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Resumo- As nanoparticulas de ouro preparadas com peptideos podem ser utilizadas
como biossensores devido a estabilidade fisico-quimica, funcionalidade ajustavel e
boa compatibilidade com analitos de origem bioldgica. O peptideo escolhido para
funcionalizagdo das nanoparticulas tem a seguinte sequéncia de residuos de aminoacido:
H-CVNITKQHTVTTTT-NHz, no qual o residuo de cisteina (C) faz a ligagao do peptideo
ao ouro metalico e o residuo de histidina (H) € o sitio principal de ligacdo de ions Cu?.
Variagdes da razao entre as concentragdes de citrato e HAuClz ndo se mostraram eficientes
para controlar o tamanho das nanoestruturas. O agente redutor foi substituido pelo boridreto
de sddio e as nanoparticulas de ouro obtidas foram caracterizadas em todas as fases em
relagcao ao raio hidrodinamico, potencial zeta e indice de polidispersdo em equipamento
Zetasizer, por meio de medidas de espalhamento dinamico de luz.

Termos para indexag¢ao: nanoparticula de ouro, peptideo, cobre, boridreto de sddio.

Preparation of metallic nanostructures associated to a peptide for the
construction of a biosensor

Abstract- Gold nanoparticles prepared with peptides can be used as biosensors due to
their stable physicochemical priorities, adjustable functionality and good compatibility
for biological analytes. The peptide chosen for functionalization of the nanoparticles has
the following sequence of amino acid residues: H-CVNITKQHTVTTTT-NHZ2, in which the
cysteine (C) residues anchors the peptide onto the gold surface whereas the histidine (H)
residue among other moieties of the peptide chain binds to Cu2+ metal ions. Variations
in the ratio of citrate to HAuUCI3 concentrations did not give rise to controlled particle size.
Thus, sodium borohydride was substituted for citrate as the reducing agent and the obtained
nanoparticles was characterized by measurements of zeta potential, hydrodynamic radius,
and polydispersion index in a Zetasizer equipment, which operates by dynamic light
scattering.

Index terms: Gold nanoparticle, peptide, copper, sodium borohydride.
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Introducgao

As nanoparticulas de ouro (AuNP) possuem aplicagbes como sensores devido a
biocompatibilidade, a facilidade de obtencao, a possibilidade de controle de tamanho,
formato e carga superficial e a utilizagdo de métodos variados de detec¢do, como a
espectroscopia de absorbancia por mudangas na posicdo da banda plasménica ou os
meétodos eletroquimicos que sao sensiveis a mudangas no potencial de 6xido-reducao (Chen
et al., 2008; Saha et al.,al., 2012). As nanoparticulas de ouro podem ser funcionalizadas
diretamente com peptideo por meio da ligagao de residuos de cisteina ou pela modificagao
do peptideo com a inser¢gdo de um espacador com grupo sulfidrila (Egorova et al., 2020). A
ligacdo de peptideos a ions metélicos apresenta aspectos de especificidade e seletividade
que a torna uma estratégia valiosa em aplicagdes biotecnologicas, como a construgao
de biossensores (Lévy et al., 2004). Devido ao tamanho pequeno, as AuNPs possuem
uma grande area superficial, tendendo a aglomerar-se e, consequentemente, a perderem
as suas propriedades unicas relacionadas ao tamanho, formas e distancia interparticular
(Daniel; Astruc, 2004).

Assim, métodos diferentes de sinteses de nanoparticulas foram desenvolvidos
para controlar o tamanho e a forma e promover sua estabilizagcdo. O método de Turkevich
et al. (1951) é o mais amplamente utilizado, o qual consiste em reagbes de o6xido-
reducdo mediadas por citrato que atua ainda como estabilizante. Este método, apesar
de ser experimentalmente simples e ja possuir um mecanismo de reagao proposto (Ojea-
Jiménez et al., 2010), continua sendo investigado e sabe-se que o tamanho e a carga
das nanoestruturas dependem da razao [citrato]/[HAuCls] e do pH controlado pelo citrato
(Jietal., 2007). Entretanto, diversos outros redutores podem ser utilizados, alguns dos quais
sao extratos bioldgicos peculiares. Gracie et al. (2022) reduziram sais de ouro em bebidas
alcodlicas envelhecidas em barris e produziram AuNPs coloridas com propriedades distintas
que podem refletir a qualidade da bebida. Nanodiscos de ouro foram sintetizados por um
meétodo bioquimico em solugao aquosa utilizando extrato de barata (Periplaneta americana)
como agente redutor (Cho et al., 2023). No outro extremo, um agente redutor classico e
amplamente utilizado em quimica organica e inorganica € o boridreto de sédio, que pode
ser usado para produzir nanoestruturas de ouro em temperatura ambiente (Dearaedt et al.,
2014).

Este trabalho visa a obtencdo de nanoparticulas de ouro com tamanhos menores e
mais controlados que as nanoestruturas obtidas na presenca de citrato de sddio, utilizando-
se o boridreto de sédio (NaBH4) como agente redutor para melhor estabilizagao apés
funcionalizagdo com o peptideo, com expectativa de desenvolvimento de um biossensor
para a determinacéo de ion metalico em alimentos.

Material e métodos

Neste projeto, nanoparticulas de ouro foram sintetizadas por via aquosa, utilizando-se
o boridreto de sédio como agente redutor, e preparadas com o peptideo por automontagem,
que é um método extremamente versatil e de custo relativamente baixo se comparado
a outras metodologias de sinteses envolvendo nanoestruturas metalicas, podendo ser
adaptado para produgdes em grande escala, ressaltando as nanoparticulas de ouro,
vastamente aplicadas (Xiaomin et al., 2022).
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A preparacao das solugdes coloidais de nanoparticulas de ouro (AuNP), desenvolvida
no Laboratério de Inovagdo em Nanobiotecnologia e Materiais Avangados para Pecuaria-
LINMAP, da Embrapa Gado de Leite, foi conduzida com base em reag¢des de éxido-reducéo,
utilizando o boridreto de sédio (Dearaedt et al., 2014) ou o citrato de sdédio (Turkevich et al.,
1951) como agente redutor e estabilizante.

Inicialmente, foi feito um estudo de variacdo da razao molar entre citrato e HAuCls.
Foi preparada uma solugéo de estoque de citrato de sodio (CeHsNasO7, MM 258,1 g/mol)
a 1% (p/v), correspondente a 3,9 x 102 mol/L, sendo a concentragao final de 5,7 x 10+
mol/L. A partir desta solugao estoque de citrato de sodio, retirou-se uma aliquota (de acordo
com a Tabela 1), que foi transferida para um erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de
agua ultrapura Milli-Q mantida em aquecimento e agitagcado constante até a ebulicdo. Apds
5 minutos em ebuli¢ao, foram adicionados 50 uL da solugao de acido cloroaurico (HAuCls)
na concentragcéo de 2,9 x 10 mol.L™" (concentragao final de 5,0 x 10> mol/L). Apos alguns
minutos, a solugao adquiriu uma coloragao avermelhada, indicando a formagao das AuNPs.
As solugbes coloidais foram sintetizadas testando-se cinco concentragdes de citrato de
sédio (Tabela 1), nas quais foram realizadas quatro repeti¢cdes de sinteses de nanoparticulas
para avaliar a razao citrato/ouro.

Apos o resfriamento da solugédo, esta foi submetida a dialise, onde se utilizou uma
membrana de celulose regenerada com didametro médio de 34 mm, MWCO 3,5 kDa, durante
dois dias, realizando-se a troca de agua por trés a quatro vezes.

Tabela 1. Variagdes da concentragéo de citrato de sddio e da razéo entre citrato e HAuCls.

0,2 mL 2,0 x 10-4 mol.L"

0,4 mL 3,0 x 10-4 mol.L- 6
0,8 mL 6,0 x 10-4 mol.L " 12
1,6 mL 1,2 x 10-3 mol.L" 24
3,0 mL 2,2 x 10-3 mol.L" 44

Para a sintese utilizando o boridreto de sédio como agente redutor, foi dissolvido 1,5
mg de acido cloroaurico na concentragao de 4,4 x 10° mol.L* em 32 mL de agua ultrapura
Milli-Q, que foi mantida sob agitagcado constante por 15 minutos em temperatura ambiente.
ApOs a agitagdo por 15 minutos, 1,0 mL de uma solugéo de boridreto de sddio (1,5 mg de
NaBH., MM= 37,83 g/mol, 3,96 x 102 mol/L) foi adicionado rapidamente sob a solugao
aurica, obtendo-se uma coloracdo avermelhada instantaneamente. A cor da solugao e a
auséncia de aglomerados muitos densos no fundo do recipiente mostraram que a particula
coloidal foi sintetizada com eficiéncia. O pH da solucéo coloidal foi variado utilizando-se uma
solugéo de NaOH (1,0 mol/L), ajustando o pH de 4 para 10, quando foi possivel observar
a mudanga da cor avermelhada para um azul escuro. Em seguida, foi preparado 1,0 mL
de uma solugéo aquosa do peptideo a 1,25 x 10 ® mol/L (H-CVNITKQHTVTTTT-NHz2, MM=
1.547,0 g/mol, 20 mg) e aplicou-se uma aliquota de 20uL sobre a suspenséo coloidal de Au,
que ficou em agitagao por 10 minutos. A concentragao final do peptideo foi de 8,0 x 10" mol/L.
A solugao foi submetida a dialise, utilizando-se uma membrana com didmetro médio de 34
mm, MWCO 3,5 kDa, durante dois dias. Para a ligagao do Cu** a nanoestrutura derivatizada
com o peptideo, a membrana contendo as nanoparticulas de ouro ficou submersa em uma
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solucao de sulfato de cobre (1,0 x 10 mol/L; 160mg) realizando-se a troca de agua por trés
a quatro vezes. Este procedimento foi repetido com a substituigdo do CuSOa pelo MgSOa.

Resultados e discussao

Em etapas anteriores deste projeto, verificou-se que foi possivel estabilizar as
nanoestruturas de ouro obtidas com o citrato como agente redutor, mas havia uma variagao
significativa de tamanho e carga superficial das nanoestruturas obtidas na mesma condi¢céo
experimental. Foi feito entdo um experimento de variagdo sistematica da razao [citrato]/
[HAuUCIs] para verificar se o0 aumento desta razdo levaria, de fato, a uma diminui¢cdo da
dimensado das nanoestruturas (Ji et al., 2007). Na Tabela 2 pode ser observada uma
tendéncia do aumento do raio hidrodindmico das AuNPs funcionalizadas com o0 aumento da
razao entre citrato e HAuCls, mas com grande dispersao. Observamos ainda uma variagao
significativa dos raios hidrodindmicos na mesma condigdo experimental, sugerindo que
pequenas variagdes na temperatura proxima a ebulicdo podem afetar significativamente a
qualidade das nanoestruturas obtidas. Como o objetivo era o de obter de forma reprodutiva
tamanhos menores de nanoparticulas, que sdo comumente melhor estabilizadas apés a
ligac&o do peptideo, foi decidida a substituicdo do agente redutor por NaBHa.

Tabela 2 . Raios hidrodinamicos das AuNPs

1 29,90 34,12 38,51 44,11 65,23
2 40,02 27,83 40,30 36,66 64,64
3 40,44 23,88 37,23 1071 65,25
4 63,47 41,12 35,04 135,2 157,7

Observou-se que as AuNPs reduzidas por boridreto de sddio apresentaram controle
de tamanho e estabilidade maiores se comparadas com as AuNPs obtidas pelo método
de oxido-redugao por citrato de sddio variando-se a concentracdo do sal. O potencial
zeta (PZ), o indice de polidispersédo (PDIl) e o tamanho das nanoestruturas de ouro (raio
hidrodinamico) foram obtidos por espalhamento dindmico de luz (DLS) a 25°C. Para as
sinteses conduzidas com o boridreto de s6dio como agente redutor, como mostrado na
Tabela 3, ocorre um aumento progressivo do raio hidrodinamico das AuNPs funcionalizadas
com peptideo e em solucéo de sulfato de cobre se comparadas com as AuUNPs com NaBHa.
Este efeito € justificado pelo acoplamento dos peptideos e ligagdo de ions metalicos. As
nanoparticulas sintetizadas com boridreto de sédio possuem estabilidade elevada, pouca
ou nenhuma agregagao, apresentando o valor médio de carga superficial de -36,4 mV.
O valor de PZ diminuiu devido a interagdo com o peptideo que possui cargas positivas
no grupo amina na cadeia lateral de lisina (K) e no grupamento histidina (H). Porém, o
valor do potencial zeta torna-se novamente mais negativo apds a adi¢gao da solucédo de
CuSO., provavelmente pela presenga de ions SO4*. Os indices de polidispersividade sao
considerados aceitaveis, mostrando uma uniformidade na distribuicdo dos tamanhos, com
valores de PDI de 0,2 a 0,4 (Casanova, 2010). As AuNPs em solugao de CuSO4 agregaram
durante a didlise. Os ions Cu* e SO+* formam uma ponte entre duas particulas e criam
uma forga atrativa intermolecular, agregando-as. Esse fato explica o valor de PDI ser
maior se comparado com as outras sinteses (Chen et al., 2008). Na presenga de MgSOea,
as nanoestruturas de ouro derivatizadas com o peptideo também apresentaram carga
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superficial mais negativa que antes da adi¢ao do sal inorganico, evidenciando, novamente,
que os ions SO42 parecem ter um efeito pronunciado na nanoestrutura (Tabela 3). Apesar
da carga negativa das nanoestruturas ter sido menor que -25 mV na presenca de CuSQOa4
e MgSOs4, o que indicaria a estabilidade coloidal (Lu; Kessler, 2006), estas particulas
apresentaram agregagao pronunciada durante a dialise. Portanto, para que o biossensor
possa ser aplicado para a detec¢cao de cobre € necessario conduzir estudos com outros
sais como o CuClz e o CuBr-.

Tabela 3. indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta e raio hidrodinamico das nanoparticulas de ouro. Um valor
representativo de medigdo € mostrado juntamente com o seu PDI.

AuNP com NaBH4 0,271 -36,4 55,0

AuNP com peptideo 0,238 -14,1 159,8

AuNP em Cu2+ 0,351 -39,7 230,5

AuNP em Mg2+ 0,417 -21,4 161,9
Conclusoes

Concluiu-se que foi possivel a sintese das nanoestruturas de ouro preparadas com
peptideos por meio de técnicas simples, controlando o tamanho e forma. Entretanto, ainda
€ necessaria a utilizacdo de outras abordagens com os fatores que favoregam de forma
efetiva a deteccao do ion Cu2+, requerendo estabilidade coloidal e resisténcia a interagcoes
ibnicas.
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