e secundarias) sdo as mesmas, diferindo em seu grau de

cristalinidade. Na parede celular secundaria, ocorre o predominio da
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celulose com alto grau de cristalinidade e polimerizagdo, que aliadas a
lignina, possuem maior dureza.

A hemicelulose €é um polimero formado por unidades de
monossacarideos contendo de 5 a 6 carbonos. Os principais agucares
que a compdem sao a glicose, xilose, arabinose, galactose e manose.
Sua estrutura possui uma cadeia ramificada e ausente de cristalinidade,
sendo encontrada principalmente na parede celular primaria, interligando-
se nas microfibrilas de celulose por pontes de hidrogénio e unindo umas
as outras (JI etal., 2013) (Figura 9).

OH HO
Ol

]

HO HO g T
0 0 — g Pectina
OH OH O - - \ w4
O 0 . — ) )
- _.."; — — ,

O
OH

~ Celulose

\
Hemicelulose

Figura 9. A) Estrutura quimica da hemicelulose. B) localizagdo da hemicelulose na
parede celular. Adaptado de SCHELLER; ULVSKOV (2010).

A lignina constitui cerca de 25% da matriz vegetal, contribuindo
também em conjunto com a celulose, para a resisténcia e alta dureza do
bambu, tendo sua concentracdo variando de acordo com os tipos e
funcdes das células (MARINHO, 2012; PEREIRA; BERALDO, 2007). E
um polimero fendlico heterogéneo derivado da polimerizagao oxidativa de
unidades de p-hidroxifenil, guaiacila, siringila (Figura 10), as quais,
dependendo da forma como estdo dispostas, podem gerar trés tipos de
lignina com estruturas diferentes, sendo todas elas amorfas e
hidrofébicas, mas com variagcdo em suas propriedades fisicas (BOERJAN,;
RALPH; BAUCHER, 2003; PENG et al., 2012).
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Figura 10. Estrutura das moléculas percursoras de lignina. A) p-hidroxifenil, B)
guaiacila e C) siringila. Adaptado de RAZERA (2006).

A lignina € um componente da parede secundaria das células e
confere uma barreira impermeavel a planta, protegendo contra
microrganismos patdgenos. Sua producdo e concentragao € diferenciada
ao longo do desenvolvimento da planta. Nos entrends, o processo de
lignificagdo ocorre, no sentido longitudinal, do topo para a base, e no
sentido transversal, do centro para a extremidade (PEREIRA; BERALDO,
2007). Ao longo da maturacao, o teor de lignina tende a aumentar, mas se
estabiliza apos o primeiro ano, mantendo uma média de 23% (MARINHO
et al., 2012).

3.5.
Nanotecnologia

A aplicagdo de materiais nanoestruturados tem possibilitado o
avanco tecnolégico em diversas areas da ciéncia. Na medicina tem
possibilitado o rastreio, diagnéstico e tratamento de doengas, com o uso
de dispositivos em nanoescala, medicamentos nanoestruturados e até
mesmo técnicas e equipamentos nanoestruturados (nanorobots),
empregando procedimentos menos invasivos e com menor risco de
infeccoes. Materiais nanoestruturados também apresentaram bons
resultados no setor odontolégico na fabricagdo de resinas para proteses
dentarias (ANTUNES et al., 2012)

A nanociéncia ndo esta direcionada a um unico setor, e estuda as

propriedades da matéria em nanoescala nos mais variados ramos
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tecnologicos, contribuindo fortemente em setores alimenticios, agricolas,
industrias civis, téxtil e demais segmentos industriais(DUNCAN, 2016).

No entanto, este avango na producdo e aplicagdo de nano
materiais apesar de aumentar a eficiéncia dos produtos, devido as suas
caracteristicas especificas, pode trazer riscos a saude humana e altos
impactos ambientais. Frente a esse desafio € necessario um conjunto de
normas regulamentadoras que virdo garantir a seguran¢ga dos processos
de produgado e utilizagdo de nanomateriais. Atualmente a legislagcdo em
vigor na Unido Europeia enquadra normas regulamentadoras que
garantem a fabricagcao e aplicagao segura de materiais nanoestruturados
nos segmentos onde sdo empregados. Outras foram sugeridas ha pouco
tempo e ainda estdo sob revisdo, para garantir a seguranga dos novos
nanomateriais desenvolvidos ou com novas aplicagdes (AMENTA et al,,
2015).

A eficiéncia de nanoestruturas pode ser potencializada de acordo
com seu tamanho, proporcionando o aumento da biodisponibilidade ou
também através de técnicas de encapsulamento que permite a liberagao
gradativa dos ativos. Segundo a definicdo de nanomateriais da Comisséo
Europeia, para que uma dispersdo receba esta nomenclatura, 50% das
particulas devem ter dimensdes entre 1-100 nm, independente se as
mesmas estdo aglomeradas ou desacopladas (AMENTA et al., 2015).

As pesquisas dentro desta area tem como principal objetivo obter
estruturas cada vez menores e estudar suas propriedades fisicas,
considerando sua relagdo com a quimica verde, o que nao é dificil, pois
os processos de fabricacdo de nanoestruturas possibilita a aplicacao dos
doze principios da quimica verde (DAHL; MADDUX; HUTCHISON, 2007).
Neste ambito, as nanoparticulas metalicas (NPs) tem sido alvo de muitas
pesquisas devido as suas propriedades fisico-quimicas e propriedades
plasmbnicas de superficie. Estdo sendo empregadas no ramo de
optoeletrbnica, biosensores, catalise e produtos antimicrobianos (DONG
et al., 2009).
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3.5.1.

Sintese de nanoparticulas metalicas (NPs)

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos métodos fisicos e quimicos
de obtencdo de NPs metdlicas que permitem o pleno controle do
tamanho, distribuicdo e morfologia, entre os quais, a ablagdo a laser,
métodos de reducdo quimica, eletroquimica, irradiagcdo com micro-ondas,
reducdo térmica, etc. (DAHL; MADDUX; HUTCHISON, 2007). Outras
medidas como a funcionalizagdo da superficie nanoparticulada, permite
sua maior estabilidade em meio hidrofilicos e hidrofébicos. (LI, 2015).

A produgao de NPs metalicas por reducdo quimica, é realizada na
presenca de ligantes, em sua maioria organicos, que podem adsorver-se
a superficie da nanoparticula, aumentando a carga eletrostatica entre elas
e impedindo-as de agregarem, de acordo com a Figura 11 (DAHL;
MADDUX; HUTCHISON, 2007).

Figura 11. NPs com a superficie funcionalizada com ligante organico
covalentemente ligado a superficie. Adaptado de DAHL; MADDUX;
HUTCHISON, (2007).

Os ligantes organicos sao unidades moleculares ou polimeros,
neutros ou carregados, que atuam diminuindo a interagdo entre as
nanoparticulas, conferindo mais estabilidade a dispersao coloidal. Desta
forma, pode-se obter NPs carregadas positivamente, negativamente, e
neutras (ANTUNES et al., 2013). Além disso, os ligantes podem agir como
“‘modeladores” da morfologia do material nanoestruturado, induzindo a

forma geométrica desejada as NPs (LI, 2015).
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3.5.1.1.
Sintese de nanoparticulas de prata com citrato trissédico (NPs-Ag-

citrato)

A sintese de NPs metalicas empregando o citrato trissddico foi a
mais usada durante anos, fornecendo estruturas estaveis, monodispersas
e relativamente inofensivas ao meio ambiente.

Nesta metodologia o ion citrato desempenha a dupla fungdo de
promover a reducdo metalica e simultaneamente estabilizar a estrutura,
fornecendo uma geometria esférica e conferindo carga global negativa a
superficie impedindo a formacdo de aglomerados (ANTUNES et al.,
2013).

Na Figura 12 €& possivel visualizar a estrutura plana do citrato
trissddico, onde observa-se a presenca de trés cargas negativas, que sao
conferidas as NPs, apés a sintese na presenga de ions citrato. No
revestimento das NPs, o metal esta ligado ao ligante por coordenagao,
respeitando-se o nimero de coordenagao (NC) do atomo /ion metalico. A
prata, possui NC=2, podendo ser o ligante coordenado a ela por dois
atomos (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Figura 12. Estrutura molecular do citrato trissédico. Adaptado de SIGMA ALDRICH,
(2016).

No entanto, apesar de viabilizar um processo mais limpo, a sintese
de NPs metalica usando o citrato trissédico, um agente redutor fraco,
fornece estruturas maiores, pois a taxa de redugcdo € baixa e a

polidispersividade € muito alta (JIN et al., 2015a). Neste caso, estudos
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empregando o borohidreto de sodio, um agente redutor forte, mostraram
que ele promove a nucleagao rapida, e fornece particulas com diametros
menores, controlados e monodispersas estabilizadas pelos ligantes
(Figura 13) (AGNIHOTRI;, MUKHERJI;, MUKHERJI, 2014; DAHL;
MADDUX; HUTCHISON, 2007; DESAlet al., 2012).

Ag+ — CEU--O-O_. . -.- —

Complexo Ag* Clusters de Ag NP-Ag
Citrato estabilizada

Figura 13. Mecanismo de sintese de NPs-Ag com auxilio de um agente redutor
forte (NaBH,). Adaptado de AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, (2014).

3.5.1.2.
Sintese de nanoparticulas de prata com quitosana (NPs-Ag-

quitosana)

A Quitosana é um copolimero biocompativel natural, derivado da
quitina, com conformacéo linear, formado por unidades de 2 — amino — 2 —
desoxi — D — (glicopiranose e 2 — acetamido — 2 — desoxi — D —
glicopiranose, unidas por ligacdes glicosidicas B(1-4). E classificada como
biopolimero e ¢é empregada largamente na biomedicina, industria
alimenticia e odontologia, devido a sua biodegradabilidade.

Pode ser encontrada com varios graus de desacetilacédo (GD), ou
seja, 0 numero de unidades glucosaminas em relagcdo ao numero de
unidades N-acetil-D-glicosamina no polimero varia e é facilmente soluvel
em solucbes 4acidas, onde ocorre a protonacdo do grupo amina,

conferindo uma carga positiva ao polimero (Figura 14).
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Figura 14. Estrutura quimica do polimero de quitosana. Adaptado de RAPOSO, (2013).

A quitosana tem sido estudada na fabricagdo de nanomateriais,
atuando como estabilizante de pontos quanticos, oferecendo
reprodutibilidade dos processos e controle do tamanho das particulas
(DIAZ et al., 2011).

Em cada monémero de sua estrutura ha trés sitios ativos (Figura
14): o grupo amino e duas hidroxilas, que podem facilmente se coordenar
ao metal e estabilizar as NPs (KIM et al.,, 2008). Por ser uma cadeia
polimérica geralmente longa, em solugdo aquosa tende a assumir uma

conformagao globular, podendo manter diversas NPs em um mesmo

agregado polimérico (Figura 15)(KIM et al., 1999).

Qultosana

Figura 15. Mecanismo de formag&do de nanoparticulas de prata com o ligante quitosana.
Imagem: Raquel Martins.

Estudos relacionados a capacidade de quelagdo de ions metalicos
pela quitosana e derivados, propuseram uma estrutura de complexacao
razoavel para a captura de ions Cu?*, chamado Pendant Model, que

sugere o0 cobre coordenado a quitosana pelos grupos amino e hidroxila
(Figura 16) (OGAWA; OKA; YUI, 1993).
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Figura 16. Estrutura de complexagao do cobre pela quitosana. Adaptado de OGAWA,;
OKA; YUI (1993).

3.5.1.3.
Sintese em Fluxo

As reacbes em sistema microfluidico tem  contribuido
significativamente para a obtencdo de processos sustentaveis. Isto
porque tem propiciado o alcance de todos os principios que regem o

conceito de quimica verde (Figura 17).

( )\
Quimica Ambientalmente Sustentdvel
(Green Chemistry)

Reduza
Otimiza o Geragdo de
Uso de Energia Residuos

N (==

7N

Aumenta Reduz o
Seguranga dos Uso de
Processos Solventes

Figura 17. Microrreatores: Uma alternativa na busca da Quimica Ambientalmente
Sustentawel. Adaptado de MACHADO et al. (2014).

Muitas reacdes quimicas processadas em sistemas de fluxo
continuo, tém mostrado 6timo rendimento, reducdo de tempo e economia
de reagentes, além de ndo formarem subprodutos. O sistema
microfluidico permite o pleno controle: das concentracbes e da razado
molar entre os reagentes empregados, impedindo que sejam gastos de

forma desnecessaria; do tempo de residéncia no meio reacional de
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acordo com o fluxo e do volume interno do microrreator (SOUZA,
MIRANDA, 2014).

No geral, as reagdes em sistema microfluidico permitem que as
sinteses sejam realizadas em fluxo continuo, ou seja, reagentes e
produtos entram e saem simultaneamente dos reatores, que possuem
uma geometria tubular, tendo seu volume interno variando de 1L a 15 nL.
De acordo com a capacidade de volume interno do reator, 0 mesmo pode
receber diferentes classificagdes como indicado na Figura 18.
(MACHADO etal., 2014).

L Macro
®

Meso Mini Micro

Nano nl-
.

(10mL-1L) (100 uL=10mL) 4 (50 uL=200 pl), (10 pL—100 pL)+(15 nL— 10 pL)

Figura 18. Tipos de reatores de acordo com seus wlumes internos. Fonte: (MACHADO
et al., 2014).

A geometria tubular destes reatores atrelada ao didmetro reduzido e
longo comprimento, constituem o principal diferencial deste sistema em
relacdo aos reatores tradicionais, pois permite o maior contato das
paredes com o meio reacional, permitindo o aumento da eficiéncia de
transferéncia de energia e massa para o sistema reacional. Além disso,
0s microrreatores estdo dispostos em forma de zg-zag (Figura 19),
podendo gerar um grande volume interno dos microcanais sem ocupar
grandes espacgos, o que auxilia a possibilidade de trabalhar na escala de
laboratério. Podem ser acoplados em paralelo para um escalonamento do
sistema reacional (numbering-up), diferentemente dos reatores
tradicionais, cujo escalonamento de volume comporta um custo elevado

para optimizagcao do processo em volumes maiores.
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Figura 19. Esquema de um microrreator com duas entradas, uma zona de mistura e uma
saida dos produtos logo depois da zona de residéncia. Adaptado de FUTURE
CHEMISTRY (2010).

Outra vantagem da sintese em fluxo continuo € a possibilidade de
acoplar dispositivos de monitoramento on-line de pH, temperatura, UV-
visivel, indice de refragdo em pontos diferentes do microrreator,
permitindo verificar o andamento das reagdes em tempo real (MACHADO
et al., 2014) (Figura 20).
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Figura 20. Esquematizacdo de sistemas microfluidicos integrados a analise
espectroscopica. A) microrreator acoplado ao UV-Vis. Adaptado de YUE et al. (2013). B)
Microrreator acoplado a andlise RAMAN. Adaptado de ASHOK et al. (2011).

3.5.1.4.
Propriedades antimicrobiano das NPs-Ag

Os revestimentos antimicrobianos tém tido um crescimento
exponencial, devido aos 6timos resultados obtidos em muitas areas,
dentre elas na medicina, contra as infecgdes hospitalares. Acredita-se que
a formacdo de camadas de substancias antimicrobianas pode impedir a
proliferacdo dos micro-organismos. Essa camada pode funcionar por
mecanismos diferentes, dentre eles, com a liberagdo gradativa do agente
antimicrobiano, agindo contra os micro-organismos em contato direto ou
de forma indireta(PADOVANI et al., 2015). Diversas substancias estao
sendo testadas, dentre elas, as NPs-Ag. O potencial antimicrobiano das
NPs-Ag é amplamente conhecido em diversos setores tecnoldgicos.
Desde a industria alimenticia até a industria de materiais odontoldgicos, a
prata nanoparticulada possui efeito inibidor de mais de 650 espécies de
micro-organismos, sendo eles bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, fungos e até virus (ANTUNES et al, 2013; PETICA et al,
2008).

De acordo com a literatura, a atividade antimicrobiana das NPs-Ag
esta intimamente ligada com a sua geometria, tamanho e concentragao,
apresentando maior eficiéncia em estruturas esféricas, com didmetros
menores e mais concentradas (AGNIHOTRI, MUKHERJI, MUKHERJI,
2014; PULIT et al., 2013).

Nas bactérias, as NPs podem agir no meio extracelular e
intracelular. Quando fora da célula, as nanoparticulas interagem com os
componentes da membrana celular e a destroem. No interior da célula, as
NPs podem ser oxidadas gradativamente, aumentando as espécies
reativas de oxigénio (ROS- Reative oxigen species), ou podendo se ligar
a grupos sulfirilas durante a sintese de proteinas e interferir na replicagcao
do DNA (BEER et al., 2012; PADOVANI et al., 2015).
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O mecanismo de atuagdo da prata contra os fungos, ainda ndo é
claro, mas acredita-se que as NPs-Ag possam atuar acelerando a
degradagao oxidativa da membrana celular e interferindo no processo de
divisdo celular, apresentando também grande afinidade pelo fésforo e
enxofre presentes no meio intracelular, podendo interferir em outros
processos bioquimicos dos fungos (KIM et al., 2012). Além disso,
KASPROWICZ; KOZIOL; GORCZYCA, (2010) contatou em seus estudos
com o fungo Fusarium culmorum, que a presenga da prata
nanoparticulada provoca a diminuicdo da formacdo e germinagcdo dos
esporos, reduzindo o crescimento do micélio.

Apesar destes mecanismos ndao serem bem definidos, estudos
mostram resultados bastante satisfatorios sobre o efeito antifungico das
NPs-Ag (PINTO et al., 2013). Pesquisas realizadas na Coréia revelaram
seu potencial inibidor contra o fungo Raffaelea sp., principal responsavel
pelas doengas ocorridas nos carvalhos, sendo cogitado o tratamento
desses vegetais com as dispersdes de NPs-Ag, objetivando inibir ou até
mesmo reverter as doengas fungicas. Além disso, 0 mesmo grupo avaliou
o desempenho das NPs contra fungos atacantes de frutas e legumes,
obtendo excelentes resultados neste trabalho também (KIM et al., 2009,
2012).

Uma questdo importante a ser observada no emprego das NPs
contra micro-organismos em geral é a presenca de agentes estabilizantes
na dispersdao e qual sua natureza quimica, pois estes podem ser
carregados ou ndo, e podem auxiliar na cinética da liberagdo do agente
antimicrobiano e ainda potencializar seu efeito (CLOUTIER; MANTOVANI;
ROSEI, 2015).

Neste sentido a quitosana tem se destacado por suas propriedades
peculiares e seu efeito antimicrobiano, participando das inovacdes
odontologicas, biomédicas e em demais areas. Seu efeito contra as
bactérias estd baseado na interagdo dos grupos amino presentes em sua
estrutura, que quando protonados, se ligam a membrana celular. Essa
ligacdo causa a permeabilidade da membrana celular, podendo até

causar sua ruptura e promovendo o descontrole na saida de nutrientes.
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Além disso, os grupos aminos protonados podem se ligar ao DNA,
inibindo a sintese de proteinas (FRIEDMAN et al., 2013).

O bambu, por ser um material vegetal, € vulneravel aos ataques
microbianos e a insetos em geral, principalmente pelo alto teor de amido
(AZZINI, 1984; AZZINI; BERALDO, 2000). De acordo com MOHANAN,
(1997), foram registrados cerca de 440 fungos que podem atacar o
bambu, causando danos desde os rizomas até as sementes. Dentre eles
podemos citar alguns géneros e espécies de fungos que causam doencgas
especificamente ao bambu Dendrocalamus giganteus: Acremonium-like,
Arthrinium, Colletotrichum, Fusarium, Trichoderma, Uredo ignava, Fomes
lignosus, F. lignosus (BERALDO; SETTE, 2008; MOHANAN, 1997).

Alguns destes fungos causam apenas doengas superficiais. Outros
fungos possuem a capacidade de degradar materiais lignoceluldésicos
como o bambu, podendo penetrar na estrutura do colmo e comprometer
suas propriedades mecanicas de forma irreversivel, sendo necessarios
cuidados especificos desde o corte até a aplicacdo (BERALDO; SETTE,
2008; TIBURTINO et al, 2015b). Tratamento com substancias
antimicrobianas é uma alternativa eficiente neste quesito, podendo ser
determinante na durabilidade do material e consequentemente no
sucesso de sua aplicagcdo (CLOUTIER; MANTOVANI; ROSEI, 2015;
GHAVAMI, 2005). A pesquisa realizada por TIBURTINO et al., (2015a)
mostrou que o tratamento do bambu Dendrocalamus giganteus com
solugbes preservativas comerciais proporcionou maior resisténcia ao
fungo Polyporus fumosus, conhecido por consumir a hemicelulose e
lignina em madeiras, causando a perda de massa e diminuicdo de suas
propriedades mecanicas. Nesse sentido, acredita-se que as NPs-Ag, da

mesma forma, possam proteger o bambu contra as doengas fungicas.

3.6.
Técnicas analiticas

Nesta secdo nao serao apresentados os conceitos basicos de todas
as técnicas utilizadas devido a grande quantidade de informagdes que ha

sobre a maioria delas no meio cientifico. Todavia, focaremos na
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importancia  cientfica das técnicas analiticas  microtomografia
computadorizada e microscopia confocal de varredura a laser pela

inovagao em suas aplicagdes na analise do bambu.

3.6.1.
Microtomografia computadorizada

A uCT permite o estudo de estruturas em trés dimensoes,
possibilitando seu conhecimento, modificagcdes e comportamento diante
de agbes externas. Ela fornece resultado em microescala, o qual permite
a caracterizacao do material considerando o seu volume e a distribuicido
dos seus constituintes (SILVA, 2014).

A uCT é uma técnica nao destrutiva, baseada na interagao de raios-
X com materiais de diferentes densidades, reconstruindo a estrutura
tridimensional da amostra, que € girada ao longo da analise, e revelar a
estrutura da amostra em qualquer angulo desejado, sendo por isso uma
técnica de grande interesse na analise de compodsitos em geral (NETO et
al., 2011).

Na pCT, quando os raios-X incidem sobre uma amostra, cada
substancia presente no material analisado interage de maneira diferente
com essa onda eletromagnética, seja absorvendo ou espalhando parte da
radiagdo incidida. O microtomografo detecta a atenuagao da intensidade
da radiacao incidente, gerando varias projecdes da amostra analisada. As
projegbes sao tratadas por um algoritmo de reconstrugdo, criando
imagens bidimensionais, que s&do processadas e geram o modelo
tidimensional da amostra, conforme ilustrado na Figura 21
(FERNANDES; APPOLONI; FERNANDES, 2009).
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Figura 21. Esquema de funcionamento do microtomografo (UCT). Imagem: Raquel
Martins.

A interacdo da radiacdo depende da densidade dos materiais.
Substédncias com maior densidade tendem a absorver/espalhar mais
radiagdo, causando maior atenuagdo. Assim, quando os raios-x interagem
com a amostra, ocorre a atenuacdo desta radiagao, caracterizando a
presenca de substancias com densidades diferentes. A variacdo da
radiacdo incidente em cada parte da amostra gera um coeficiente de
atenuagdo (u) relacionado a esta variagdo, obtido pela a equacgao 1

abaixo:

=1, el 1

onde: lp e | sdo as intensidades dos raios incidente e transmitido,
respectivamente; u é o coeficiente de atenuacgao linear; e x é a espessura
da amostra analisada. De acordo com a equacgao 2, podemos entender
que quanto maior for a atenuagao da radiagdo, maior sera o coeficiente

de atenuacao linear, pois:

IL = el > lnIL = —px >mn(l, - 1) = px z
0 0
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E quanto maior for a atenuag¢ao da radiacéo, maior sera a densidade
do material atenuador, pois significa que este interagiu mais com a
radiagdo incidida. Nas imagens obtidas através da uCT, esta variagcéo de
densidade e coeficiente de atenuagao é traduzida em uma escala de tons
de cinza. Quanto mais densa for a regido, mais clara ela aparecera, pois
menos radiagado € detectada. Quanto menos denso for o material, mais
radiacdo € transmitida, e mais escura é a regido relacionada (KETCHAM,;
CARLSON, 2001).

O funcionamento da técnica é universal, mas o modo de operacao
dependera do modelo do equipamento utilizado. A maioria dos
equipamentos sido constituidos por uma fonte de raios-x, um sistema
rotacional, que comporta a amostra; e um sistema de detecgao. O sistema
de deteccdo é formado por um cintilador e uma camera CCD (Charge
Coupled Device). O cintilador € o dispositivo responsavel por converter a
radiacdo atenuada em luz, que é detectada pela CCD e convertida em
projecoes 2D com diferentes tons de cinza (ALVES et al., 2014; ALVES,
2015; KETCHAM; CARLSON, 2001).

A técnica tem sido empregada em varios ramos como metalurgia,
compositos de todos os tipos e até mesmo na botanica, pois possibilita
uma caracterizacdo com resolugcdes até em nanoescala dependendo do
sistema de detecg¢ao adotado (ALVES, 2015).

Trabalhos realizados por FERNANDES; APPOLONI; FERNANDES
(2009) e LIMA et al. (2007) relacionados ao estudo de medicamentos e
materiais ceramicos respectivamente, mostraram a eficiéncia da uCT na
avaliacdo da estrutura, porosidade, forma e geometria. Pesquisas
relacionadas a porosidade de rochas minerais e materiais odontoldgicos
revelaram o mesmo desempenho da técnica, possibilitando a deteccéo e
quantificacdo de minerais nas rochas e detritos no dentes (DE-DEUS et
al., 2014a, 2014b; LONG et al., 2009).

A aplicagdo da uCT no estudo de estruturas vegetais também tem
sido bem-sucedida, apesar de ainda ser uma aplicagdao pouco difundida.
Em alguns trabalhos, foi possivel a caracterizagdo de embolia xilematica
causada pela entrada de ar apés o corte do vegetal (COCHARD;
DELZON; BADEL, 2015). Além disso, as tomografias geradas podem
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passar por um processamento especifico e fornecer a quantificacdo dos

materiais presentes na amostra.

3.6.2.

Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Ao longo dos anos, a evolugdo da microscopia optica promoveu o
maior conhecimento das estruturas em escalas cada vez menores. Isto
propiciou novas descobertas e o avango de pesquisas em varias areas.

Neste ambito, a tecnologia da microscopia confocal sobressaiu a
microscopia Optica e apresentou significativa contribuicdo. Um dos
diferenciais de um sistema confocal € o pinhole, que consiste em uma
fenda que converge a radiagao transmitida pela a amostra para o sistema
de deteccdo, promovendo sinais mais nitidos e contribuindo para a
obtengdo de imagens bi- e tridimensionais (2D e 3D) com maior
resolugdo. Além disso a técnica o estudo da imagem tridimensional em
alta definicao e contraste.

Atualmente existem trés tipos de microscopia confocal, dentre elas,
destaca-se a microscopia confocal de varredura a laser (CLSM — Confocal
laser scanning microscopy) pela qualidade e resolugdo superiores das

imagens de cortes opticos.

O funcionamento da técnica esta baseado na incidéncia de um feixe
de luz monocromatico sobre a amostra, promovendo a excitacdo dos
elétrons que estdo nos estados fundamentais a niveis eletrbnicos mais
energéticos(WILHELM et al., 2000). Quando os mesmos retornam ao seu
estado de origem, a radiacdo absorvida é liberada em frequéncias e
comprimentos de onda especificos, dentro da regido do visivel, chamada

fluorescéncia. Esta, é detectada e convertida em corrente elétrica gerando
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a imagem pelo computador. A Figura 22 representa o funcionamento de

um microscoépio confocal geral.

MICROSCOPIO
CONFOCAL ; DETECTOR
DE VARRE DURA
LASER
PINHOLE
LASER |
¥ DV S0R DE FEIXE
el 5 Tl
s . OBJETIVA

TRANSLADADOR XYI Q

Figura 22. Funcionamento de um microscopio confocal. Adaptado de OLIVEIRA, (2012).

Obviamente, nem todas as estruturas quimicas emitem
fluorescéncia, mas isto ndo impossibilita a identificacdo destas pela
CLSM. A deteccao desta, pode ser realizada através da marcacao de
uma segunda molécula que emite fluorescéncia e possua afinidade
especifica com a substancia de interesse. Estas moléculas sdo chamadas
fluorocromos. Os fluorocromos em sua maioria, sdo especificos ndo para
uma molécula, mas sim para grupos funcionais particulares. Neste caso
podemos citar o calcoflior White, um fluorocromo normalmente
empregado na identificagdo da parede celular de fungos e células
vegetais. Sua faixa de emisséo de fluorescéncia esta compreendida entre
375nm e 425 nm quando irradiada por uma fonte de excitacdo de 350 nm,
possuindo afinidade com polissacarideos B(1-3) e P(1-4), geralmente
encontrados em polimeros de celulose e quitina (HARRINGTON,;
HAGEAGE; ABMM, 2003). Esta afinidade esta diretamente ligada aos
grupos sulfénicos carregados negativamente, observados na Figura 23, e
por isso deve ser utilizado em pH acima de 5,5 (RAM; KLIS, 2006).
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Figura 23. Estrutura quimica do fluorocromo calcofluor White com afinidade para
celulose. Adaptado de RAM; KLIS (2006).

O fluorocromo auramina O, cuja estrutura é apresentada na Figura
24, também é empregado comumente em analises de matrizes bioldgicas,

sendo especffica para compostos fendlicos.

H{-H cP

CH,

Figura 24. Estrutura quimica do fluorocromo, auramina O com afinidade quimica pela
lignina. Adaptado de MALL; SRIVASTAVA; AGARWAL (2007).

A CLSM é amplamente aplicada no estudo dos organismos,
possibilitando o conhecimento e desenvolvimento de suas estruturas.
Uma pesquisa relacionada com reproducdo da planta Pitcaimia
encholirioides foram desenvolvidos a partir dos resultados obtidos com a
técnica, utilizando-se fluorocromos especificos para deteccdo de calose,
compostos lipidicos e celulose na matriz vegetal e permitindo o
entendimento do processo de reprodugao realizado pela planta (MENDES
et al., 2016).

O estudo de Pinus yunnanensis, foi realizado identificando a
distribuicdo de lignina nas células vegetais da madeira, sendo possivel
detectar as camadas das paredes celulares secundarias. Neste trabalho,
os resultados obtidos na CLSM foram necessarios para identificar as

porcdes de lignina e celulose nos diferentes tecidos da matriz vegetal.
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4
Insumos, reagentes, instrumentacao e metodologia

Neste capitulo sera apresentada a metodologia detalhada de todas
as sinteses e analises realizadas nesta pesquisa, bem como os
equipamentos empregados, além dos reagentes e materiais necessarios

para sua realizagao.

4.1.
Insumos

Para a sintese de nanoparticulas de prata (NPs-Ag), em fluxo
continuo, empregou-se: um microrreator de borosilicato com 500 ym de
didmetro interno, volume interno de 100 pL e dimensdes 45.3 x 15.3 x 2.2
mm, suportando temperaturas de 0°C a 90°C, modelo B-111, Future
Chemistry (Holanda); um microrreator de borosilicato com 0,15 mm de
diametro interno, volume interno de 6 pyL e dimensdes 45 x 15 x 1.8 mm,
suportando temperaturas de 0°C a 90°C, modelo W.Buesink R150.332.2,
Micronit (Holanda); suporte de microrreator de aco inoxidavel e
polieteretercetona (PEEK), modelo B-246, Future Chemistry (Alemanha);
suporte de microrreator, modelo 4515, Micronit (Holanda); conectores
macho de PEEK, rosca de 10-32, adaptaveis a tubos de 1,57 mm de
diametro externo, suportando pressdes até 345 bar, modelo F120,
Micronit (Holanda); adaptadores de PEEK, adaptaveis a conectores
macho com rosca de 10-32, modelo P658, Micronit (Holanda); porca de
PEEK, compativeis com tubos de 1,57 mm de didmetro externo, rosca 6-
32, suportando pressdes de até 259 bar, modelo M-660, Micronit
(Holanda); porca de PEEK compativeis com tubos de 1,57 mm de
didametro externo, rosca 6-40, suportando pressdes de até 259 bar modelo
M-644-03, Future Chemistry (Alemanha); anéis de ago inoxidavel e virolas

de PEEK, compativeis com tubos de 1,57 mm de didmetro externo,
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modelo FC_FB_KIT, Micronit (Holanda); tubos de etileno tetrafluoretileno
(ETFE) com diametro interno de 0,50 mm e 0,75 mm, com 1,57 mm de
didametro externo, suportando pressdes de até 276 bar e 80°C, Micronit
(Holanda), mini guilhotina portatil e seringas de borosilicato Gastight com
10,3 mm de diametro, 5 mL de volume, suportando pressdes até 7 bar,
modelo B-247, Future Chemistry (Alemanha).

Para as andlises de caracterizagdo das NPs-Ag, utilizou-se cubeta
de quartzo com 10 mm de caminho 6tico e 3,5 mL de volume, modelo Q-
4, lon Lab (Brasil); cubetas e células de potencial zeta descartaveis para
medi¢des aquosas, Horiba (Japao); micropipetas regulaveis com faixa de
volume de 50-200 uL e 200-1000 uL e ponteiras de polipropileno com
volumes maximos de 200 pL e 1000 puL, Kasvi (Brasil); grade de
transmissao do tipo FORMV/CARB SUBST 200M NI PK/50, Ted Pella Inc.
(EUA).

Para as analises com o Bambu, foram necessarias laminas de aco
para corte, do tipo Single Edge, Blue Carbon Steel, PAL® Blades, Ted
Pella Inc., (EUA); laminas de vidro nas dimensdes 26.0 x 76.0 x 1.0 mm,
comum lapidada, modelo Precision Glass Line, CralPlast (Brasil);
laminulas nas dimensdes 24 x 40 x 0.13, Global Glass, Global Trade
Technnology (Brasil); disco de metal com borda de diamante, nas
dimensdes 76,2 x 0,15 x 12,7 mm, COMMAL (Brasil). Além disso, utilizou-
se vidrarias volumétricas, béqueres, espatulas, suportes universais, tubos
falco, pipetas pasteur descartaveis e frascos de vidro de 10 mL, 20 mL e
50 mL.

4.2,
Reagentes

A sintese de NPs-Ag foi realizada utilizando-se nitrato de prata (>
99,9% m/m), borohidreto de sdédio (99% m/m), citrato trissédico (99%
m/m), quitosana de baixo peso molecular (grau de desacetilagdo>75%) e
acido acético (> 99,7% viv); todos fornecidos pela Sigma Aldrich, Brasil. A
caracterizacdo das NPs-Ag foi realizada empregando-se um padrao

comercial de NPs-Ag sintetizada com citrato trissédico, com 19,9 + 2,9 nm
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de diametro metalico e 27,2 nm de didametro hidrodindmico, PELCO
Citrate NanoXact™ Silver, Ted Pella Inc. (EUA).

Para o estudo do Bambu, empregou-se etilenodiamina (> 99,5%
viv), os fluorocromos calcofluor White (> 90% m/m) e auramina O (> 80%

m/m) fornecidos pela Sigma Aldrich, Brasil.

43.
Amostras

A presente pesquisa foi baseada em testes realizados com cortes
do Bambu Dendrocalamus giganteus, posicionados na base do colmo, o
qual for cortado na altura de 1,5 m do solo. O bambu possuia quatro anos
de idade quando cortado e pertencia a Universidade de Sao Paulo,

Campus de Pirassununga, SP.

44,
Instrumentacgao

A sintese de NPs-Ag foi realizada em sistema de fluxo continuo,
com o auxilio de bombas-seringas, nas dimensdes 14.6 x 22.9 x 11.43
cm, com alojamento para uma seringa, modelo B-230, Future Chemistry
(Holanda); um controlador de temperatura com alta precisdo atuando na
faixa de 0° C a 90° C, modelo B-223, Future Chemistry (Holanda); uma
balanca com precisdo analitica de quatro casas decimais, modelo Mark
M214A, Bel (ltalia); purificador de agua, Milli-Q, Millipore (EUA).

A caracterizacdo das NPs-Ag foi obtida com o auxilio de um
espectrdmetro com funcionamento na regido do UV/Vis/NIR, na faixa de
comprimento de onda de 175 nm a 3300 nm, duplo feixe, modelo Lambda
950, Perkin Elmer (EUA), atuando na faixa de controle de temperatura
para medigdo do potencial zeta de 1°C a 70°C, modelo SZ-100
Nanopartical, Horiba (Jap&o); um liofilizador, modelo freezone 1,
Labconco (EUA); um espectrbmetro executado na regido do
infravermelho, com capacidade de funcionamento na faixa de numero de
onda de 8300 cm™ a 350 cm™', modelo Spectrum Two(FT-IR), Perkin
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Elmer (EUA;) e um microscopio eletrénico de varredura FE-SEM, com
detectores SEI e LEI, voltagem maxima de 30kV, operado no modo
varredura e transmissdo em baixa voltagem (MEVT), modelo JSM-6701F,
Jeol (EUA).

Para analise morfolégica do Bambu e impregnagédo do mesmo com
as NPs-Ag sintetizadas, empregou-se uma maquina de corte preciso, com
capacidade de operagao na faixa de velocidade de 100 rpm a 420 rpm,
comportando discos com diametro de 75 a 127 mm e peso maximo sobre
a amostra até 350 g, Miniton, Struers (EUA); um microtomo rotativo,
modelo SM 2000R, Leica (Alemanha); um sistema de vacuo, formado por
um dessecador e uma bomba de vacuo e compressor, atuando com um
deslocamento de ar de 2,09 m®h, proporcionando o vacuo final de
28,8”/720mmHg, bivolt, modelo 132-tipo 2 VC, Prismatec equipamentos
(Brasil); um difratdmetro de raios-x com detector Lynxeye, operando com
tubo de cobre (A= 1.548A), modelo D8 discorver, Bruker (EUA); um
microtomografo com resolugdo espacial de 0,7 pm, constituido por uma
fonte de raios-X microfocus, com um detector trabalhando
simultaneamente em fase de ampliagdo geométrica e um cintilador
responsavel por transformar os raios X em luz visivel, modelo X radia 510
Versa, Zeiss (Alemanha); um microscopio confocal de varredura a laser
que fornece imagens com alta resolugédo em 2D e 3D, mesmo com sinais
fracos, pois conta com um sistema combinado de um prisma e um
detector de tubo fotomultiplicador altamente dinamico permitindo uma
separacao espectral superior, além de ser equipado com quatro lasers de
excitacdo 405, 488, 561 e 635 nm com intensidade regulavel e sem filtros,
e objetivas de 10x, 20x, 40x e 63x%, , modelo TCS SPE, Leica (Alemanha);

4.5.
Metodologia

A metodologia deste trabalho foi organizada de acordo com o

fluxograma ilustrado na figura 25 abaixo:
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Estudo do bambu Sintese e Impregnagdo e
caracterizagdo de caracterizagdo do
NPs-Ag bambu
e uCT e UV-VIS o pCT
* MEV * Potencial T * DRX
* CLSM * |CPOES
* FT-IR

Figura 25. Fluxograma de analises realizadas em cada etapa do trabalho.

4.5.1. Preparo de solugoes

Preparou-se solugdes de nitrato de prata (AgNO3), citrato trissoddico
(CeHs0O7Na3) e borohidreto de sddio (NaBH4) na concentragdo de 0,0100
mol L"; solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) a 1,00 mol L™"; solugdo de
acido acético (CH3COOH) a 1% (v/v) e solugbes de calcoflior white e
auramine O na concentracado de 0,1 g L. Todas as solugdes citadas foram
preparadas seguindo o manual de solugdes e reagentes (MORITA;
ASSUMPCAO, 1972). A solugdo de quitosana foi preparada de forma

especifica, conforme o protocolo presente no apéndice.

45.2.
Preparo da amostra e Estudo do Bambu

4521.
Microtomografia computadorizada do bambu

As amostras de bambu sem tratamento com dimensdes 5 x5 x 5
mm foram analisadas no microtomoégrafo seguindo os parametros
ilustrados na tabela 1. Em seguida foram obtidas imagens tridimensionais
que foram avaliadas, identificando-se os elementos que compdem a

morfologia interna e externa do bambu.
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Tabela 1. Parametros utilizados na andlise do bambu sem tratamento.

Parédmetros
Objetiva 4x
Pixel (um) 4
Voltagem (kV) 80
Poténcia (W) 7
Tempo de exposigao (s) 0.2
Numero de projegdes 1600

45.2.2.
Microscopia eletrénica de varredura do bambu

Para esta analise, utilizou-se cortes do bambu sem tratamento com
dimensbées de 1 cm x 0,5 cm x 0,1 cm (comprimento x espessura X
largura), posicionados sobre uma fita de cobre. O microscopio eletrénico
foi operado a 1.0 kV, em vacuo com uma distancia de trabalho de 14,5
mm, utiizando o detector LElI (Low electron image), fornecendo

resolugcdes de 2,2 nm.

45.2.3.
Microscopia confocal de varredura a laser do bambu

Reservou-se duas se¢des do colmo de bambu nas dimensdes 0,5 x
0,5 x 0,5 cm (comprimento x largura x espessura). A primeira sec¢ao foi
tratada com agua por vinte dias e armazenadas em estufa a 60°C e com o
auxilio de um micrétomo, realizou-se cortes longitudinais com 120 pym de
largura. A segunda secdo foi tratada com etilenodiamina a 10% e
armazenadas em estufa a 60°C por 30 dias. Em seguida, realizou-se
cortes transversais a mao livre. A diferenga no procedimento para a

obtencdo de ambos os cortes foi necessaria devido a dificuldade da
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realizacdo dos cortes transversais, pois estes foram realizados contra as
fibras.

Os cortes foram tratados por 10 minutos, primeiramente, com o
fluorocromo especfifico para identificar a lignina (Auramina O), e, em
seguida, com o calcofluor white, fluorocromo especifico para celulose.
Alguns cortes foram submetidos ao tratamento com os fluorocromos por
tempos maiores (1,2 e 20 horas) porém nao apresentaram variagdo no
resultado da analise.

Em seguida, os cortes foram transferidos para uma lamina de vidro,
cobertos por uma laminula e analisados com um microscopio confocal de
varredura a laser. Utilizou-se as objetivas 40x, e os lasers de excitagao de
405 nm e 488 nm. As imagens foram obtidas detectando-se os
comprimentos de onda de emissdo do calcoflior a 410-415 nm e da
Auramina O a 480-510 nm.

4.5.3.
Sintese e caracterizagcdo de NPs-Ag

4.5.3.1.
Montagem do sistema microfluidico

Inicialmente, com o auxilio de uma mini guilhotina portatil, cortou-se
trés tubos de ETFE com 20 cm de comprimento. Em uma das
extremidades de cada tubo adicionou-se uma porca de PEEK com rosca
de 6-32, em seguida um anel de aco inoxidavel, e por ultimo uma virola de
PEEK. Pressionou-se a sequéncia até que o anel encaixasse
perfeitamente na virola e reservou-se um dos tubos. Aos dois tubos
restantes, conectou-se na extremidade oposta primeiramente um conector
macho de PEEK com rosca 10-32, e logo apods, um adaptador de PEEK
compativel, sendo estes chamados tubos de entrada de reagente, e o
tubo anteriormente reservado, tubo de saida de produto.

Introduziu-se o microrreator de borosilicato no  suporte

correspondente, Micronit ou Future Chemistry. Posicionou-se as porcas
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conectadas aos tubos de entrada e saida no suporte de microrreator, em
suas devidas posi¢cdes. Em prosseguimento, conectou-se as seringas na
extremidade oposta dos tubos de entrada, e as mesmas foram ajustadas
nas bombas-seringa. Com este sistema sintetizou-se as NPs-Ag com
citrato trissddico utilizando um microrreator de 0,15 mm de didmetro
interno (Micronit). Para a sintese de NP-Ag com quitosana reproduziu-se
a mesma sequéncia, no entanto, utilizou-se um microrreator 500 ym de

didmetro interno (Future Chemistry).

4.5.3.2.
Sintese de NPs-Ag com ligante citrato trissédico

A presente sintese foi realizada em sistema de fluxo continuo, em
duas etapas. Na primeira etapa, ocorreu a interagdo entre o ion prata |
(Ag”) e o ligante, formando um complexo de coordenagdo. Em seguida, o
complexo entrou em contato com o agente redutor, o NaBHy4; e o ion Ag®
foi reduzido & prata metalica (Ag®), originando um agregado metalico
nanométrico, coordenado ao ligante(LIMA, 2011). Nesse sentido, o ligante
presente ao redor das NPs gera uma superficie eletrostatica de acordo
com a carga formal do ligante orgéanico, criando repulsdo entre os
clusters, impedindo as NPs-Ag de formarem agregados maiores e
precipitarem, sendo mantidas em uma dispersdo coloidal. As reacgdes
podem ser visualizadas nas equagdes 3 e 4 abaixo:

3A8(aq) + CeHs 073 < Co Hs07A83) 3

C6H5 07Ag3(aq) + BH;(aq) + 3H20(aq) d NPSAgC6 HS O7(aq) + H3B03(aq) + 7/2H2(aq) 4

Inicialmente, introduziu-se em duas seringas de vidro, 4 mL de
solugdes de AgNOs e citrato trissoédico, ambas a 0,0100 mol L. As
seringas foram posicionadas nas bombas-seringa, e conectadas aos
tubos de entrada de reagente. Ao tubo de saida, atrelou-se um frasco

contendo 6 mL de solugdo de NaBH4 a 0,0100 mol L™, em agitacdo a
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1400 rpm e temperatura a 25°C. Ajustou-se as bombas-seringas para
fluxar as solugdes reagentes a 0,25 mL min”', e iniciou-se a sintese. O
sistema descrito pode ser visualizado na Figura 26. Este procedimento foi
realizado mais de 5 vezes, garantindo a reprodutibilidade e confianga da
metodologia. Apos a sintese, a dispersdo coloidal foi estocada em
temperatura ambiente (25°C) e baixa luminosidade, sendo posteriormente

direcionada para as analises de caracterizagao.

Figura 26. Sistema de sintese de NPs-Ag com citrato trissédico em fluxo continuo.
Imagem: Raquel Martins.

4.5.3.3.
Sintese de NPs-Ag com ligante quitosana

O seguinte protocolo refere-se a sinteses de NPs-Ag, aplicando-se
0 polimero quitosana como ligante. O processo ocorre da mesma forma
como relatada no procedimento anterior. No entanto, neste caso ha

variagcao de materiais, condigbes e concentragado do ligante.

A principio, introduziu-se em duas seringas de vidro, 4 mL de
solugdes de AgNOs; a 0,01 mol L' e quitosana a 10 g L7,
respectivamente. As seringas foram posicionadas nas bombas-seringa, e
conectadas aos tubos de entrada. O suporte do microrreator utilizado foi
o0 modelo B-246, o qual possui um sistema de aquecimento acoplado, e

permite a realizacdo da sintese em temperaturas controladas. Essas
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alteragdes foram necessarias devido a alta viscosidade da solugdo de
quitosana, provocando o aumento da pressao interna, o que
comprometeria a eficiéncia da sintese. Ao tubo de saida, atrelou-se um
frasco contendo 6 mL de solugdo de NaBH,4 a 0,0100 mol L™", em agitagao
a 1400 rpm e temperatura a 25°C. O NaBH; é uma substancia
extremamente sensivel a variacdo de pH, sofrendo decomposicao
instantdnea em sistemas acidos. Dessa forma, sendo a solucdo de
quitosana preparada em solugdo de acido acético e por isso possuindo
pH 5, quando entra em contato com a solugdo de NaBH4, propicia a
decomposicdo do mesmo antes do ion Ag® ser reduzido, comprometendo
toda a sintese. Por isso foi necessario o ajuste de pH da solugdo de
NaBH,; para pH 9 com solugdo de NaOH a 1,00 mol L™'. Em seguida,
ajustou-se as bombas-seringas para fluxar as solugdes a 0,25 mL min™, a
temperatura do suporte do microrreator para 60°C e iniciou-se a sintese.
O sistema descrito acima pode ser visualizado na Figura 27. Apds a
sintese, a dispersao coloidal foi estocada em temperatura ambiente
(25°C) e baixa luminosidade, sendo posteriormente direcionada para as

analises de caracterizagao.

Futurg
Chemiar

Flow Start

Figura 27. Sistema de sintese de NPs-Ag com quitosana em fluxo continuo com controle
de temperatura. Imagem: Raquel Martins.
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4534.
Espectrofotometria no UV/Visivel das NPs-Ag sintetizadas

Para analise espectrofotométrica, na faixa de varredura de 250 nm
a 750 nm, as dispersdes coloidais diluidas foram transferidas para
cubetas de quartzo. A analise também foi realizada com a NPs-Ag
comercial com 20 nm de diametro e diluigdo na proporgao de 1:4 (viv). A
formacdo de NPs promove alteracbes nos estados eletrbnicos dos
atomos, alterando assim suas propriedades Opticas. Dessa forma, as
NPs-Ag passam a absorver radiagido eletromagnética na regido do visivel,
tendo sua presenca comprovada pela existéncia de uma banda de
extingdo, absorvendo em um comprimento de onda (A) especifico, que
representa a banda de ressonancia de plasmon de superficie localizada
(LSPR — Localized surface plasmon resonance )(HAISS et al., 2007).

Dessa forma, observando-se 0s Amsx € as bandas de extincdo de
cada NPs-Ag sintetizada, pbde-se comparar qualitativamente a
reprodutibilidade da sintese (FEI et al., 2008).

4.5.3.5.
Potencial zeta ({) das NPs-Ag sintetizadas

Esta técnica baseia-se na medicdo da mobilidade eletroforética de
uma determinada dispersao coloidal para determinar a magnitude media
da superficie eletrostatica das NPs presente em solugdo. Quanto maior
for o seu valor, mais estavel sera a dispersao, pois significa que as
repulsbes eletrostaticas entre as NPs estardo fortes. Enquanto,
dispersbes com valores proximos a zero, tendem a ser instaveis, e ao
longo do tempo se desestabilizarem com formagao de precipitados. Esta
propriedade também & empregada para caracterizar a carga e o ponto
isoelétrico de diversas moléculas, além de caracterizar grupos funcionais
e produtos reacionais (JANG; LEE; HWANG, 2015).

Nesta pesquisa, o valor do potencial zeta nos permitiu ratificar a
presenca e natureza das cargas das NPs-Ag sintetizadas. As mesmas
foram diluidas em proporgao de 1:40 (v/v) e transferidas para uma cubeta

de potencial zeta e determinar sua mobilidade eletroforética em um
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analisador de Potencial zeta. O mesmo foi realizado com a NPs-Ag

comercial, porém a diluigao foi realizada na proporgéo 1:4 (v/v).

4.5.3.6.

Espectrometria de Emissdao Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICPOES - Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry

Para se obter a concentracao de ambas as NPs-Ag sintetizadas e
comercial, empregou-se a técnica ICPOES de acordo com o
procedimento descrito a seguir. Foram adicionados 0,3 ml de cada uma
das dispersdes, NPs-Ag-citrato, NPs-Ag-quitosana e NPs-Ag-comercial
em tubos falcon de 50 ml. A seguir adicionou-se a cada tubo 0,5 ml de
acido nitrico (HNOg3) ultrapuro e os imergiu em um béquer de 1,0L com
agua a 100° C. Apds 10 min neste sistema de aquecimento, retirou-se os
tubos do béquer e os avolumou a 50 ml. Em seguida realizou-se a leitura
no equipamento em ftriplicata. Em paralelo, construiu-se uma curva de
calibragdo com um padrao multielementar contendo a prata. Logo apds,
aplicou-se os fatores de conversdao no equipamento, obtendo-se a
concentragdo de particulas em em ppm (LABORDA et al., 2016; SHANG,;
GAO, 2014).

4.5.3.7. Microscopia eletronica de varredura por transmissao das
NPs-Ag sintetizadas

Para caracterizagdo morfologica de NPs-Ag, uma gota da solugéo
de cada NPs-Ag sintetizada foi colocada numa grade de transmissao e
apdés a evaporagdo completa da solucdo, realizou-se a analise de
microscopia eletrbnica de varredura por ftransmissdo (MEVT). O
microscopio eletronico foi operado no modo de transmissdo a 30 kV com
uma distancia de trabalho de 6,0 mm. A dispersao coloidal de NPs-Ag
com citrato trissédico foi analisada com a mesma concentragcédo obtida na
sintese, ou seja, sem a prévia diluicdo. No entanto, para as NPs-Ag com
quitosana devido a interagdo dos polimeros, foi necessaria uma diluicao

da dispersdo coloidal na proporgdo de 1:40 (v/v). Apés a analise, as
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imagens MEVT foram avaliadas com o software Image J fornecendo
assim a distribuicdo estatistica de tamanhos das NPs-Ag (AGNIHOTRI;
MUKHERJI; MUKHERJI, 2014).

4.5.3.8.
Espectroscopia no Infravermelho das NPs-Ag sintetizadas

As dispersbes coloidais de NPs-Ag e seus precursores foram
liofilizadas. Em seguida, todas as amostras foram analisadas no
espectrofotdmetro de infravermelho, com varredura de 4000 a 400 cm™,
16 acumulagdes e 2 segundos de tempo de exposi¢ao. Em sequéncia,
sobrepbs-se 0s espectros obtidos de cada sintese com seus respectivos
precursores, observando-se os possiveis deslocamentos das bandas
vibracionais, para entdo detectar os grupos funcionais envolvidos na
formacdo do complexo Ag*-ligante e na interagcdo das NPs-Ag-ligante
(KRITHIGA; JAYACHITRA; RAJALAKSHMI, 2013; USMAN et al., 2013).

454.
Preparo da amostra, impregnagao e caracterizagao do bambu com
NPs-Ag

4541.
Impregnacao do bambu com NPs-Ag

Com o auxilio de uma maquina de corte de preciso, foram obtidas
duas amostras de um colmo de bambu nas dimensées,1,8 x 1,2 x 0,5 cm

(comprimento x espessura x largura), conforme a Figura 28.
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Figura 28. Esquema de corte para a preparacdo das amostras de Bambu.

Em seguida, cada corte foi colocado em tubos de ensaio contendo
as respectivas dispersdes coloidais sintetizadas (NPs-Ag-citrato e NPs-
Ag-quitosana), de forma que o0s mesmos permanecessem totalmente
imersos. O sistema foi submetido a ciclos de vacuo seguido de estufa a
60°C, utilizando-se em cada ciclo uma nova dispersdo coloidal. Este
procedimento foi reproduzido por 20 vezes, totalizando 20 ciclos de
impregnacao, conforme ilustrado na Figura 29 (TBURTINO et al., 2015b).
Apds este procedimento foram obtidos dois cortes de bambu
impregnados. Em sequéncia, os mesmos foram analisados por

microtomografia computadorizada 3D e por difragdo de raios-x.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412794/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1412794/CA

73

Bomba i vacuo

Py
=

/ 6 ’ 6 /\ Dessecador
NPs-Ag NPs-Ag
Citrato Quitosana

|

1 Ciclo x 20 vezes

Figura 29. Esquema de impregnacdo do Bambu: imersao, impregnagcéo e secagem.

454.2.
Microtomografia computadorizada do bambu impregnado

As amostras de bambu tratadas com NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-
quitosana foram analisadas no microtomoégrafo seguindo os parametros
ilustrados na tabela 2. A amostra de bambu tratado com a NPs-Ag-
quitosana foi analisada no microtomografo duas vezes, utilizando-se em
cada uma as objetivas 0.4x (NPs-Ag-quitosana-01) e 4x (NPs-Ag-

quitosana-02).
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Sec¢ao do bambu

NPs-Ag-citrato NPs-Ag-quitosana
Analise1 Analise 2
Objetiva 4x 4x 0.4x
Pixel (um) 3,95 4,15 18,75
Voltagem (kV) 80 50 80
Poténcia (W) 7 4 7
Tempo de
) 0.2 2 0.2
exposicéo (s)
Numero de
o 1600 1600 1600
projegdes

Devido a magnificagdo optica empregada nas analises das se¢oes

do bambu impregnados com NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-quitosana (Analise

1) e ao comprimento das mesmas, as analises foram realizadas

primeiramente na extremidade do comprimento e em seguida, na parte

central, conforme a Figura 30.

Extremidade Central
P
04cm 11 0.4 cm !

Parte

externa

Parte

interna '


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412794/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1412794/CA

75

Figura 30. Esquema de analise da uCT com objetiva de 4x do bambu impregnado com
as NPs-Ag-citrato.

As imagens obtidas foram processadas com os softwares Image J
e ORS-Visual para obter imagens de alta qualidade e o calculo do volume
de agregados de NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-quitosana no interior das
amostras impregnadas. Para este calculo, utilizou-se as imagens
tomograficas referente a parte central de ambas as amostras,
desconsiderando-se parte do extremo inferior e da borda lateral, conforme
ilustrado na Figura 31 (bambu impregnado com NPs-Ag-citrato) e 32

(bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana).

Parte interna

2765
KHm

4

/< 2765um

7544,5um —

4

Parte externa

Figura 31. Volume da secéo utilizada ( 46,9 pmS- amarelo) para o calculo de wlume de
agregados no interior da secdo impregnada com NPs-Ag-citrato analisada com a objetiva
de 4x
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Parte interna

8200pum

/(25 15
— Hm
2855um

Parte externa

Figura 32. Volume da segéo utilizada (51,67 pms- amarelo) para o calculo de wlume de
agregados no interior da segao impregnada com NPs-Ag-quitosana analisada com uma
objetiva de 4x.

A segunda analise da amostra de bambu impregnado com NPs-Ag-
quitosana (analise 2) foi analisada com uma objetiva de 0.4x, lente com
menor resolugado, permitindo a visualizagdo da secgao inteira do bambu
impregnado. Da mesma forma, as imagens tomograficas foram
processadas, obtendo-se a quantidade de agregados no interior da segao
impregnada. Para o calculo de agregados de NPs-Ag-quitosana no
interior da secado impregnada, nas imagens tomograficas referentes a
andlise 2, foi desconsiderado 1mm dos dois extremos da amostra,

conforme ilustrado na Figura 33.
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Parte interna

~3500Lm

: I ! 4000um
16000um

Parte externa

Figura 33. Volume da segao utilizada (568 pm3- amarelo) para o célculo de wolume de
agregados no interior da secdo impregnada com NPs-Ag-quitosana analisada com a
objetiva de 0.4x.

As partes desconsideradas no processo de quantificacdo dos
agregados foi necessaria para que as camadas de agregados externos
nao influenciassem na quantificagdo dos agregados no interior das

amostras.

4.54.3.
Difracao de raio-X do bambu impregnado

A anadlise de difragao de raios-x foi realizada com duas sec¢des do
bambu impregnado com NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-quitosana,
respectivamente. A principio, a se¢cao impregnada foi partida na metade
de seu comprimento. Uma das metades foi reservada para realizagao de
outras analises e a outra foi analisada longitudinalmente pela difracdo de

raios-x.
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Em uma das metades, realizou-se um corte longitudinal da camada
superficial com 0,1 cm de largura e analisou-se. Em seguida analisou-se a

secao do bambu sem a camada externa, conforme ilustrado na Figura 34.

Lamina p/ o corte

Camada
superficial

| AN

1,8cm ‘

} 09cm /
Intermo

Figura 34. Esquema do corte do bambu impregnado com as NPs-Ag e analisado no
DRX

Cada secao foi analisada em um difratdmetro operando com um
CuKa de A = 1548 A, a 40 kV de voltagem e 40 mA de corrente. A
varredura foi de 26 = 5° - 90°, com 0,02° por passo e taxa de aquisicéo de
2°/min. Este procedimento foi realizado com as se¢bes do bambu, ambas

impregnadas com as NPs-Ag sintetizadas.

Os difratogramas obtidos foram sobrepostos e comparados,
verificando-se a possivel presenca de picos de difragdo relacionados a
celulose cristalina e nanocristalitos de prata reportados na literatura
(CORREIA et al., 2015; LI etal., 2016).

45.5.
Teste antifungico qualitativo do bambu impregnado

As secoes do bambu sem e com tratamento foram submetidas as
condicbes ambientes por 210 dias, sob temperatura média de 33°C e
umidade do ar de 80%. Em seguida, foram avaliadas visualmente quanto

a presencga de microrganismos.
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5.
Resultados e Discussoes

Neste capitulo sdo apresentados os resultados e discussdes
referentes ao estudo anatdmico do bambu Dendrocalamus giganteus
Wall.ex Munro, a caracterizagdo das NPs-Ag estabilizadas com diferentes
ligantes e a impregnagcdo de segbes do mesmo com as NPs-Ag

sintetizadas.

5.1.
Estudo do Bambu Dendrocalamus giganteus

5.1.1.
Microtomografia Computadorizada

A andlise no uCT forneceu imagens tridimensionais (3D) e
bidimensionais (2D) de sec¢des internas do bambu, sendo possivel
estudar a sua estrutura anatdmica através da identificacdo dos diferentes
tecidos presente na matriz vegetal em fungdo da variacdo de densidade
das estruturas identificadas em escala de cinza (COCHARD; DELZON,;
BADEL, 2015). Na Figura 35 observa-se uma imagem em 3D, na qual é
possivel identificar os feixes vasculares (A-E) circundados pelo
parénquima (E), conforme a morfologia descrita por LIESE, (1985). Nos
feixes vasculares verifica-se que os vasos do protoxilema (A), metaxilema
(B) e tubo crivado do floema (C) estdo escuros, o que de acordo com a

técnica, representa regides onde a radiagao incidente ndo foi atenuada ou
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esta atenuacgéo estava abaixo do limite de deteccdo do equipamento. Esta
informacédo confirma que estes compartimentos sao vazios. O feixe de
fibras (D) presente ao redor dos vasos do protoxilema, metaxilema e
floema, apresenta coloracdo acinzentada clara, relacionada com a maior
atenuacdo da radiacdo incidida decorrente da densidade superior
presente neste tecido.

O parénquima localizado ao redor dos feixes vasculares e entre os
vasos apresenta coloragéo cinza escuro, revelando que a sua constituicao
possui densidade inferior a das fibras, ocasionando menos atenuagao da

radiacao.

Protoxilema
Metaxilema
Floema

Fibras

Parénquima

Figura 35. Imagem de uCT-3D do bambu sem tratamento, se¢cdo 5x5x5 mm, ilustrando:
A) Protoxilema; B) Metaxilema; C) Floema; D) Fibras; E) Parénquima.
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Os resultados obtidos através da yCT ndo consideram somente a
presenca de diferentes constituintes, mas também sua concentragdo na
amostra. Na Figura 36, observa-se células do parénquima com paredes
celulares em coloragdo cinza claro, identificando que os constituintes
estdo dispostos em concentracbes diferentes ao redor das células

parenquimaticas.

Figura 36. A) Imagem microtomografica do bambu no plano xy B) Imagem
microtomografica do bambu no plano xy indicando concentracdo dos constituintes
diferenciada em células do parénquima.

Certamente, este € um caso pontual, pois a maioria das demais
células apresenta relativa homogeneidade no espessamento de suas
paredes celulares. Contudo, € importante ressaltar que 0 mesmo pode
ocorrer com os feixes vasculares, pois a espécie em questao trata-se de
uma monocotiledénea, e seu desenvolvimento ocorre de forma difusa e
heterogénea (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014).

5.1.2.
Microscopia eletronica de varredura - MEV

As imagens MEV apresentadas na Figura 37 ilustram um vaso do
metaxilema, na secdo longitudinal. As paredes periclinais de duas células
justapostas estdo posicionadas em angulos entre 80-90° com relagdo ao
eixo vertical da imagem e a espessura da jungado dessas paredes possui
em torno de 3,75 um de espessura. Além disso, observa-se também na
parede interna dos vasos a ocorréncia de pontoagdes, que sao 0S meios

de comunicacdo entre os elementos de vaso e as demais células que o
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circuncidam, podendo também apresentar geometria e dimensdes
diferenciadas dependendo da célula em questdo. Logo, estas pontoagdes
estdo presentes em todas as células da matriz vegetal, permitindo o

transporte de nutrientes em toda a estrutura.

1.0kv X700 WD 144mm  10zam

X80 WD 200mm 100pm

1.0kV X1,800 WD 145mm  10pm

Figura 37. Imagem MEV do elemento de vaso do metaxilema na sec&o longitudinal. A
direita sao ilustradas as imagens expandidas das paredes terminas das células no
interior do vaso do metaxilema.

5.1.3.
Microscopia Confocal de Varredura a Laser do Bambu

A analise por CLSM foi realizada empregando-se os fluorocromos
calcofluor white e auramina O como auxiliares na deteccado da celulose e
lignina, respectivamente. A celulose ndo emite fluorescéncia, sendo por
isso necessario o uso de um fluorocromo especffico para ser detectada. O
calcoflior White é comumente utilizado para o estudo de paredes
celulares de células vegetais ligando-se seletivamente a celulose e
emitindo fluorescéncia em um comprimento de onda maximo a Acmissao=

435 nm, quando excitado com uma fonte de luz monocromatica em um
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comprimento de onda Aexc= 350 nm. Nas imagens o calcofluor e
consequentemente a celulose sao identificados mediante a coloragéao
ciano.

A auramina O é um fluorocromo especifico para compostos
fendlicos, como a lignina. Possui emissdo de fluorescéncia em
Aemissao=000 nm, quando excitada com uma fonte de luz monocromatica
em Aexc=430 nm, sendo detectada pela coloragdo amarela. A lignina € um
composto autofluorescente, ndo sendo necessario o emprego de
fluorocromo para ser detectada no CLSM. No entanto, quando analisada
concomitantemente com a celulose, sua autofluorescéncia é mascarada,
nao sendo detectada. Por isto o emprego da auramina O neste caso foi
necessario. Nas imagens a auramina O e consequentemente a lignina
sdo identificadas mediante a coloragdo amarela. A Figura 38 ilustra as
imagens obtidas através do CLSM do feixe vascular, ressaltando as fibras

€ 0 parénquima.

Figura 38. Imagem obtida por CLSM da sec¢do transwversal do bambu identificando a
celulose (ciano) e lignina (amarelo). A) Feixe vascular; B) Imagem expandida do
parénquima; C) Imagem expandida do feixe de fibras.

A parede celular apresenta uma composi¢cao complexa pela co-

presenga dos dois polimeros, gerando uma sintese de cores entre ciano
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(celulose) e amarelo (lignina) com uma aparéncia final de tons de verde
claros e escuros. Analisando-se as células do parénquima (Figura 38B),
verifica-se a predominancia da coloracdo ciano, indicando a presenga
preeminente da celulose. Ocorre também a presenca da coloragao
amarela no interior das células, proximo a camada de celulose, mostrando
que a lignina esta presente, mesmo em quantidades bem pequenas.
Considerando-se que as células do parénquima possuem parede celular
secundaria delgada, cujo percentual de lignina varia entre 15-35%, o
resultado obtido é plausivel (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2014). As
células do parénquima possuem geometrias facetadas com dimensdes
variadas, sendo marcada na imagem uma célula com diametro de 25 pm.
As fibras (Figura 38C), apresentam a coloracdo amarela/verde em
praticamente todo o feixe, revelando diferentes tonalidades em camadas
concéntricas a partir do lume, as quais séo referentes a espessura da
parede celular secundaria lignificada (LIESE, 1985; ROSE, 2003). As
mesmas possuem geometrias cilindricas com diametros variados, sendo
assinalada na imagem uma fibra com 30 ym de diadmetro.

De acordo com GRITSCH; MURPHY (2005) a deposi¢ao da
parede secundaria nas células do parénquima e fibras ocorrem em
estagios diferentes. Em estudos com o bambu Dendrocalamus asper, os
autores verificaram que no estagio 3, comecgou a ocorrer a deposi¢cao da
parede secundaria nas fibras, enquanto que nas células do parénquima,
havia somente a parede primaria. No estagio 4, o ultimo, iniciou o
processo de deposicdo da parede secundaria nas células do parénquima,
ocorrendo também nova deposi¢cao nas fibras e formando as camadas
concéntricas. Isto explica os resultados visualizados na Figura 38.

JI et al. (2013) estudando células vegetais de Pinus yunnanensis,
também conseguiram detectar as camadas de parede celular secundaria
através da intensidade e tonalidade de amarelo/verde revelada pela
autofluorescéncia da lignina.

Na Figura 39 A, ¢ ilustrada uma area da interface entre as células
do parénquima e as fibras do esclerénquima. Nas Figuras 39B e 39C sao
ilustradas as mesmas imagens, separando-se as cores para a

identificacdo seletiva da celulose (ciano) e lignina (amarelo/verde).
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Confrontando-se as Figuras 39B e 39C, €& possivel confirmar que o
parénquima € rico em celulose, enquanto as fibras sao ricas
prevalentemente em lignina. Consequentemente os dois componentes

estao presente em ambos os tecidos, mas em concentracdes diferentes.

Figura 39. Imagem obtida por CLSM da sec¢do transversal do bambu ilustrando o
parénquima e fibras do esclerénquima. A) Identificagdo da celulose (ciano) e lignina
(amarelo/verde); B) Identificagdo da celulose; C) Identificacéo da lignina.

A Figura 40A-B, ilustra a secdo longitudinal do parénquima e das
fibras, caracterizando somente a celulose. Na Figura 40A, observa-se
células do parénquima em geometrias quadradas e retangulares com 21
pm de largura. Esta variagcdo na geometria das células pode estar

relacionada com o processo de divisdo celular, originando células com
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diferentes comprimentos. A parede celular apresenta diversas pontoagoes
com dimensdes na faixa de 500-900 nm, sendo realgada pontoagdes com

didmetros de 530 nm, 571 nm e 670 nm.

Pontoacoes %

Figura 40. Imagem obtida por CLSM da segéao longitudinal do bambu com identificagao
somente da celulose (ciano), ilustrando as pontoagbes e didmetros. A) Células do
parénquima; B) Célula do parénquima ampliada.

Na Figura 41, observa-se que as fibras apresentam pontoagdes
com dimensdes heterogéneas, com diametros na faixa de 1-2 ym, sendo
assinalada uma pontoacdo com diametro de 1,69 um e o lumen,
localizado no centro da fibra com didametro de 1,83 ym. Comparando-se
os resultados, verifica-se que as pontoagdes presentes nas paredes
celulares do parénquima apresentam didametros menores do que o

didametro das pontoacgdes presentes nas fibras.
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Pontoacoes

Figura 41. Imagem obtida por CLSM da segéao longitudinal do bambu com identificagao
somente da celulose (ciano), ilustrando as pontoagdes e diametros das fibras. A) Fibras;
B) Fibra ampliada; C) [umen.

Na Figura 42 (A-C), referente a imagem da secao longitudinal do
elemento de vaso do metaxilema, pode-se Vvisualizar a coloragao
amarela/ciano, sugerindo a coexisténcia da lignina e celulose, que esta
relacionada com a parede celular secundaria lignificada presente no
revestimento destes elementos, conforme descritos na literatura (ROSE,

2003). Além disso, verifica-se que as pontoagbes apresentam geometrias
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areoladas com diametros entre 4,05 ym e 4,22 ym, circundadas pela

presenga acentuada de celulose.

Figura 42. Imagem obtida por CLSM da seg¢&o longitudinal do bambu ilustrando o
elemento de vaso do metaxilema rewestido com uma parede celular secundaria
lignificada. A) Identificagdo da celulose (ciano) e lignina (amarelo) B) Identificagdo da
celulose C) Identificagdo da lignina.
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5.2.
Caracterizagao das NPs-Ag

5.2.1.
Espectroscopia no UV-Visivel, potencial zeta e concentragao das
nanoparticulas de prata (NPs-Ag)

De acordo com a teoria de Mie (MIE, 1908; WRIEDT, 2012) o
espectro de extincdo de uma dispersao coloidal de particulas esféricas é
o conjunto dos fendmenos de absorgdo e espalhamento da radiagao
eletromagnética pelas particulas. Os elétrons livres presentes na
superficie metalica comportam-se como plasmons superficiais, que
oscilam com frequéncias especificas em fungdo do tamanho das

particulas (Figura 43).

Campo elétrico

Esfera metilica

» 4
Nuvem de elétions

Figura 43. Imagem ilustrativa do fenémeno LSPR (Localized surface plasmon
resonance). Adaptado de ROMANI (2011).

Quando uma radiagdo eletromagnética do espectro visivel (360-
800nm) incide sobre uma particua com tamanho menor que o
comprimento de onda da luz incidente, esta radiagdo entra em
ressonancia com o0s modos oscilatorios dos plasmons superficiais,
observando-se o fendbmeno de ressonancia localizado de plasmons de
superficie (LSPR - Localized Surface Plasmon Resonance) (DESAI et al.,
2012).

Banda de extingdo LSPR com elevado comprimento de onda (A) no

intervalo espectral na regido do visivel esta diretamente relacionada com
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particulas de maiores didmetros, em contrapartida, uma banda de
extingdo com baixo comprimento de onda (A) esta relacionada a particulas
com diadmetros menores (AGNIHOTRI; MUKHERJI; MUKHERJI, 2014)

A técnica de espectroscopia UV-Visivel, conforme ilustrado na
Figura 44, foi utilizada para analisar os espectros de extingdo das
dispersbdes coloidais de NPs-Ag-comercial, NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-
quitosana, apresentando comprimentos de onda maximos (Amax) em 398,1
nm, 394,1 nm e 402,2 nm respectivamente. As dispersdes coloidais
sintetizadas apresentaram coloracdo amarela transparentes, indicando a

formacao de particulas de prata em escala nanométrica.

- - = NPs-Ag-Citrato
—— NPs-Ag-Quitosana
3981 e NPs-Ag-Comercial

Absorbancia
o
(4)]
1
-

300 400 500 600

Comprimento de onda ( nm)

Figura 44. Espectro de extingdo na regido UV-Visivel das NPs-Ag-citrato, NPs-Ag-
quitosana e NPs-Ag comercial revestida com citrato trissodico.

Comparando-se 0s Anx € a intensidade de absorbancia das NPs-
Ag-citrato com as NPs-Ag-Comercial, que também sao estabilizadas com
citrato trissddico, verifica-se uma variacdo de 4 nm e 0,02 unidades de
absorbancia, indicando relativa proximidade de tamanho e concentragao
de NPs-Ag. Valores proximos a estes também foram encontrados por
ANTUNES et al. (2013), ao sintetizarem NPs-Ag estabilizadas com citrato
trissédico em um estudo de avaliagdo das propriedades antifungicas de
NPs-Ag.
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A banda de extingdo referente as NPs-Ag-quitosana apresentaram
Amax superior e intensidade de absorbancia inferior em relagdo as NPs-Ag-
Comercial e NPs-Ag-citrato. Neste caso, os valores de Awux e de
intensidade da absorbancia ndo podem ser utilizados para comparar os
tamanhos de particulas entre as dispersbes analisadas, pois foram
empregados agentes estabilizantes com mecanismos de complexagao
diferentes.

De acordo com o estudo de WANG et al. (2015), a quitosana € um
polimero formado por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose, que possui uma conformagao
globular e forma complexos encapsulando as particulas metalicas.
Consequentemente, o meio dispersante das NPs-Ag passa a ser o
polimero de quitosana, e a sua constante dielétrica deve ser considerada
na avaliagdo do tamanho da particula, pois a aplicagdo de dispersantes
com constantes dielétricas diferentes provoca uma interacdo diferenciada
das NPs-Ag com a radiagdao, promovendo o deslocamento do Ansx €
variagao na intensidade da banda de extingdo (GHOSH; PAL, 2007).

A variagao de intensidade de absorbancia observada na Figura 35
também pode ser justificada considerando-se que o encapsulamento dos
ions Ag” na fase de complexagdo com a quitosana pode ter influenciado o
desempenho do agente redutor, borohidreto de sddio (NaBH,4). Quando o
NaBH,, entra em contato com o complexo Ag*-quitosana, este se depara
com dois desafios: o pH da solugdo do complexo e a matriz polimérica de
quitosana que protege a prata idbnica complexada. O NaBH4 é um potente
agente redutor que atua preferencialmente em pH acima de 7, porém em
pH acido, o mesmo reage rapidamente, sofrendo decomposi¢cao
instantdnea. Considerando que a solugdo aquosa do complexo Ag'-
quitosana possui pH entre 4-5, parte do NaBH4 pode ser decomposto e a
reducdo dos ions Ag® ndo ser completa, produzindo menos NPs-Ag no
meio aquoso. Adicionalmente, o fato da quitosana estar envolvendo os
ions metalicos também pode dificultar o processo de redugéo, pois esta
dificulta o acesso do NaBH, aos ions Ag* que estdo no interior da esfera

polimérica.
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Na sintese de NPs-Ag-citrato, a solugdo aquosa do complexo Ag-
citrato possui pH entre 6-7, bem préximo ao pH de atuacdo do NaBHjs.
Além disso, o ion citrato, mesmo sendo um ligante tridentado, possui
menor comprimento de cadeia, ndo sendo possivel envolver toda a
superficie metalica, o que facilita o contato entre o agente redutor e o ion
metalico.

A andlise do potencial zeta das dispersdes revelou que as NPs-Ag-
citrato e as NPs-Ag-comercial apresentaram carga superficial negativa,
com valor igual a -75,0 mV e -70,6 mV respectivamente, proveniente da
coordenacdo com os ions citrato (Figura 45). Isto indica a relativa
estabilidade das mesmas, devido a forte repulsdo eletrostatica, impedindo
a aglomeragao das NPs-Ag em solugdo. Enquanto que as NPs-Ag-
quitosana apresentou um valor de potencial zeta positivo, com valor igual
a +65,3 mV, atribuido pela presenca de cargas positivas em sua
superficie, oriundas dos grupos amino protonados presentes na cadeia

polimérica de quitosana.

-70,6
-75
65,3
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80

Potencial zeta (mV)

B NPs-Ag-quitosana B NPs-Ag-citrato-comercial B NPs-Ag-citrato

Figura 45. Representagao grafica dos valores de potencial zeta para as NPs-Ag-citrato (-
75,0 mV), NPs-Ag-comercial (-70,6 mV) e NPs-Ag-quitosana (+65,3 mV).

A concentracdo das dispersdes sintetizadas e comercial podem ser

visualizadas na Tabela 3 abaixo:
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Tabela 3- Valores da concentragdo de NPs-Ag nas dispersodes sintetizadas e
comercial obtidos por ICPOES.

NPs-Ag
NPs-Ag-citrato NPs-Ag-quitosana  NPs-Ag-comercial
Concentragao
“ 229,02 230,00 16,66
(mg L")
5.2.2.

Microscopia eletronica de varredura por transmissdao (MEVT) das
Nanoparticulas de Prata

Através da técnica de microscépia eletrbnica de varredura por
transmissao (MEVT, ou STEM, do inglés, scanning transmission electron
microscope) obteve-se imagens das NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-quitosana
com as quais foi possivel elaborar a distribuicao estatistica de diametro
das NPs sintetizadas. Na figura 46A, observa-se a imagem MEVT
referente as NPs-Ag-citrato, apresentando geometria esférica e relativa
proximidade. O histograma na figura 46B refere-se a distribuicdo de

diametro das NPs-Ag-citrato, apresentando valor médio de 14,3 £ 3,6 nm.
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B . Mean: 14.3 hm
Deviation: 3.6

Counts (Arb. Units)

Diameter (nm)

Figura 46. A) Imagem MEVT das NPs-Ag-citrato; B) Histograma de distribuigdo do
didmetro das NPs-Ag-citrato.

Na Figura 47, observa-se as imagens MEVT das NPs-Ag-quitosana
em duas diferentes posicbes da amostra em exame. Na imagem 47A, as
nanoparticulas encontram-se dispersas e separadas uma das outras,
enquanto que na imagem 47B, as mesmas, se apresentam aglomeradas,
mantendo-se préximas um das outras, provavelmente devido ao processo
de evaporagao do solvente aquoso durante a preparagcdo da amostra
MEVT. Através do processamento da imagem 47 A, foi possivel obter um
histograma referente a distribuicdo estatistica dos didmetros das NPs-Ag-
quitosana, ilustrado na imagem 47C, apresentando um diametro médio de

4 + 1,2 nm, sendo menor que as NPs-Ag-citrato.

Counts (Arb. Units)

Diameter (nm)

Figura 47. A-B) Imagem MEVT das NPs-Ag-quitosana dispersas e aglomerada; C)
Histograma de distribuicdo de diametro das NPs-Ag-quitosana obtido pelo
processamento da imagem 47A.
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5.2.3.
Espectroscopia no Infravermelho (IV) das Nanoparticulas de Prata

Com auxilio da técnica de espectroscopia infravermelho obteve-se
0s espectros vibracionais dos seguintes compostos: ligante organico puro,
complexo ligante organico-Ag”, e sistema ligante-NPs.

Na Figura 48 sdo apresentados os espectros FT-IR do citrato
trissodico, do complexo-Ag*-citrato e NPs-Ag-citrato, respetivamente, no
estado solido e liofilizados. Estes foram sobrepostos, identificando-se as

bandas referentes a vibragao das ligagées O-H, C=0 e C-O.

—— Citrato trissodico
Complexo-Ag-Citrato
— NPs-Ag-Citrato

vO-H vc=0 J0-H vC-0
5C-H

A

Transmitancia (u.a.)

T Y T L T y T y T y T y
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

l

Numero de onda (cm”

Figura 48. Espectros FT-IR do citrato trissodico (preto), complexo-Ag’-citrato (vermelho)
e NPs-Ag-citrato (azul) ilustrando as bandas vibracionais que apresentaram um
deslocamento significativo pela caracterizagdo da formagdo do complexo de
coordenagéo.

O estiramento da ligacdo O-H no citrato trissédico solido,
apresenta-se com duas bandas, uma em 3445 cm’ aguda e fraca
correspondente ao OH livre, e uma banda larga e fraca entre 3300 e 3100
cm' no caso do O-H associado. No entanto, quando visualizamos a

mesma banda nos espectros do complexo-Ag*-citrato e NPs-Ag-citrato,
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verificamos que a mesma se apresenta de forma larga e média entre
3600 e 3000 cm™. Isto pode ser decorrente da diferenca dos processos de
preparacdo da amostra que antecederam a analise, pois o citrato
trissodico foi analisado em sua forma sélida, enquanto o complexo-Ag*-
citrato e NPs-Ag-citrato, foram previamente congelados e liofilizados,

restando ainda quantidades residuais de agua na amostra.

Tabela 4. Bandas vibracionais relativas as principais ligagdes presente no citrato
trissodico e seus deslocamentos do complexo-Ag'-citrato e NPs-Ag-citrato
(PAVIA et al., 2010).

Ligagdes Banda vibracionais: Nomero de onda (intensidade, forma)

citrato trissodico Complexo-Ag+-citrato NPs-Ag-citrato

0=3445 cm-1, (fa)
O-H v=3300-3100 cm-1
0=1387 cm-1, (m,a)

v=3600-3000 cm-1, (m,l) 1=3600-3000 cm-1, (m,l)
6=1375cm-1, (m,a) 6=1350 cm-1, (m,a)

Usim=1581 cm’™', (F, a) Usim= 1554 cm™', (F,a)  0sm=1570 cm™',(m, a)

C=0

Vass=1659 cm™, (f, a) Vass= 1655 cm™ | (f, @)  0as=1639 cm”, (m,a)
c-0 0=1270 cm™,(f, a) v=1270 cm™, (m, L) v=1153 cm™,(m,L)
oH 0=2995-2985 cm’', (fla) 1=2995-2985 cm', (fla)  v=n&o é visualizada

5=1373 cm’ (f,a) 5=1373 cm’' (f,a) 5=1373 cm™', (f,a)

0=deformagdo angular, v=estiramento; Forte=F, média=m, franca=f , Larga=L; aguda=a

Na Figura 49, observa-se o0s espectros expandidos, onde &
possivel avaliar no espectro do citrato trissddico as bandas referentes a
deformacdo angular da ligacdo O-H, posicionada em 1387 cm’ e ao
estiramento das ligacdes C=0 e C-O, posicionadas em 1581 cm™ e 1270
cm’', respectivamente. A banda de deformagdo angular do O-H apresenta

deslocamento de 12 cm™, de 1387 cm™ a 1375 cm™ no complexo-Ag*-
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citrato. No caso da NPs-Ag-citrato a deformagédo angular do O-H se

deslocou em 37 cm™, se posicionando em 1350 cm™.

— Citrato trissodico
Complexo-Ag-Citrato
— NPs-Ag-Citrato

1387 cm’

Za
al

vC-0

Transmitancia (u.a.)

5

vC=0 | 80-H

: T : T y T J T T ) T J T ) 1
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 49. Espectro FTIR expandido do citrato trissédico, Complexo-Ag-citrato e NPs-Ag-
citrato ilustrando as bandas que apresentaram deslocamento e caracterizam a formagao
do complexo de coordenagao.

A banda de vibragcdo C=0 geralmente se apresenta em dupletos
relacionado aos modos de vibracdo simétrico e assimétrico, ocorrendo na
faixa espectral de 1710 cm™ a 1680 cm™, porém se houver a possibilidade
de realizar conjugagdo, sua absorgdo passa a ocorrer em frequéncias
mais baixas (PAVIA et al., 2010). No espectro do complexo-Ag*-citrato,
observa-se um deslocamento de 27 cm™ da banda da vibragdo simétrica
C=0 de 1581 cm™ a 1554 cm™', enquanto que no espectro da NPs-Ag-
citrato, a banda se posiciona em 1570 cm™', porém com menor
intensidade.

Todavia, ao analisar-se o comportamento da banda de estiramento
C-O, observa-se que no espectro do complexo-Ag*-citrato, o modo
vibracional permanece em 1270 cm™", mas no espectro da NPs-Ag-citrato,
a banda se desloca para 1153 cm™, indicando que a ligagdo C-O na NPs-
Ag-citrato ficou mais fraca. Isto pode ser decorrente do estabelecimento

de uma ligagdo de coordenagéo entre a prata e o oxigénio da ligagao C-
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O. Os ions carboxilatos tém a possibilidade de realizar uma
deslocalizagao eletrdnica por ressonancia dentro do sistema conjugado
RCOQO’, tornando as ligagbes C=0 e C-O um hibrido de ressonancia. A
prata se coordenando aos oxigénios da ligacdo °0-C-O®, diminuindo a
constante de forga da ligacdo C-O do ion carboxilato. A prata possui
numero de coordenacéao igual a dois (NC=2), e por isso pode se ligar com
grupos carboxilatos e com a hidroxila criando uma ponte intramolecular.

Segue o esquema proposto na Figura 50.

Figura 50. llustracao da estrutura de coordenacéo do ion Ag+ com ion citrato.

Na Figura 51, observa-se os espectros do polimero quitosana,
complexo Ag*-quitosana e NPs-Ag-quitosana sobrepostos, avaliando-se
os deslocamentos das bandas referentes as ligagdes N-H, O-H, C=0 e C-

N, todas identificadas no espectro em exame.

Quitosana
Complexo-Ag-Quitosana
— NPs-Ag-Quitosana

vO-H 3N-H

™ (glicosidico)

Transmitancia (u.a.)

T T B T T T B T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
"

Numero de onda (cm”

Figura 51. Espectro FTIR da quitosana (preto), Complexo-Ag-quitosana (vermelho) e
NPs-Ag-quitosana (azul) ilustrando as bandas que apresentaram deslocamento e
caracterizam a formagao do complexo de coordenacéo.
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Na tabela 5, pode-se comparar os deslocamentos das bandas
vibracionais associados aos estiramentos das ligagdes N-H, O-H, C=0 e
C-N e deformagdes angulares das ligagdes O-H e N-H nos espectros da

quitosana, complexo-Ag*-quitosana e NPs-Ag-quitosana.

Tabela 5. Bandas vibracionais relativas as principais ligagdes presente na
quitosana e seus deslocamentos do complexo-Ag'-quitosana e NPs-Ag-
quitosana.

Ligagoes Banda vibracionais: Numero de onda (intensidade, forma)

quitosana complexo-Ag+-quitosana NPs-Ag-quitosana

oH v=3000-3600 cm™'(m,L) ©=3000-3600 cm ' (m,L) v=3000-3600 cm'(m,l)

5=1420 cm” (f,a) 5=1405 cm™'(m,a) 5=1405 cm™ (F,a)
- v=3000-3600 cm'(m,L) v=3000-3600 cm” (m,L) v=3000-3600 cm” (m,l)

) 5=1583 cm™, (f,a) 5=1554 cm™, (m,a) 5=1554 cm™, (F,a)
Cc=0 0=1650 cm’' (f,a) 0=1638 cm’' (f,a) 0=1643 cm’'(f,a)
CN v=1318 cm™(f.a) v=1330 cm™ (f,a) 0v=1338 cm™' (f,a)

Aminico ’ ’ ’

c-O Vass=1063 cm™' (F,a) Vass=1067 cm’' (F,a) Vass=1063 cm’' (F,a)

glicosidico  0ass=1024 cm™ (F,a) Vass=1029 cm™ (F,a) Vass=1024 cm™ (F,a)
CH 5 =1373 cm’' (f,a) 5 =1373 cm’' (f,a) 5 =1373 cm’' (f,a)

O0=deformagao angular, v=estiramento; Forte=F, média=m, franca=f , Larga=L; aguda=a

Conforme ilustrado na Figura 51, os estiramentos das ligagées N-H
e O-H estdo sobrepostos em um intervalo de 3000 e 3600 cm™, e por isso
de dificil interpretacdo. Avaliando-se a deformagao angular das mesmas
ligagbes (Figura 52), na quitosana e no complexo-Ag*-quitosana, no
intervalo de 1583 a 1405 cm'1, observa-se um deslocamento de 29 cm™ e
15 cm™ respectivamente, indicando a diminuicdo da frequéncia de
vibragcdo. Isto pode apontar a possivel formacdo de ligacbes de

coordenagao entre a prata, oxigénio (O-H) e nitrogénio (N-H). Enquanto
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no sistema NPs-Ag-quitosana, estas bandas de vibragdo permaneceram

na mesma posi¢édo do complexo-Ag*-quitosana

Quitosana
Complexo-Ag-Quitosana
— NPs-Ag-Quitosana

1

1583 cm’
1650 cm™1 N N -1
cm 249>cm 15+cm 20cm
S -1 1318 cm™!
2 1420 cm cm
@
O
2 //\,
@ |
VC:O /V\' \/\/ ‘\VC'N
SN-H 30-H~
T T T T T T T T T 1
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Numero de onda (cm'1)

Figura 52. Espectro FTIR da quitosana (preto), Complexo-Ag-quitosana (vermelho) e
NPs-Ag-quitosana (azul) ilustrando as bandas que apresentaram deslocamento e
caracterizam a formagao do complexo de coordenagéo.

As vibragdes de estiramento e dobramento do N-H do grupo amino
e do grupo amida coincidem nos mesmos intervalos sendo impossivel a
identificacdo da mesma de forma individual. Desta forma a prata pode
estar coordenada a qualquer um dos dois grupos. No entanto, se a prata
estiver ligada ao nitrogénio do grupo amida, espera-se que a ligagao C=0
também seja afetada. Observando-se a banda da ligacdo C=0O da
quitosana para o complexo-Ag*-quitosana, verifica-se que a mesma se
deslocou de 1650 para 1638 cm™', enquanto que no espectro NPs-Ag-
quitosana a banda ficou posicionada em 1643 cm™. Isto mostra que esta
vibracdo teve sua frequéncia diminuida com a presenca da prata ibnica e
metalica, supondo-se uma interacdo entre esta e o oxigénio da carbonila
(C=0).

A ligacao C-N de todas as aminas ¢ identificada por uma banda de
estiramento média entre 1350 cm™ e 1000 cm™', enquanto que a banda
da ligagdo C-N de uma amida primaria e secundaria ocorre em 1400 cm’’

(PAVIA et al., 2010). No espectro da quitosana, observa-se a banda da
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ligagdo C-N do grupo amino ocorrendo em 1318 cm™, a qual é deslocada
de 12 cm™ para uma frequéncia mais alta no espectro do complexo-Ag*-
quitosana, em 1330 cm™. Continuando a ser deslocada no espectro NPs-
Ag-quitosana posicionada em 1338 cm™. Isso pode ser explicado pela
coordenagdo da prata com o nitrogénio aminico, o qual assume uma
carga parcial positiva  tornando-se  mais  eletronegativo e
consequentemente retirando os elétrons da ligagdo covalente C-N. Isso
determina uma redugdo no comprimento da ligagcao e o fortalecimento da
mesma, promovendo um aumento da frequéncia da vibracdo C-N.

Logo, com base nesta analise, pode-se supor que a quitosana
esteja coordenada a prata pelo oxigénio da hidroxila(O-H) ou da carbonila
(C=0) e pelo nitrogénio do grupo amino (NH;), conforme o esquema na
Figura 53, o que confirma a proposta de OGAWA; OKA; YUI, 1993.

OH OH
o,
O Q 0 0
o
HO HO
“ + _NH, NH
Ag- +Ag
- O—
CH3

Figura 53. llustragdo de coordenagcdo da quitosana a prata idnica.

Resultados semelhantes foram encontrados por USMAN et al.
(2013), na caracterizagcdo de NPs de oxido de cobre estabilizadas por
quitosana, onde foi observado o deslocamento da banda de vibragao N-H,
concluindo a coordenacdo da quitosana ao metal pelo atomo de

nitrogénio.
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5.3.
Caracterizagdo do bambu Dendrocalamus giganteus impregnado
com NPs-Ag

:Ii?c;:t;tomografia computadorizada 3D do bambu impregnado com
NPs-Ag

A técnica de PCT forneceu imagens tridimensionais, nas quais €
possivel observar a presenga de agregados metalicos ndo s6 na parte
superficial da se¢&o, mas também no interior da matriz vegetal. As NPs-
Ag nao foram visualizadas individualmente nas imagens, devido a
limitacdo da técnica, podendo ser detectados apenas aglomerados de
NPs-Ag > 1um.

As segdes do bambu impregnadas com NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-
quitosana analisadas com uma objetiva de 4x, forneceram imagens
tomograficas referentes a extremidade e parte central das segdes
analisadas, conforme indicado na se¢cao materiais e métodos (Figura 30).
A fim de ter uma visdo ampla da impregnacédo, a se¢ao do bambu
impregnada com NPs-Ag-quitosana foi analisada também com a objetiva
de 0.4x, fornecendo imagens tomograficas com menor resolugdo, porém
permitindo a visualizagdo da sec¢&o inteira em uma unica imagem.

Na Figura 54 A-B, observa-se as imagens tomograficas do bambu
impregnado com NPs-Ag-citrato, referentes a parte central. Para uma
melhor interpretagdo visual dos agregados metalicos, no processamento
digital, retirou-se a matriz vegetal do bambu, visualizando-se apenas os
agregados metalicos de prata.

Na Figura 54 A, verifica-se que os agregados sao distribuidos de
forma ndo homogénea, se depositando somente no parénquima,
contornando os feixes vasculares, e se localizando preferencialmente na
parte externa da amostra examinada. Adicionalmente, na Figura 54 B, é
possivel observar a distribuicdo destes agregados metalicos de NPs-Ag-
citrato no interior da amostra processada, utilizando uma escala de cores
de acordo com os seus volumes dentro do intervalo de 61,63 — 4,16 x 10°

um®. Visualmente, os agregados apresentam em sua maioria volumes
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relativamente préximos ao menor valor da escala (61,63um®), sendo
observada na parte externa e nas laterais a existéncia de agregados com

volumes maiores (2,08 x 10°um? e 3,64 x 10°umd).

191235755 153154.53%4 2021357212 ZE0EETHD IIZAT.TEES IAITITEAT HE0R.2125

Figura 54. Imagem tomografica da amostra do bambu impregnado com NPs-Ag-citrato
analisado com uma objetiva de 4x, com exclusdo da matriz vegetal na fase de
processamento digital. A seta indica a distribuicdo anisotrépica das fibras ao longo da
diregdo radial, aumentando da parte interna para a parte externa do colmo. A) Segdo
central da amostra em exame com a exclusdo da matriz vegetal. B) Seg&o central da
amostra em exame em cores de acordo com o wlume dos agregados no intervalo de
61,63 — 4,16 x 10°um°.

s

A distribuicdo anisotropica das fibras é indicada pela seta,
mostrando que o aumento de sua concentragao ocorre na diregao radial
do colmo, da parte interna para a parte externa da por¢cdo examinada. Os
agregados metalicos seguem a mesma distribuicao das fibras na diregao
radial, aumentando da parte interna para a externa e formando um
gradiente de concentragdo, que pode ser ratificado através do grafico de

area ocupada pelos agregados na secgéo longitudinal versus a distancia
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no eixo transversal aos vasos, ilustrado na Figura 55, obtido pelo
processamento da imagem 54 A.

Fibras
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Figura 55. Area total ocupada por aglomerados de NPs-Ag-citrato na seg&o longitudinal
em fungdo da distancia no eixo transversal aos vasos, na dire¢gdo radial do colmo, no
sentido da parte externa para a parte interna. Secdo de 2765 x 7544,5 x 2765 ym
analisada com a objetiva de 4x.

Conforme ilustrado na seg¢do de materiais e métodos (Figura 28),
as amostras de bambu impregnado com as NPs-Ag possuiam 18000 x
12000 x 5000 pym (comprimento x espessura X largura). A parte central da
secao impregnada analisada no microtomégrafo foi de 4000 x 12000 x
5000 um, sendo processada digitalmente apenas 2765 x 7544,5 x 2765
pm (Figura 31), que corresponde a 15,36% do comprimento, 62,87% da
espessura e 55,3% da largura da amostra impregnada inicialmente. Na
Figura 55 é possivel verificar que ao longo da secgao transversal, que é a
espessura da amostra, a area ocupada pelos aglomerados sofre

decréscimo em diregao a parte interna, apresentando um pico maximo no
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limite da camada externa em aproximadamente 700 um. Na faixa de
espessura de 1000 - 2500 um, a area média ocupada pelos agregados é
aproximadamente de 75.000 pm?, sendo possivel observar a diminuicdo
desta area média no intervalo de 2500 — 3100 ym, se aproximando dos
valores minimos ao longo do eixo transversal.

Estes resultados podem estar interigados com a concentragao
heterogénea dos constituintes poliméricos, celulose e lignina, ao longo da
secao impregnada. De acordo com PEREIRA; BERALDO (2007), durante
o0 desenvolvimento do bambu, o processo de lignificacdo ocorre em
estagios diferentes, no sentido longitudinal, do topo para a base, € no
sentido transversal, da parte interna para a externa do colmo. Com base
nisto, supde-se que a concentragao diferenciada de lignina ao longo da
direcdo radial possa ser o principal responsavel pelo resultado observado.
Isto porque a parte externa, onde ha maior concentracdo de lignina,
apresentou maior quantidade de agregados, sugerindo uma possivel
afinidade entre a lignina e as NPs-Ag-citrato.

A Figura 56 mostra um corte 2D da imagem tomografica da seg¢ao
do bambu impregnada com NPs-Ag-citrato, onde observa-se na se¢ao
transversal (Figura 56 A), aglomerados metalicos em geometrias
isodiamétricas, e na secdo longitudinal (Figura 56 B) geometrias
retangulares e quadradas, semelhante as células do parénquima,
visualizadas na Figura 40. Por isso entende-se que os agregados
ocuparam todo o espago de algumas células do parénquima,
preenchendo-as completamente.

Uma explicacdo razoavel para este resultado s&o as dimensodes
das pontoacdes presentes na parede das células do parénquima. Na
Figura 40, vimos que foram encontradas pontoacbes com didmetros de
530 nm e 670 nm e na Figura 46, que as NPs-Ag-citrato apresentavam
diametros médios de 14,3 nm. Logo a passagem de NPs-Ag-citrato
através das células do parénquima ndo seriam um problema. No entanto,
com O processo de secagem da secdo impregnada, os agregados
metalicos comecaram a ser formados, se tornando maiores que o

diametro das pontoacdes das células, e impedindo sua saida.
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Figura 56. Imagem em 2D obtida pela uCT da se¢&o do bambu impregnado com NPs-
Ag-citrato. Os retangulos vermelhos ressaltam os aglomerados metélicos em geometrias
quadradas e retangulares. A) Segéo transversal plano xy. B) Secgao longitudinal plano xz.
C) Segéo longitudinal plano yz.

Esta suposicdo pode ser confirmada através do processamento
digital da Figura 54 A, o qual fornece o volume médio dos agregados e
sua distribuicdo no interior da se¢do impregnada. Conforme visualizado
no histograma da Figura 57 e tabela 6, o volume de amostra processada
foi de 46,9 mm? (Figura 31), do qual foram contabilizados ao total 13.162
agregados, ocupando um volume interno de 1,21 x 10® um?3, que
representa 0,26% do volume da segdo processada. O volume médio de
agregados foi de 9,19x10° + 7,41x10* pm? tendo 9.450 (71,8%)
agregados da populacdo examinada apresentando volumes entre 246,5
um® e 1,0 x 10* uym?, e o restante da populacdo, com 3.712 (28,2%)

agregados, volumes de 1,0 x 10* um?® a 8,33 x 10° ym?, confirmando que
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nem mesmo o agregado com o menor volume detectado conseguiria se

movimentar através das paredes das células parenquimaticas.
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Figura 57. Distribuicdo de wolume dos aglomerados metalicos no interior da amostra
central do bambu impregnado com NPs-Ag-citrato analisado com uma objetiva de 4x.

Tabela 6.Estatistica de volume (um®) da populacdo de aglomerados de NPs-Ag-
citrato no interior do bambu (volume analisado de 46,9 mm®).

Quantidade Vol. total Media de Desvio Vol. Vol. méximo Mediana

vol. padrao minimo

1,32 x 10" 1,21 x10° 919 x10®° 7,41 x10" 2465 833 x10° 1,11 x 10°

Na Figura 58 A-C, podemos observar as imagens tomograficas do
bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana, referentes a parte central,
analisada com a objetiva de 4x. Nestas imagens também foi retirada
digitalmente a matriz vegetal do bambu para que os agregados fossem
visualizados de forma mais clara e individualizada.

Na Figura 58A, observa-se que ha grande quantidade de
agregados na segdao do bambu processada, apresentando uma

distribuicdo aleatéria, em todos os tecidos da matriz vegetal (cértex,
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parénquima, fibras, floema, vasos do protoxilema e metaxilema). A
distribuicdo dos agregados na porgao processada de acordo com seus
volumes em um intervalo de 71,47 — 2,18 x 10’ pm?® pode ser visualizada
na Figura 58 B, onde é possivel verificar que ha o predominio de
agregados com volumes menores (71,47 pm°) fora dos vasos e
agregados com volumes maiores (1,10 x 107,1,91 x 107 e 2,18 x 10" ym®)

localizados no interior de alguns vasos.

T1ATH YT T 52450, 1050 5125735, 4209 1055228 7157 193120150575 19225007 4352 1S0ATIES 2540 21TB5555.0000

Figura 58. Imagem tomografica da amostra do bambu impregnado com NPs-Ag-
quitosana analisado com a objetiva de 4x, com exclusdo da matriz vegetal na fase de
processamento digital. A seta indica a distribuicdo anisotrdpica das fibras ao longo da
diregao radial, aumentando da parte interna para a parte externa do colmo. A) segao
central da amostra em exame. B) segado central da amostra em exame em cores de
acordo com o wlume dos agregados no intervalo de 71,47 — 2,18 x 1O7pm3.

A distribuicdo dos agregados ao longo da secgao radial apresenta
pequenas variacbes, sendo observado aumento da quantidade de
agregados da parte externa para a parte interna da se¢ao processada.
Isto pode ser comprovado através do grafico de area ocupada pelos
agregados na secdo longitudinal versus a distancia da amostra no eixo

transversal aos vasos, ilustrado na Figura 59.
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Figura 59. Area total ocupada por aglomerados de NPs-Ag-quitosana na segado
longitudinal em fung&o da distancia no eixo transversal aos vasos, na diregdo radial do
colmo, no sentido da parte externa para a parte interna. Segdo de 2855 x 8200 x 2515
um analisada com a objetiva de 4x.

Da mesma forma, a parte central da segdo impregnada com NPs-
Ag-quitosana analisada no microtomoégrafo foi de 4000 x 12000 x 5000
pm, sendo processada digitalmente apenas 2855 x 8200 x 2515 ym
(Figura 32), que corresponde a 15,86% do comprimento, 68,33% da
espessura e 50,3% da largura da amostra impregnada. Na Figura 59 é
possivel verificar que ao longo da segao transversal, que é a espessura
da amostra, a area ocupada pelos aglomerados sofre um pequeno
aumento em direcdo a parte interna, apresentando um pico maximo no
limite da secdo em aproximadamente 8150 um. Na faixa de espessura de
500 - 4500 pm, a area média ocupada pelos agregados ¢é
aproximadamente de 190.000 ym?. Todavia, no intervalo de 4500 — 5000

Mm €& possivel observar que a area média se aproxima dos valores
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minimos ao longo do eixo transversal e sofre um aumento progressivo na
faixa de 5000 — 7250 um, apresentando uma area média ocupada de
250.000 pm?.

by

Na Figura 60, referente a imagem tomografica do bambu
impregnado com NPs-Ag-quitosana em 2D, foi possivel discriminar os
agregados metalicos e destaca-los em coloragdo vermelha. Isto nos
permitiu detectar nas imagens 60 B e 60 D que, no parénquima, estes
agregados apresentaram adesdo somente as paredes das células, sem
preenche-las completamente. Esta aderéncia também ocorreu no interior

dos vasos, sendo visualizada uma camada interna de revestimento.

Figura 60. Imagem em 2D obtida pela uCT da seg¢do do bambu impregnado com NPs-
Ag-quitosana sem (A e C) e com (B e D) processamento. Os objetos vermelhos
ressaltam os aglomerados metalicos aderidos nas paredes internas dos vasos e células
do parénquima. A-B) Secéao transversal plano xy sem e com processamento. C-D) Segao
longitudinal plano xz sem e com processamento.

Estes resultados mostram que o0s agregados metalicos
apresentaram grande afinidade pela parede das células parenquimaticas,
preferencialmente nas partes do bambu que, conforme a literatura,

7

apresentam menores concentragbes de lignina, que € a parte interna.
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Todavia estes aglomerados se depositam também nos vasos, cuja parede
interna possui uma espessa camada de parede celular secundaria
contendo a lignina. Neste caso ndo podemos cogitar que esta deposigao
ocorreu devido a diferengca do didmetro das pontoagdes das paredes dos
vasos e o0 volume dos agregados, pois as extremidades dos vasos sao

abertas e esta deposigao ocorreu em praticamente todos os vasos.

Através do processamento digital da Figura 58 A foi possivel
verificar quantitativamente a distribuicdo de volume dos aglomerados no
interior da segcdo impregnada. Conforme visualizado no histograma da
Figura 61 e tabela 7, O volume da amostra processado foi de 51,67 mm?3
(Figura 32), do qual foram contabilizados 355.462 agregados, ocupando
um volume total de 6,08 x 108, que representa 1,18% do volume interno
da secdo analisada. O volume médio de agregados foi de 1,71 x 103
556 x 10* pm? tendo 352.000 (99,2%) agregados da populacdo
examinada apresentando volumes entre 285,89 uym?® e 8.000 ym?3, dos
agregados. O restante da populagdo, com 3.462 (0,97%) agregados

apresentaram volumes superiores, na faixa de 8.000 pm® a 2,17 x 10"um>.
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Figura 61. Distribuicdo de wolume dos aglomerados metalicos no interior da amostra
central do bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana, analisado com objetiva de 4x.
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Tabela 7.Estatistica de wolume (pm3) da populagdo de aglomerados de NPs-Ag-
quitosana, analisado com objetiva de 4x no interior do bambu (volume analisado de

51,67 mm?®).

Quantidade  Vol. total Media de Desvio Vol. Vol. Mediana

vol. padrao minimo maximo

3,55 x10° 6,08 x 10° 1,71 x10° 556 x 10° 28589 2,17 x 10" 6,43 x 10

Para facilitar o processamento, conforme visualizado na Tabela 8,
0 volume da seg¢do do bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana foi
reduzido para 29,80 mm?3, do qual foram contabilizados ao total 179.470
agregados, ocupando um volume interno total de 2,7 x 10® um?® e volumes
médios de 1,51 x 10% £ 60.677,8 um? que representa 0,91% do volume da
secdo processada. Deste total, 176.474 (98,3%) agregados se
depositaram fora dos vasos (FV), apresentando um volume total de 1,72 x
10® pm? e volumes médios de 646,11+ 5045,67 um?*. Enquanto que 2.996
(1,67%) agregados se localizaram no interior dos vasos (IV),
apresentando um volume total de 9,8 x 10" pm? e volumes médio de 3,28
x 10% + 474.033,69 pm?.

Tabela 8.Estatistica de volume (um?®) da populagdo de aglomerados de NPs-Ag-
quitosana no interior do bambu (volume analisado de 29,8 mm®) analisado com
objetiva de 4x.

Popul. Quant. Vol. total Media de Desv_lo Y?I' \,IO.I' Mediana
vol. padrao minimo maximo

v 299  98x10" 328 x10" 574 x10° 28589 2.18 X 10" 643.26
PV 176474 172 x10° 64611 505 x10° 28589 213 x 10° 321.63
Toda

179.470 2.7x10° 1,51 x10° 6,07 x 10* 28589 211 x10" 571.79

*Interior dos vasos, **Fora dos vasos
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Os vasos correspondem a 8,5 % (2,53 mm® do volume total da
secdo analisada, sendo que 36,3% do volume dos agregados detectados
em toda a sec¢do impregnada se depositaram em seu interior. Isto significa
que 4,1% do volume total de vasos foram ocupados pelos agregados
metalicos (9,8 x 107 ym®). Enquanto que 63.7% do total de agregados
metalicos detectados na seg¢do impregnada se depositaram nos demais
tecidos do bambu, ocupando apenas 0,63% do volume total destes
tecidos (1.72 x 10® pm®). Ou seja, nos vasos ocorreram menor quantidade
de agregados, porém com volumes maiores. Enquanto que nos demais
tecidos se depositaram maior quantidade de agregados, mas com
volumes menores. Estes resultados podem estar ligados com a
dificuldade e facilidade de introdu¢do dos agregados no interior do
parénquima e dos vasos, respectivamente. O menor volume de
agregados no parénquima pode estar relacionado com o diametro
hidrodindmico da esfera de quitosana contendo as NPs-Ag, que pode ser
superior ao didmetro das pontoacdes na parede celular das células do
parénquima, dificultando o transporte horizontal e a entrada nas NPs-Ag
no interior destas.

Ja a afinidade dos agregados pelos vasos pode ser melhor
discutida ao avaliarmos a Figura 62, referente as imagens tomograficas
da secgdo impregnada com NPs-Ag-quitosana analisada com a objetiva de
0.4x, que devido a sua baixa resolugado, nos permite visualizar os maiores
agregados ao longo de toda a segdo impregnada. Na Figura 62 A,
observa-se que os agregados depositados no interior dos vasos formaram
anéis metalicos com diferentes dimensdes e grandes revestimentos
internos, que provavelmente sdo oriundos de deposi¢gdes simultaneas de
agregados nas paredes terminais deterioradas das células que formam os
vasos, conforme ilustrado na Figura 37. Além disso, observa-se na Figura
62 B que alguns vasos nédo foram somente revestidos, mas também
preenchidos pelos agregados, que pode ter ocorrido pela formagao de
septos ortogonais ao longo dos vasos, que serdo melhor observados na
Figura 63. Este resultado é confirmado ao avaliar-se a Figura 62 C, onde

observa-se a distribuicdo dos agregados de acordo com seus volumes em
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um intervalo de 6,59 x 10° — 1,04 x 10® pm® no interior dos vasos. Pode-
se verificar que o0s vasos apresentaram graus diferentes de
preenchimento, tendo suas paredes internas revestidas na forma de anéis
ou cilindros ocos e cilindros totalmente preenchidos. Os vasos com
preenchimentos completos apresentaram agregados com volumes
maiores (1,04 x 108 pm?), enquanto que vasos com a ocorréncia de anéis
ou cilindros ocos tiveram agregados com volumes inferiores (6,59 x 10° —
5,20 x 107 ym?).
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Figura 62. Imagem tomografica da amostra do bambu impregnado com NPs-Ag-
quitosana analisado com a objetiva de 0.4x com exclusdo da matriz vegetal na fase de
processamento digital. A) Segdo do bambu examinado mostrando os anéis de
aglomerados no interior dos vasos. B) Seg¢do do bambu examinado mostrando alguns
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vasos revestidos e preenchidos e a seta indica a distribuigdo anisotropica das fibras ao
longo da diregdo radial, aumentando da parte interna para a parte externa do colmo. C)
Segdo do bambu examinado mostrando a distribuicdo de aglomerados metalicos de

acordo com seus wlumes em um intervalo de 6,59 x 10° - 1,04 x 108 pms.

A Figura 63, referente a imagem tomografica em 2D, confirma
a formacdo de septos metdlicos, que podem ter ocorrido pela
deposicdo dos agregados nas paredes terminais das células que
compde os vasos (Figura 37), fechando completamente algumas
de suas partes, e podendo ser também as principais responsaveis
pelos preenchimentos observados. No entanto, presenga

randdmica dos septos metdlicos ao longo dos vasos, nao

apresentam intervalos constantes entre um e outro.

Figura 63. Imagem tomografica da segado do bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana.
Nesta sec¢do longitudinal e na ampliagdo da imagem, evidencia-se deposi¢cdes ortogonais
em relagdo ao elemento de vaso do metaxilema.

A area ocupada dos agregados ao longo da matriz vegetal pode ser
avaliada através do grafico de area ocupada pelos agregados na se¢ao
transversal versus a distdncia da amostra no eixo longitudinal, paralelo
aos vasos, ilustrado na Figura 64, onde observa-se uma distribuicdo

relativamente homogénea ao longo do sentido longitudinal.
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Figura 64. Area total ocupada por aglomerados de NPs-Ag-quitosana na segdo
transversal em fungéo da distancia no eixo longitudinal aos vasos.

A secadao impregnada com NPs-Ag-quitosana analisada no
microtomografo com a objetiva de 0.4x foi de 18000 x 12000 x 5000 ym,
sendo processada digitalmente apenas 16000 x 9500 x 4000 (Figura 33),
que corresponde a 88,9% do comprimento, 79,17% da espessura e 80%
da largura da amostra impregnada. O processamento nos permitiu
verificar na Figura 64 que ao longo do eixo longitudinal, que é o
comprimento da amostra, a area ocupada pelos aglomerados possui dois
grandes picos situados nos limites inicial e final da amostra de
aproximadamente 750.000 um? e 400.000 pm?, respectivamente, que
correspondem as extremidades da amostra que por ter tido contato direto
com as NPs-Ag-quitosana obteve maior adesdo de agregados, sendo
melhor visualizado na Figura 62 C. Na faixa de comprimento de 1000 -
16000 ym, a area média ocupada pelos agregados € aproximadamente
de 150.000 ym?, tendo uma pequena oscilagdo no intervalo de 125.000-
175.000 um? .
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Em sequéncia, o processamento digital da Figura 62 foi realizado,
originando o histograma de distribuigdo do volume de aglomerados no
interior da sec¢do impregnada, conforme visualizado na Figura 65. De
acordo com o histograma e valores resumidos na Tabela 9, o volume de
amostra analisado foi de 569 mm*® (Figura 33), do qual foram
contabilizados 2.330 agregados, ocupando um volume de 2,88 x 10° pm?,
que representa 0,51 % do volume da segdo do bambu analisada.
Observa-se que 2.100 (90,1%) agregados da populagdo examinada
apresentaram volumes entre 6,59 x 103 pmi e 2,0 x 108 pm?3, tendo uma
populacdo restante de 230 (0,98%) com volumes de 2,0 x 10° ym?® a 1,40
x 108 pma.

O volume médio de agregados foi de 1,24 x 10° + 6,23 x 10° pm?,
que se encontra dentro da faixa de volumes encontrados no

processamento da Figura 58 A visualizados na Tabela 8.

2000
1800

80

60

Contagem

40 -
Largura das colunas: 2*10° um’

20 -~

N = = -
i ! ' I ! 1 ' I ! 1 ' !

| I
0.00 2 4 6 8 10 12 14
Volume (10um’)

Figura 63. Distribuicdo de wlume dos aglomerados metalicos no interior da amostra
central do bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana.
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Tabela 9. Estatistica de volume (um?®) da populagdo de aglomerados de NPs-Ag-
quitosana no interior do bambu (volume analisado de 568 mm®).

Quantidade Vol. total Media de Desvio Vol. Vol. Mediana

vol. padréo minimo maximo

2330 2,88 x 10° 1,24 x 10° 6,23 x 10° 6,59 x 10° 1,40 x 10® 9,89 x 10*

Comparando-se os resultados quantitativos das impregnagdes das
amostras de bambu, verifica-se que o volume de agregados metalicos
contabilizados no interior da se¢dao do bambu impregnado com NPs-Ag-
citrato & inferior (1,3 x 10* agregados) em relagdo ao valor contabilizado
na secdo do bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana (3,55 x 10°
agregados) totalizando um volume de 1,21 x 10® um?® que corresponde a
0,26% contra 6,08 x 10%® pm?, correspondendo a 1,18% da matriz
impregnada, respectivamente. Ao compararmos os valores do volume
ocupado por cada agregado, verifica-se na se¢cdo do bambu impregnado
com NPs-Ag-citrato que 71, 8% dos agregados possuiam volumes entre
246-1,0x10* pm?, apresentando um volume médio de 9,19 x 103 um?®.
Enquanto que na se¢do do bambu impregnada com NPs-Ag-quitosana,
cerca de 99,2% dos agregados possuiam volumes de 285,89-8,0 x10°
pm?3, tendo um volume médio de 1,71 x 10° Mm3. Logo, na secgado do
bambu impregnado com NPs-Ag-citrato houve menor impregnacao e
percentual de agregados pequenos, apresentando volume meédio de
agregados maiores. Estes se depositaram preferencialmente no
parénquima, preenchendo as células totalmente, com uma distribuicao
anisotropica que determina a maior concentragao de agregados na parte
externa do bambu. Enquanto que a seg¢do do bambu impregnado com
NPs-Ag-quitosana, apresentou maior impregnagcdo e percentual de
agregados pequenos com volume médio de agregados menores. A
deposicado destes agregados ocorreu fora dos vasos com volumes médios
de 6,46 x 102 um?® e no interior dos vasos com volumes médios 3,28 x 10*
um>, ocorrendo dareas preenchidas e revestidas dos vasos; e no

parénquima, aderéncia dos agregados nas paredes das células, sem
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haver preenchimento. O resumo completo dos valores obtidos pode ser

visualizado na Tabela 10 abaixo.
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Tabela 10. Resumo das Estatisticas de wolume) das populagbes de aglomerados de NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-quitosana no interior do bambu, analisadas
com as objetivas de 4x e 0.4x.

()
Vol. Tecido Desvio Vol. Vol. % de
Objetiva Impregnacao . Quantidade Vol. total Media de vol. _ . L Mediana
Processado analisado padrao minimo maximo agregados
NPs-Ag-
) g 46,9 Todos 1,32x10°  1,21x10°  9,19x10°  7,41x10* 246x10° 8,33x10°  1,11x10° 0,26
citrato
51,67 Todos 3,55x10°  6,08x10®  1,71x10°  556x10* 2.86x10° 217x10"  6,43x10° 118
4x Todos 1,79x10°  2.7x10®  151x10®°  6,07x10* 2.86x10®> 2.11x10"  5,72x10? 0,91
NPs-Ag-
quitosana
29,8 v 2,99x10°  9.8x10"  328x10* 574x10° 286x10° 2.18x10"  6,43x10° 0,33
Fv* 1,76x10°  1.72x10°  6,46x10°  505x10° 2,86x10° 2,13x10°  3,22x10? 0,58
NPs-Ag- 3 9 6 6 3 8 4
0.4x 569 Todos 233x10° 2,88x10° 124x10° 623x10° 6,59x10° 140x10° 9,89x10 0,51

quitosana
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De acordo com os resultados obtidos pelo grupo de pesquisa do
Projeto Bambu em parceria com o grupo de pesquisa de Campinas, as
fibras de bambu possuem um potencial superficial negativo de -0,8 V. Isto
sugere que em uma funcionalizagdo do bambu, as fibras podem
apresentar maior adesao por espécies quimicas com carater acido.
Considerando-se que as fibras possuem espessas paredes celulares
secundarias lignificadas, constituidas por celulose e lignina em
concentragdes variadas, dependendo do processo de lignificagdo, pode-
se supor que seu potencial superficial negativo seja proveniente desta
constituicdo. Neste sentido, sendo o revestimento interno dos vasos do
metaxilema formados também por uma parede celular secundaria
lignificada, conforme visualizado na Figura 42, e as NPs-Ag-quitosana
possuindo carater acido devido aos grupos amino protonados da

quitosana, é possivel supor que também haja afinidade entre elas.

5.3.2.
Difracdo de raios-x do Bambu Impregnado com Nanoparticulas de
Prata

A difracdo de raio-X é uma das técnicas empregadas para se
quantificar o teor de cristalinidade das substancias. Sua aplicacdo na
andlise de materiais lignoceluldsicos tem contribuido para a deteccéo da
quantidade de celulose cristalina presente nas fibras e consequentemente
no estudo das propriedades mecanicas destes (NAVARRO, 2011). A
técnica também é usada na caracterizagao de NPs-Ag com a presencga de
planos cristalinos decorrentes da sua estrutura cubica de face centrada
que originam picos de cristalinidade especificos nos angulos de
espalhamento proximos a 38,45 (1,1,1), 46,35 (2,0,0), 64,75 (2,2,0) e
78,05 (3,1,1) (JYOTI; BAUNTHIYAL; SINGH, 2015).

Em seguimento, observa-se na Figura 62 os difratogramas,
referentes a analise de DRX da camada externa (62 A) e interna (62 B) da

secao do bambu impregnado com NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-quitosana.
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Em ambos os difratogramas, observa-se dois picos de difragao
posicionados em angulos de espalhamento igual a 15° e 22°
relacionados a celulose na forma cristalina, conforme reportado por
CORREIA et al. (2015) em um estudo relacionado com o emprego das
fiboras de bambu como reforco em compdsitos. O terceiro pico,
posicionado em 38° é concernente aos cristalitos de prata, relacionado ao
espalhamento do plano (1,1,1) caracterizando a presenga do metal ndo
s6 na superficie, mas também no interior da se¢do em tamanhos
nanométricos. BANALA; NAGATI;, KARNATI (2015) encontrou o0 mesmo
pico de difracdo em 38,2° na caracterizagdo de NPs-Ag sintetizadas com
o emprego de folhas de Mimusops elengi,em um estudo para aumentar o
potencial antimicrobiano da dispersao coloidal. Em outro estudo, JIN et al.
(2015a) sintetizou NPs-Ag na diretamente na superficie do bambu,
caracterizando-as pela DRX através da presenca de um pico de difracao

em 38°, confirmando os dados obtidos neste trabalho.

celulose  ___ ;0242 externa-NPs-Ag-Quitosana el nige = Camada intemaPs:Ag-Quitbeans
—— Camada interna-NPs-Ag-citrato

—— Camada externa-NPs-Ag-Citrato 3000 —

2500

2000

Ag (1,1,1)

1500

Ag (L,1,1)

1000

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

500 4

0 ZIU drU EIO S‘U 0 2IU 4‘0 S‘D B‘U
Angulo de espalhamento (26) Angulo de espalhamento (26)

Figura 64. Difratogramas do bambu impregnado com NPs-Ag-quitosana e NPs-Ag-
citrato. A) Camada externa (superficial) do bambu impregnado; B) Camada interna do
bambu impregnado.

5.4.
Teste de potencial antifingico das NPs-Ag sintetizadas

Testes anteriores foram realizados por nossa equipe, onde o efeito
antimicrobiano de ambas as NPs-Ag sintetizadas foi avaliado em teste

microbiolégico controlado com cultura do fungo Aspergillus niger,
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apresentando real efeito inibidor de seu crescimento, conforme
comprovado pelo artigo em anexo a este trabalho. O mesmo artigo relata
apenas o potencial antifungico das NPs-Ag-citrato, porém obtivemos o
mesmo desempenho inibidor com as NPs-Ag-quitosana. No entanto, o
maior interesse deste estudo é verificar este efeito inibidor na matriz
vegetal do bambu.

As amostras de bambu sem e com tratamento de NPs-Ag
sintetizadas foram acompanhadas ao longo de 210 dias em condigcbes
ambientes com temperatura média de 33°C e umidade relativa do ar de
80%, visando simular as condigdes ambientais naturais em que o bambu
€ atacado em regides subtropicais.

De acordo com a Figura 65, observou-se que as amostras
impregnadas permaneceram visualmente intactas, sem a presenga de
fungos, enquanto que a secdo do bambu sem tratamento apresentou
proliferacdo de fungos. Um estudo semelhante foi realizado por LI et al,,
2016, onde secbes de madeira de bambu foram tratadas com NPs de
Oxido de zinco e submetidas a um protocolo microbioldégico, sendo
testadas seis espécies de fungos diferentes, dentre elas, o Aspergillus

niger.

Bambu impregnado Bambu sem Bambu impregnado

com NPs-Ag-citrato tratamento com NPs-Ag-quitosana

Figura 65. SecbGes de bambu sem e com tratamento, apds exposigdo continua ao
ambiente natural por 210 dias a temperatura média de 33°C e umidade relativa de 80%.
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Conclusoes

Através deste trabalho pdde-se obter as seguintes conclusdes:

As NPs-Ag foram caracterizadas por UV-Vis, Potencial ¢, FT-IR e
MEVT ;

Potencial ¢ confirmou a carga superficial negativa para NPs-Ag-
citrato (-75mV) e NPs-Ag-quitosa (+65,3mV);

FT-IR permitiu identificar variagbes das bandas vibracionais das
possiveis interagdes entre grupos funcionais e Ag+ e NPs-Ag;
MEVT: diametros médios para as NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-
quitosana de 14,3 £ 3,6 nm e 4 + 1,2 nm, respectivamente;

A uCT, MEV e CLSM possibilitou conhecer a morfologia da matriz
do bambu sem tratamento de NPs-Ag;

A uCT permitiu a caracterizagao de agregados metalicos: NPs-Ag-
citrato localizaram-se somente no parénquima, enquanto que NPs-
Ag-quitosana localizaram-se em toda a estrutura vegetal;

O processamento digital revelou que os agregados metalicos
ocuparam 0,26% e 1,18% da amostra de bambu impregnada com
NPs-Ag-citrato e NPs-Ag-quitosana, respectivamente.

Avalicdo qualitativa das amostras impregnadas com ambas as
NPs-Ag mostraram que as mesmas foram protegidas contra a

proliferacao de fungos.
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Trabalhos futuros

Analisar o diametro hidrodinamico de ambas as NPs-Ag sintetizadas;
Repetir a impregnagao de se¢cbdes do bambu em triplicata, tomando o
cuidado de selecionar amostras de uma mesma seg¢ao circular
transversal, para avaliar a influéncia da concentracdo de celulose e
lignina na localizagcdo e concentragcdo dos agregados metalicos no
interior da matriz vegetal,

Reproduzir o mesmo procedimento acima com amostras da mesma
secao circular transversal com intervalos peridédicos ao longo de um
ano, com bambu totalmente desenvolvido.

Impregnar as seg¢des do bambu com NPs-Ag estabilizadas com
carboximetilcelulose (CMC), cuja estrutura polimérica é semelhante
a quitosana, porém carregada negativamente, que nos possibilitara
entender se a localizacido preferencial observada pelas placas
crivadas é decorrente da carga ou da semelhanga de constituintes
quimicos;

Impregnar as se¢des do bambu com NPs-Ag estabilizadas com um

ligante neutro.
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Apéndice

Espectroscopia no Infravermelho (IV) das Nanoparticulas de
Prata
As moléculas possuem (3N-6) ou (3N-5) graus de liberdade

vibracionais dependendo da geometria da molécula. As ligagdes quimicas
possuem modos vibracionais caracteristicos, do tipo estiramento ou
deformacao angular. Cada vibragcdo ou dobramento apresenta uma
frequéncia caracteristica em fungcdo de diferentes fatores: constante de
forca da ligagdo, massas atbmicas dos atomos envolvidos na ligagao,
solvente e as interagdes intermoleculares molécula-molécula ou molécula-

solvente.

As vibragdes das ligagbes quimicas, quando apresentam um
momento dipolo flutuante diferente de zero, absorvem radiagao
eletromagnética na regido do infravermelho, a qual estd compreendida
numa faixa de A entre 2,5 ym a 25 ym, ou numero de onda (V) entre 4000
cm™ a 400 cm™. A variagdo do campo elétrico associado ao momento
dipolo elétrico da ligagdo gera uma frequéncia de oscilagdo que entra em
ressonancia com o campo elétrico da radiacédo eletromagnética incidente.
A absorgcédo da energia da luz incidente, de acordo com a frequéncia de
vibragao intrinseca da ligagdo em exame, € detectada pelo equipamento
FT-IR (infravermelho por transformada de Fourier, do inglés, FT-IR-
Fourier transform infrared spectroscopy). O resultado € um espectro com
bandas vibracionais com V especfificos, que representam os modos
vibracionais das ligagbes que compdem a molécula, ou complexo, em
andlise. Somente ligacbes com variagdo de momento dipolo podem
absorver radiagdo na regido do infravermelho. Quanto maior for a
variacdo do momento dipolo, maior sera a intensidade da banda
vibracional associada a ligagcdo em exame. Por convengado, a radiagao
eletromagnética na regido do infravermelho é referida em termos de V,

que é obtida através da equacao 5:


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1412794/CA


PUC-Rio- CertificacaoDigital N° 1412794/CA

137

<
Il
| =

Entdo V maiores significam A menores, frequéncia e energias
maiores. O V em que a vibragdo ocorre esta relacionado com a forga da
ligacdo e massa dos atomos envolvidos pela equacéo 6, onde K representa
a constante de forca da ligacdo, ¢ é a velocidade da luz e p é a massa

reduzida dada pela equagao 7.

. 1 |k 6
V= |-
2nc | n
m;m

u* — 1 2 vi

Neste sentido, quanto maior for k, a ligagao absorvera radiagdo em
V maiores, e o contrario ocorrera com a massa dos atomos envolvidos na
ligacdo, ou seja, quanto maior for a massa atdmica, menor sera a

frequéncia de vibragao e porisso a mesma absorvera em menores V.

Preparo da solugdao de quitosana — 10 g/L

Inicialmente, analisou-se o grau de desacetilagdo da quitosana de
acordo com a metodologia proposta por (TAN et al., 1998), obtendo-se o
valor médio de 75%. Em seguida, preparou-se uma solugdo concentrada,
pulverizando-se lentamente 0,75 g do polimero em um béquer contendo
20 mL de solugédo de acido acético a 1%(v/v), em agitacédo a 1400 rpm e
temperatura a 80°C. Apds a dispersdao completa da quitosana, retirou-se o
sistema do aquecimento e adicionou-se 10 mL de &gua ultrapura,

mantendo-0 sob agitacdo. Quando o sistema atingiu a temperatura
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ambiente, transferiu-se quantitativamente a mistura para um balado
volumétrico de 50,00 mL e avolumou-se com agua ultrapura, obtendo-se
uma solugdo de quitosana a 15 g L. Desta solugdo concentrada,
transferiu-se uma aliquota de 6.665 mL para um baldo volumétrico de
10,00 mL e avolumou-se com agua ultrapura, resultando na solugéo de

quitosana a10g L™
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Abstract. To increase the durability of bamboo it is mmportant to find an easy method to fill the
microe and meso struchire of the biological matrix using a nano-structural matenial with an anti-
fungical activity. A colloidal sclution of silver nanmoparticle (Ag-NPs) is a dispersion of metal
nanoparticle in water with a diameter between 5-100 nm. Even if the biological mechanism is not
completly understood yet, Ag-NPs show a satisfactory bactericidal and antifimgical activity. We
present a simple and rapid prodoction of Ag-NPs made by a sol-gel synthesis in flow mode by
means of microreactor tecnology through a chemical reduction of AgNO; with NaBH, in presence
of two different organic ligands: sodium/potassivm tartrate and trisodium citrate. The synthesis of
Ag-NPs mn contmous flow compared to the batch techmique allowed to reduce the time of
synthesis, facilitating the reproducibility of the process and consequently obtaining NPs with more
uniform physical and chemical charactenistics. The mictoorgamisms of the genus Aspergillus were
used for the microbiological tests. The effect of different Ag-NPs on microbial growth was
observed daily. In particular, it was shown that the response of the fimgus is inversely proportional
to the size of the nanoparticles, cell growth is disrupt depending on the proportion between silver
and orgamic ligand and microbialstatic effect, especially in relation to sporulation stage was also
observed

Introduction

In the current global scenano, there has been a constant search for altemative sources of energy
in order to preserve the environment and by avoiding generating harmfnl waste. The introduction of
bamboo to substitute industrial materials are of great social and economic importance. Bamboo is a
plant with unique mechanical properties in terms of strength and hardness [1]. Highly resistant and
malleable, bamboo presents the high stiffness and strength-to-weight ratic compared to any wood
[2]. It is known that the mechanical properties are attributed to its fibres [3). Specific Bamboo
species, being a fast-growing and eco-friendly natural resource is an excellent matenial that can be
used in different areas of engineenng aiming at the use for sustainable practices. The textile
industry leverage the pulp of bamboo and tum it into cloth, and through that produce clothes
general. In civil industry, bamboo is extremely valuable due to its low cost production, handling
and disposal and due to its fast growth rate which generates biodegradable waste. Its replacement
for steel in concrete has been considered in civil construction due to its strength. Besides ifs
application in firmiture, objects, entertainment products like skateboards, and decorating materials.
However, the great drawback of the use of bamboo 1s its durability. Being an organic material, it 1s
also subject to several types of degradation, mainly the attack of microorgamisms. Thus, the
applicability and versatility of bamboo iz reduced [1].

A proposal to address this 1ssue is to use "engineering bamboo”, where the bamboo matrix is
filled with nanostructures material to improve the physical, chemical and mechamical properties.

All rights nesensed. Mo part of contents of this paper may be reproduced or rarsmitted In any form or by any means. wilout the wiiten permission of Trans
Tech Publications, wawar Bpomet. (100 13982 7O 177200206, 2 1:46: 16)
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Among the studies reported, we can mention bamboo pulp with Zn0 Nanoparticle to enhance the
antimicrobial activity and uliravielet protective property of bamboo [4], and durable bamboo rayon
grafted with silver nanoparticle [5]. For the textile industry the new research info antimicrobial
fiber technologies have become mmportant where silver namoparticles are used to modify cotton
fibers and protect them agamst microbial attack [6, 7, 8]. The silver nanoparticles, due to their size,
can pass through the cell membrane of microorgamsm being oxidized within the cell and
the same irreparable damage. This behavior was observed in fimm [9, 10] and bacteria [11, 12].
Therefore, nanoparticles with smaller diameter have a better inhibitor performance solving
mucrobial attacks. The fimgus Fusarfum solani, which attacks the bamboo, when tested with silver
nanoparticles, showed an inhibition rate of approximately 80%. This result promises the same
performance of the front nanoparticles for other fing [10]. In this paper the expeniments were
performed with an strain of the the fimgus Aspergillus nigsr, which although it is not an usual
precursor of fungns diseases m bamboos, 1t shows high resistance to traditional fimgicides.
Thmfme,ﬂmschmenfmp:ﬂmmrytes&hmﬂmth&p&fumcenfﬂmmmpaﬂchﬂ
homemade. The synthesis of Ag-NPs in batch processes and contimuous flow micro-
reactors [13] were performed changing two organic ligands (sodium citrate and tartrate of sodium
and potassium) in different proportions with the aim to increase the rate of nibtion of the fungus
growth.

Materials and Methods. Silver nitrate (AgNO;, =99.9% pure), sodmm borohydride (NaBH4,
=00% pure), and trisodium citrate (Ma;Citrate, = 99% pure), were purchased from Sigma Aldnch
(Brazl). Tartrate of sodium and potassium (NaK Tartrate, =99.9% pure). was purchased from
Isofar (Brazil). Mmagentssupphedwmofanﬂytmlgmhmdusedmﬂwmfmﬂﬂpmlﬁcahm
Duubledmmmedﬁ[)l}waterwﬂanmneﬂresmhmtjroflEEmﬂcm was used to make all the
solutions for the desired reactions. For the synthesis of silver nanoparticle m flow mode two
syringe pumps were used, purchased from Fufure Chemistry, and one glass micro reactor from
Micronit. The syringe pumps are able to mject the solutions of silver precursor and organic higand
mto the micro Chanel devise to mmprove the mixing and a formation of the organic-metal complex
n a real short time compared with the batch mode. PFA (perfluorcalkoxyalkane) tube and PEEK
(polyetheretheketone) comnection, purchased from UpChurch, were used to mject the two solutions
mto the micro reactor with 6 pl. internal volume. The antifimgal experiments were carmed out using
Aspergillus niger. The fimgus was obtained from the Universidade Federal Fural do Fio de Janeiro,
(UFERJ). Sabouraud medivm from Micromed was used for evaluating fimgi growth

Synthesis of silver nanoparticles. Silver nanoparticles (Ag-NPs) were synthesized employing
mﬂrmnbomhy@deasreductnnagml,mﬂtwn organic ligands, Na;Citrate, and NaK Tartrate, as
stabilizers. Both ligands have, respectively, three and two carboxilate groups whom are able to
complex silver ion (Ag') at first step of organic-metal complex formation. At the second step,
dunng the formation of silver metal nanoparticle. they acted as capping agents to prevent the
aggregation of Ag-NPs. The reduction process, in batch and flow mode, always camed out at room
tempemturemﬂlamolarratwﬂa.ﬁm AgNO;of 2:1. In batch mode, a.nﬁgNO;sohm:m(ID"mo]
L") was mixed with an individual orgamchgand(lﬂjmoll. } for a minimum of 3 hours in a 10ml
glass vial under stirring. Then the mixed solution of Ag™ I_Jgand,atdlﬂ"e:entmnla.rmhn (1:1, 1:4,
1:6, 1:8, 1:10), was added drop - mﬂuaﬁeshNaBHqsohlmn[lﬂz‘mol I}III:I.dEI‘I.-‘IgDI'MS
stiming. For the other case, in flow mode reaction, an AgNOs solution (107 mnlL'}wasmmedmﬂl
mmdlﬂdmlorgamchgmd{lﬁ’3 L") into a glass micro reactor system. The two solutions were
m]mmdbymusufm:pmgepmnpsﬂdlﬁermﬂﬂmmtetuobtamdlﬁmmﬂmlmmhu
between Ag™ hgand_Depaldmgmtheﬂuwmtem]ectmu(ﬂ!S-lﬂmUmm} the resident time
of the solution was between 0,015 sec and 0,036 sec. 'I'heﬁg hgandcomplﬂxﬂuwmgmltfmm
the micro reactor dropped directly into the fresh NaBH4 solution (10”°mel L") under vigorous
stiming. The synthesis in flow mode was concluded m a few mumutes, instead of 3 hours of the
batch mode. After one day. the suspended nanoparticles was analyzed (Table 1) with UV-VIS
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spectrophotometer (Perkin-Elmer 950 lambda). No further punification was carried out for the anti-
fimgal test.

Microbiological assays. In microbiological tests, the microorganisms of the genus Aspergillus were
used as test agent A.qm'gi'ﬂu: niger was cultivated on Sabouroud (S) or potate-dextrose-agar
(PDA) medium during 48-72h at 37°C. Then, it was inoculated on Petri dishes containing different
silver nanoparticles, as previously descnibed [14]. The plates were incubated at 37°C in the presence
of the Ag-NPs and the microbial growth was observed daily until 72 hours. For the microbiological
assays two strategies were used and the results are sumnmized on table 2 and table 3. In the first case
(table 2) 100 pL of colloidal solution of Ag-NP was spread om the plates with moculated
Aspergillus niger . In the second case (Table 3) circular filter paper with 5 mm of diameter was
soaked in to a colloidal selution and placed m the center of the Petn dishes.

Results and Discussion

A diluted coloidal solution of silver nanoparticles was analyzed with a UWV-VIS
spectrophotometer and the size of the nanoparticle was estimated by the empimeal equation (1) [15-
16]. The relation between the diameter of the silver nanoparticles and the absorption maximum is
given by the following relation, in which D) is the particle diameter in nm and Jypy 5y 15 the maximum

wavelength of the Surface Plasmon Fessonance (SPE) band of the nanoparticles in nm:
D=_0,005441 3 pe+ 5,654 Jp — 1367 (1
The validity of the calculated emopirical diameter value of Ag-WNPs, showed in table 1 was

confirmed by a Scanning Electron Microscopy analysis (SEM, JEOL, Japan). In figure 1 is shown
the SEM image for a colloidal selution 8.

Fig. I, S5EM image of Ag-NFs (R8) with 100 nm bare.

Table 1. Dwr&mﬂlhwhﬁnwpmdﬁ
Sample | Syothesis | Ligand Ag’/ | Abs [ imax | Diameter
of Ag- mode Ligand [nm] [mm]

Rl Batch NajCitrate 1:1 | 0.68 | 4026 274
E2 Batch NasCitrate 1:4 | 077 ]403.1 280
B3 Batch NayCitrate 1:6 | 0.69 | 4058 314
E4 Batch WNayCitrate 1:8 [ 0814056 jl2
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B3 Batch NagCitrate 1:10 | 0.76 | 4172 448
Eé Batch |NaKTarrate| 1:1 |[0092]4022 26.8
ET Batch | NaETarfrate | 1: 084 | 4054 309
ES Flow | NaKTartrate 0.54 13976 209
E9 Flow NayCitrate 0.60 | 393.0 483
E10 Flow NaCitrate 0.55 | 4206 14.6
Ell Flow NayCitrate 0.50 | 400.1 242

| = =] =] =

SNy P R -

Microbiclogical tests were developed in duplicate and the results are presented in table 2 and
table 3. It is worth mentioning that fimgus can grow with different forms according to the medium
and environmental conditions. The cell form can be seen m white while the black/shightly sreen
color can be seen during sporulation. Table 2 presents fimgus behavior in the presence of 100 pL of
mﬂuﬂﬂsuﬂmufsﬂwmmﬂdmsm&mmﬂmhﬁ&hmﬂtmmthdlﬂuﬂﬂmolﬂmm
between Ag” and organic ligand (Na; citrate and NaK tartrate). In the first column the results of
the control experiments without Ag-NP can be seen.

The effect on the ligand coated/silver nanoparticles on Aspergillus growth and sporulation is
noticed. It can be observed that the higher is the amount of citrate ligand the higher is the
sﬁmﬂaﬁonnfhoth,th.egrmﬂhanﬂthespomlaﬁmufﬂmﬁmgj With a colloidal solution of Ag-
NPs synthesized from Ag™ : citrate 1:1 to 1:8 molar ratio, at the first 24h, growth population was
ﬂlgllﬂymhibltedﬁtdﬂhsaspmnhhmwusmmﬂamdmphmcmmmngﬂgﬂ?mﬂnﬂmd
WIHJAg scitrate 1:6 to 1:10 molar ratic. From 48-72hs all the plates present a similar sporulation
pattemn {data not shown) .

Table 2: Effect of different sized Ag-NFs pymthesized in batch condition with different molar ratio of
Ag”/ Ligand {(Nas citrate orNaK tartrate) on Aspergillus behavior.

" | MaK Tartrate
Conirol 1.1 3 E - : L1 | Lo

Rl

24h

48h

Silver nanoparticles prepared in the presence of different molar ratio between Ag and
ligands, were also tested. For both NasCitrate and NaK Tartrate the proportion of Ag”™: Ligand 1:1
during the synthesis seems to be the most adequate to inhibit the prowth of fimgi. Particulary, it was
clearly seen that the growth was mhibited dunng the first 24h while sporulation of the fimgm were
mhibited for at least 48h. This could be in consequence of the smaller diameter of Ag-NP obtained
n this conditions [10, 12]. To confirm the Ag-NPs action on fimgus growth, the only effect of the
organic ligand was amalyzed in the presence of the microrganism In all the cases the
microbiological tests had the same behaviour of the control without any change. In this case the
importance of the Ag-WNPs to influence the fimgu growth was assessed.

Table3pmﬂemstheﬁmgusbd1awnrmthdlﬁﬁmtsﬂuanamrpmtchﬂsuakadm5mpmpa
filter. Here, the relation between Ag’ and ligand (citrate or tartrate) used in the contimous flow

s:mﬂwﬂsexpﬂnnentsms changed acording to the flow rate injection of the silver precursor and
organic ligand as shown in table 3.
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Table 3: Effect of Ag-NF synthetised in flow mode under different relations of Ag™ -ligant (cifrafe or

tartrate) on Aspergillus behavior
Band Nak Tartrate Ag" | Na;Citrate
| Ag": Ligand 1:1 1-1 1:1 1:2
Flnw Rate
.'lg+: Ligand 1:1 0,5:05 1:1 0.5:1
[mL\min]
Control RS ] jA ] K1l

d=208nm | d=48.5nm | d=14.6nm | d=24.2 nm

24h

Tih

At the first 24hs_ it can be observed, by the absence of white cells into the Petri dishes that the
fimgus did not grow up. On the other hand at 72h the growth was re-stablished and the typical
sponulation halo appeared ammound the paper soaked with Ag-WP. This effect is more significant in
the experiments B8 and R10, respectively, with particle size 4=20.9 nm and d=14.6 nm_

It 1z worth noting that also i batch condition (Table 2) the Ag-NP with the smallest diameter, R1
with d=27.4 nm and R6 with d=26.8 nm, showed the best inhibition effect on the fimgus growth.

Summary

Aspergillus present different behavior in the presence of different sized silver nanoparticles. Ag-
NP affects cell growth and sporulation by different ways. In summary, the response of the fungus is
inversely propertional to the size of the nanoparticles and cell growth is distupted depending on the
proportion between silver and organic ligand. In particular, with smaller quantity of orgamc ligand
and smaller sized Ag-NP a higher inhibition of growth fungus was shown. The smallest sized Ag-
NPs, obtained respectively, in batch mode (B1 e E6) and in flow mode (B8 and F10) showed the

The synthesis with microreactor device shows to be the best control of the process parameters,
such as, flow rate, resident and mixing time, which allow fast reaction and good reprodutibility of
smaller sized silver nanoparticles compared with the batch mode reaction.

The next step of our study will be to focus on testing the Ag-NPs with a specific filamentous
fimgi isolated from a Brazilian giant bamboo Dendrocalamus Giganteus Munro [17].
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