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RESUMO 

 

O estudo sobre interações entre biomoléculas e nanomateriais é uma interface da 

química/nanociência que surge para compreender o comportamento dos materiais na presença 

de diversas biomoléculas, uma vez que podem entrar em contato com fluidos biológicos, o 

estudo de como interagem esses nanomateriais e biomoléculas tornam-se uma tarefa 

importante. As enzimas apresentam papel fundamental para o metabolismo e seu desequilíbrio 

pode levar ao surgimento ou agravamento de doenças. A enzima tripsina, é utilizada a mais de 

cinco décadas pela importância fisiológica, por participar do processo digestivo, de coagulação 

do sangue e fertilização. Dentro deste contexto, esse trabalho objetivou estudar como ocorre a 

interação entre a enzima tripsina e nanopartículas de prata em meio aquoso. Foram sintetizadas 

nanopartículas de prata através do método de co-redução química, as quais apresentaram a 

banda plasmônica com absorção máxima em 407 nm, posteriormente ao ser adicionado tripsina 

para adsorção, o que ocasionou deslocamento para o vermelho. Através da espectroscopia na 

região do infravermelho, pode-se confirmar a presença dos principais modos vibracionais antes 

e após a formação do nanobiocomposto. As nanopartículas sintetizadas apresentaram um 

formato esférico. Outros estudos revelaram que, após a interação, há uma diminuição do 

potencial zeta e consequente aumento do raio hidrodinâmico, essas mudanças das 

características afetaram a estrutura secundaria da proteína, causando perda de organização e 

formação de um complexo nanopartícula-enzima mais hidrofóbico, pelas interações 

eletrostáticas e de ligação de hidrogênio. 

Palavras chave: nanomaterial, Biofuncionalização, nanobiocomposto, protease.  

 

 



ABSTRACT 

 

The study on interactions between biomolecules and nanomaterials is a 

chemistry/nanoscience interface that emerges to understand the behavior of materials in relation 

of several biomolecules, since this materials interact with biologic fluids, the study of how these 

nanomaterials and biomolecules interactions happen became an important task. Enzymes play 

a fundamental role in metabolism and their imbalance can lead to the onset or worsening of 

diseases. The enzyme trypsin is the most used enzyme for over five decades due to its 

physiological importance, as it participates in the digestive process, blood clotting and 

fertilization. In this context, this work aimed to study how the interaction between the enzyme 

trypsin and silver nanoparticles occurs in aqueous medium. Silver nanoparticles were 

synthesized using the chemical co-reduction method, which presented the plasmatic band with 

maximum absorption at 407 nm, after the addition of trypsin for adsorption, which caused a 

shift to the color red. Through spectroscopy in the infrared region, the presence of the main 

vibrational modes can be confirmed before and after the formation of the nanobiocomposite. 

Morphologically, the synthesized nanoparticles had a spherical shape. Other studies revealed 

that, after the interaction, there is a zeta potential decrease and a consequent increase in the 

hydrodynamic radius, these changes in the characteristics affected the secondary structure of 

the protein, causing loss of organization and formation of a more hydrophobic nanoparticle-

enzyme complex, due to the interactions electrostatic and hydrogen bonding. 

Keywords: nanomaterial, Biofunctionalization, nanobiocompound, protease 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Nanotecnologia 

A nanotecnologia é um ramo da pesquisa que vem integrando diferentes áreas da ciência e 

da tecnologia, acentuando o potencial para inovação industrial, como por exemplo, no setor 

médico (SHARMA et al., 2016). Essa integração se dá devido ao nanomaterial apresentar 

propriedades físico-químicas melhoradas quando comparadas aos seus respectivos materiais 

em escalas convencionais. Especificamente, características únicas tais como pequeno tamanho, 

composição elementar, reatividade e principalmente por sua morfologia e elevada área 

superficial possibilitam um nanomaterial ter um elevado potencial de aplicabilidade (MA et al., 

2010).  

Devido a esse melhoramento das propriedades físico-químicas o estudo da ciência como 

fenômenos que se processam na escala do nanômetro tem despertado o interesse de inúmeros 

trabalhos (DURAN et al., 2006). O aumento da investigação de produtos nanotecnológicos em 

diversas áreas baseia-se na capacidade de manipulação de átomos, moléculas ou íons em 

nanoescala, o que permite o aperfeiçoamento de sistemas maiores. Com isso, por exemplo, 

alguns nanomateriais podem desempenhar a função de nanocatalisadores em diversas reações 

químicas e bioquímicas com elevado rendimento (GEONMONOND et al., 2018).  

Dentre os nanomateriais, as nanopartículas metálicas (NPM) destacam-se, devido 

principalmente a sua fácil obtenção. Esses nanomateriais são considerados como uma 

suspensão coloidal, também podendo ser denominada “micro heterogêneo”, como uma forma 

adequada para grande parte destas soluções, uma vez que apresentam dimensões entre o 

intervalo de 1 nm a 1 m, (SIGNORI et al., 2010).  

Ao se falar em obtenção, nanopartículas são termodinamicamente instáveis e tendem a se 

agregar e crescer espontaneamente. Por isso, um dos maiores desafios na síntese de 

nanopartículas (NPs) está na formação e permanência destes nanomateriais de forma estáveis e 

dispersos, de modo ao seu tamanho quão em relação ao formato (JEEVANANDAM et al., 

2018).  

Esse controle no processo de formação do nanomaterial é importante, pois garante a 

estabilidade do sistema. Desta forma, dependendo da aplicação, os materiais nanoestruturados 

carecem da capacidade de se conservarem estáveis por períodos de tempo extensos, sem que 

ocorra alteração de suas propriedades, ou deformações de sua estrutura. A procura por outros 

métodos para a síntese ou funcionalização destinados a aumentar a estabilidade química das 

NPs tem se tornado elemento de estudo para diversos pesquisadores (KHAN et al., 2017).   
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NPs de metais nobres, como ouro, prata e platina, têm mostrado relevância por possuírem 

propriedades químicas e físicas que diferem profundamente das propriedades dos simples 

aglomerados (FRATTINI et al., 2005; LU et al., 2007). Por exemplo, a prata no seu estado 

elementar, na escala nano (NPsAg – nanopartículas de prata) ou em aglomerados é 

tecnologicamente importante, pois apresenta propriedades que são relacionadas à atividade 

catalítica, condutividade, efeitos antibacterianos, aos quais podem ser controladas pelo tamanho 

das NPs e por seu formato (IRAVANI et al., 2019;). Dentre todos os nanomateriais, as NPsAg 

são as que apresentam o maior nível de comercialização tendo mais de 50% da representação do 

total do consumo de nanomateriais (DURÁNA et al., 2019). 

Durante o processo de síntese das NPs uma grande variedade de moléculas pode ser 

empregada como agentes estabilizadores, disponibilizando uma plataforma multifuncional para 

direcionamento de fármacos, técnicas de diagnóstico, que corrobora seu potencial em ensaios 

clínicos. Uma demonstração dos dispositivos de detecção baseados em nanomateriais pode ser 

bem demonstrado pelo biossensor com maior sucesso em diagnósticos clínicos, os biossensores 

de glicose. Com distintos nanomateriais e nanopartículas de diferentes metais, misturas e seus 

óxidos (ARNOLD et al., 2005; KANNAN et al., 2014; ROY et al., 2015; THORLEY et al., 

2013; UNMÜSSIG et al., 2018). 

Nanopartículas funcionalizadas com moléculas específicas, como DNA, RNA, anticorpos 

ou proteínas podem direcionar o reconhecimento ao modular a farmacocinética e aumentar a 

eficácia de drogas anti-infecciosas. Ao serem funcionalizadas, em certos tipos de 

nanopartículas, ocorre o surgimento de características ideais para aplicação em análises 

diagnósticas, proporcionando a capacidade de miniaturização, facilitando alguns métodos 

clássicos de detecção de patógenos. Várias técnicas de imobilização de bioreceptor, 

imobilização de biomoléculas, foram propostas para a fabricação de biossensores, baseadas na 

deposição assistida por eletroquímica, ligação covalente com polipeptídeos, encapsulamento e 

até mesmo abrangendo adsorção física simples (método drop casting) (HOWES et al., 2014; 

WANG et al., 2017; WU et al. 2019). 

Sendo muito aplicadas no setor da saúde, há a possibilidade de exposição a fluidos 

biológicos, estando vulneráveis a uma infinidade de proteínas. As NPsAg podem ser 

espontaneamente estabilizadas com proteínas, devido a interações química de diversos tipos, 

dando origem a proteína ‘corona’ (BARBALINARDO et al., 2018). Esse termo é empregado 

quando nanomateriais são expostos às biomoléculas, geralmente proteínas, formando uma 

camada. Este sistema pode alterar o estado de agregação, tamanho, e as propriedades 
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interfaciais das NPsAg, mudando a identidade biológica de sua identidade sintética. Dessa 

forma, isso leva a determinação da reatividade e funcionalidade de NPsAg para destino de 

estudos in vivo (LI et al., 2018; WALKEY et al., 2014; ZANGANEH et al., 2016).  Assim, há 

um grande potencial em estudar a interação entre NPsAg e proteínas, como as enzimas, o que 

deve facilitar a concepção dos efeitos biológicos e a aplicação segura em in vivo.  

Na literatura, as NPsAg correspondem a um dos nanomateriais mais estudados 

atualmente. Isso é devido ao elevado potencial de aplicação na indústria e comércio, graças às 

suas propriedades como reatividade, elevada condutividade elétrica e térmica, atividade 

catalítica, relativo baixo custo de produção e principalmente potente ação antimicrobiana frente 

a bactérias, vírus, fungos e protozoários (JEEVANANDAM et al., 2018). Dessa forma, as 

NPsAg são amplamente utilizadas em várias aplicações como agentes antibacterianos, 

antifúngicos, antivirais, anti-inflamatórios, antitumorais, regeneradores, biossensores e 

catalisadores. Elas estão presentes em produtos na indústria de alimentos, têxtil, perfumaria, 

farmacêutica, agrícola, higiene, produtos de limpeza, tintas, eletroeletrônicos, entre outras 

(DURÁN et al., 2011). Com o uso crescente das NPsAg, é consequente e correspondente a 

liberação no ambiente. Alguns estudos relataram que as NPsAg são facilmente liberadas dos 

produtos que os contêm, como roupas e tintas de paredes externas, essa liberação de prata na 

forma de nanopartículas pode variar de 34 a 80% (ZHANG et al., 2018).   

1.2 Síntese e Caracterização de Nanopartículas de Prata 

Há várias concepções conforme o emprego do uso dos termos nanopartículas e 

nanotecnologia segundo as agências envolvidas com nanotecnologia e nanopartículas. A mais 

atual recomendação segundo a Comunidade Europeia define que um nanomaterial é: “um 

material natural, incidental ou manufaturado contendo partículas, em estado não agregado ou 

agregado, no qual 50% ou mais das partículas na distribuição de tamanho numérico, uma ou 

mais dimensões externas estiverem na faixa de tamanho 1 nm - 100 nm” (DURÁN, N. et al., 

2019). 

Em 1928, a prata na forma coloidal era o material mais utilizado para tratamento de 

doenças e infecções antes da descoberta da penicilina (VARNER, 2010). A prata é um material 

importante, que na maioria das vezes é empregada em tamanho nanométrico.  

O método de Turkervich (Figura 01) utiliza de ácido cloroáurico e citrato de sódio em 

baixa concentração em meio aquoso aquecido até ebulição, gerando nanopartículas de ouro 

esféricas e com pequena faixa de distribuição, com tamanho médio de 20 nm. Esta síntese por 
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método químico, mais tarde foi utilizado para a síntese de NPsAg. Neste caso, observa-se uma 

distribuição de tamanho mais amplo – entre 60 nm e 200 nm – contudo, tem-se a vantagem do 

citrato atuando tanto como agente redutor dos íons prata quanto como agente estabilizante 

(PACIONI et al., 2015).  

Figura 01. Método de Turkervich, redução química do ácido cloroáurico por citrato de sódio para 

formação de nanopartículas de ouro com pequena faixa de distribuição de tamanho.  

 

Fonte: adaptado de POLTE, J. 2015. 

 Outros métodos também são aplicados para a formação e controle morfológico de 

NPsAg, como métodos térmicos. Normalmente essas sínteses, são rápidas, porém geram NPs 

polidispersas, promovendo uma ampla faixa de tamanho das partículas, necessitando de altas 

temperaturas e agentes redutores fortes. Também há sínteses fotoquímicas para a síntese de 

nanopartículas de prata (LEE et al., 2019). 

Além disso, síntese por redução química é a mais tradicional e empregada, há outras 

diversas metodologias de síntese de nanopartículas de prata, uma delas é a síntese biológica ou 

biogênica, que vem se destacando em desenvolvimentos recentemente devido a sua rapidez, 

simplicidade e sustentabilidade, conforme Figura 02, entretanto uma dificuldade enfrentada por 

esse método é o controle de tamanho e morfologia (DURÁN et al., 2018). 
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Figura 02. Síntese química, por redução química com borohidreto de sódio (a) e síntese 

biológica por meio de catálise enzimática (b). 

 

Fonte: adaptado de MULFINGER, L. 2007. 

Como foco de estudos recentes o tema de síntese, Michna e colaboradores (2019) na 

produção de nanopartículas prata, pesquisaram a formação de nanopartículas de prata 

modificado em mica monocamada, em cloreto de polidialildimetilamônio, com estabilizantes 

do “metodo verde”, como sacarose e glicose, não tóxicos, e obtiveram suspensões estáveis.  

Nos métodos químicos os valores dos potenciais padrão de redução (E0) indicam quais 

reagentes apropriados para que a mudança no estado de oxidação da espécie de interesse ocorra 

de forma suficiente, possuindo uma energia livre de Gibbs negativa (ΔG < 0) e o ΔE0 positivo 

(ΔE0 > 0). É necessário uso de redutores fortes uma vez que o potencial de redução da prata em 

meio aquoso é relativamente alto (Ag+  Ag0, E0 =  + 0,799V). Os valores para os agentes 

redutores, borohidreto de sódio (NaBH4, E
0 =  - 0,481V) e citrato de sódio ( C6H5Na3O7, E

0 =  

- 0,180 V)  (LESK, 2017). 

A velocidade de redução afeta o tamanho e a forma, o que pode ser observado pelo 

comportamento óptico já que é para nanomaterial metálico. Apresentando absorção inerente na 

região do espectro visível, denominado de banda plasmon, ou ressonância plasmônica de 

superfície (surface plasmon resonance – SPR), isso ocorre pela movimentação coletiva na 

superfície da nanopartícula ocasionada pela excitação da energia eletromagnética fornecida 

(LEE et al., 2018), conforme Figura 03.  
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Figura 03. Origem de um dipolo induzido e movimentação da nuvem eletrônica no espectro visível 

para a NPsAg. 

 

Fonte: Próprio autor. 

Ao ser incidido uma luz no qual há excitação igual ao da frequência de oscilação dos 

elétrons do nanomaterial, ressonante, a extinção óptica é consideravelmente aumentada, pois o 

campo elétrico próximo à superfície da nanopartícula é bastante intensificado. As condições de 

ressonância ocorrem quando a frequência da luz incidente corresponde à frequência dos elétrons 

de condução oscilando sob a influência do campo eletromagnético e opondo-se a uma força 

restauradora em direção à distribuição de equilíbrio. A posição e a largura das bandas SPR 

dependem do tamanho, formato e ambiente da NP. Em NPs esféricas menores que 40 nm, os 

elétrons se movem em fase após a excitação de onda plana, que é conhecida como limite quase 

estático, onde a ressonância é dada por um modo dipolar (LANGER et al., 2015). 

Há uma dependência linear do valor da absorbância da amostra com o volume da 

nanopartícula. Conforme o tamanho da nanopartícula aumenta, a polarização da nuvem 

eletrônica deixa de ser gerada de forma homogênea, o que leva a excitação de outros modos 

multipolares. A ressonância destes modos ocorre em comprimentos de onda mais elevados. Na 

região da aproximação dipolar, a largura da banda de absorção de plasmon, que contabiliza uma 

polarização residual dos elétrons ligados aos núcleos que, de certa forma, influencia a resposta 

dos elétrons livres. Os elétrons livres das nanopartículas, postos a oscilar pela presença do 

campo elétrico externo, sofrem os denominados de processos de espalhamento no interior da 

nanopartícula (LINK et al., 1999; MAIER, 2007). 

Além da espectroscopia na região do ultravioleta e visível, pela ressonância plasmônica 

de superfície para analises na presença de nanopartículas, o infravermelho por transformada de 

Fourier (Fourier Transform Infrared Sectrscopy - FTIR) foi gradativamente abordado em 

analises de estruturas mais complexas, como de biomarcadores, atividade de enzimas e produtos 

farmacêuticos (EID, 2018; EID et al., 2020; TSAI et al., 2019).  
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Uma técnica denominada espectroscopia de absorção no infravermelho intensificada por 

superfície (Surface enhanced infrared absorption spectroscopy - SEIRA), que é o aumento da 

absorção que pode chegar na ordem de até 1000, quando as substâncias estão em contato com 

um filme de metal como ouro, prata e platina. Esse fenômeno por sua vez, apresenta a 

possibilidade de análise de traços de substâncias nas superfícies dos materiais, tornando a 

técnica ainda mais eficiente e poderosa (BJERKE et al., 2002, HARTSTEIN et al, 1980). O 

SEIRA possui assim como a espectroscopia FTIR tradicional, as mesmas vantagens, sendo uma 

análise não destrutiva, podendo ser empregada no acoplamento com nanotecnologia, 

ferramentas quimiométricas e mesmo análise da superfície de eletrodo (ATAKA et al., 1996; 

MAYERHÖFER et al., 2018). 

1.3 Proteases 

As enzimas são biomoléculas capazes de catalisar reações químicas que, de outro modo, 

ocorreriam em uma taxa de desenvolvimento extremamente baixa. Entretanto, elas não alteram 

o ponto de equilíbrio das reações nas quais catalisam, pois não são consumidas ou sofrem 

alterações permanentemente durante a reação e estão presentes em funções essenciais nos seres 

vivos, como na digestão e envio de sinais nervosos (NELSON et al., 2014).  

As proteases são enzimas capazes de clivar ligações peptídicas, liberando aminoácidos, 

peptídeos, proteínas de peptídeos e proteínas menores. O termo protease tem sido 

frequentemente assumido como sinônimo de "peptidase" e para abranger os termos 

"proteinase". Este tipo de enzima está amplamente presente nos seres vivos, no qual representa 

cerca de 2% de todas as proteínas presentes nestes (RAWLINGS et al., 2011). Seu mecanismo 

de catálise é classificado pela especificidade do sítio ativo da enzima. São consideradas sete 

famílias de proteases: Aspártico, Cisteína, Glutâmica, Metalo, Asparagina, Serino e Treonina 

(MUTHU et al., 2017).  

As serino proteases são endopeptidases que possuem a tríade catalítica formada por Ser, 

His e Asp, elas formam uma classe de enzimas proteolíticas relacionadas por ter presente em 

sua estrutura uma cadeia lateral de serina reativa (ANTÃO et al. 2005). O qual é responsável 

pelo ataque nucleofílico ao carbono carbonil de uma ligação peptídica apta (DVORAK et al., 

2018).  

Conforme Figura 04, a proximidade dessa tríade possibilita que ocorra um aumento na 

nucleofilicidade da Ser-195, pois a His-57 abstrai um próton da Ser-195 para formar um 

nucleófilo alcóxido e devido a influência mútua da Asp-102 e His-57 a entrada do próton, 
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provocando um ataque a ligação peptídica do C-terminal de um resíduo de lisina ou arginina. 

Ao promover o ataque a carbonila do substrato, gerando um intermediário tetraédrico. Ao se 

romper forma o produto N-terminal um intermediário, que pela presença de água possibilita o 

ataque ao grupo carboxila do substrato produzindo o produto e regenerando enzima, que está 

pronta para a próxima catálises (FURLANI et al., 2020). 

Figura 04. Catalise enzimática para serino proteases. 

 

 

Fonte: Furlani, 2020. 
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A utilização do conceito do mecanismo catalítico das enzimas proteolíticas se dá pelo 

compartilhamento dos mesmos inibidores comuns. Porém o tipo catalítico não apresenta 

relação com a evolução das enzimas.  A maioria das metalopeptidases é inibida por moléculas 

complexantes, como 1,10-fenantrolina ou EDTA; grande parte das peptidases de serina é 

inibida por di-isopropil-fluorofosfato ou fenilmetano-sulfonil-fluoreto; e a maioria das 

peptidases de cisteína são inibidas pelo iodoacetato (BARRETT, 1994). Desta forma, as 

enzimas proteolíticas apresentam distintos graus de especificidade, a pepsina hidrolisa, 

clivando ligações peptídicas das quais participam grupos carboxílicos aromáticos (triptofano, 

fenilalanina e tirosina) e a tripsina reconhece apenas ligações peptídicas formadas por arginina 

ou lisina (GERHARTZ, 1990).  

1.4 Tripsina 

A tripsina é uma serino protease, que exibe o resíduo de aminoácido "Ser" em seu sítio 

ativo como responsável pela clivagem peptídica. É excretada pelo pâncreas que a forma em 

suas células a partir da pró-enzima tripsinogênio. Sua atuação ótima ocorre em pH 7.8 e suporta 

um limite máximo de temperatura de 50-55°C para manter sua atividade, é constituída por 223 

aminoácidos e peso molecular de 23,3 KDa. Sendo uma protease utilizada há mais de 5 décadas, 

como foco de estudos sobre sua importância comercial e fisiológica, por participar do processo 

digestivo, de coagulação do sangue e até mesmo de fertilização (DAVIE et al., 1991; HIROSE 

et al., 2001; LESK, 2001).  

Em relação a estrutura primaria da tripsina, ela se baseia na do tripsinogênio, que é 

convertida a partir da enzima enteroquinase e por auto ativação com tripsinas recém-formadas, 

com início no N-terminal na Ile, pela sequência dos resíduos de aminoácidos na Figura 05. 

Possui 12 resíduos de Cis - um aminoácido importante na formação da estrutura terciária de 

proteínas, já que seus grupos tiol formam as dissulfureto - o que aumenta sua estabilidade 

molecular e, consequentemente, sua resistência à proteólise. 
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Figura 05. Sequência de resíduos de aminoácidos para tripsina de pâncreas bovino. 

 

Fonte: Próprio autor, PDB tripsina (1S0Q). 

Para a estrutura tridimensional da tripsina é observado que possui arranjo globular com 

dois domínios de estruturas análogos. O primeiro abrange do 1º resíduo de aminoácido ao 105º 

e o outro do 106º ao 223º, estes seguimentos de aminoácidos estão ligados assimetricamente, e 

entre eles está localizado o sítio catalítico. A estrutura secundária da tripsina apresenta 

identidade parecida a do tripsinogênio, na qual exibe majoritariamente estruturas de folhas beta 

que conectadas se estabelecem formando dois barris betas distintos que também é constituído 

por pequenos segmentos de alfa-hélice (LACERDA, 2014), e tripsina possui 10 resíduos 

negativos e 16 resíduos positivos (ProtParam50) que está ilustrado na Figura 06. 
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Figura 06. Estrutura tridimensional do mapa de potencial eletrostático da enzima tripsina, contendo 16 

resíduos positivos (regiões azuis) e 10 resíduos negativos (regiões vermelhas) e sítio específico ligado 

a íon metálico cálcio (verde). 

 

Fonte: Próprio autor, PDB tripsina (1S0Q). 

A tripsina tem sítio específico para ligação do íon metálico cálcio (em verde), com 

afinidade de pKCa2+= 3,4 formado pelos aminoácidos Glu (52), Asn (54), Val (57), Gln (62) e 

duas moléculas de água (LACERDA, 2014). 

Algumas proteínas tendem a se agregar sob certas condições formando estruturas com 

baixa solubilidade, gerando precipitados com forma de placas. Esses aglomerados estão 

relacionados a pelo menos 20 doenças com desvio de proteínas como a doença de Parkinson e 

Alzheimer, que são condições patológicas graves e irreversíveis (LYNCH et al., 2008).  

 

1.5 Biofuncionalização de Nanopartículas de Prata  

Vários aspectos relevantes no recobrimento de NPsAg, seja na estabilização, na 

funcionalização ou na mudança de sua superfície em meio biológico, gerando as proteínas 

corona, podem mudar completamente sua atividade e até mesmo sua toxicidade. As 

nanopartículas de prata são responsáveis por desequilibrar o estado oxidativo nas células, pois 

inibem a atividade de enzimas antioxidantes, entretanto, ao serem funcionalizadas com 

albumina de soro bovino (BSA) e polietilenoglicol (PEG) diminui o efeito antagônico de 

NPsAg nas células, sugerindo que a presença das moléculas em sua superfície é fator importante 

na sua toxicidade (DURÁN et al., 2019).  Com isso, há expansão no uso de nanopartículas para 

o desenvolvimento de medicamentos, dispositivos e ferramentas de diagnóstico, conhecida 
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como nanomedicina. As características e efeitos das NPs in vivo que podem ser bastante 

complexas devido às suas interações com as biomoléculas. Essas interações com fluidos 

biológicos ocasionados por nanopartículas, sendo envolvidos de forma dinâmica por coroas de 

proteínas, que transportam como uma interface entre os NPs e seu ambiente, seja plasma, tecido 

ou sangue. E as formas de interações entre e nanopartícula revestida por biomoléculas e o meio 

depende do ambiente biológico, das propriedades das proteínas interagindo em sua superfície, 

bem como das novas propriedades biológicas, químicas e físicas da nanopartícula que foi 

alterada pela biomolécula a qual a regeste (CAPJAK et al., 2017).  

Devido a diversos tipos de interações, existe continuamente a mudança da interface 

nanobio em um ambiente biológico, ainda mais em um organismo vivo no qual são secretados 

diversos produtos celulares o tempo todo. As nanopartículas ao se movimentarem de um 

compartimento biológico para outra, o perfil da proteína corona irá mudar, conforme Figura 07.  

Figura 07. Possíveis interações da nanopartículas em meio biológico.  

Fonte: adaptado de CAPJAK, I. 2017. 

A adsorção de proteínas e interação com nanopartículas podem proporcionar mudanças 

conformacionais e/ou aglomeração de proteínas na superfície das NPs, podendo até haver a 

formação de espécies reativas de oxigênio que causará danos oxidativos as proteínas 

adsorvidas. Essas interações entre algumas nanopartículas e proteínas podem formar complexos 
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transitórios com nanopartículas, enquanto outras serão fortemente ligadas, dependendo das 

nanopartícula (material, morfologia, tamanho) e as soluções biológicas em que as NPs estão 

suspensas (TREUEL et al., 2012). 

Waghmare e colaboradores (2018), em seu trabalho, estudou a adsorção da proteína 

BSA em NPsAg por espalhamento dinâmico de luz, fluorescência e espectroscopia de UV-

visível, procedendo em um aumento gradual significativo no raio hidrodinâmico médio da 

NPsAg/BSA de 24 para 35 nm, observando a perda de helicidade na estrutura secundária de 

BSA, foram consideradas biocompatíveis com a membrana de glóbulos vermelhos e os 

resultados do modelo de isoterma de adsorção validaram a formação de multicamadas da 

proteína albumina em nanopartículas de prata.  

Wang (2017) também desenvolveu estudos sobre NPsAg/BSA que indicaram que 

interagem de forma estática com a formação de um complexo de estado fundamental com forças 

atuantes hidrofóbicas, com nanopartículas de cerca 40 nm. 

Babu (2015), sintetizou NPsAg revestidas com chá verde, obtendo altamente estáveis, 

e usou como sonda colorimétrica e óptica para a detecção de cisteína. Por um ensaio simples 

sensível e seletivo a absorbância dos NPsAg foi extinta de forma eficiente na presença de 

cisteína.  

Chen (2017) desenvolveu um novo nanosensor óptico por meio de uma montagem de 

UCNPs (Upconversion nanoparticles) e STNPs (Silver triangular nanoplates) para detecção 

ultrassensível de tripsina e protamina. Li e colaboradores (2018) pesquisaram a interação de 

NPsAg com tripsina em soluções aquosas e analisaram o mecanismo de ligação e o 

comportamento cinético, indicando que para nanopartículas de prata que foram sintetizadas por 

meio de redução química com citrato de sódio sobre aquecimento até total evaporação, com 

obtenção de nanopartículas de tamanho de 40 ± 5 nm, que a interação entre a NPsAg e tripsina 

é espontânea pela natureza eletrostáticas e hidrofóbicas das forças atuantes, pelo estudo da 

supressão de fluorescência. 

Em vista disso, este trabalho visa sintetizar nanopartículas de prata e investigar a 

interação entre NPsAg e enzima tripsina pelas mudanças de suas características espectrais e 

morfológicas.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral  

 Estudar a interação entre a enzima tripsina e nanopartículas de prata. 

2.2 Objetivos Específicos  

 Sintetizar nanopartículas de prata através do método da co-redução química; 

 Caracterizar as NPsAg e NPsAg/Tri, por espectroscopia de UV-Vis, MET (Microscopia 

eletrônica de transmissão), EDL (Espalhamento dinâmico de Luz), EDS e Potencial 

Zeta; 

 Estudar a mudança estrutural da enzima livre e enzima adsorvida nas NPsAg por FTIR 

e DC.   
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Equipamentos  

Os equipamentos utilizados nos experimentos estão listados na Tabela 01 a seguir: 

Tabela 01 - Equipamentos utilizados nos experimentos. 

Equipamento Fabricante 

Microscópio eletrônico de transmissão JEOL ® 

Espectrômetro FITR Vertex 70v Bruker ® 

Zetasizer Nano Series Malvern ® 

Espectrofotômetro V-760 Jasco ® 

Espectropolarímetro J-815 Jasco ® 

Fonte: Próprio autor.  

3.2 Materiais 

Os materiais e vidrarias utilizados foram limpos antecipadamente para prevenir 

possíveis contaminações. As soluções foram preparadas em água ultrapura com resistividade 

de 18,2 MΩ cm. Os reagentes e materiais utilizados estão listados na Tabela 02 abaixo:  

Tabela 02. Lista de materiais e reagentes. 

Fórmula Nome Procedência 

AgNO3 Nitrato de Prata Synth® 

NaBH4 Borohidreto de sódio Synth® 

TSC Citrato Trissódico Synth® 

NaOH Hidróxido de Sódio Synth® 

Tri Tripsina de pâncreas bovino (CAS No. 9002-07-7) Sigma-Aldrich® 

Na2HPO4  Fosfato de sódio dibásico Synth® 

KH2PO4  Fosfato monopotássio Synth® 

KCl  Cloreto de potássio Synth® 
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NaCl  Cloreto de Sódio Synth® 

 Grade de cobre com filme de carbono (400 mesh) EMS® 

Fonte: Próprio autor. 

3.3 Procedimento experimental 

3.3.1 Síntese das NPsAg 

Em agitação constante a uma temperatura de 60° C foram adicionados 240 mL de 

Borohidreto de Sódio (NaBH4; 5 mmol/L) e 240 mL de Citrato de Sódio (TSC; 3,55 mmol/L), 

após 30 minutos. Posteriormente acrescentou-se gota a gota 20 mL de Nitrato de Prata (AgNO3, 

3 mmol/L). A temperatura foi elevada para 90° C e simultaneamente adicionado 50 mL de 

Hidróxido de Sódio (NaOH; 0,1 mol/L), a agitação continuou por 20 minutos. Após a solução 

estar em temperatura ambiente foi centrifugada 4 vezes a 10.000 rpm por 20 minutos, retirado 

o sobrenadante e adicionado água deionizada. As NPsAg foram armazenadas a 4° C, conforme 

metodologia adaptada de Agnihotri, 2014. 

3.4 Técnicas de caracterização: 

Para caracterizar a enzima tripsina, foram utilizadas as seguintes técnicas: 

espectroscopia eletrônica na região do UV-Vis, Dicroísmo Circular (DC), microespectroscopia 

de FTIR (µ-FTIR), Espalhamento Dinâmica de Luz (EDL). E para as caraterizações das NPsAg 

e NPsAg/Tri foram utilizadas espectroscopia eletrônica na região do UV-Vis, Potencial Zeta 

(ζ), EDL, espectroscopia de FTIR e microscopia eletrônica de transmissão (MET), que serão 

descritos pelos seguintes tópicos. As caracterizações foram realizadas no IQSC juntamente com 

o Laboratório de Bioeletroquímica e interfaces. 

3.4.1 Espectroscopia eletrônica na região do ultravioleta e visível – UV-Vis 

Utilizou-se a espectroscopia eletrônica na região do UV-Vis para monitorar as bandas 

de absorção, características da NPsAg e da tripsina. Desta forma foi utilizado um 

espectrofotômetro Jasco V-760 no intervalo de 200 a 800 nm em uma cubeta de quartzo com 

caminho óptico de 1,0 cm. 

A espectroscopia eletrônica na região do ultravioleta e visível (UV-Vis) indica as 

transições entre níveis de energia eletrônica que resultam na absorção de radiação 

eletromagnética na região do espectro. Medindo a absorbância (A) ou a transmitância (T) de 

soluções ou suspensões coloidais presentes no interior da cubeta, seguindo um caminho óptico 
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b (cm). Portanto, a relação entre a absorbância (ɛ corresponde a absortividade do analito) e a 

concentração do analito é estabelecida pela equação de Lambert-Beer (Equação 1). 

𝐴 =  𝜀𝑏𝑐                                                                                                                (1) 

A obtenção de um espectro de absorção ocorre através da interação entre a radiação e 

as moléculas, excitando os elétrons a níveis de energia mais altos, podendo ocorrer, tanto no 

espectro visível, quanto no ultravioleta, dependendo dos níveis que os elétrons podem atingir, 

resultando a representação de uma banda de absorção (PAVIA et al., 2009).  

A região do espectro eletromagnético de maior interesse é a de transição entre o visível 

e o ultravioleta, comprimentos de onda próximos a 400 nm. Neste comprimento de onda a 

radiação eletromagnética interage com as nanopartículas de prata em escala nanométrica e 

fornece informações relevantes sobre a condição da dispersão coloidal (MULVANEY, 1996; 

XIA et al., 2005). 

Os primeiros a investigar utilizando o eletromagnetismo clássico (BORN, 1980; 

KREIBIG et al., 1995) que é a interação entre a radiação eletromagnética e uma esfera 

condutora em meio homogêneo, chamada de onda de plana, foram Gustav Mie (1908) seguido 

por Peter Debye (1909). Que interpretaram que o campo eletromagnético ocasiona a oscilação 

coletiva de elétrons, excitação denominada plasmons. A radiação absorvida/espalhada pelo 

conjunto pode ser tomada como o resultado de uma única partícula multiplicada pelo número 

de partículas no meio, permitindo uma relação entre a absorbância, ou coeficiente de extinção, 

no determinado comprimento de onda para a concentração de nanopartículas. 

Acreditando que o decaimento da intensidade da radiação em função da concentração 

como proporcional a própria intensidade:  

𝑑𝐼(𝑙)

𝑑𝑙
= −𝛼 . 𝐼(𝑙)         (2) 

Da qual a partir de sua solução se define log10 

Absorbância (λ) = log10 (I/I0) = log10 (e
-α(λ).l)                           (3) 

Na qual as nanopartículas não interagem umas com as outras 

α(λ) = σextinção (λ) . #                                                                                      (4) 

portanto 

Absorbância (λ) = σ’ extinção (λ) . # . l               (5) 
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No qual 

σ’ extinção = σextinção/ln10                                                  (6) 

Para os quais I e I0 representam a intensidade da radiação em comprimento de onda λ após o 

caminho óptico l percorrido dentro da amostra, α uma constante de proporcionalidade de 

decaimento ( [α] = 1/m), σextinção (σextinção = σespalhamento + σabsorção) a seção de choque de extinção 

de uma única partícula (de dimensão [σextinção] = m2), e # o número de nanopartículas por 

unidade de volume ([#] = 1/m3). Ocorrendo uma relação linear entre a absorbância e a 

concentração, que é o número de nanopartículas pelo volume. Deduziu-se para as soluções de 

Mie no campo eletromagnético espelhado pelas esferas condutoras a seção de choque de 

extinção como função de uma série dos coeficientes (Bl), para qual cada coeficiente é 

proporcional ao diâmetro da esfera e o comprimento de onda da radiação incidida. Levando a 

seguinte equação: 

𝜎𝑒𝑥𝑡𝑖𝑛çã𝑜(𝜆, 𝑞) =
𝜆2

2𝜋
𝑅𝑒∑ (−𝑖)𝑙+1∞

𝑙=1 ∙ 𝑙(𝑙 + 1). [𝐵𝑙
𝑒(𝑞) + 𝐵𝑙

𝑚(𝑞)]                        (7) 

Em que KREIBIG (1995): 

q = 2πr / λ                                                                                                 (8) 

em que a sobreposição de soluções é representado por e, m e r é o raio da nanopartícula. No 

limite quase-estático (|q<<1|), no qual o tamanho das partículas é inferior ao comprimento de 

onda incidido, podendo ser desconsiderada a seção de choque de extinção em ordem superior 

de razão r/λ, considerando apenas da somatória os primeiros termos B1
e,m que são 

correspondentes a q3: 

𝜎𝑒𝑥𝑡𝑖𝑛çã𝑜(𝜆) =
18𝜋∙𝜀

𝑚𝑒𝑖𝑜

3
2⁄ ∙𝑉

𝜆
∙

𝜀2(𝜆)

[𝜀1(𝜆)+2𝜀𝑚𝑒𝑖𝑜]2+𝜀2
2(𝜆)

                                             (9) 

Volume da nanopartícula (V), ɛmeio a função dielétrica, ɛ1 a parte real e ɛ2 a imaginária da função 

dielétrica do metal de composição da esfera. O espalhamento é proporcional ao quadrado dos 

coeficientes Bl, ocorrendo praticamente apenas por absorção (σextinção ≈ σabsorção) (BORN, 1980). 

Desprendo termos para o campo eletromagnético de ordem superior a l=2, 3, 4... pois o 

espalhamento da radiação demonstra um dipolo oscilante. (BORN, 1980; KREIBIG et al., 

1995). Havendo ressonância quando o denominador atingir o valor mínimo em valores maiores 

de para σextinção (ɛ1 (λ) = - 2ɛmeio). E pelo modelo de Drude-Sommerfeld para a resposta óptica 

de metais de elétrons livres respeitando o limite ω >> Γ, é possível extrair aproximações para 

ɛ1 e ɛ2: 
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𝜀1 ≈ 1 −
𝜔𝑝

2

𝜔2
 ;  𝜀2 ≈ 1 −

𝜔𝑝
2

𝜔3
𝛤                                                                       (10) 

No qual ωp é a frequência de plasma de Drude do material e Γ a constante de amortecimento 

fenomenológica do material (KREIBIG et al., 1995). Desta forma o choque de extinção é 

determinado pelo: 

𝜎𝑒𝑥𝑡𝑖𝑛çã𝑜(𝜔)𝛼
1

[𝜔−
𝜔𝑝

√1+2𝜀𝑚𝑒𝑖𝑜
]
2

+(
𝛤

2
)
2                                                                        (11) 

Estimando então que a amostra se propicia um estado quase-estático se matem a condição que 

ɛ1 (λ) = -2ɛmeio
. 

3.4.2 Estimativa de concentração de Ag e NPsAg 

A partir de uma solução estoque 20 mmol/L de AgNO3, preparou-se as soluções de 

concentração 2, 3, 4, 5 e 6 mmol/L, onde forma usadas para a construção da curva de calibração. 

As leituras foram realizadas em duplicata com um espectrofotômetro Jasco V-760 no intervalo 

de 200 a 800 nm em uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 1,0 cm. Uma alíquota de 

NPsAg foi digerida em ácido nítrico concentrado e pela equação da reta, quantificada a 

quantidade de prata na amostra.  

Para estimar a concentração de NPsAg, considerou-se monodispersa essa solução 

coloidal. Também se considerou o arranjo mais comum para NPsAg, que é cúbica de face 

centrada (CFC) (KISS et al., 2011) para o cálculo de átomos por nanopartícula e que o 

parâmetro de rede contendo 4 átomos, a = 4,09 Å. Considerando a nanopartícula como esférica 

e de raio r, o número de Ag por nanopartícula (AgAgNP) será: 

𝐴𝑔𝐴𝑔𝑁𝑃 = 4 ∙  
𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 𝑢𝑛𝑖𝑡á𝑟𝑖𝑎 
 = 4 ∙  

4𝜋𝑟3 3⁄

𝑎3
                                 (12) 

Então o número total de nanopartículas (NPsAgtotal) é dado por: 

𝐴𝑔𝑁𝑃𝑠𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
𝑁

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜
= 

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠 𝑑𝑒 𝐴𝑔
#𝐴𝑔𝐴𝑔𝑁𝑃

⁄

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢çã𝑜
                            (13) 

 

 

3.4.3 Dicroísmo Circular - DC   

O Dicroísmo circular (DC) vibracional é uma técnica que corresponde a variação da 

espectroscopia de absorção, utilizando a diferença entre a absorção da luz circular polarizada 
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que se direciona para a direita ou para esquerda na análise das amostras (BERTUCCI et al., 

2010). Nas análises de biomoléculas o uso do dicroísmo circular para investigação de 

grupamentos amida, que são relacionadas as porções α-hélice e folhas-β presentes nessas 

macromoléculas, torna possível a identificação da estrutura secundária de proteínas, bem como 

a suas mudanças conformacionais (BEYCHOK, 1996; FASMAN, 1996).  

Em um espectropolarímetro Jasco J-815 foram obtidos os espectros de dicroísmo 

circular a partir de uma média de 10 acumulações com velocidade de varredura de 100 nm/min, 

na região de UV distante (300 – 190 nm) em cubeta com 0,2 cm de caminho óptico a uma 

temperatura de 293 K, em concentrações de tripsina 1.0 × 10−5 mol/L e NPsAg 

1.0 × 10−10 mol/L. 

3.4.4 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho - FTIR 

A espectroscopia vibracional na região do infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) utiliza de uma radiação de menor energia associada às transições eletrônicas, se 

comparado à espectroscopia na região do UV-Vis, para que as transições sejam induzidas 

(CONSTANTINO, 2008). Desta forma, o FTIR é utilizado para conseguir informações a 

respeito das variações nos modos de vibração ou modos de rotação dos átomos de uma 

determinada molécula, uma vez que há um grande número de estados vibracionais associados 

a estes átomos, assim, cada molécula possuindo frequência de vibração característica.  

Os espectros de FTIR foram realizados no modo transmissão na região de 3800 a 900 

cm-1 utilizando o espectrômetro de FTIR Bruker Vertex 70v com o detector FPA, com resolução 

de 8 cm-1 e 128 acumulações, por meio de um substrato de fluoreto de cálcio.  

3.4.5 Espalhamento dinâmico de luz - EDL 

O espalhamento dinâmico de luz (EDL) é uma técnica utilizada para determinar o raio 

hidrodinâmico de diversos tipos partículas em soluções coloidais. Sendo determinado pelo 

movimento Browniano da partícula, um movimento randômico das partículas em um líquido 

devido ao bombardeamento das moléculas vizinhas à partícula, e esse movimento randômico e 

a velocidade de seus movimentos determina o tamanho da partícula (LORBER et al., 2012). 

As medidas de EDL foram realizadas em um equipamento Zetasizer Nano Series 

Malvern, a 25°C. As soluções foram diluídas para 50 mg L-1 em PBS 0,01 mol L-1, pH 7,4. 

3.4.6 Microespectroscopia-FTIR (µ-FTIR) 

As imagens microscópicas foram obtidas no microscópio Hyperionn 3000, o qual está 

acoplado ao espectrômetro de FTIR Bruker Vertex 70v. Esse microscópio é equipado com um 
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detector FPA (Focal Plane Array), que permite a obtenção de espectros de 4096 regiões 

diferentes, separadas por 2,7 μm entre si. A partir dos espectros distribuídos no espaço são 

gerados imagens relativos à intensidade de modos vibracionais característicos da amostra.  

Para a análise da estrutura secundária da proteína, utilizou-se a região relativa a amida 

I (1600 a 1690 cm-1) subtraindo a linha de base, posteriormente, realizando a segunda derivada 

de cada gráfico, com os picos presentes foram simulados em funções Gaussianas no espectro 

original. Uma vez que na literatura já é bem estabelecido as bandas características de cada tipo 

de estrutura secundária presente nas enzimas, é possível calcular a porcentagem de cada tipo 

pela área da cada curva Gaussiana (ARRONDO et al., 1999; SUREWICZ et al., 1993).  

Os mapas de superfície foram gerados considerando a banda da amida I distribuída ao 

longo da amostra, com detector FPA, com resolução de 8 cm-1 e 128 acumulações no modo 

transmissão. A amostra foi preparada depositada no CaF2, 5 µL da solução aquosa da enzima 

(1 mg mL-1) em um substrato de fluoreto de cálcio e em seguida seca a temperatura ambiente 

em estufa.                       

3.4.7 Potencial Zeta (ζ) 

O potencial zeta é a diferença de potencial entre o meio de dispersão e a camada de 

solvente existente ao redor da partícula dispersa. No caso de moléculas e partículas que 

apresentam apenas estabilidade coloidal elétrica, um alto valor absoluto de potencial zeta (±30 

mV) confere estabilidade, resistindo à agregação, conforme Tabela 03. No entanto se o 

potencial zeta se aproximar de zero, as forças atrativas excedem as de repulsão, gerando 

agregação. O potencial zeta é o potencial eletrostático gerado pela acumulação de íons na 

superfície da partícula e é aplicado na determinação da carga de superfície de partículas, 

proteínas (BALLOTTIN, 2014).  

Os fatores que influenciam o potencial Zeta são: o pH da substância, pelas cargas 

positivas e negativas relacionadas; a força iônica, quão maior este parâmetro, mais próximo de 

zero; e a concentração, é possível relacionar que com o aumento da concentração aumenta o 

potencial Zeta (BHATTACHARJEE, 2016). 
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Tabela 03. Classificação de estabilidade de coloides segundo o potencial Zeta. 

Potencial Estabilidade 

0 - ±10 mV Instável 

±10 mV - ±20 mV Relativamente estável 

< 30 mV > Estável 

Fonte: Tabela de autoria própria, dados extraídos de (BHATTACHARJEE, 2016). 

Ao interagir com o campo elétrico as partículas carregadas são atraídas para o eletrodo 

de carga oposta, sendo a mobilidade eletroforética, a velocidade da partícula mediante o campo 

elétrico (HUNTER, 1988). Dada a força de atrito depende da viscosidade do meio, as partículas 

irão adquirir velocidade constante a partir do repouso a depender do valor do campo elétrico 

aplicado (𝑢⃗ =  𝑣 𝐸⃗ ⁄ ), estimando-se pela equação a distribuição do potencial Zeta: 

ζ =
3ɳ|𝑢⃗⃗ |

2𝜀𝑟𝜀0
                                                                                                     (14) 

em que ɳ é a viscosidade do meio, 𝜀𝑟 a permissividade relativa do meio e 𝜀0 a permissividade 

do vácuo (EVANS et al., 1999). 

As medidas de potencial zeta foram realizadas em um Zetasizer Nano Series Malvern, 

a 25°C. As soluções foram diluídas para 50 mg L-1 em PBS 5 mmol L-1, pH 7,4. 

3.4.8 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

As imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão foram obtidas no equipamento 

JEOL JEM2100 LaB6 – 200 kV. As soluções de NPsAg e NPsAg/Tri foram gotejadas em grades 

para microscopia que foram secas durante 48 horas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Síntese, caracterização e quantificação das NPsAg. 

 A síntese das nanopartículas de prata estabilizadas por citrato trissódico foi realizada 

baseando-se no método de Agnihotri (2014) com adaptações. Esse método consiste na adição 

de nitrato de prata (AgNO3) em um agente redutor forte (NaBH4), na presenta do redutor fraco 

que age como matriz estabilizadora (TSC).  

O agente redutor utilizado neste trabalho foi o NaBH4, um redutor forte, por ter potencial 

de redução alto, reprodutível e tem eficácia para síntese de nanopartículas menores (GOMES 

et al., 2013). Esta síntese foi inspirada no uso de tratamento térmico em duas etapas com co-

redução, conforme sumarizado na Figura 08. Iniciando com a temperatura de 60 °C com o 

NaBH4 reduzindo e gerando grande número de NPsAg de tamanho muito pequeno, formando 

núcleos de prata pela diminuição de Número de oxidação (Nox) dos cátions presentes em 

solução, ou seja, ocorre a redução dos cátions de prata, Ag+ a Ag0, o que causa a formação de 

novos núcleos e consequentemente os clusters.  

Posteriormente há o processo de crescimento pelo TSC, que é favorecido pelo aumento 

de temperatura para 90 °C. A presença de TSC desde o início da reação controla o processo de 

nucleação prevenindo aglomerações. E a variação da temperatura controla a capacidade de 

redução de NaBH4 e TSC, facilitando o controle de tamanho, assim como a base utilizada na 

etapa final da síntese controla a taxa de redução, propiciando um maior controle também da 

morfologia (AGNIHOTRI et al., 2014). 

A suspensão final da síntese foi centrifugada e ressuspensa até volume de 20 mL em 

PBS 5 mmol/L, retirando qualquer vestígio de NaBH4, para que não ocorra qualquer ação deste 

na enzima nos futuros estudos de interação, e armazenado a 4°C sem contato com a luz. 
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Figura 08. Imagem do processo de síntese de NPsAg pelo método de co-redução química por NaBH4 e TSC, e controle de tamanho pelo pH.   

Fonte: Próprio autor. 
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Uma evidência da formação de prata com dimensões nanométricas observa-se na 

Figura 09, que é a solução de coloração amarela, uma vez que nenhum dos reagentes 

utilizados (AgNO3, TSC, NaBH4 e NaOH) apresenta cor. Essa solução coloidal micro 

heterogênea apresenta tal coloração devido a interação da radiação da luz com a superfície 

do nanomaterial, possuindo cor amarela por absorver na região do violeta de 400 a 430 nm 

(PAVIA, et al. 2009).    

Figura 09. Imagem da solução coloidal de NPsAg obtida após processo de síntese.  

 

Fonte: Próprio autor. 

A formação da Np pode ser comprovada através da caracterização por espectroscopia 

de absorção na região do UV-Vis. No espectro de absorção no UV-Vis, Figura 10 a, pode 

ser observada uma banda com absorção máxima em 407 nm para o produto na síntese, em 

azul, e para os respectivos reagentes (AgNO3; TSC; NaBH4 e NaOH), que não apresentam 

absorbância nesta região.   

A banda em 407 nm (linha azul) é típica de nanomateriais que possuem ressonância 

plasmon de superfície, gerada pela movimentação coletiva dos elétrons pelo campo 

eletromagnético de seu dipolo, polarizando as NPsAg. Para a solução de NPsAg o espectro 

de absorção, no qual é expresso por absorbância significa que se equivale ao processo de 

extinção (absorção + espalhamento). Entretanto, a elevação da linha de base é 

proporcionalmente mais baixa que o sinal da absorção, pois a interação com a luz é bem 

maior que o choque geométrico (EVANOFF et al., 2005). 

Para a solução de AgNO3, em preto, há apenas uma discreta banda de absorção com 

máximo em 304 nm, característico das transições eletrônicas dos elétrons dos orbitais d do 
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íon Ag+ dissociados em solução. Na Figura 10b, pode ser melhor observado o espectro para 

NPsAg que mostra uma banda bem definida, pouco alargada, que indica formação de 

nanopartículas monodispersas. A única banda sugere um alcance da síntese no controle de 

morfologia, pois outra morfologia ocasionaria outras bandas por ocorrer mais de um 

direcionamento da ressonância plasmônica de superfície. Além disso, pelo perfil simétrico 

da banda de SPR, reforça que essas nanopartículas possuem forma aproximadamente 

esféricas. A banda observada em comprimentos de onda inferiores a 320 nm é inerente das 

transições de elétrons das bandas de valência à de condução da prata (4d – 5sp), conforme 

Kreibig (1995) descreveu em seu trabalho.  

Figura 10. Espectro de UV-Vis para AgNO3, em preto; Citrato trissódico, em verde; NaBH4, em 

vermelho; H2O em azul claro e NPsAg em azul (a); Espectro da solução coloidal de NPsAg (b). 
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Com o intuito de quantificar a concentração de prata, inicialmente foi construído uma 

curva de calibração variando as concentrações de nitrato de prata conforme Figura11 a. Esses 

dados foram plotados, gerando o gráfico de Abs versus concentração de nitrato de prata 

(mmol/L), Figura 11b, e por meio da equação linear gerada foi possível converter os valores 

de ABS da amostra testada para concentração. 

𝑦 = 𝑎 + 𝑏. 𝑥                                                                                               (15) 

Figura 11. Espectros de UV para AgNO3 nas concentrações de 2, 3, 4, 5 e 6 mmol/L (a); 

gráfico de ABS versus concentração de AgNO3 (b).  
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Então a concentração para solução das nanopartículas digeridas com ABS = 0,031 

conforme Figura 12, é dada por: 

0,031 = 3,5.10−4 + 0,014. 𝑥 

𝑥 = 2,2 𝑚𝑚𝑜𝑙/𝐿 

 

Figura 12. Espectro de UV-Vis para NPsAg digeridas em ácido nítrico.  
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Fonte: Próprio autor.  

Com a concentração de prata estabelecida em 2,2 mmol/L foi possível calcular a 

concentração de nanopartículas em solução, em que o número total de átomos de prata em 

um volume de 20 mL: 

𝐴𝑔 = 2,2 
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝐿
∙ 0,02𝐿 ∙ 6,02 ∙ 1023 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠

𝑚𝑜𝑙
= 2,649 ∙ 1019 á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠  

Relacionando então o número de átomos de prata por nanopartícula, utilizou o valor 

do raio obtido por MET de 26 nm, por considerar apenas a superfície metálica e não seu 

movimento no meio, na equação 12: 

𝐴𝑔𝐴𝑔𝑁𝑃  = 4 ∙  
4𝜋(26𝑛𝑚)3 3⁄

(0,409𝑛𝑚)3
≅ 4,6 ∙ 106  

á𝑡𝑜𝑚𝑜𝑠

𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎
 

 Considerando que todos os átomos de prata fazem parte de uma nanopartícula, 

resulta na concentração de NPsAg, conforme equação 13: 
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𝐴𝑔𝑁𝑃𝑠𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
𝑁

0,02𝐿
=  

2,649 ∙ 1019 4,6 ∙ 106⁄

0,02𝐿
≅ 3,077 ∙ 1014  

𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠

𝐿
 

=
3,077 ∙ 1014  𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 𝐿⁄

6,02 ∙ 1023  𝑛𝑎𝑛𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡í𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑜𝑙⁄
≅ 0,51 

𝑛𝑚𝑜𝑙

𝐿
 

A estabilidade das NPsAg foi monitorada por espectroscopia na região do UV-Vis 

por um período de 30 dias com leituras realizadas com intervalos de 24 horas na região do 

espectro compreendida entre 200 a 800 nm. As soluções foram armazenadas a 4 °C e sem 

contato de luz. 

Na Figura 13 a é possível observar no espectro uma mudança da absorbância entre o 

primeiro (linha preta) e o último dia (linha lilás), ocorrendo apenas um sutil deslocamento 

no comprimento de onda da banda de absorção de 407 nm para 410 nm, o corresponde as 

interações desta solução coloidal, indicando que estas nanopartículas permanecem na mesma 

faixa de tamanho. Mas há uma diminuição na intensidade do sinal, essa variação fica mais 

evidente quando se constrói um gráfico da ABS versus Dia, com os máximos de cada 

espectro (Figura 13 b). Observa-se que a maior variação ocorre do primeiro dia ao vigésimo 

segundo dia, mas que após a solução mantém a estabilidade, apresentando pouca oscilação 

na absorção da solução.  
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Figura 13. Espectro de UV-Vis para NPsAg durante 30 dias (a) e gráfico da absorbância 

versus dia (b). 
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Fonte: Próprio autor.  
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4.2 Interação entre NPsAg e Tri por UV-Vis. 

Posteriormente iniciou-se o estudo da interação entre NPsAg e a tripsina, no qual foi 

adicionado enzima à nanopartícula e deixando a 4° C por 24hrs, centrifugado e diluído em 

PSB 5mmol/L. Pode-se perceber a mudança na solução das nanopartículas, em que ao estar 

com a biomolécula há um descolamento do visível para o vermelho, obtendo uma coloração 

laranjada, como pode ser observado na Figura 14.   

Figura 14. Imagem das soluções de tripsina 2.10-2 mg/mL (a), 0,1 nmol/L NPsAg (b) e 

NPsAg/Tri (c). 

 

Fonte: própria autoria. 

Ao analisar o espectro de UV-Vis da Figura 15, percebe-se que para NPsAg em 

presença da tripsina em meio tamponado, há um alargamento da banda e consequentemente 

um deslocamento da absorção máxima para a direita, de 409 nm para 458 nm, absorvendo 

na região do azul, mudando a cor da solução de amarelo para laranjado. Essa alteração indica 

que houve mudança de suas propriedades sintéticas pela agregação das mesmas, nas quaisse 

tornam mais polidispersas, o que consequentemente eleva a linha de base pela maior 

dispersão da luz. No entanto, nota-se que a banda em 277 nm, relacionada a absorção 

aminoácidos aromáticos, Tirosina, Triptofano e Fenilalanina, pertencentes a enzima 

(SEGURA-GARCÍA et al., 1999). Isso mostra que as estruturas desses resíduos de 

aminoácidos não sofrem alterações com a interação.  

 

 

 

(A) (B) (C) 
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Figura 15. Espectro de UV-Vis para solução de 1.10-5mol/L tripsina adsorvida por 24 horas em 4°C 

em 0,1 nmol/L NPsAg em tampão PBS 5 mmol/L (linha vermelha) e 0,1 nmol/L de NPsAg em 

tampão PBS 5 mmol/L (linha azul), tripsina 200 μg/mL (linha laranja) (a), Estrutura tridimensional 

da enzima com resíduos de aminoácidos responsáveis por absorção em 280 nm (b).   
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Fonte: própria autoria, PBD tripsina (1S0Q). 

 

4.3 Espalhamento Dinâmico de Luz (EDL) e Potencial Zeta (ζ) 

Os experimentos de EDL e potencial zeta disponibilizarão informações a respeito da 

estabilidade coloidal e o perfil de distribuição de tamanho das nanopartículas em suspensão. 

O movimento browniano de partículas em solução é responsável pelo espalhamento 

dinâmico da luz viabilizando a análise de tamanho de partícula. A frequência do sinal é 

dependente do movimento, onde partículas menores se movem mais rapidamente 

dispersando menos luz do que partículas maiores, ou seja, está relacionado ao tamanho e 

forma da partícula dispersa no meio. Outra técnica importante, principalmente para soluções 

Triptofano  

   

Fenilalanina   

(a) 

(b) 

Tirosina    
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coloidais é o potencial Zeta, a partir dele é possível determinar a carga superficial e predizer 

a estabilidade pelas interações.   

Através de simulações computacionais realizadas no site Protein Data Bank é 

possível estimar o raio da tripsina com as informações acerca de suas dimensões. A Figura 

16 apresenta a enzima Tripsina globular com dimensões de 1,5 nm por 1,3 nm, com 

aproximado raio de 2 nm. É necessário salientar que essas dimensões desconsideram as 

dimensões de solvatação por moléculas de água presentes em solução.  

Figura 16. Dimensões da tripsina pelo modelo 1H4A. 

 

Fonte: Próprio autor, PDB tripsina (1S0Q). 

A partir das soluções de NPsAg, tripsina e NPsAg/Tri preparadas em meio 

tamponado, obteve-se a distribuição de tamanho a partir do espelhamento dinâmico de luz 

(EDL), observado na Figura 17, para a NPsAg (linha azul), para a tripsina (linha preta) e 

para NPsAg/Tri (linha vermelha).    
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Figura 17. Distribuição de raio hidrodinâmico para NPsAg em azul, Tripsina em preto e 

NPsAg/Tri em vermelho, 50 mg/L em PBS 5 mmol/L, pH 7,4. 
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Fonte: Próprio autor.  

Para as NPsAg o raio hidrodinâmico obtido através da média de 3 medidas com 100 

varreduras de EDL foi de 28 ± 6 nm, corroborando com a espectroscopia de UV-Vis. O raio 

hidrodinâmico da enzima foi de 3,3 ± 0,3 nm, e para a NPsAg em presença da enzima foi de 

143 ± 20 nm, como é ilustrado no esquema da Figura 18.  

Figura 18. Imagem das NPsAg/Tri (solução laranjada) e NPsAg (solução amarela). Raios 

hidrodinâmicos para NPsAg/Tri, NPsAg e tripsina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor.  
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Pela distribuição de tamanho da NPsAg, quanto da enzima tripsina esta concentração 

nota-se que estas não tendem a se aglomerar, assim ficando dispersas em solução. Pôr as 

NPsAg ao interagirem com as enzimas tentem a formar aglomerados, e essas interações 

diminuem a solubilidade da tripsina formando precipitado, visível na Figura 19.  

O valor obtido de ζ para as NPsAg é de – 15 ± 2 mV, sendo um valor de estabilidade 

razoável que, em condições adequadas, coopera para a estabilidade da mesma ao longo do 

tempo. Entretanto para as NPsAg/Tri o valor de potencial zeta foi de – 2,9 ± 0,5 mV, essa 

diminuição da carga é esperada, já que a tripsina possui carga líquida positiva de 6 

(ProtParam50). Na presença de biomoléculas, tendem a formar uma camada para torná-las 

mais estáveis, diminuindo a estabilidade coloidal e formando precipitados, já que o valor de 

ζ é mais próximo de zero, e não há cargas suficientes de repulsão que impeça a aglomeração.  

Figura 19. Potencial zeta para NPsAg (em preto) e NPsAg/Tri (em vermelho). 
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Fonte: Próprio autor.  

Essa mudança de 12,1 mV da carga superficial da solução ocasiona a formação de 

precipitado, conforme Figura 20, pois as forças atrativas são maiores que as forças 

repulsivas, já que o ζ está próximo de 0, não oferecendo estabilidade coloidal para essa 

solução. 

 

 



53 

 

 

Figura 20. Imagem das NPsAg/Tri com corpo de fundo a esquerda e NPsAg a direita pela 

mudança de Potencial Zeta. 

 

Fonte: Próprio autor.  

4.4 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

Através da microscopia eletrônica de transmissão foi possível obter informações 

morfológicas das nanopartículas de prata. Na Figura 21a observa-se NPs com diâmetro 26 ± 

4 nm, índice de polidispersividade de 0,16, sendo considerado monodispersas. A construção 

do histograma confirma o tamanho médio da distribuição dos diâmetros das NPs, conforme 

visualizado na Figura 21b. Nesta imagem de microscopia eletrônica de transmissão, é 

possível perceber que as nanopartículas possuem morfologia aproximadamente esférica. 

Para o EDS, desconsiderando o carbono e cobre da grade de suporte para as imagens, a 

quantidade quantificada pelo software do equipamento Oxford instruments foi de 95% de 

Ag, e que é representado pelos picos correspondentes próximos a k= 4,58 e 22,58 KeV 

(Figura 22).  

 

 

 

 

≠ 12,1 ± 0,75 mV 
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Figura 21. Histograma das NPsAg e imagem de MET (a), Imagem com maior ampliação de MET 

para NPsAg (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor.  
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Figura 22. EDS para NPsAg sem a presença da enzima. 
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Fonte: Próprio autor.  

Outras imagens de MET para o biossistema NPsAg/Tri também puderam revelar 

nitidamente que a enzima fica adsorvida na superfície das NPsAg, nas quais formam 

agregados de vários tamanhos, conforme indicado pelo espectro UV-Vis. Entretanto, não há 

uma mudança significativa de morfologia ou tamanho das NPsAg, conforme visualizado nas 

Figuras 23 a, b e c.  

Figura 23. Imagem de MET de NPsAg/Tri (a), (b) e (c). 
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Fonte: Próprio autor.  

Através do espectro de EDS para a NPsAg/Tri há a presença de nitrogênio (Figura 

24), representando cerca de 14% em massa, em k= 0,42 KeV, devido a presença da enzima, 

já que as enzimas têm em seus aminoácidos nitrogênios, os quais formam as ligações 

peptídicas. O mesmo pico não é observado para o sistema NPsAg. 

Figura 24. EDS para NPsAg/Tri. 
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Fonte: Próprio autor.  
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4.5 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho e Microscopia Óptica   

Após a síntese das NPsAg foi realizado análise de FTIR (Figura 25) para a mesma 

que é estabilizada pelo citrato (em vermelho) e para a solução de TSC (em preto). Nesta 

Figura, de um modo geral, percebe-se que há um leve deslocamento dos modos vibracionais 

para a direita, muito provavelmente ocasionado pela interação do TSC com a NPsAg. Mas 

que o citrato está presente como estabilizante das NPsAg, e que as interações provavelmente 

ocorreram entre o TCS na superfície da NPsAg com a proteína. 

Figura 25. Espectro de infravermelho por transformada de Fourier para Citrato trissódico 

(2mmol/L), linha preta e NPsAg estabilizada por Citrato (0,5 nmol/L), linha vermelha. As 

intensidades foram normalizadas para melhor comparação.  
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Fonte: Próprio autor.  

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi utilizado 

para a determinação da estrutura secundária da enzima tripsina, já que esta técnica gera 

informações importantes através dos grupos peptídeos presentes nas proteínas. Essas bandas 

características da enzima são Amida A (~3300 cm-1) e B (~3100 cm-1), bandas geradas por 

ressonância de Fermi e pela vibração de alongamento da ligação N-H e que não depende da 

conformação proteica, indicadas da Figura 26a.  

A banda do grupo Amida I (1600-1690 cm-1), de maior intensidade, é resultante 

principalmente da vibração de alongamento da ligação C=O acoplado com o estiramento da 

ligação C-N, e que está relacionado diretamente a conformação estrutura da proteína.  A 

Amida II (1480-1575 cm-1) é derivada da vibração de flexão angular da ligação N-H e 
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alongamento de C-N. Essas bandas de amida I e II estão presentes na Figura 26b, já a Amida 

III (~1300 cm-1) possui bandas complexas geradas por misturas de deslocamento de 

coordenação dependendo do campo de força e cadeias laterais (BARTH, 2007; SUSI et al., 

1986 e BANDEKAR, 1992).  

Figura 26. Espectro de infravermelho por transformada de Fourier para enzima Tripsina, (a) na 

região de 3800 cm-1 a 900 cm-1 e (b) na região de 1800 cm-1 a 900 cm-1.
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Fonte: Próprio autor.  

Desta forma realizou-se as medidas de FTIR para a tripsina e para NPsAg/Tri, essa 

técnica juntamente com as nanopartículas de prata, ouro e platina por exemplo apresentam 

vantagens pois depende da ressonância de plasmon de superfície localizada, para o efeito 

SEIRA, com o a intensificação do sinal, potencializando as aplicações com esses tipos de 
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nanomaterial. As NPsAg vêm se tornando um nanomaterial verde pelas diversas formas de 

síntese, para as mais diferentes utilizações em detecção e na utilização de biossensores, 

tornando mais sensíveis para estudo de estruturas de carbono do que a técnica convencional 

(Eid et al., 2020). 

No espectro de infravermelho, Figura 27, existe uma intensificação do sinal em todas 

as regiões de varredura, mas efeito SEIRA fica mais pronunciado na região da Amida I, onde 

o sinal aumenta cerca de 50%. Ocorrendo a mudança nas posições dos picos das bandas de 

amida I em 1656 para 1651 cm −1 e amida II 1543 para 1541 cm −1. 

Figura 27. Espectro de infravermelho por transformada de Fourier para enzima Tripsina 1.10-5 

mol/L, em preto, NPsAg/Tri, em, vermelho.
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Fonte: Próprio autor.  

Com a proteína depositada no substrato de CaF2, que não absorve no infravermelho 

usado como suporte para colocar a amostra, foi feito imagem com microscópio (Figura 28 a), 

e com a análise de FTIR com detector FPA integrando a região de 1600 cm-1 a 1690 cm-1 

foram gerados os mapeamentos químicos (Figura 28 b e c), nos quais nota-se que proteína é 

hidrofílica, já que apresenta a maior concentração nas bordas. 

Esse comportamento é notado como um padrão na secagem de uma gota contendo 

partículas suspensas em um substrato. Esse padrão de deposição é encontrado não apenas para 

soluções de proteínas, DNA, soluções salinas, e mesmo para nanopartículas. Conduzir a 

evaporação de uma solução depositada tem vários usos práticos como diagnóstico de doenças, 
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(a)  

300 µm  

revestimento de superfície cristalização bidimensional e biossensores de proteínas. O 

conhecido padrão de coffee ring ocorre devido ao movimento de partículas em direção as 

bordas. A evaporação nas bordas de uma gota é maior quando comparado ao centro da mesma. 

Esse padrão de deposição depende de muitos fatores como tamanho de partícula, tamanho de 

gota, natureza da superfície do substrato, formas das partículas, presença de surfactante e 

aditivos, temperatura do substrato (MA et al., 2011; PRADHAN et al., 2015).  

Esse comportamento de coffe ring está presente não só para a tripsina, mas também 

para a nanopartícula de prata, o qual a maior concentração é nas bordas, por estar depositado 

em um substrato hidrofóbico em uma solução aquosa, as amostras interagem mais com seu 

solvente, mas para as NPsAg/Tri esse comportamento é minimizado, pela microscopia na 

Figura 28 c a deposição fica mais uniforme, uma vez que ao interagir as NPsAg a tripsina sua 

solubilidade diminui o que provavelmente aumente suas interações hidrofóbicas com o 

substrato, o que proporciona o filme mais uniforme, que são visíveis nos mapas químicos de 

superfície 28 b.1 e 28 c.1 e esquematizado na Figura 28 d.    

Figura 28. Imagem de microscopia para NPsAg (a), Tri (b) e NPsAg/Tri (c), mapa químico 

de superfície Tri (b.1) e NPsAg/Tri (c.1) esquema de coffe ring (d). 
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Fonte: Próprio autor. 

Através dos 4096 espectros gerados com o detector FPA, em cada mapa química, foi 

tirado uma média por meio do método da segunda derivada, foi feita a deconvolução da região 

de amida I e a determinação da estrutura secundária da proteína para a tripsina e NPsAg/Tri, 

conforme Tabela 4 e Figura 29. A maioria dos métodos para determinação da estrutura 

secundária utilizados por FTIR é concentrada na análise da banda de Amida I, porque é 

composta por cerca de 80% pela vibração C=O da ligação peptídica, sendo que uma forma de 

analisar essa banda é pela decomposição da mesma em seus constituintes, conforme as Figuras 

30 (a) e (b). A tripsina é majoritariamente Folha-β (KONG et al., 2007), ao interagir com a 

nanopartícula ocorre uma mudança de sua estrutura secundária, pela diminuição de estrutura 

ordena, o que pode ser devido a interações do tipo eletrostática, já que as nanopartículas 

possuem carga superficial negativa e, além dos resíduos positivos presente na enzima, podem 

ocorrer interações do tipo dipolo, o que reforça esses indicação são que as NPsAg interagem 

com os grupos C=O e C—N, da amida I e II, dos polipeptídios da proteína, o que gera  um 

rearranjo na rede de ligações de hidrogênio no grupo carbonil. 

(c)  

300 µm  

(c.1)  

(d)  

Tripsina  NPsAg  NPsAg/Tri  
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Figura 29. Estrutura secundária da tripsina, α-Hélice em laranjado, Folha-β em verde e Random coil 

em roxo. Deconvolução de Amida I para a enzima tripsina, (a) para a região de mapa químico b, (b) 

região de mapa químico d. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor, PDB tripsina (1S0Q). 

Tabela 04. Estrutura secundária da proteína por FTIR. 

 
Folha-β (%) Outros (%) 

Tripsin (FTIR) (KONG, 2007) 44 56 

Tripsin (FTIR) a 46,9 53,1 

Tripsin (FTIR) b 32,4 67,6 

Fonte: Próprio autor. 

(a) (b) 



63 

 

 

4.6 Dicroísmo Circular  

O dicroísmo circular pelo desvio da luz polarizada a partir de ligações peptídicas, como 

dos cromóforos, fornece informações sobre a estrutura secundária de proteínas. A Figura 30 

mostra o espectro de dicroísmo para a enzima tripsina e NPsAg/Tri, desprovido de picos 

positivos, apresentado uma banda negativa na região ultravioleta em cerca de 203 nm. Ao 

serem adicionadas NPsAg ocorre a mudança da forma e intensidade do pico no espectro de 

DC, ocorrendo alteração de sua estrutura básica após interação com NPsAg, o que 

complementa que a estrutura secundária é desdobrada.  

Pelo método da deconvolução utilizando o site bestesl – single spectrum analysis 

results, obteve-se as porcentagens da constituição da estrutura secundária da enzima destes 

espectros, conforme Tabela 5.  Mas em meio aquoso o resultado da mudança estrutural é 

alterado, se comparado ao FTIR, ocorre o decréscimo da porcentagem de α-Hélice, o que deve 

ser ocasionado pelas interações das Amidas I e II com a nanopartícula. Entretanto aumenta a 

estrutura beta.  A ligação das nanopartículas de prata leva à transição alfa-beta, o que pode 

estar relacionado a maior liberdade conformacional e interação hidrofílica com o meio.  

Figura 30. Espectro de dicroísmo circular a 25°C para tripsina 1.0 × 10−5 mol/L e NPsAg/Tri em 

tampão PBS 5 mmol/L, pH 7.4. 
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Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 05. Estrutura secundária para tripsina por dicroísmo circular. 

 
Folha-β (%) α-Hélice (%) Random coil (%) 

Tripsina 25 14 64 

NPsAg/Tri 26 11 66 

Fonte: Próprio autor. 
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5 Conclusões 

É um importante campo de estudo o comportamento de nanomateriais na presença de 

biomoléculas para aplicação in vivo, bem como no uso de biossensores.  Por meio da síntese 

de NPsAg pelo método de co-redução química com duas etapas de temperaturas formou 

nanopartículas de tamanho controlado e morfologia próxima a esférica, de 26 ± 4 nm.  

As imagens de MET confirmaram a morfologia e tamanho das NPs, as quais 

apresentam banda plasmônica referente em 407 nm na espectroscopia de UV-Vis.  

As NPsAg, ao interagir com a enzima, mudaram sua característica do espectro de UV-

Vis, tornando menos intenso e mais alargado, ocorrendo um deslocamento para o vermelho, 

indicando agregação desta solução coloidal, e diminuição da estabilidade, devido as interações 

do tipo eletrostática e hidrofobia. O que é confirmado por EDL ao aumentar o raio 

hidrodinâmico de 28 ± 6 nm para 143 ± 20 nm, com baixa solubilidade pelo potencial zeta 

próximo de zero. Essa interação ocasiona mudança da estrutura da proteína, diminuindo a 

organização da estrutura secundaria.  
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