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RESUMO 
 

Este estudo teve como objetivo central a produção de partículas modificadas 

pela conjugação de metais com as proteínas albumina e caseína, visando sua 

aplicação  contra as bactérias patogênicas, Staphylococcus pseudintermedius e 

Enterococcus faecalis, causadoras de feridas de pele. As partículas foram 

sintetizadas pela adição de precursor de ferro e zinco às proteínas e o sistema 

foi mantido sob forte agitação por 24 h a temperatura ambiente. As partículas 

foram caracterizadas por meio de espectroscopia de fluorescência, 

infravermelho, análise de diâmetro hidrodinâmico, potencial zeta e microscopia 

de força atômica. E sua atividade antimicrobiana foi testada frente as bactérias 

acima citadas. As análises de infravermelho e fluorescência indicaram alterações 

conformacionais nas proteínas e interações específicas entre proteína e metal, 

influenciadas pelo pH e concentração do precursor metálico. As partículas de 

zinco modificadas com ambas proteínas exibiram efeito antibacteriano (100%) 

em concentrações baixas (a partir de 5mM) contra S. pseudintermedius, em 24 

h de contato. Para E. faecalis, foi observada uma atividade antimicrobiana de 

99% para concentrações maiores que 50 mM e 150 mM  para partículas com 

caseína e albumina, respectivamente. Com relação às partículas de ferro 

modificadas, verificou-se atividade contra S. pseudintermedius acima de 99% 

para concentrações acima de 50mM para partículas com albumina. Bem como, 

uma atividade acima de 90% para concentrações maiores que 400 mM, quando 

com caseína. Posteriormente, foram sintetizados filmes de caseína contendo as 

partículas de zinco modificadas incorporadas ao mesmo. Observou-se os filmes 

modificados apresentaram alta taxa de absorção de água e eficácia 

antimicrobiana (92%) contra S. pseudintermedius em 48 h para os filmes 

contendo as partículas modificadas com 150 mM de zinco em pH 7,0. Destaca-

se o alcance dos objetivos propostos, a síntese de materiais inovadores com 

possibilidade de uso para tratamento de doenças de pele.  
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ABSTRACT  
 

This study aimed at the central production of particles modified by the 

conjugation of metals with the proteins albumin and casein, with the purpose 

of their application against pathogenic bacteria, Staphylococcus 

pseudintermedius, and Enterococcus faecalis, which cause skin wounds. The 

particles were synthesized by adding iron and zinc precursors to the proteins, 

and the system was kept under strong agitation for 24 hours at room 

temperature. The particles were characterized using fluorescence 

spectroscopy, infrared analysis, hydrodynamic diameter analysis, zeta 

potential, and atomic force microscopy. Their antimicrobial activity was tested 

against the mentioned bacteria. Infrared and fluorescence analyses indicated 

conformational changes in the proteins and specific interactions between 

protein and metal, influenced by pH and metal precursor concentration. Zinc 

particles modified with both proteins exhibited antibacterial effects (100%) at 

low concentrations (starting from 5mM) against S. pseudintermedius within 24 

hours of contact. For E. faecalis, antimicrobial activity of 99% was observed 

for concentrations higher than 50mM and 150mM for particles with casein and 

albumin, respectively. Regarding modified iron particles, activity against S. 

pseudintermedius was above 99% for concentrations above 50mM for 

particles with albumin. Additionally, an activity above 90% was observed for 

concentrations higher than 400 mM when using casein. Subsequently, casein 

films containing the modified zinc particles were synthesized. The modified 

films showed a high water absorption rate and antimicrobial efficacy (92%) 

against S. pseudintermedius in 48 hours for films containing particles modified 

with 150mM of zinc at pH 7.0. The achievement of the proposed objectives is 

noteworthy, involving the synthesis of innovative materials with the potential 

for use in the treatment of skin diseases. 
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1. INTRODUÇÃO 

A pele, maior órgão do corpo canino, composta por epiderme e derme, 

desempenha funções cruciais na proteção e regulação do organismo. Essas camadas 

formam uma complexa estrutura responsável por funções vitais em humanos e 

animais. Diversos fatores, como alergias, parasitas e predisposição genética, podem 

contribuir para doenças de pele em cães, destacando-se infecções bacterianas, como 

o pioderma. A barreira cutânea comprometida facilita a invasão bacteriana, resultando 

em infecções, sendo Staphylococcus pseudintermedius a causa mais comum. A 

Staphylococcus pseudintermedius, a principal bactéria causadora de piodermite 

canina, é prevalente em infecções auriculares e de feridas, complicando casos 

dermatológicos e urinários. Sua presença comum na flora canina pode causar 

infecção em situações de resistência diminuída do hospedeiro ou alteração na barreira 

cutânea. Além dos efeitos em cães, destaca-se como uma zoonose preocupante, 

sendo encontrada em complicações de pele humana e associada a casos moderados, 

como endocardite. Simultaneamente, Enterococcus faecalis, comensal 

gastrointestinal em mamíferos, é uma causa frequente de bacteriúria em cães e pode 

causar infecções cutâneas em humanos, alertando para o risco de zoonose devido à 

sua prevalência em animais domésticos. 

O tratamento convencional para doenças causadas por bactérias como 

Staphylococcus pseudintermedius e Enterococcus faecalis envolve principalmente 

antibióticos, inicialmente aplicados topicamente para evitar resistência. Contudo, o 

uso extensivo de antibióticos resultou em resistência, especialmente com relação à S. 

pseudintermedius. A E. faecalis também demonstra resistência, destacando a 

necessidade de tratamentos alternativos. Pesquisas exploram novos métodos para 

tratamentos de doenças de pele como utilização de extratos de plantas e 

nanomateriais, sendo as nanopartículas metálicas (NPs) (prata, cobre, titânio, ferro, 

zinco) foco de estudos devido à sua eficácia na desestruturação celular e inibição de 

biofilmes. Essas alternativas visam reduzir a dependência de antibióticos e abordar 

questões de resistência. 

As NPs metálicas, como prata e óxido de zinco, destacam-se pela eficácia 

contra infecções bacterianas multirresistentes. As NPs de óxido de ferro, além de sua 
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biocompatibilidade, têm sido exploradas em tratamentos para condições como 

Alzheimer e câncer. Em contextos antibacterianos, tanto as nanopartículas de óxido 

de ferro quanto as de óxido de zinco biossintetizadas mostram-se promissoras no 

combate a uma variedade de microrganismos, representando alternativas eficazes 

contra infecções bacterianas. 

As NP podem ser sintetizadas por inúmeras rotas, dentre as quais, os métodos 

físicos de síntese  que se caracterizam por serem rápidos, mas têm baixa pureza. E, 

os métodos químicos, que são simples, mas geram resíduos tóxicos. Já as sínteses 

verdes, que utilizam substâncias biológicas, têm ganhado destaque, sendo mais 

ecológicas e econômicas. Cabe destacar o uso de biomoléculas como polissacarídeos 

e enzimas que atuam como agentes redutores e estabilizadores. A síntese verde 

resulta em nanoestruturas compatíveis com sistemas biológicos, destacando-se por 

sua citocompatibilidade e propriedades biomédicas, tornando-se uma alternativa 

promissora para aplicações antibacterianas. Dentre as biomoléculas utilizadas na 

síntese verde, as proteínas desempenham um papel crucial na síntese de 

nanopartículas (NP), atuando como templates para controlar a nucleação e 

crescimento dessas estruturas nanométricas. Sua capacidade única de auto-

organização e interação com compostos as torna ideais para direcionar a formação 

de NP com propriedades específicas. A estrutura tridimensional das proteínas oferece 

sítios de ligação específicos para a coordenação precisa com íons metálicos, 

resultando em NP com morfologias bem definidas. A versatilidade das proteínas 

permite ajustar as propriedades das NP, como tamanho, forma e estabilidade, por 

meio de modificações em suas sequências. Essa abordagem biomimética, conhecida 

como síntese verde, aproveita a eficiência e seletividade das proteínas, permitindo a 

produção de NP em condições suaves e ecologicamente sustentáveis. 

A albumina da clara de ovo e a caseína do leite são utilizadas na síntese de 

partículas. A albumina é solúvel em água e capaz de amalgamar íons metálicos, 

aplicando-se na obtenção de NP metálicas, como as de óxido de zinco (ZnO), com 

propriedades antimicrobianas. A caseína, principal proteína do leite, age como agente 

redutor eficaz na formação de NP de ZnO, com menor citotoxicidade e maior 

permeação celular. Ambas são proteínas naturais, biocompatíveis e biodegradáveis, 

destacando-se na síntese de NP e na indústria alimentícia. A caseína, além de seu 
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papel nutricional, apresenta propriedades de estabilização, emulsificação, gelificação 

e ligação à água. A albumina, reconhecida por suas atividades biológicas, contribui 

como coadjuvante na síntese de NP metálicas, atuando como biotemplate e 

influenciando o controle do pH no processo. Em resumo, a síntese de NP utilizando 

proteínas como templates oferece uma abordagem promissora, combinando 

eficiência, seletividade e sustentabilidade para aplicações em diversas áreas, 

incluindo a biomedicina.  

A principal proposta deste trabalho residiu na utilização de métodos de síntese 

verde para a obtenção de partículas superficialmente modificadas com as proteínas 

acima citadas, devido às suas características de biocompatibilidade. Essas partículas 

têm o propósito de aplicação antimicrobiana contra as bactérias patogênicas 

Staphylococcus pseudintermedius e Enterococcus faecalis, que, como demonstrado, 

causam danos significativos à saúde animal, principalmente de cães. Portanto, foi 

avaliado o potencial das partículas para interagir com as proteínas, bem como a sua 

estabilidade estrutural. Além disso, ao final do processo, avaliou-se a utilização dessas 

partículas na modificação de filmes de caseína, buscando aumentar a ação 

antimicrobiana em casos clínicos devido ao aumento da disposição das partículas 

sobre áreas contaminadas. 
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2. OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Obter de partículas metálicas de zinco e ferro, assim como seus possíveis óxidos 

e conjugados bio-inorgânicos, por meio da utilização das proteínas albumina e 

caseína, como biotemplate. Avaliar a interação metal-proteína e aplicação desses 

compostos em solução ou incorporados em filmes como antimicrobianos em bactérias 

causadoras de doenças de pele em cães.  

Objetivos Específicos 

- Síntetizar  partículas de zinco usando como biotemplates as proteínas caseína e 

albumina.  

- Síntetizar  partículas de ferro usando como biotemplates as proteínas caseína e 

albumina.  

-  Produzir  filmes a base de caseína e incorporação das partículas de ferro e zinco 

formadas; 

- Avaliar a atividade antimicrobiana das partículas de zinco e de ferro, assim como 

dos filmes produzidos, frente às bactérias Staphylococcus pseudintermeius e 

Enterococcus faecalis, causadoras de doenças de pele em cães. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1.  DOENÇAS DE PELE EM ANIMAIS DOMÉSTICOS 

 Os animais domésticos são comumente acometidos por doenças das mais 

variadas formas. Dentre as principais, as doenças de pele são um problema comum 

que afeta muitos animais de estimação. A pele é o maior órgão do corpo canino, 

composto por duas camadas distintas: a epiderme e a derme,1,2 como pode ser 

observado na Figura 1.  

 

Figura 1. Estrutura da pele canina. (Adaptado de Karen A. Moriello, 2018).1  

 

A epiderme, sendo a camada externa resistente e impermeável, é formada por 

um epitélio escamoso estratificado queratinizado que está constantemente sujeito a 

desgaste. A derme, situada abaixo da epiderme e de maior espessura, abriga nervos, 

vasos sanguíneos e raízes capilares. A derme é composta por tecido conjuntivo 

areolar que inclui fibras de colágeno e elástica.2   

 A pele desempenha funções essenciais para a proteção e regulação do corpo. 

A queratinização constante pelos queratinócitos forma uma barreira protetora, 

enquanto os melanócitos produzem melanina para defesa contra os raios solares. 

Receptores sensoriais proporcionam sensações cruciais, como ao toque e 
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temperatura. A regulação térmica envolve transpiração e retenção de ar entre os 

pelos, adaptando-se às condições ambientais. As glândulas sebáceas secretam sebo, 

preservando a flexibilidade da pele. A exposição solar contribui para a síntese de 

vitamina D, crucial para a saúde óssea e geral. Essas funções destacam a importância 

vital da pele na manutenção do equilíbrio interno e na defesa contra elementos 

externos.1,2 

 Portanto, a pele exerce um papel fundamental na saúde e bem-estar dos 

animais. No caso dos cães, diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento 

de doenças de pele, incluindo alergias, parasitas, infecções fúngicas (dermatofitoses) 

ou bacterianas, desequilíbrios hormonais e predisposição genética.3,4 

 Entre as condições citadas acimas, destacam-se a infecções bacterianas. As 

bactérias estão frequentemente relacionadas às doenças de pele em animais. 

Infecções bacterianas da pele, denominada pioderma (Figura 2A e 2B), podem ocorrer 

quando a barreira cutânea é comprometida, permitindo que bactérias invadam a pele. 

Sua transferência para a pele ocorre por meio de cuidados com a pelagem ou outras 

atividades. Infecções sem um fator subjacente são raras, sendo que quase qualquer 

condição de pele pode propiciar uma infecção. Os principais desencadeadores dessas 

infecções incluem alergias, distúrbios de queratinização e doenças foliculares. Em 

piodermas profundos, outros organismos não residentes, como Pseudomonas spp., 

Actinomyces spp., Nocardia spp. e Mycobacteria spp., podem ser detectados na pele 

e isolados. 

 

Figura 2. (A) Dermatite facial em Bulldog Inglês. (B) Pápulas eritematosas, pústulas 

e colarinhos epidérmicos em um cachorro com foliculite bacteriana. (Adaptado de A. 

HEINRICH et al., 2019).4 

A B 
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 A recorrência primária ou esporádica de pioderma superficial é rara, e 

praticamente todos os piodermas recorrentes são secundários a distúrbios cutâneos 

ou sistêmicos subjacentes, como ectoparasitas, hipersensibilidades, endocrinopatias 

e defeitos de queratinização. A maioria dos piodermas em cães está associada a 

estafilococos coagulase-positivos, sendo Staphylococcus pseudintermedius a espécie 

mais comum. 3,4 

 Dentre as principais bactérias isoladas de peles de cães e causadoras de 

problemas, destacam-se dois gêneros, Staphylococcus e Enterococcus. Das quais, 

suas características e consequências serão discutidas a seguir.  

 

3.2. BACTÉRIAS CAUSADORAS DE DOENÇAS DE PELE EM CÃES 

3.2.1. Staphylococcus pseudintermedius 

 Staphylococcus pseudintermedius é a principal causa de piodermite canina 

(Figura 3), frequentemente presente em infecções auriculares e em feridas. Uma 

análise mais aprofundada das sequências de Staphylococcus spp. revelou que o S. 

pseudintermedius é a espécie estafilocócica mais abundante em todos os tipos de 

amostras 5 (Figura 4). Esta espécie pode também complicar casos de pododermatite 

linfocítica-plasmocítica e é a espécie de estafilococos mais comum em infecções 

urinárias caninas.5–7 Até pouco tempo, ainda era confundido com a espécie 

intermedius, sendo diferenciado somente a partir de 2005, ano de sua identificação. 8  

 

Figura 3. Pioderma em um Pastor Alemão com ulceração, secreção purulenta e 

formação de crostas na virilha. (Adaptado de A. HEINRICH et al., 2019).4 
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Figura 4. Recorrência de diferentes espécies de bactérias Staphylococcus spp em 9 

animais estudados. (Adaptado de Older et al., 2020). 5 

 A presença da S. pseudintermedius na pele dos cães não sinaliza infecção, 

mas um aumento na sua quantidade é indicativo de uma infecção. Geralmente 

presente na flora dos cães, é inofensiva, a menos que a resistência do hospedeiro 

seja diminuída ou a barreira cutânea seja alterada por condições como dermatite 

atópica, procedimentos médicos ou cirúrgicos, e distúrbios imunossupressores. 9–11  

 

 Além da infecção em cães, a S. pseudintermedius causa grande preocupação 

em relação à contaminação de humanos, principalmente aqueles que mantem contato 

direto com cães domésticos, ou seja, um caso de zoonose preocupante.12,13 Em um 

estudo de Somayaii et al. (2016) 12 considerando 24 casos das mais variadas 

complicações em pele humana, pode-se observar a presença de S. pseudintermedius 

em todos os casos. Essa bactéria estava presente, frequentemente, em ambientes 

polimicrobianos, causando principalmente infecções de pele e tecidos moles de 

intensidade leve a moderada, semelhantes às descritas em espécies caninas.12 Riegel 

et al. (2011) 14 relataram em seu estudo, um caso em que houve contaminação de uma 

pessoa idosa pelo contato com animal doméstico, causando endocardite. Há relatos 
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também de contaminação após procedimentos cirúrgicos, como é o exemplo da 

contaminação após retirada de carcinoma do rosto (Figura 5). Neste caso, os autores 

relataram ser uma contaminação concomitante à infecção por COVID-19, o que 

atenuou os efeitos colaterais na paciente de ambas as enfermidades.15  

 

Figura 5. Infecção por Staphylococcus pseudintermedius, no 11º dia pós-operatório. 

Fotografia externa do paciente no 11º dia pós-operatório, demonstrando crostas 

amarelas ao longo da pálpebra inferior esquerda e couro cabeludo; e leve eritema, 

edema e induração. 15 

3.2.2. Enterococcus faecalis  

 Bactérias Enterococcus spp são Gram-positivas, catalase-negativas, 

anaeróbias facultativas e não formadoras de esporos.16 São microrganismos 

comensais no trato gastrointestinal de mamíferos, geralmente caracterizados por 

baixa virulência. No entanto, seu potencial patogênico é elevado devido à capacidade 

de crescer em uma variedade de ambientes, incluindo aqueles hipertônicos, 

hipotônicos, ácidos, alcalinos, aeróbicos e anaeróbicos facultativos. Isso permite a 

colonização em áreas como bile, sangue e urina de cães. 17,18 Entre os cães, as E. 

spp. ocupam a posição de quarto ou quinto isolado mais frequente em casos de 

bacteriúria.19 Mais de 50 espécies foram descritas, mas E. faecium e E. faecalis são 

as mais detectadas tanto em humanos quanto em animais. 16 
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 Em um estudo de Wood et al. (2020)19 foram identificados 126 casos de 

bacteriúria por Enterococcus, dos quais 83 eram de cães distintos. Destes 83, 70 

apresentaram crescimento bacteriano significativo para E. spp, sendo que 43 estavam 

relacionados com E. faecalis, ou seja, em torno de 61% dos casos.   

 Em humanos, além dos efeitos no gastrointestinal, existem relatos de 

contaminação de pele 20, como é o caso de uma paciente de 63 anos, diabética, que 

apresentou-se queixando-se de edema, vermelhidão e dor na panturrilha direita. 

Exames laboratoriais detectaram E. faecalis sensível a amino penicilinas, tedizolida, 

daptomicina e vancomicina. 21 Devido à alta taxa de incidência de animais domésticos 

colonizados por esta bactéria, se faz necessário o cuidado para o risco de uma 

possível zoonose. 22  

 

3.3. TRATAMENTOS 

 O tratamento para as doenças causadas pelas bactérias acima citadas consta 

principalmente do uso de antibióticos. Nesses tratamentos, recomenda-se 

inicialmente o tratamento tópico, afim de minimizar o risco de resistência bacteriana. 4 

Agentes tópicos como peróxido de benzoíla e clorexidina mostram eficácia contra a 

piodermite superficial, sendo a clorexidina comparável à amoxicilina-clavulanato 

sistêmica. 4  

 Devido ao uso extensivo de antibióticos, o S. pseudintermedius passou a se 

tornar resistente à meticilina e é globalmente reconhecido por sua resistência a β-

lactâmicos e por apresentar frequentemente um perfil de resistência a múltiplos 

medicamentos. 23,24 Comparativamente, as cepas suscetíveis à meticilina também 

podem exibir resistência a penicilina, ampicilina, oxiciclina, cefoxitina, fluoroquinolonas 

e levofloxacina. 25–30 Em um estudo comparativo entre os anos 2010 e 2021 (Figura 6), 

pode-se observar o aumento de resistência do S. pseudintermedius à 13 antibióticos 

durante mais de uma década. Destes 13 antibióticos, apenas 2 não apresentaram 

diferença significativa durante os anos (cefalotina e sulfonamidas), os demais tiveram 

aumento da resistência 29, o que também corrobora com outros estudos. 31  
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Figura 6. As proporções e os intervalos de confiança de 95% de cada antibiótico 

comparados entre 2010 e 2021 para amoxicilina/clavulanato (AMC), cloranfenicol (C), 

gentamicina (CN), cefpodoxima (CPD), clindamicina (DA), eritromicina (E), cefoxitina 

(FOX), cefalotina (KF), marbofloxacina (MAR), oxacilina (OX), penicilina (P), 

trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) e tetraciclina (TE). 29 

 O tratamento típico para infecções causadas pelo E. faecalis, uma bactéria 

gram-positiva, geralmente envolve o uso de antibióticos específicos. Entre os agentes 

mais comumente prescritos estão a vancomicina, a qual ocorre resistência por parte 

da bactéria, e a ampicilina associada a um inibidor de beta-lactamase, como a 

sulbactam. 32,33 Outro exemplo é a aquisição de genes que conferem resistência em 

níveis elevados à estreptomicina ou gentamicina, e a magnitude das concentrações 

inibitórias mínimas para a ampicilina que eliminou a possibilidade de aproveitar o 

sinergismo entre esses dois compostos para a terapia. 34 Em estudo de KuKanich 

(2015) 17 foi possível determinar a resistência à ampicilina, amoxicilina, enrofloxacina, 

oxacilina, penicilina, ticarcilina e demais antibióticos. Em outro estudo no qual foram 

avaliadas úlceras na pele, também foram encontradas 5 contaminações por E. 

faecalis, sendo que houve resistência ao tratamento dessas ulcerações por 
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administração oral de moxiflacina, tigemicina, vancomicina, penicilina e ciprofloxacina. 

35  

 Alguns métodos alternativos são utilizados como forma de tratamento 

antimicrobiano com a finalidade de contornar os problemas de resistência acima 

citados, fazendo com que o uso de antibióticos seja diminuído e/ou evitado. Diversos 

são os materiais e substâncias que vem sendo estudados como alternativa aos 

antimicrobianos, afim de potencializar a eficiência no tratamento de doenças de pele. 

Cabe destacar o uso de extratos de plantas36–38 e nanomateriais. 39 Os nanomateriais, 

em particular as nanopartículas, têm sido cada vez mais estudadas, principalmente 

pela ampla gama de formas de obtenção, funcionalidade, tamanho e incorporação 

com materiais biocompatíveis.  

Dentre as partículas ou nanopartículas (NPs), as metálicas e de óxidos 

metálicos têm cada vez sendo mais estudas para aplicação como antimicrobiano. As 

partículas metálicas atuam por meio de uma interação direta com as células de 

patógenos, rompendo as membranas celulares e causando a morte da bactéria. A 

eficácia da ação antimicrobiana pelas NP se dá através de vários mecanismos, o que 

inclui a desestabilização das membranas celulares, indução de espécies reativas de 

oxigênio, interferência no metabolismo bacteriano e inibição da formação de 

biofilme.40 

Estudos indicam a utilização das mais variadas partículas ou NP metálicas, tais 

como partículas de prata41, cobre 42, titânio 43, ferro e zinco como antimicrobianos para 

tratamento de doenças.  

3.4. NANOPARTÍCULAS METÁLICAS E ÓXIDO METÁLICAS 

 Segundo a IUPAC, o termo nanomaterial se refere ao material que em pelo 

menos um dos domínios de fase tem pelo menos uma dimensão da ordem de 

nanômetros. 44 As NP possuem inúmeras propriedades que lhe garantem 

funcionalidades próprias, diferenciando-as de quando estão no seu estado sólido 

estendido . 45 Essa mudança significativa está atrelada diretamente ao tamanho da 

nanopartícula, sua forma, o meio em que estão presentes e a forma de agregados. 46 

Sendo que a principal razão para a diferença no seu comportamento em relação aos 
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materiais em seu estado sólido expandido está relacionada a sua alta área superficial, 

e então, sua fácil interação com o meio. 47,48 

 As nanopartículas possuem uma ampla gama de aplicações, desde áreas 

médicas e farmacológicas, passando pela engenharia e ciências, energia, área 

forense entre outros. Entre as principais aplicações podemos citar: desenvolvimento 

de novos fármacos49; drug delivery 50,51; fotocatálise 49; tratamentos para câncer 52–55; 

cosméticos e semelhantes 49; células solares 49; catálise 49,56,; microeletrônica 49; 

aplicação antimicrobiana 57,58; aplicação forense 59–62; entre outros. 

 As nanopartículas metálicas, como prata, ouro, óxido de zinco e outras, 

mostram-se promissoras contra infecções bacterianas multirresistentes devido às 

suas propriedades nanoestruturadas. Essas NP agem perturbando a membrana 

celular, inibindo biofilmes, gerando espécies reativas de oxigênio e interferindo em 

processos intracelulares. Essa estratégia oferece uma alternativa eficaz para 

combater a resistência bacteriana a múltiplos medicamentos. 63 

 Entre as diversas nanopartículas de óxidos metálicos, é relevante enfocar nas 

nanopartículas de óxido de ferro, as quais têm sido amplamente investigadas para 

tratamento de doenças devido à sua biocompatibilidade e à variedade de formas pelas 

quais podem desencadear atividade terapêutica. 64 Estudos anteriores já exploraram 

o uso dessas nanopartículas no tratamento de condições como Alzheimer, Parkinson 

e câncer. 64 No contexto do câncer, as nanopartículas de óxido de ferro demonstraram 

vantagens ao reduzir a toxicidade em comparação com certos medicamentos 

anticâncer, incluindo docetaxel, mitoxantrona, cisplatina e carboplatina. Isso resulta 

em uma melhoria na eficácia da administração de fármacos para tumores, 

simultaneamente permitindo a redução da dose necessária para atingir a eficácia 

terapêutica. 

 Além disso, o ferro e seus óxidos constantemente são avaliados frente a 

patógenos bacteriano E. typhi, C. albicans.65 No artigo de revisão de Gudkov et al 

(2021) 66 são citadas mais de 20 cepas bacterianas com susceptibilidade a ação de 

nanopartículas de ferro, como E. coli, E. hirae, S. epidermidis, entre outras.  

 Também foi observada atividade antibacteriana em nanopartículas de óxido de 

zinco biossintetizadas, demonstrando eficácia contra uma ampla variedade de 
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microrganismos, incluindo Acinetobacter baumanii, E. coli, L. monocytogenes, 

B.subtilis, Klebsiella Pneumonia, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae. 67,68 Além disso, as NP de ZnO são compatíveis e 

seguras à pele humana. As nanopartículas de ZnO mostraram efeitos bactericidas em 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 69 A atividade antibacteriana está 

associada à geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), causando danos à 

membrana celular, além de interações tanto das ZnONP quanto dos íons de zinco com 

componentes intracelulares. 70 Além disso, A atividade antimicrobiana das NPs de ZnO 

aumentou com o aumento da concentração e ocorreu devido à liberação de íons Zn2+, 

que estenderá a fase de latência do crescimento microbiano. O Zn2+ pode entrar na 

parede celular do microrganismo e reagir com componentes internos para alterar a 

viabilidade da célula. 67 

 

3.5. SÍNTESE DE NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

Tratando-se das NP metálicas, as técnicas de obtenção são muito semelhantes 

para os variados metais. Duas abordagens principais são adotadas na síntese das 

nanopartículas metálicas, são elas: top-down e bottom-up (Figura 7). A abordagem 

top-down inclui ablação a laser, moagem mecânica, pulverização e corrosão, e é 

originalmente empregada para diminuir o tamanho das partículas. Já a abordagem 

bottom-up na síntese de nanopartículas consiste em construir estruturas nanométricas 

a partir de componentes moleculares ou iônicos, começando do nível molecular ou 

atômico. 71 
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Figura 7. Rotas para obtenção de nanopartículas. 

 

 Algumas das técnicas convencionais são descritas a seguir:   

a) Sol-gel: processo amplamente utilizado na obtenção de NP de óxidos de metal, 

no qual a partir de uma solução forma-se um gel, que por sua vez passa por 

reações de hidrólise e polimerização, seguido de vaporização dos solventes e 

aquecimento para obtenção final das NP  ; 72 

b) Hidrotérmica: ocorre em recipiente específico denominado autoclave onde é 

exercida alta pressão e temperatura, fazendo com que os materiais insolúveis 

(no caso metais) sejam dissolvidos; 72 

c) Microemulsão: é definida como uma dispersão isotrópica termodinamicamente 

estável de dois líquidos imiscíveis na presença de um surfactante apropriado. 

Com a forte agitação realizada no meio, as gotículas de água presentes no 

meio microemulsionado levam a uma interação entre os reagentes internos e 

externos a emulsão, resultando em uma reação de precipitação em 

nanogotículas e crescimento de nucleação, com NP estabilizadas pela 

presença do surfactante; 72,73 
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d) Ablação a laser: ocorre a remoção de íons metálicos de uma superfície metálica 

por meio de um feixe de laser; 72 

e) Moagem de alta energia: como o nome sugere, são utilizadas bolas rígidas em 

um moinho agitador de alta energia para produção das NP. 74 

f) Descarga de arco: no qual precursores metálicos são comumente inseridos em 

uma cavidade perfurada em um eletrodo de grafite e, posteriormente, 

submetidos à vaporização por arco; 73 

 Os métodos convencionais possuem muitas vantagens, porém também 

apresentam desvantagens. Os métodos físicos se caracterizam por apresentarem um 

tempo relativamente curto de obtenção, alto rendimento e ausência de produtos 

químicos perigosos, porém apresentam baixa pureza, desgaste mecânico do 

equipamento de obtenção e controle limitado da morfologia e tamanho das partículas. 

75,76 Já os métodos químicos apresentam como vantagem uma reação razoavelmente 

rápida, temperatura de reação branda, simplicidade e além disso, reagentes como 

surfactantes podem auxiliar no controle e distribuição de tamanho das partículas. 

Porém, apresentam uso excessivo de reagentes, assim como geração de resíduos 

líquidos em grande quantidade e que podem ser tóxicos, além de baixo rendimento. 

76–78 Devido a estes fatores, novas metodologias são propostas, como é o caso das 

denominadas sínteses verdes. 

 

3.5.1. Sínteses verdes 

A síntese verde consiste na obtenção de partículas e NPs por meio de reações 

e rotas mais ambientalmente corretas. As sínteses verdes de NPs se baseiam na 

utilização de plantas e seus extratos, 79–83 microrganismos 84–87 e moléculas naturais.88–

92 

 Na síntese de nanopartículas por métodos verdes, substâncias de origem 

biológica desempenham papéis cruciais, atuando como agentes redutores, 

encapsulantes, estabilizadores e ligantes. Biomoléculas como polissacarídeos, 

enzimas, proteínas e peptídeos são utilizadas como agentes redutores e 

estabilizadores, enquanto aminas, tióis e fosfinas são empregados como ligantes. 

Esses componentes biológicos podem ser derivados de plantas, microrganismos ou 
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extratos, tanto em configurações intracelulares quanto extracelulares, em células 

vivas ou inativadas. Além disso, biomodelos como DNA, membranas e vírus são 

explorados nesses processos. A síntese biológica de NP envolve a combinação de um 

composto precursor de metal com um agente biológico sob condições específicas, 

sendo comum o uso de compostos metálicos como AgNO3, HAuCl4, (CH3COO)2Zn, 

entre outros, para a produção de diferentes NP metálicas.70 

A síntese verde tem como princípio fundamental a redução dos metais e 

estabilização das partículas formadas por meio de métodos limpos, de fácil realização 

e pouco ou não prejudiciais ao meio ambiente. Isto se baseia principalmente na 

presença de proteínas, peptídeos e outras biomoléculas, que funcionam como 

agentes redutores e estabilizantes.76,93,94 

A síntese verde possibilita a produção de nanoestruturas por meio de métodos 

simples, ecológicos e econômicos, utilizando organismos vivos e biomoléculas natura. 

Vale ressaltar que os produtos resultantes desses métodos apresentam uma maior 

compatibilidade com sistemas biológicos.95 Além disso, as biomoléculas envolvidas na 

síntese das nanopartículas atuam como estabilizantes naturais, não apenas 

prevenindo a agregação, mas também contribuindo para a estabilização das 

mesmas.96 As nanopartículas produzidas dessa maneira têm demonstrado melhorias 

na citocompatibilidade e propriedades biomédicas em comparação com aquelas 

geradas pelos métodos tradicionais, destacando-se como excelentes agentes 

antibacterianos ou anticâncer. 97 

As moléculas naturais, em especial as proteínas, surgem como potencial 

aplicação na produção de nanopartículas. Isso se deve a sua baixa toxicidade, custo 

relativamente baixo e reação de baixa complexidade.  

 

3.5.2. Proteínas como templates 

 As proteínas desempenham um papel fundamental como templates na síntese 

de nanopartículas, proporcionando um meio altamente controlado e específico para a 

nucleação e crescimento dessas estruturas em escala nanométrica. A capacidade 

única das proteínas de se auto-organizarem e interagirem com diferentes compostos 

as torna excelentes candidatas para direcionar a formação de nanopartículas com 

propriedades desejadas. A estrutura tridimensional das proteínas oferece sítios de 
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ligação específicos, permitindo a coordenação precisa com íons metálicos ou 

precursores, resultando em nanopartículas com morfologias bem definidas. Além 

disso, a versatilidade das proteínas permite a modificação de suas sequências para 

ajustar as propriedades das nanopartículas, como tamanho, forma e estabilidade. 

Essa abordagem biomimética aproveita a eficiência e a seletividade das proteínas, 

abrindo caminho para a produção de nanopartículas sob condições suaves e 

ecologicamente sustentáveis. Cabe destacar dentre as proteínas usadas como 

template para síntese de NP, a albumina e a caseína. 

 

3.5.2.1. Caseína 

 As caseínas desempenham um papel vital no transporte de nutrientes do leite 

da mãe para a prole lactente. É a principal proteína encontrada no leite, de baixo custo, 

amplamente disponível, não tóxica e altamente estável. Como se trata de uma 

substância alimentar natural, é biocompatível e biodegradável. 98 A caseína é 

composta pelas subunidades αS1- caseína, αS2- caseína, β- caseína e k-caseína 

(Figura 8), que formam micelas de caseína no leite. 99 As características de cada 

porção proteica são apresentadas na Tabela 1. Seus pesos moleculares estão entre 

19 e 25 kDa e seu ponto isoelétrico (pI) médio está entre 4,6 e 4,8.98 A αS2-caseína 

desempenha um papel importante no transporte de fosfato de cálcio. Seu peptídeo 

antimicrobiano casocidin-I tem a capacidade de inibir o crescimento de E. coli e outras 

bactérias. A κ-caseína cobre predominantemente a superfície das micelas, formando 

uma camada hidrofílica carregada, que estabiliza as micelas por meio de repulsão 

eletrostática e barreira estérica intermicelar.100 
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Figura 8. Fórmula estrutural da β-caseína (A),κ-caseína (B).e α-caseína (C). 

 

Tabela 1. Características gerais das moléculas de caseína. 

Subunidades αs1- caseína αs2- caseína β-caseína κ-caseína 

Peso Molecular 

(kDa) 
23,61 25,23 23,98 19,02 

Nº de aminoácidos 

totais 
199 207 209 169 

Nº de resíduos 

fosfoserinas 
8 11 5 1 

Resíduos não 

polares (%) 
36 40 33 33 

Glicosilação (%) 0 0 0 0-5 

Ponto Isoelétrico 5,1 - 5,3 4,1 

Fonte: Wusigale; Liang; Luo, 2020.101 

 

 

 

A 

B 

C 
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 As caseínas possuem estrutura aberta e rica em prolina, permitindo várias 

conformações favoráveis em solução. A presença de peptídeos de prolina interrompe 

as fitas alfa-hélice e beta, e a ausência de pontes dissulfeto resulta em pouca estrutura 

secundária ou terciária. Isso lhes confere uma estabilidade térmica. 102 As caseínas 

são proteínas anfifílicas que se organizam espontaneamente em micelas estáveis em 

soluções aquosas (Figura 9). Essas micelas de caseína são compostas por 

numerosas unidades complexas de caseinato de cálcio, levemente compactadas, 

unidas por uma combinação de cálcio e ligações de fosfato de cálcio coloidal e citrato 

entre fosfoserina de caseína e grupos carboxila. Ligações hidrofóbicas e pontes de 

caseinato de cálcio estabilizam as submicelas, enquanto o fosfato de cálcio coloidal 

ajuda a agregar as submicelas na estrutura micelar . 103 Todas as proteínas de caseína, 

em seus estados nativos, não possuem uma estrutura terciária ou secundária bem 

definida.104 A caseína é classificada como uma proteína intrinsecamente desordenada, 

implicando que a proteína é funcional em sua forma não estruturada.105 Outra 

característica única das caseínas é a grande quantidade de resíduos de prolina, 

especialmente no caso da β-caseína, o que afeta significativamente a estrutura 

secundária e terciária das caseínas.106 Além disso, todas as proteínas de caseína 

possuem diferentes regiões hidrofílicas e hidrofóbicas ao longo da cadeia proteica.107 

Contêm 32–42% de aminoácidos não polares, o que as torna altamente hidrofóbicas, 

mas devido à presença de um grande número de aminoácidos fosfatados e sulfurados 

e carboidratos na k-caseína, elas são bastante solúveis em solventes aquosos.108  

 

Figura 9. Modelo de nanocluster para micelas de caseína (estruturas filamentares) e 

nanoclusters de fosfato de cálcio (círculos escuros). (Adaptado de Qi (2007)).109 
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Além de facilitarem a transferência nutricional, as micelas também transportam 

minerais essenciais para o crescimento ósseo do recém-nascido. A atividade 

superficial das caseínas as torna valiosas na indústria alimentícia, onde são usadas 

como estabilizadores de emulsão.  

 A caseína possui inúmeras propriedades, tais como propriedades ligação de 

íons e pequenas moléculas, excepcionais propriedades de estabilização, excelentes 

propriedades de emulsificação e automontagem, juntamente com excelentes 

capacidades de gelificação e ligação à água. 102 Além disso, a caseína possui várias 

capacidades de blindagem, essenciais para proteger cargas úteis sensíveis, 

permitindo controlar a bioacessibilidade do bioativo e promover sua 

biodisponibilidade.110 

A caseína, foi identificada como um agente redutor eficaz, facilitando a 

formação de nanopartículas de óxido de zinco através da redução do nitrato de zinco. 

Este estudo demonstrou que a caseína permaneceu funcionalizada nas 

nanopartículas, resultando em menor citotoxicidade e maior permeação celular 58. A 

caseína também foi utilizada na obtenção de NP como proposto por Ma et al (2019)57 

e Somu et al (2018).58 Em ambos os trabalhos a caseína foi utilizada como template 

para a obtenção de NP de ZnO, as quais foram eficientes em relação à atividade 

antimicrobiana, foram produzidas por meio de síntese limpa, rápida e econômica, além 

de apresentaram formas e tamanhos nanométricos.  

  

3.5.2.2. Albumina 

 A clara de ovo possui cerca de 54% de ovalbumina, seguido de ovotransferrina 

(12%) e ovomucóide (11%). A ovalbumina, uma glicoproteína fosforilada composta por 

três subunidades completas, cada uma contendo diferentes grupos fosfato, além de 

um grupo de carboidrato ligado ao seu grupamento N-terminal. 111 A ovalbumina tem 

um peso molecular de 45 kDa, é composta por 385 aminoácidos, possui ponto 

isoelétrico igual a 4,5 e temperatura de desnaturação de 84°C. Além disso, possui 6 

resíduos de cisteína (pontes dissulfeto). Cerca de 50% dos resíduos de aminoácidos 

na ovalbumina são hidrofóbicos, enquanto aproximadamente um terço é composto por 

resíduos ácidos, resultando no pI ácido citado. Quanto à estrutura secundária, a 
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ovalbumina apresenta 30% de hélice alfa e 32% de estrutura de folha beta (Figura 

10).112,113 

 

Figura 10. Estrutura quaternária da ovalbumina. (Adaptado de RSCB - Protein Data 
Bank, 2024). 

 

A ovalbumina em condições controladas de força iônica e pH podem produzir 

agregados proteicos com tamanhos e morfologias diferentes.114 A ovalbumina 

desempenha um papel central na formação de géis na clara de ovo. A influência do 

pH está ligada à sua ação na carga líquida das proteínas e à reatividade dos grupos 

sulfidrila em valores de pH mais elevados. No estudo de Croguennec; Nau; Brulé, 

(2002),115 os autores realizaram micrografias eletrônicas de varredura de géis de clara 

de ovo (Figura 11). Os resultados mostram que, a um pH de 5,0, é observada uma 

rede de gel grosseira e aberta constituída de agregados aleatórios. A um pH de 7,0, 

partículas de 100 a 150 nm se agrupam em uma estrutura de "colar de contas" para 
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formar agregados lineares. A pH 9, é observada uma rede de gel uniforme com 

tamanhos de partículas de 60 a 80 nm e tamanho mínimo de poro devido a um alto 

grau de entrelaçamento. 

 

 

Figura 11. Microscopia eletrônica de varredura de géis de clara de ovo em diferentes 

pH. (a) pH 5,0; (b) pH 7,0 e; (c) pH 9,0. (Adaptado de Croguennec; Nau; Brulé, 

2002).115 

A ovalbumina também é reconhecida principalmente por sua ampla gama de 

atividades biológicas, incluindo propriedades anticancerígenas, anti-hipertensivas, 

antimicrobianas, antioxidantes e imunomoduladoras. Também, demonstra atividade 

antimicrobiana contra diversas cepas de bactérias e fungos. As propriedades 

hidrofóbicas e carga positiva desses peptídeos desempenham um papel crucial em 

sua atividade bactericida. Hidrolisados de ovalbumina também contribuem para 

atividades antimicrobianas e imunoestimulantes. 116 

 A albumina tem sido apontada como coadjuvante na obtenção de 

nanopartículas metálicas. 88,117–119 A albumina possui como características a alta 

solubilidade em água e a capacidade de amalgamar íons metálicos o que lhe confere 

vantagens na aplicação na obtenção de NP metálicas. 89 Dentre as NP produzidas 

utilizando-se a albumina pode-se citar as NP de óxido de zinco, as quais apresentaram 

atividade antimicrobiana frente a bactérias e também biocompatibilidade. 88–91 

b a 

c 
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 A albumina atua como biotemplate, ou seja, uma espécie de molde para a 

formação das partículas. 118 Isso se deve principalmente a presença de grupos 

funcionais que propiciam a estabilização e redução de metais, além da possibilidade 

de recobrimento das nanopartículas. 117 Devido ao fato de a albumina apresentar alta 

afinidade por íons metálico, esta proteína é capaz de formar complexos orgânico-

inorgânicos. O papel da albumina na síntese de nanopartículas como ZnO é complexo, 

envolvendo várias hipóteses. A transformação de magnetita em maghemita, neste 

caso, pode ser desencadeada pela desnaturação parcial da proteína, destacando o 

papel da estrutura quaternária das proteínas em diferentes condições de reação. Além 

disso, o pH emerge como um parâmetro crucial na formação de nanopartículas de 

ZnO, sugerindo que a albumina desempenha um papel significativo ao influenciar o 

controle do pH durante a síntese.120 

As propriedades físicas e químicas das proteínas, como tamanho, composição de 

aminoácidos, carga, estruturas e capacidade de interação, influenciam sua 

funcionalidade.121 Devido à diversidade dessas características, é desafiador 

determinar como cada uma afeta uma função específica.  
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4. METODOLOGIA 

4.1. REAGENTES 

 As sínteses foram realizadas em água ultrapura (Milli-Q Millipore). Os 

reagentes utilizados foram cloreto de zinco P.A. ACS >98% (Sigma-Aldrich, Brasil), 

cloreto de ferro III hexahidratado P.A. ACS (Neon, Brasil), albumina (Naturovos, 

Brasil), caseína micelar (Naked Casein - Naked Nutrition, USA), ácido clorídrico 37% 

(Química Moderna, Brasil) e hidróxido de sódio P.A. (Symth, Brasil).  

 

4.2. SÍNTESE DE PARTÍCULAS DE ZINCO E DE FERRO USANDO COMO 

BIOTEMPLATES AS PROTEÍNAS CASEÍNA E ALBUMINA  

 Os ensaios foram realizados com as proteínas albumina e caseína, 

separadamente. Bem como, os metais foram utilizados separadamente em cada 

síntese. Para isso, foram dissolvidos 0,8 g de proteína em água ultrapura (volume total 

de solução de 40 mL - 2% m/V). Os precursores metálicos utilizados foram FeCl3 e 

ZnCl2 na concentração de 1 mol L-1. Foram adicionadas alíquotas de metais para que 

a concentração final fosse de 5, 10, 25, 35, 50, 75, 150, 300, 400, 500, 700 e 1000 

mmol L-1. Cada precursor metálico foi adicionado gota-gota na solução contendo a 

proteína, sob vigorosa agitação. O pH das amostras tiveram seu pH ajustado para 6; 

7; 8 e 9 com o uso de soluções de NaOH e HCl, após a adição do metal. Bem como, 

algumas sínteses foram realizadas sem ajuste do pH. A síntese foi mantida sob 

agitação, por 24 h a temperatura ambiente (Figura 12). Após a síntese, a mistura foi 

armazenada em frasco âmbar e utilizada para as caracterizações, teste de atividade 

antimicrobiana e incorporação no filme.  

 As amostras foram nomeadas conforme a tabela abaixo (Quadro 1), levando 

em consideração a proteína albumina (A) ou caseína (C), o metal ferro (Fe) ou zinco 

(Zn) e sua concentração, assim como o pH ajustado (6-9). O ajuste de pH foi realizado 

com pHmetro de bancada, Simpla pH 140, composto de eletrodo de vidro combinado. 
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FIGURA OCULTA 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema reacional da obtenção de partículas. 

 

Quadro 1. Nomenclatura das amostras.  

Proteína + Metal _ pH 

 Sem ajuste de pH Com ajuste de pH 

[M] 
(mM) 

A + Fe C + Fe A + Zn C + Zn A + Fe_9 C + Fe_9 A + Zn_7 C + Zn_7 

0 A C A C A_9 C_9 A_7 C_7 

5 AFe5 CFe5 AZn5 CZn5 AFe5_9 CFe5_9 AZn5_7 CZn5_7 

10 AFe10 CFe10 AZn10 CZn10 AFe10_9 CFe10_9 AZn10_7 CZn10_7 

25 AFe25 CFe25 AZn25 CZn25 AFe25_9 CFe25_9 AZn25_7 CZn25_7 

35 AFe35 CFe35 AZn35 CZn35 AFe35_9 CFe35_9 AZn35_7 CZn35_7 

50 AFe50 CFe50 AZn50 CZn50 AFe50_9 CFe50_9 AZn50_7 CZn50_7 

75 AFe75 CFe75 AZn75 CZn75 AFe75_9 CFe75_9 AZn75_7 CZn75_7 

150 AFe150 CFe150 AZn150 CZn150 AFe150_9 CFe150_9 AZn150_7 CZn150_7 

300 AFe300 CFe300 AZn300 CZn300 AFe300_9 CFe300_9 AZn300_7 CZn300_7 

400 AFe400 CFe400 AZn400 CZn400 AFe400_9 CFe400_9 AZn400_7 CZn400_7 

500 AFe500 CFe500 AZn500 CZn500 AFe500_9 CFe500_9 AZn500_7 CZn500_7 

700 AFe700 CFe700 AZn700 CZn700 AFe700_9 CFe700_9 AZn700_7 CZn700_7 

 

 

4.3. DETERMINAÇÃO DO DIÂMETRO HIDRODINÂMICO E DO POTENCIAL 

ZETA DAS PARTÍCULAS  
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 Primeiramente, a distribuição de diâmetro das amostras na faixa de 40 nm - 2 

mm foi determinada empregando a técnica de difração a laser (Mastersizer 2000 

Instrument, Malvern, Reino Unido). Foram determinados os valores das curvas de 

distribuição de diâmetro, o diâmetro médio ponderado por volume (D[4 ,3]v) e a 

polidispersidade (Span). A unidade de dispersão (Hydro 2000SM-AWM2002, Malvern, 

Reino Unido) foi preenchida com água destilada e agitada a 2000 rpm, então, cada 

amostra foi aplicada gota a gota na unidade úmida até atingir um obscurecimento de 

2%. 

 Posteriormente, o diâmetro hidrodinâmico médio (z-Average) e índice de 

polidispersão foram determinados pela técnica de espalhamento dinâmico de luz 

(Zetasizer Nano-ZS®, Malvern Panalytical, Reino Unido), para determinar os 

diâmetros das populações entre 1 nm e 2000 nm. Os valores de potencial zeta foram 

determinados pela técnica de mobilidade eletroforética (Zetasizer Nano-ZS®, Malvern 

Panalytical, Reino Unido). Para estas análises, as amostras foram diluídas em água 

ultrapura (1:100, v/v). As medições foram realizadas a 25 °C e a luz espalhada foi 

detectada em um ângulo de 173° e o índice de refração escolhido foi de 1,330.  

 

 

4.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE 

FOURIER NO MODO DE REFLETÂNCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR) 

 A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi realizada 

no equipamento de infravermelho  (Bruker Alpha Series FTIR, UK) equipado com o 

espectrômetro de refletância total atenuada (ATR) equipado com cristal de diamante 

a 45°. Os espectros foram medidos por meio de 24 scans na faixa espectral de 4000 

a 400 cm-1 e resolução de 4 cm-1. 

 

 

 

4.5. ANÁLISE DA INTERAÇÃO METAL-PROTEÍNA POR MEIO DE 

ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA   
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Após síntese das partículas, as mesmas foram analisadas por meio de 

espectroscopia de fluorescência. Inicialmente foram realizadas avaliações em relação 

às proteínas sem metal em pH 6, 7, 8, 9 e sem ajuste de pH. Posteriormente, foram 

realizadas medidas em relação às partículas formadas por proteínas com os metais, 

nos mesmos valores de pH, para determinação do máximo de intensidade de 

fluorescência e consequentemente escolha do pH de trabalho para cada mistura 

metal-proteína.  

Para tanto, foram realizadas diluições das amostras, em água ultrapura, para 

que não ocorresse a extrapolação da leitura no equipamento. Essas diluições 

variaram para cada amostra e condição de ensaio e foram consideradas para o cálculo 

da intensidade de fluorescência máxima observada. 

 Os espectros de emissão de fluorescência foram medidos usando um 

espectrofluorofotômetro Shimadzu modelo RF-5301PC.S e as larguras de fenda para 

ambos os monocromadores de excitação e emissão foram ajustadas em 5,0 nm. As 

leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de excitação de 280 e 295 nm e 

varredura de emissão de 250 – 450 nm com a finalidade de investigar a propriedade 

das diferentes porções de aminoácidos das proteínas, buscando elucidar assim sua 

interação com o metal. 

 A partir dos dados coletados foram aplicadas a equação de Stern-Volmer 

(equação 1) e o duplo logaritmo (equação 2). As equações foram utilizadas com a 

finalidade de identificar tendência de ajuste linear dos dados, assim como obtenção 

da constante de Stern-Volmer (Ksv), número de sítios de ligação proteína-metal (n) e 

também a constante de ligação proteína-metal (Kb).  

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝐾𝑠𝑣[𝑀]                          (1) 

Onde:  

F0: é a intensidade de fluorescência sem a adição de metal; 

F: é a intensidade de fluorescência com a adição de metal 

Ksv: é a constante de Stern-Volmer e; 

[M]: é a concentração do metal em mmol L-1. 
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log
𝐹0−𝐹

𝐹
 = log 𝐾𝑏 + 𝑛 log[𝑀]                   (2) 

Onde:  

F0: é a intensidade de fluorescência sem a adição de metal; 

F: é a intensidade de fluorescência com a adição de metal; 

Kb: é a constante de ligação; 

n: é o número de sítios de ligação e; 

[M]: é a concentração do metal em mmol L-1. 

 

4.6. PRODUÇÃO DE FILMES A BASE DE CASEÍNA E INCORPORAÇÃO DAS 

PARTÍCULAS DE ZINCO FORMADAS  

 Para produção dos filmes, foram pesados 10 g de caseína e 3 g de glicerol. A 

esta mistura foi adicionado 10ml de água ultrapura e então agitada com bastão de 

vidro até a obtenção de uma massa homogênea e pastosa. Logo após, foram 

adicionados mais 90mL de água ultrapura e a mistura foi agitada por meio de agitação 

magnética por aproximadamente 10 min até completa homogeneização. Logo em 

seguida, o frasco foi colocado em banho-maria pré-aquecido a 40 °C e, então a 

mistura foi agitada por agitação magnética pelo período de 1 h.  

 Posteriormente, a amostra foi resfriada em temperatura ambiente por 

aproximadamente 10 min. Em seguida, foram vertidos aproximadamente 12 g de 

solução em placas petri plásticas com diâmetro de 9,5 cm. As placas foram 

acondicionadas em estufa na temperatura de 43 °C pelo período de 24 h ou até 

completa evaporação da água. Os filmes secos foram armazenados em dessecador.  

 Aos filmes secos foram adicionados 5mL de solução de solução de partículas 

de caseína e zinco na concentração de 150mM em pH ajustado a 7 (CZn150_7). O 

método escolhido para dispersão foi o borrifamento da solução por meio de um frasco 

com aplicador em spray. Foram adicionados volumes suficientes para cobrir o filme, 

sendo em seguida acomodado em estufa a 43 °C para secagem. Ao notar evaporação 

do líquido foi adicionado mais volume, e assim se sucedeu até a completa 
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incorporação do volume de 5 mL. O processo levou cerca de 90 min. Os filmes então 

foram acomodados em dessecador para análises futuras.  

 

4.7. CARACTERIZAÇÃO DOS FILMES. 

4.7.1. Taxa de absorção de água 

 Para realização da análise, utilizou-se amostras de filme em duplicada com 

área de 1 cm². Essas amostras foram imersas em solução tampão de fosfato de sódio 

pH 6,5 pelos períodos de 0,5; 1,0; 3,0; 6,0 e 24 h. As amostras foram previamente 

secas em estufa a 40 °C e então pesadas. Após cada intervalo de tempo mencionado, 

as amostras foram retiradas da imersão e enxugadas com papel filtro para retirada do 

excesso de tampão que pudesse restar e pesadas. Os cálculos do percentual de 

absorção de água foram realizados conforme a equação 3:  

𝐴𝐻2𝑂  =  (
𝑚𝑓−𝑚0

𝑚0
) × 100 %     (3) 

 Onde mf é a massa da amostra após o tempo de imersão e m0 é a massa da 

amostra inicialmente seca. 

4.7.2. Microscopia de Força Atômica (AFM) 

 A investigação da topografia de superfície e da rugosidade dos filmes foi 

realizada utilizando a Microscopia de Força Atômica (AFM). Um microscópio de 

varredura por sonda Multimode 8 (Bruker, EUA) com sondas SCANASYST-AIR 

(Bruker, EUA) foi empregado. O raio nominal da ponta era de 2 nm, e a constante 

elástica nominal era de 0,4 N/m. Varreduras de uma área de 1x1 μm foram realizadas 

com taxa de varredura de 0,9 Hz e resolução de 256 × 256 pixels. Neste caso, o modo 

ScanAsyst do microscópio de força atômica foi utilizado, e por essa razão, os 

parâmetros de aquisição foram ajustados automaticamente durante a análise das 

amostras de superfície. Os dados obtidos foram analisados por dois softwares: o 

software NanoScope Analysis (Bruker, EUA) e o Gwyddion (software gratuito). 

4.8. ENSAIO ANTIMICROBIANO 
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 Os isolados clínicos de S. pseudintermedius 7218 oriundos do trabalho de  

Breyer et al. (2023)23 e E. faecalis 19A foram cultivados por 24 h a 37 °C em ágar Luria 

Bertani e, posteriormente, ajustado em solução salina (0,89%) a 0,5 na escala 

McFarland (108 UFC/mL). Posteriormente, o inóculo inicial foi diluído em solução 

salina (0,89%) na concentração de 106 UFC/mL. Em microtubos estéreis, foi 

adicionado caldo Muller Hinton (400 µL), diferentes formulações de partículas (500 µL) 

e a cepa bacteriana (100 µL) na concentração de 106 UFC/mL. As amostras foram 

incubadas a 37°C pelo período de 24h sob agitação de 100 rpm. 

 Após o período de incubação, as amostras foram submetidas a diluições em 

solução salina a 0,89%, seguida pelo plaqueamento, pelo método da gota (10 µL), em 

ágar Muller Hinton. As placas foram então incubadas a 37°C por 24h. A contagem de 

colônias foi realizada, e a redução percentual de unidades formadoras de colônia 

(UFC) foi calculada conforme a equação 4: 

𝑅𝑒𝑑𝑢çã𝑜 =  
𝑈𝐹𝐶𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜−𝑈𝐹𝐶𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑈𝐹𝐶𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜
× 100%          (4) 

 Adicionalmente, foram incluídos controles para validação do experimento. O 

controle positivo consistiu em bactéria (100µL) e caldo Muller Hinton (900µL), sem 

adição de partículas, enquanto o controle negativo foi composto por partículas (500µL) 

e caldo Muller Hinton (500µL), sem adição da bactéria.  

 Os filmes obtidos também foram avaliados frente a atividade antibacteriana, 

como descrito anteriormente, com mudanças apenas devido ao fato de ser adicionado 

filme previamente exposto a luz UV pelo período de 10min em cada lado de amostras 

de 1cm². Os ensaios neste caso foram realizados no período de 24 e 48 h.  

4.9.  TESTE ESTATÍSTICO  

As diferenças para determinados conjuntos de dados foram analisadas por meio 

de análises de variância (ANOVA) seguidas pelos testes post hoc de Tukey. As 

diferenças foram consideradas significativas se p < 0,05.  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. OBTENÇÃO DAS PARTÍCULAS 

 As partículas foram sintetizadas em todas as condições previamente definidas. 

Primeiramente foram realizados os ensaios das amostras sem adição de proteína, ou 

seja, a solução de metais nas concentrações pré-definidas. As amostras foram 

previamente avaliadas quanto da interação metal-proteína por meio de fluorescência, 

onde os valores de pH de 7 e 9 obtiveram os melhores resultados para zinco e ferro, 

respectivamente. A discussão a cerca desta determinação se dará na seção 5.4.  

 Em relação às amostras de FeCl3 ajustada em pH 9 (Figura 13)  observa-se a 

formação de precipitado marrom, característico de Fe(OH)3 ou óxidos de ferro, sem 

turbidez aparente.  

Fe_9 

5 mM 10 mM 25 mM 35 mM 50 mM 

     

75 mM 150 mM 300 mM 400 mM 700 mM 

     

Figura 13. Imagens das amostras contendo o precursor metálico de ferro sem a adição de 

proteínas e com pH ajustado em 9. 

Em relação às amostras com o precursor de zinco (ZnCl2) em pH ajustado a 7 

(Figura 14) observou-se a presença de precipitado branco, característico de óxido de 

zinco. Vale salientar que em concentrações mais elevadas o sólido formado 

apresentada característica semelhante a gel. 
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Zn_7 

5 mM 10 mM 25 mM 35 mM 50 mM 

     

75 mM 150 mM 300 mM 400 mM 700 mM 

     

Figura 14. Imagens das amostras contendo o precursor metálico de zinco sem a adição de 

proteínas e com pH ajustado em 7. 

As proteínas também sem ajuste de pH e em pH 2, 7 e 9 são apresentadas na 

Figura 15. Podemos observar que no caso da albumina não ocorrem mudanças 

visuais tão significativas, já em relação à caseína observa-se mudança drástica em 

pH 2, onde é possível observar o desaparecimento da turvação da solução comparado 

a amostra sem ajuste de pH (maior turvação) e em pH 7 e 9, com menor intensidade 

de turvação comparada a amostra sem ajuste. A diminuição da turvação de deve, 

provavelmente a mudança da estrutura micelar da caseína neste de pH ácido, fazendo 

com que possivelmente tenha ocorrido desnaturação da proteína, ou desagregação 

em partículas menores.  

 

 

 

 

 

 

 



74 
 

A A2 A7 A9 

    

C C2 C7 C9 

    

Figura 15. Imagens das amostras contendo a proteína, sem a adição de metais, sem 

ajuste de pH e em pH ajustado em 2, 7 ou 9. 

 Logo em seguida, foram preparadas as amostras misturando-se a proteína de 

interesse (caseína ou albumina) com o precursor metálico de ferro (Figura 16). Essas 

amostras foram produzidas em duas condições, inicialmente sem o ajuste de pH e 

após com ajuste de pH igual a 9. O controle de pH inicial das amostras pode ser 

encontrado em anexo. Ao analisar as imagens para a proteína albumina com o 

precursor metálico de ferro, podemos observar que quando não foi realizado o ajuste 

de pH, as amostras apresentaram coloração mais clara em relação às amostras que 

tiveram seu pH ajustado a 9. Isso se deve potencialmente ao deslocamento do 

equilíbrio da reação para a formação de hidróxidos ou óxidos de ferro, que possuem 

coloração marrom.  

 As amostras sem ajuste de pH apresentaram estabilidade considerável, sem 

precipitação significativa em todas as concentrações analisadas. O mesmo não 

ocorreu para as amostras com o pH ajustado, até a concentração de 50mM de ferro 

adicionado não ocorreu precipitação, em concentrações maiores observou-se 

precipitação da mistura e a presença de sobrenadante levemente turvo, indicando a 

possível presença de ferro, nas suas mais variadas formas, livre na solução. 

 Para as amostras de caseína a característica visual foi semelhante àquela 

encontrada para as partículas obtidas com albumina. Ocorreram ligeiras precipitações 
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em concentrações mais elevadas, quando sem ajuste de pH, provavelmente devido a 

desnaturação da proteína devido ao pH extremamente ácido do meio (em torno de 1). 

O que difere nesta proteína é que em todas as concentrações não foram observadas 

precipitações significativas, o que pode indicar uma maior estabilização do metal por 

esta proteína. 

 As próximas partículas a serem produzidas, foram aquelas utilizando as 

proteínas caseína e albumina, mas alterando o precursor metálico para zinco. Foram 

avaliadas novamente as partículas sem ajuste de pH e no caso do zinco o pH foi 

ajustado em 7 (Figura 17). 

 Para as preparações utilizando a proteína albumina observou-se formação de 

solução ligeiramente amarelada, característica da solução de albumina.  No caso das 

amostras onde não houve ajuste de pH observou-se estabilidade visual das amostras 

em todas as concentrações avaliadas, sem a presença de precipitado evidente. Já 

para as amostras onde o pH foi ajustado em 7,0 ocorreu precipitação das partículas 

em concentrações na faixa entre 10 e 75 mM de Zn adicionado. Isso pode ser um 

efeito de desnaturação proteica em concentrações inferiores ou desestabilização da 

proteína.    

 Os ensaios com a proteína caseína apresentaram formação de precipitados 

nas concentrações de 10, 25 e 35 mM sem ajuste de pH e 25 e 75mM quando foi 

realizado o ajuste de pH. Isso corrobora com os ensaios utilizando o metal ferro, onde 

a caseína demonstrou maior estabilidade visual da partícula formada. Observa-se que 

somente em condições de menor concentração ocorreram a formação dos 

precipitados, isso provavelmente se deve às características do meio, como carga e 

tamanho de partícula formado, o que será discutido posteriormente ao longo texto.  
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5 mM 10 mM 25 mM 35 mM 50 mM 75 mM 150 mM 300 mM 400 mM 700 mM 

AFe 

          
AFe_9 

          
CFe 

    

* 

     
CFe_9 

          
Figura 16. Imagens das amostras de albumina e caseína com ferro, com e sem ajuste de pH.*Não foram realizadas imagens 
nessa condição. 
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5 mM 10 mM 25 mM 35 mM 50 mM 75 mM 150 mM 300 mM 400 mM 700 mM 

Azn 

          
Azn_7 

          
CZn 

    

 

     
CZN_7 

         

* 

Figura 17. Imagens das amostras de albumina e caseína com zinco, com e sem ajuste de pH.*Não foram realizadas imagens 
nessa condição. 
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6.2. DETERMINAÇÃO DO DIÂMETRO HIDRODINÂMICO E DO POTENCIAL 

ZETA DAS PARTÍCULAS  

A compreensão precisa da estrutura e do comportamento de proteínas em 

solução é de suma importância para avanços significativos na pesquisa biomédica e 

na indústria alimentícia. Técnicas como o espalhamento dinâmico de luz (DLS) e o 

potencial zeta, desempenham um papel vital na caracterização das propriedades 

coloidais e estabilidade de proteínas, tais como a albumina e caseína. O DLS revela 

informações cruciais sobre o tamanho efetivo das partículas, proporcionando uma 

visão detalhada das interações moleculares e agregação. Paralelamente, a potencial 

zeta oferece informações sobre a carga superficial das proteínas, desempenhando 

um papel determinante na compreensão da estabilidade de partículas proteicas e de 

possíveis interações com íons.  

Para melhor entendimento do leitor, algumas considerações devem sem 

esplanadas em relação a forma de apresentação dos resultados a seguir. Os ensaios 

foram realizados em dois equipamentos distintos. Amostras com tamanho maior de 

partícula foram analisadas por meio do Mastersizer 2000, onde os resultados 

apresentados de referem ao diâmetro médio ponderado por volume (D[4 ,3]v) e a 

polidispersidade (Span). Porém, para melhor avaliação da diversidade de partículas 

no meio, foi optado por apresentar dados referentes as populações nas faixas de 10% 

(d[0,1]), 50% (d[0,5]) e 90% (d[0,9]). Nas discussões ao longo do trabalho o enfoque 

será dado para os valores de d[0,9], devido a representatividade de um maior número 

de partículas.  

As amostras de tamanho menor foram analisadas por meio de Zetasizer Nano-

ZS® e são retornados os valores referentes aos picos de distribuição para as 

amostras, assim como sua intensidade percentual relativa e o índice de polidispersão 

(PDI), o valor médio (Z-Average), neste caso, não será apresentado devido ao 

entendimento da análise dos picos ser mais apropriada. 

 Inicialmente, foi avaliada a conformação e estabilidade da albumina em 

solução, sem ajuste do pH (pH aproximadamente 10) e ajustando-se o pH com HCl 

para os valores de 9 e 7. Esses pHs foram previamente avaliados frente a interação 

das proteínas com os metais, onde foram observadas  melhores interações da 
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proteína albumina com ferro e zinco, respectivamente, nos pHs 9 e 7. Também foi 

avaliado o efeito do pH 2 na estrutura e estabilidade da proteína, visto que ao adicionar 

os metais, o pH diminui consideravelmente até valores próximos a este. Para a 

proteína caseína também foram realizados ajustes de pH nos valores de 2, 7 e 9. 

Os tamanhos das soluções contendo a albumina sofreram variações 

significativas com as variações de pH (Tabela 2). Na solução de albumina sem ajuste 

de pH (pH 10,0) observou-se o tamanho de partícula variável entre 0,471  e 0,117 µm 

com percentual de 81 e 19%, respectivamente.  Para melhor interpretação, a partir 

deste ponto os valores apresentados em parênteses, assim como percentual, se 

referirão a distribuição do volume de partículas nesta faixa.  Ao se ajustar o pH para 

valores de 9, 7 e 2, verificou-se alterações em relação ao tamanho e o percentual 

distribuição. A amostra de pH 9 obteve um tamanho máximo de partícula de 0,472 

(60%), 0,934 (32%) e 0,0189 µm (8%), valores que coincidem com o maior valor de 

tamanho para a amostra A em pH 10, divergindo somente pelo fato de ocorrer 

diminuição do percentual no maior tamanho e aumento no valor intermediário, além 

de aparecimento de uma pequena porção de amostras em tamanho de 0,0189 µm. A 

amostra em pH 7 passou a ter o seu tamanho máximo de partícula diminuído em 

valores de 0,381 µm (68%), mas nesse caso ocorreu diminuição ainda maior do valor 

intermediário em relação às amostras A e A9, com tamanhos neste caso de 0,040 µm 

(26%). Em relação ao pH ácido em 2, a amostra A2 apresentou tamanho máximo de 

partícula semelhante a A7, com valor de 0,400 µm, porém diminuiu o percentual 

comparado a A7, chegando em 55,9% neste caso, além do que ocorreu a formação 

de agregados volumosos com tamanho de 1,477 µm (12,4%), que não foram 

observados nas demais amostras.  

Portanto, foi observado que o tamanho de partícula foi A > A9 > A2 > A7, e que 

em todos os casos com pH ajustado ocorreu uma possível modificação da proteína, 

visto a diminuição da frequência do valor máximo. Considerando que ao se ajustar o 

pH das soluções com HCl, adicionam-se íons oriundos da solução que podem 

propiciar modificações na estrutura da proteína. A solução em pH 9,0 encontrar-se 

mais distante do seu ponto isoelétrico (pI de 5,3, teórico) e, portanto, mais 

negativamente carregada, o que leva a um aumento da repulsão eletrostática 

intramolecular que acarretaria em uma dificuldade de agregação. A diminuição de 



80 
 

tamanho em relação ao pH 10,0 deu-se provavelmente pela influência dos íons da 

solução de HCl, resultando em desdobramento estrutural ou dissociação das 

subunidades das proteínas 122,123, o que corrobora com os resultados polidispersos 

observados.  

 Nesse trabalho, pode-se observar que ocorreu diminuição do tamanho da 

partícula de albumina para em pH 9,0, visto o menor percentual de partículas em 

tamanho de aproximadamente 0,470 µm em relação à proteína sem ajuste (60% e 

81%, respectivamente). Com aproximação dos valores de pH para 7,0, relativamente 

mais próximo aos valores do pI da proteína (5,3), verificou-se diminuição do tamanho 

máximo de partícula no pico 1 chegando a 0,381 µm (68%), inferindo então que com 

o a adição de íons H+ e Cl- esteja ocorrendo certa dissociação das subunidades da 

albumina e mudança estrutural da superfície proteica.  No pH 2,0, a proteína encontra-

se menos negativamente carregada em relação à demais, com pZ de -1,4, comparado 

a -26,2, -10,5 e -26,2 mV para A, A9 e A7, respectivamente. Mais uma vez é observado 

a diminuição da intensidade do maior pico de distribuição da proteína, indicando que 

está ocorrendo uma dissociação das subunidades da mesma, fazendo com que ocorra 

diminuição da distribuição do tamanho de partículas e nesse caso até mesmo uma 

possível desnaturação. As possíveis ocorrências estruturais são apresentadas na 

Figura 18. Observou-se um percentual considerável de 12% de partículas com 

tamanho de 1,477 µm, isto deve-se pelo potencial zeta estar próximo de 0 (-1,4 mV), 

indicando a presença de aglomerados. Os valores de PDI seguiram que A2 > A9 > A7 

> A , indicando que amostras sem adição de íons (H+ e Cl-) apresentaram menor 

polidispersão e maior estabilidade. Em compensação com a diminuição do pH e a 

aproximação do valor de pH com o pI (5,3), foram observadas amostras mais 

dispersas entre si.  
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Tabela 2. Tamanho médio, distribuição de tamanho e potencial zeta da proteína 

albumina em diferentes pH. 

Amostra  
Pico 1 
(d.µm) 

Pico 2  
(d. µm) 

Pico 3  
(d. µm) 

PDI 
Pot. Zeta 

(mV) 
pH 

A 
0,471   
(81%) 

0,117   
(19%) 

- 0,507 -26,2 9,99 

A9 
0,472   
(60%) 

0,093   
(32%) 

0,019   
(8%) 

0,610 -10,5 9,05 

A7 
0,381   
(68%) 

0,040 
(26%) 

0,013   
(6%) 

0,561 -6,2 7,11 

A2 
0,400 
(56%) 

0,070   
(15%) 

1,477   
(12%) 

0,950 -1,4 2,11 

 

  

Figura 18. Hipóteses de mudanças conformacionais da albumina em diferentes pH. 

Uma unidade de proteína é representada por cada conjunto verde/laranja. As setas 

ao lado do percentual indicam a variação em relação à proteína em pH 10.  

 

No caso da caseína (Tabela 3) são observados resultados semelhantes aos da 

albumina. Porém, neste caso, o que se pode prever é que provavelmente estejam 

ocorrendo mudanças na estrutura micelar, ao contrário do aglomerado de proteínas 
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da albumina. As caseínas constituem cerca de 75-80% da proteína total e precipitam 

em pH 4,6 a 30 °C. As micelas de caseína são compostas por numerosas unidades 

compactadas do complexo de caseinato de cálcio, unidas em associação por uma 

combinação de cálcio e ligações de fosfato de cálcio e citrato entre caseína 

fosfosserina e grupos carboxila. A ligação hidrofóbica e as pontes de caseinato de 

cálcio estabilizam a micela, enquanto o fosfato de cálcio ajuda a agregar as 

submicelas em estruturas micelares124. Cada uma dessas unidades do complexo de 

caseinato de cálcio é composta por um núcleo constituído por αS1 e β-caseína, 

rodeado por uma camada externa rica em αS1 e k-caseína a qual interage com a 

água.  

A solução de caseína sem ajuste de pH apresenta um valor igual a 6,8, ao 

elevar o pH para 9,0, verificou-se uma diminuição do tamanho e uma distribuição mais 

uniforme da micela de caseína de 0,319 µm (94%) para 0,200 µm (100%)). Isto deve-

se provavelmente a uma desagregação das micelas da proteína ou então a uma 

compactação da mesma, devido ao aumento da repulsão entre partículas, fazendo 

com que as micelas diminuam de tamanho 125. Já no pH 7,0, próximo ao pH 

encontrado para a proteína em solução, pode-se observar uma diminuição do 

tamanho majoritário de partículas para 0,256 µm  (96,9%), porém, também se 

observou que apesar de ter ocorrido uma diminuição da porcentagem de partículas 

com tamanho acima de 5 µm, houve um aumento de 5,1 para 5,2 µm.  

O valor de tamanho de partícula elevado para a amostra C, muito 

provavelmente se dá pela diminuição de cargas superficiais e relaxamento da 

estrutura, devido à ausência de íons oriundos do HCl e NaOH utilizados quando do 

ajuste de pH e que podem estar interferindo na carga estrutural da proteína. Neste 

caso, ensaios mais próximos ao pI da proteína são recomendados para melhor 

elucidação dos fatos. Com exceção da amostra C9, todas as demais apresentaram 

pico com intensidade baixa na faixa aproximada de 5,2 µm, oriundo de agregados 

grandes de proteína. Além disso, pode-se observar que a solução contendo a caseína 

sem ajuste do pH (pH 6,8) apresentou maior estabilidade que as demais, corroborando 

uma possível influência dos íons das soluções de NaOH e HCl levando à uma 

diminuição da estabilidade das micelas. O aumento da adição de meio alcalinizante 

tende a ainda maior diminuição deste potencial (de -22,9 para -10,9). Em pH 2, a 
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proteína apresenta tamanho menor às demais condições, isso implica possivelmente 

em uma dissociação das micelas ou colapso da camada externa94 , devido à presença 

de grande quantidade de íons provenientes do HCl utilizado para acidificar o meio e 

que interagem com a superfície proteica formando carga interações repulsivas e 

dissociativas. Um esquema demonstrando um breve resumo das possíveis 

modificações nos pHs avaliados é demonstrado a seguir (Figura 19). 

Tabela 3. Tamanho médio, distribuição de tamanho e potencial zeta da proteína 

caseína em diferentes pH.  

Amostra  
Pico 1 (d. 

µm) 
Pico 2 (d. 

µm) 
Pico 3 (d. 

µm) 
PDI 

Pot. Zeta 
(mV) 

pH 

C 
0,318 
(94%) 

5,131 
(6%) 

 0,523 -22,9 6,84 

C2 
0,136 
(97%) 

5,227 
(3%) 

 0,424 -0,9 2,07 

C7 
0,256 
(97%) 

5,243 
(3%) 

 0,350 -13 7,01 

C9 
0,200 

(100%) 
  0,258 -10,9 8,99 

 

 
Figura 19. Hipóteses de mudanças estruturais das micelas de caseína em diferentes 

valores de pH. 
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A formação de possíveis particulados nas soluções de FeCl3 e ZnCl2 sem as 

proteínas a partir da adição de NaOH no ajuste do pH para 9, no caso dos íons de 

ferro, e 7 para os de zinco, foi avaliada. Em relação às partículas de ferro (Tabela 4), 

pode-se observar elevado tamanho destes sistemas, considerando d(0,9) com valores 

de entre 2,000 e 7,000 µm. Isto deve-se, muito provavelmente, pela formação de 

agregados de hidróxidos metálicos, assim como alta taxa de hidratação e formação 

de coloides.  

 

Tabela 4. A. Diâmetro hidrodinâmico das partículas e distribuição, pH, Span e 

potencial zeta das soluções de FeCl3, sem as proteínas, em pH 9*. 

Amostra 
d(0.1) 

(d. µm) 

d(0.5) 

(d. µm) 

d(0.9) 

(d. µm) 
Span 

Potencial 

Zeta (mV) 
pH 

Fe5 0,084 0,182 2,309 12,21 -4,39 9,10 

Fe10 0,088 0,239 5,094 20,91 -9,12 8,80 

Fe25 0,073 0,160 4,105 25,27 -5,35 9,03 

Fe35 0,084 0,206 5,502 26,29 -5,4 8,98 

Fe50 0,077 0,184 6,671 35,84 -5,96 8,88 

Fe75 0,080 0,205 5,765 27,78 -9,19 9,21 

Fe150 0,076 0,175 5,949 33,55 -6,89 8,82 

Fe300 0,078 0,183 4,588 24,60 -8,36 8,92 

Fe400 0,076 0,171 4,666 26,85 -10,6 9,22 

Fe700 0,083 0,209 4,196 19,69 -4,87 8,94 

*Amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000. 

  

As partículas provenientes da solução de ZnCl2 (Tabela 5) apresentaram 

tamanho relativamente menor comparado as partículas de ferro. A distribuição de até 

90% das partículas em todas as amostras não foi maior do que 2,000 µm, sendo que 

as partículas de ferro chegaram a valores de até 6,671 µm. Isto pode ser pelo fato de 

o ajuste ter sido até o pH 7 e não 9 como no caso do ferro, sendo assim, a quantidade 

de íons OH- consequente foi menor formando menores concentrações de hidróxidos 

metálicos.  
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Tabela 5. Diâmetro hidrodinâmico das partículas e distribuição, pH, Span e potencial 

zeta das soluções de ZnCl2, sem as proteínas, em pH 7*. 

Amostra 
d(0.1) 

(d. µm) 

d(0.5) 

(d. µm) 

d(0.9) 

(d. µm) 
Span 

Potencial 

Zeta (mV) 
pH 

Zn5 96 229 728 31,3 -1,19 6,95 

Zn10 82 182 605 38,7 -2,57 6,98 

Zn25 68 147 1375 45,5 -2,7 6,95 

Zn35 68 150 1725 44,7 -0,622 6,95 

Zn50 71 156 1002 43,7 -0,431 6,96 

Zn75 72 159 865 43,7 -1,6 7,00 

Zn150 77 174 909 40 2,68 6,95 

Zn300 89 220 1084 32,7 5,64 7,10 

Zn400 97 235 981 30,3 6,41 7,03 

Zn700 85 195 892 35,8 6,66 6,99 

*Amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000. 

  

 Após estas observações, se faz necessário a avaliação do tamanho e 

estabilidade das partículas metal-proteína. A primeira a ser analisada são as partículas 

oriundas da mistura de albumina com FeCl3, sem ajuste de pH (pH final entre 4 e 1) e 

com ajuste de pH (pH9) (Tabela 6). 

 As amostras contendo albumina e íons de ferro nas concentrações de 5 a 150 

mM, sem ajuste de pH (AFe5, AFe10, AF25, AFe35, AFe75 e AFe150) apresentaram 

tamanho de partículas na faixa de 0,186 a 0,337 µm, em relação a maior intensidade 

percentual. Amostras de tamanhos menores entre 0,030 e 0,102 µm também são 

observadas, com percentuais relativamente inferiores. Todas as amostras 

apresentaram pH em torno de 2, com exceção da amostra menos concentrada AFe5 

(pH 4,45). Esse tamanho de partícula (0,186-0,337 µm), comparado com o tamanho 

máximo de pico encontrado para a amostra contendo somente a proteína em pH 2 

(0,400 µm), indica que ocorreu diminuição do tamanho médio das partículas com a 

adição do metal. Isto pode indicar mudança conformacional que levou a uma 

compactação ou dissociação devido a variação da carga superficial da proteína pela 
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possível interação com os íons de Fe3+ (Figura 20). As amostras AFe50 e AFe700 

apresentaram tamanho elevado de partícula, com tamanhos em torno de 4,000 µm.  
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Tabela 6. Tamanhos de partículas, pH, PdI e potencial zeta das amostras de albumina com metal ferro, sem e com ajuste de 

pH.  

Amostra 
(pH) 

Pico 1 (d. µm) ou 
d(0.9) 

Pico 2 (d. µm) ou 
d(0.5) 

Pico 3 (d. µm) ou 
d(0.1) 

PdI a ou 
Span b 

Potencial 
Zeta (mV) 

pH 

A 0,471   (81%) 0,117  (19%)  0,507 a -26,2 9,99 

A2 0,400   (56%) 0,070   (15%) 1,477   (12%) 0,950 a -1,4 2,11 

A9 0,472   (60%) 0,093   (32%) 0,019   (8%) 0,610 a -10,5 9,05 

AFe5 0,187   (89%) 0,030  (7%) 5,056   (4%) 0,414 a 11,1 4,45 

AFe10 0,337   (51%) 0,102   (39%) 0,019   (8%) 0,452 a 27,7 2,79 

AFe25 0,234   (85%) 0,011  (8%) 5,192   (5%) 0,692 a 28,0 2,11 

AFe35 0,239   (55%) 0,078   (32%) 0,014   (13%) 0,354 a 29,9 2,04 

AFe50 4,702   (60%) 0,485   (40%)  1,000 a 28,6 2,04 

AFe75 0,197   (64%) 0,041   (17%)  0,622 a 28,2 1,71 

AFe150 0,223   (77%) 0,067   (33%)  1,000 a 29,6 1,80 

AFe300 10,800 (100%)   0,244 a 29,8 1,51 

AFe400 2,745   (100%)   0,287 a 20,0 1,36 

AFe700 4,154   (100%)   0,225 a 25,1 1,14 

AFe5_9 2,239 0,138 0,068 15,716 b -14,5 9,12 

AFe10_9 2,096 0,132 0,067 15,317 b -18,6 9,05 

AFe25_9 2,291 0,136 0,068 16,343 b -24 9,02 

AFe35_9 2,214 0,154 0,072 13,934 b -30,5 8,96 

AFe50_9 4,255 0,190 0,0078 21,996 b -18,9 8,12 

AFe75_9 4,592 0,241 0,084 18,686 b * 9,04 

AFe150_9 3,486 0,185 0,078 18,443 b * 9,06 

AFe300_9 4,378 0,206 0,081 20,863 b * 9,10 

AFe400_9 3,362 0,171 0,076 19,241 b * 9,01 

AFe700_9 3,509 0,184 0,079 18,674 b * 9,04 

(a) Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000. *Não foi realizada medida 
nesta condição.  
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Figura 20. Hipótese de interação dos íons ferro com albumina, na síntese sem ajuste 

de pH.  

 Ainda sobre as amostras sem ajuste de pH, as amostras AFe300, AFe400 e 

AFe700 apresentaram tamanhos mais elevados, de 10,800 µm, 2,745 µm e 4,154 µm. 

Esse aumento significativo dos tamanhos das partículas na amostra se deve muito 

provavelmente a agregação da proteína devido ao baixo pH do meio, fazendo com 

que a camada externa da proteína colapse e se agregue em partículas maiores, ou 

então ao fato que o metal em excesso pode estar formando uma camada de 

hidratação no exterior da proteína, fazendo com que seu tamanho hidrodinâmico seja 

mais elevado, vide a grande interação do Fe3+ com água (Figura 21).  Em relação ao 

potencial zeta, pode-se observar que as partículas apresentaram valores positivos e 

mais elevados nas concentrações de 10 a 300 mM (27,7 a 29,8 mV), muito 

provavelmente devido a carga positiva exercida pelo íon Fe3+ na camada externa da 

proteína (Figura 21). A medida do índice de polidispersão (PDI) pode evidenciar que 

as amostras apresentaram alta polidispersividade, com valores maiores que 0,6 na 

maioria dos ensaios, devido provavelmente a diferentes formas e tamanhos de 

agregados proteicos, sendo que valores mais próximos de 0 indicam uma baixa 

polidispersidade, enquanto valores próximos de 1 indicam polidispersidade,  
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Figura 21. Hipótese de interação dos íons ferro com albumina na síntese sem ajuste 

de pH, quando do aumento observado no tamanho de partícula devido a hidratação 

destes íons. 

 Nas partículas sintetizadas com albumina e íons ferro ajustando-se o pH em 9 

(Tabela 7), as amostras iniciais apresentaram aumento significativo de tamanho em 

relação às amostras com mesma concentração sem ajuste de pH. Por exemplo, a 

amostra AFe5 apresentou tamanho máximo de partícula de 0,187 µm (88,5%), já a 

amostras AFe5_9 apresentou tamanho de 2,239 µm considerando 90% das partículas 

(d[0,9]).  A partir da amostra AFe35_9 , foi possível observar ainda maior aumento da 

partícula, chegando a partículas entre 3,362 (AFe400_9) e 4,378 µm (AFe300_9). Este 

aumento significativo no tamanho das partículas se deve muito provavelmente ao 

aumento da camada externa de solvatação proveniente da interação dos metais com 

o íon OH-, proveniente da alcalinização do meio. Estes hidróxidos metálicos situados 

na camada externa fazem com que o tamanho observado seja cada vez maior.  

Em relação ao potencial zeta, as amostras sem ajuste de pH apresentaram 

valores na faixa de 11,1 (AFe5) a 29,9 mV (AFe35), indicando que o íon metálico pode 

estar interferindo na carga do sistema devido ao seu potencial positivo. Nas amostras 

com ajuste de pH, foram observados valores de potencial zeta negativo (entre -14,5 e 

-30,5 mV), indicando que neste caso há a presença de grupamentos OH- provenientes 

da base e que estão presentes na superfície da partícula. Assim como, pode estar 

ocorrendo a formação de hidróxidos metálicos que estejam promovendo a diminuição 

da carga superficial. As concentrações maiores para com o ajuste de pH não puderam 
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ser medidas devido à alta taxa de oxidação do metal presente na cubeta do 

equipamento. 

 Outro fato que merece ser apreciado é o de que, comparando-se o tamanho 

das soluções de FeCl3 sem proteína, alcalinizadas em pH 9 (Tabela 4), as mesmas 

apresentaram tamanhos de partícula relativamente superiores aos da proteína com o 

metal. Isto pode ser pelo íon Fe3+ em pH ajustado a 9 estar circundado por porções 

de íons OH- e por sua vez com sua superfície solvatada, fazendo com que seu 

tamanho seja elevado (Figura 22). Quando interagindo com a proteína, provavelmente 

pelo fato de o metal adentrar na sua estrutura, mudanças conformacionais podem 

estar ocorrendo, desde perda da hidratação superficial, diminuição do seu tamanho 

de partículas devido a interações com a proteína ou até mesmo redução do centro 

metálico.  

 

Figura 22. Suposição da hidratação do hidróxido de ferro formado em pH alcalino.  

  As partículas sintetizadas com albumina e ZnCl2 em diferentes concentrações, 

apresentaram diferença significativas entre si (Tabela 7). As amostras menos 

concentradas sem ajuste de pH, AZn5, AZn10 e AZn25, apresentaram tamanhos de 

0,270 µm (56%), 0,433 µm (55%) e 0,250 µm (82%),respectivamente. Comparados 

aos valores de tamanho em pH mais próximo da proteína sem metal (amostra A7), em 

que o tamanho foi de 0,381 µm (68%), pode-se concluir que as amostras AZn5 e 
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AZn25 apresentaram tamanho inferior ao encontrado para a albumina nesta condição. 

Isso se deve muito provavelmente a uma dissociação da estrutura da proteína devido 

a interação do zinco, fazendo com que a estrutura colapse, dissociando e formando 

estruturas menores ou mais compactas. 

Com o sequencial aumento da concentração de zinco, observa-se aumento do 

tamanho de partícula, o que é esperado, visto o aumento de metal interagindo com a 

proteína O potencial zeta das amostras também diminuiu com o aumento da 

concentração de zinco, indo de -15,3 mV para a amostra AFe5 até -3,17 mV para a 

amostra AZn700. Essa diminuição do potencial zeta pode estar relacionada com a 

presença de cargas positivas oriundas do íon Zn2+ na superfície da partícula, fazendo 

assim com que seja observado um potencial inferior nas concentrações maiores.  

 Em relação as amostras com o pH ajustado em 7, ocorreu aumento significativo 

de tamanho das amostras, com valores da ordem de 450 a 800 µm , chegando na 

faixa de centenas de micrômetros. A justificativa para isto se dá muito provavelmente 

pela formação de agregados de Zn(OH)2 na superfície da proteína, fazendo com que 

seja observado um diâmetro hidrodinâmico elevado nestas amostras, visto que a 

interação entre a  água e os grupamentos OH- nesta superfície pode ser 

extremamente elevada, fato semelhante ao da Figura 21, porém com maior 

quantidade de íons circundando a parte externa dos aglomerados proteicos.  
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Tabela 7. Tamanhos de partículas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de albumina com metal zinco, sem e com ajuste de 

pH.  

Amostra 
(pH) 

Pico 1 (d. µm) ou 
d(0.9) 

Pico 2 (d. µm) ou 
d(0.5) 

Pico 3 (d. µm) ou 
d(0.1) 

PDI a ou Span b 
Potencial 

Zeta 
pH 

A 0,471  (81%) 0,117,  (19%)  0,507 a -26,2 9,99 

A2 0,400   (56%) 0,070  (15%) 1,477   (12%) 0,950 a -1,4 2,11 

A7 0,381   (68%) 0,040 (26%) 0,013   (6%) 0,561 a -26,2 7,11 

AZn5 0,270   (56%) 0,839   (21%) 0,050   (23%) 0,749 a -15,3 7,59 

AZn10 0,433   (55%) 0,118   (39%) 0,030   (6%) 0,579 a -15,1 7,14 

AZn25 0,250   (82%) 0,064   (18%)  0,499 a -10,2 6,89 

AZn35 1,240   (82%) 0,133   (18%)  0,862 a -9,45 6,78 

AZn50 2,365 (100%)   0,012 a -8,36 6,70 

AZn75 3,350 (100%)   0,032 a -7,2 6,58 

AZn150 1,727   (77%) 5,408   (23%)  0,353 a -5,78 6,29 

AZn300 5,830 (100%)   0,529 a -4,4 5,98 

AZn400 6,188 (100%)   0,370 a -3,41 5,80 

AZn700 2,308   (80%) 5,410   (20%)  0,315 a -3,17 5,29 

AZn5_7 489,906 286,688 4,027 1,679 b -16,1 7,01 

AZn10_7 526,056 52,39 3,153 8,614 b -12,3 6,94 

AZn25_7 532,757 317 3,031 1,734 b -12,1 7,08 

AZn35_7 842,493 345 5,151 7,361 b -13,8 6,91 

AZn50_7 531,191 71,688 4,384 8,062 b -13,9 6,93 

AZn75_7 533,021 79,637 4,679 3,067 b -17,7 7,01 

AZn150_7 496,439 20,998 5,229 22,91 b -11,4 6,95 

AZn300_7 * * * * * * 

AZn400_7 491,075 21,001 7,186 23,09 b -7,52 7,15 

AZn700_7 456,427 13,310 4,641 34,469 b -6,45 7,21 

(a) Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000. 
*Não foi realizada medida nesta condição.  
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 Em relação à caseína, temos que levar em consideração que a estrutura da 

proteína muda em relação a albumina. Neste caso, tem-se a formação de micelas, 

como explicado no início deste tópico.  Ao realizar ensaios com a adição de FeCl3 sem 

e com o ajuste de pH (Tabela 8), podemos observar que as amostras sem ajuste de 

pH sofrem diminuição do pH já nas primeiras concentrações analisadas, chegando a 

pH 2 nas concentrações a partir de 10 mM. Além disso, com relação à menor 

concentração de metal adicionado à caseína sem ajuste de pH, observa-se um 

aumento significativo do tamanho em 1,268 nm, muito provavelmente, por algum 

efeito de agregação da proteína, visto que a quantidade de metal ainda é pequena 

para inferir um aumento tão significativo de tamanho. O tamanho diminui em relação 

à CFe5 em relação à CFe10 (0,532 µm), CFe 25 (0,995 µm), CFe35 (0,481 µm) e 

CFe50 (0,791 µm). Isto indica que, nessas concentrações, provavelmente a estrutura 

da proteína tende a dissociar e formar novos agregados menores, onde o metal 

encontra-se no seu interior e em alguns casos interagindo com a fase externa da 

proteína (Figura 23).  

 

 

Figura 23. Hipótese de interação dos íons ferro com caseína na síntese sem ajuste 

de pH, quando da diminuição do tamanho observado devido a dissociação micelar e 

internalização dos íons metálicos. 

 

Em concentrações superiores à 50 mM para as amostras sem ajuste de pH, 

foram observados tamanhos maiores, muito provavelmente devido ao excesso de íons 
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ferro em solução, os quais estão interagindo fortemente com a proteína na sua parede 

externa, fazendo com que seu tamanho hidrodinâmico aumente (Figura). O potencial 

zeta das amostras mostra uma mudança de carga de negativo para positivo, da 

amostra AFe5 para as demais, bem como, um aumento de valor, indicando que 

possivelmente os íons Fe3+ podem estar mais disponíveis na superfície, o que 

corrobora com o tamanho aumentado da partícula com o aumento da concentração. 

Os valores para algumas amostras, como é o caso de CFe25 com valor de potencial 

zeta de 35,8 mV, assim como valores elevados para CFe35 (34,7 mV), CFe75 (29,5 

mV) e CFe300 (31,3 mV) são indicativos de uma estabilidade da partícula.  

 

 

Figura 24. Hipótese 2 de conformação da caseína quando adicionado metal.  

  As amostras com o metal ferro no pH ajustado em 9 apresentaram tamanhos 

na faixa entre 2,651 e 37,650 µm para as concentrações avaliadas, com exceção das 

amostras CFe5_9 e CFe10_9 que apresentaram tamanhos de 0,723 e 1,720 µm, 

respectivamente. Acredita-se que nestas condições estejam sendo realizadas 

interações eletrostáticas fortes entre o metal com a superfície e mais relevantemente 

com o interior proteico. O tamanho e a polidispersividade não variaram 

significativamente para as amostras acima de 10 mM, indicando que o metal não afeta 
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significativamente as micelas de caseína com a adição do metal e do ajuste de pH em 

9. 

 O potencial zeta para essas amostras mostraram uma tendência à redução das 

cargas negativas, saindo de valores de -20,4 mV para CFe5_9 para -10,7 mV para 

CFe50_9, indicando que muito provavelmente o íon Fe3+ esteja favorecendo a 

formação de cargas positivas na superfície. Para as amostras mais concentradas não 

foi possível a realização de medidas de potencial zeta, devido ao dano causado pelo 

metal na cubeta do equipamento. Portanto os ensaios em concentrações maiores 

foram interrompidos. 
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Tabela 8. Tamanhos de partículas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de caseína com metal ferro, sem e com ajuste de 

pH.  

Amostra 
(pH) 

Pico 1 (d. µm) ou 
d(0.9) 

Pico 2 (d. µm) ou 
d(0.5) 

Pico 3 (d. µm) ou 
d(0.1) 

PDI ou 
Span 

Potencial 
Zeta (mV) 

pH 

C 0,318 (94%) 5,131 (6%)  0,523 a -22,9 6,84 

C2 0,136 (97%) 5,227 (3%)  0,424 a -0,9 2,07 

C9 0,200 (100%) 0,200 (100%)  0,258 a -10,9 8,99 

CFe5 1,268 (100%)   0,424 a -16,5 5,63 

CFe10 0,532 (73%) 0,120 (27%)  0,743 a 26,7 4,04 

CFe25 0,995 (66%) 0,230 (34%)  0,788 a 35,8 2,29 

CFe35 0,481 (81%) 0,107(19%)  0,961 a 34,7 2,16 

CFe50 0,791 (100%)   0,510 a 28,8 2,06 

CFe75 4,355 (68%) 0,251 (32%)  1,000 a 29,5 1,96 

CFe150 1,530(100%)   0,922 a 20,1 1,73 

CFe300 0,396 (90%) 90,86 (10%)  0,401 a 31,3 1,49 

CFe400 7,230 (100%)   0,048 a 20,1 1,36 

CFe700 11,940 (100%)   0,141 a 12,9 1,12 

CFe5_9 0,723 0,140 0,068 4,68 b -20,4 9,08 

CFe10_9 1,720 0,152 0,071 10,853 b -21,9 8,94 

CFe25_9 2,951 0,168 0,074 17,146 b -21,7 9,10 

CFe35_9 2,960 0,158 0,072 18,327 b -15,4 9,08 

CFe50_9 2,721 0,145 0,069 18,304 b -10,7 8,99 

CFe75_9 3,540 0,163 0,073 21,313 b * 8,95 

CFe150_9 3,765 0,170 0,075 21,708 b * 9,13 

CFe300_9 2,666 0,138 0,068 18,87 b * 9,09 

CFe400_9 3,158 0,156 0,072 19,781b  9,02 

CFe700_9 2,651 0,149 0,071 17,274 b * 9,11 

(a)  Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000. *Não 
foi realizada medida nesta condição.
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As partículas de caseína com adição do metal zinco (Tabela 9) apresentaram 

diferenças significativas nas amostras sem ajuste de pH. As amostras entre 5 e 50 

mM (CFe5-CFe50) apresentaram tamanhos de 2916, 3,676, 3,612, 2,476 e 3,542 µm, 

respectivamente. Já as amostras seguintes (CFe75-CFe700) apresentaram tamanhos 

entre 0,163 e 0,190 µm, com span baixo, indicando baixa polidispersão. Além disso, 

essas amostras apresentaram pH inferior a 5 e o potencial zeta mostrou uma 

tendência à redução das cargas negativas, de -11 mV para CFe50 e chegando a -8,3 

mV em CFe75. O que explicaria esta mudança estrutural pode ser o mesmo 

encontrado para a caseína quando do pH ajustado em 2, onde observou-se diminuição 

do tamanho de partícula comparado aos demais valores de pH. Como justificado 

então, possivelmente esteja ocorrendo uma dissociação das micelas e formação de 

aglomerados de tamanho reduzido, devido provavelmente a grande quantidade de 

íons na superfície da caseína, fazendo com que ocorra repulsão e divisão micelar. 

Ao ajustar o pH em 7, as amostras demonstraram aumento do tamanho de 

partículas, com valores em torno de 4,314-5,986 µm para as amostras CZn35_7 a 

CZn700_7, muito provavelmente pela formação de Zn(OH)2, o qual interage de certa 

forma com a estrutura da proteína, assim como ocorrido com a albumina em pH 7 com 

o mesmo metal. Desta forma então, é favorecida a formação de partículas maiores, 

seja por interação no interior da micela, fazendo com que ela seja expandida ou então 

formação de agregados na superfície, como já exemplificado pela Figura 24.  
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Tabela 9. Tamanhos de partículas, pH, PDI e potencial zeta das amostras de caseína com metal zinco, sem e com ajuste de 

pH. 

Amostra 
(pH) 

Pico 1 (d. µm) ou 
d(0.9) 

Pico 2 (d. µm) ou 
d(0.5) 

Pico 3 (d. µm) ou 
d(0.1) 

PDI ou 
Span 

Potencial 
Zeta 

pH 

C 0,318 (94%) 5,131 (6%)  0,523 a -22,9 6,84 

C2 0,136 (97%) 5,227 (3%)  0,424 a -0,9 2,07 

C7 0,256 (97%) 5,243 (3%)  0,350 a -13 7,01 

CZn5 2,916 0,198 0,078 14,296 b -16,0 5,95 

CZn10 3,676 0,327 0,091 10,951 b -14,1 5,38 

CZn25 3,612 0,343 0,097 10,246 b -14,5 5,15 

CZn35 2,476 0,299 0,093 7,961 b -6,6 5,05 

CZn50 3,542 0,418 0,104 8,232 b -11 4,95 

CZn75 0,190 0,111 0,061 1,169 b -8,3 4,86 

CZn150 0,168 0,110 0,073 0,862 b -7,8 4,79 

CZn300 0,168 0,111 0,073 0,863 b -3,5 4,60 

CZn400 0,163 0,110 0,075 0,799 b -3,3 4,48 

CZn700 0,190 0,110 0,061 1,170 b -2,3 4,42 

CZn5_7 54,151 408,045 1,259 1,324 b -23,1 6,93 

CZn10_7 50,568 394,257 1,026 1,280 b -14,1 6,95 

CZn25_7 10,563 23,750 4,877 10,209 b -12,1 6,92 

CZn35_7 50,336 11,312 4,531 44,099 b -8,17 6,95 

CZn50_7 48,632 10,803 4,314 44,618 b -11,6 6,95 

CZn75_7 44,114 13,969 5,549 31,184 b -0,203 6,97 

CZn150_7 47,605 20,862 4,808 22,588 b 12,7 6,97 

CZn300_7 47,524 20,206 5,356 23,255 b 11,1 6,99 

CZn400_7 63,715 18,617 5,986 3,101 b 8,16 7,10 

CZn700_7 48,262 11,894 4,940 40,162 b 11,5 6,96 

(a)  Amostras medidas em equipamento Zetasizer Nano-ZS® (b) amostras medidas em equipamento Mastersizer 2000
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Os ensaios, portanto, demonstraram mudanças significativas quando do ajuste 

de pH para as proteínas. A presença de íons como H+, Cl-, OH- podem ser cruciais na 

mudança estrutural das proteínas em solução. Em geral, valores de pH mais elevados 

fazem com que o ocorra o aumento do tamanho das proteínas, devido a efeitos de 

dissociação e agregação. Em valores ácidos observa-se menor tamanho, causado 

provavelmente por maior efeito repulsivo, dissociativo ou de desnaturação. O efeito 

do metal frente a proteína pura foi diferente para cada proteína, metal e pH avaliado. 

Para amostras de albumina com adição de ferro e sem ajuste de pH, na maioria das 

concentrações, foram observadas partículas com volumes hidrodinâmico inferiores ao 

da proteína sem metal, muito provavelmente for efeitos dos íons Fe3+ na superfície da 

proteína, fazendo com que ocorram efeitos repulsivos no sistema. Para os ensaios 

com zinco sem ajuste de pH os volumes hidrodinâmicos encontrados para as 

partículas foram relativamente maiores ao da proteína em solução, muito 

provavelmente a formação de novos agregados e aumento da estrutura micelar, no 

caso da caseína, pela presença de íons Zn2+ no interior ou parte externa da proteína. 

Quando do ajuste de pH, é observado o aumento de volume, relacionado, 

provavelmente, ao efeito da existência de hidróxidos metálicos (Fe(OH)3 e Zn(OH)2), 

assim como de camada de hidratação na superfície da partícula. 

 

6.3. ANÁLISE POR ESPECTROSCOPIA FTIR-ATR 

 A espectroscopia FTIR é um método eficaz e rápido para a determinação da 

estrutura das proteínas. As proteínas são formadas por inúmeros tipos de ligações, 

como resíduos de aminoácidos e grupamentos orgânicos diversos. Visto isso, é 

importante avaliar mudanças conformacionais das proteínas nativas e das mesmas 

após a adição de reagentes que possam vir a alterar sua estrutura e ligação, como é 

o caso dos ensaios realizados neste trabalho.  

 

 Variações na intensidade e deslocamentos espectrais tanto para a banda amida 

primária da proteína (amida I), na faixa de 1600-1700 cm-1 (estiramento C=O), quanto 

para a banda da amida secundária (amida II), que ocorre na região <1548 cm-1 

(estiramento C-N acoplado com a flexão N-H), têm sido amplamente utilizadas na 
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interação com polifenóis e estão relacionadas com a estrutura secundária das 

proteínas 126. Além disso, outras bandas típicas podem ser úteis para avaliar a 

interação metal-proteína.  

 A seguir serão apresentados os gráficos referentes aos espectros obtidos para 

as soluções somente com proteína e também para as soluções contendo as partículas 

sintetizadas com os metais com e sem o ajuste de pH. Os espectros serão 

apresentados primeiramente de forma ampla e em seguida setorizados por intervalos 

de números de onda para melhor elucidação e observação das mudanças ocorridas.   

6.3.1. Partículas de albumina e ferro sem ajuste de pH 

 Na amostra de albumina com ferro sem ajuste de pH (Figura 25) observou-se 

o aparecimento de bandas em 2970, 1593, 1557, 1367, 1092 e 540/525 cm-1, assim 

como deslocamento da banda situada em 3270 cm-1 para 3469 cm-1 exclusivamente 

para AFe300.  

 A banda típica em 3270 cm-1 pode ser atribuída ao estiramento dos grupos O-

H ou N-H da proteína, e seu deslocamento pode inferir mudança conformacional 

destes grupos127,128. Podemos observar que houve deslocamento positivo para a 

amostra AFe300. Neste caso, é típico que aminas secundárias apresentem 

estiramento nesta região, já aminas primárias aparecem em porções inferiores129. Isto 

pode indicar principalmente que ocorra mudança conformacional da estrutura 

proteica, principalmente devido a algum tipo de desnaturação, fazendo que com que 

porções diferentes da proteína estejam dispostas para interação, visto que o pH está 

na faixa de 2,0 para amostras mais concentradas. A banda situada em 1593 cm-1 é 

típica da molécula de água 130,131 , o que é apreciável, mesmo após a liofilização, visto 

que o precursor metálico é higroscópico e pode ter absorvido água do ambiente.  

 A banda situada em 1557 cm-1 é típica de amidas secundárias, que surge 

principalmente de uma combinação fora de fase das vibrações de flexão no plano N–

H e estiramento C–N das ligações peptídicas132. Em 1395 cm-1 observa-se para a 

proteína, uma banda típica de grupamentos amino129, e observa-se que esta banda 

desaparece com a adição do metal, o que pode indicar a interação metal-proteína 

pelos resíduos de aminoácidos, exceto para AFe300 onde ocorre deslocamento para 
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região de 1367 cm-1. Para a proteína também se observa banda em 1311 cm-1, 

indicativo de amida III 133. A banda em 1092 cm-1 é típica de estiramento P-O 127. Já 

na faixa próxima a 550 cm-1 observa-se ligeiro aparecimento de bandas, indicativos 

da ligação Metal-O 89,134,135, como óxidos e hidróxidos de ferro ou zinco, neste caso 

ferro. Para a amostra AFe50 ocorreu aparecimento de banda em 992 cm-1 referente a 

ligação P-O 128,136. Além disso, na faixa compreendida entre 1700-1500 não houve 

mudanças significativas, o que indica que não houve mudança significativa da 

estrutura secundária da proteína com a adição do metal. 132,133,137,138  
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Figura 25. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

albumina e ferroa nas concentrações de 0 a 300 mM, sem ajuste do pH. 

 

6.3.2. Albumina e ferro com ajuste de pH 

 Com o ajuste de pH para amostra de albumina com ferro (Figura 26), observou-

se uma diminuição da intensidade das bandas em relação ao aumento de 
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concentração do metal nas bandas de 2960, 2930 e 2870, 1445, 1315, 1074 cm-1. As 

bandas em 2960 e 2930 cm-1 são típicas da ligação C-H e de difícil interpretação em 

relação à mudança estrutural da proteína, visto sua complexidade. Já a banda situada 

próximo de 2870 cm-1 é típica de ligações C-H de aminas. Como relatado para as 

amostras de AFe, o estiramento em aproximadamente 1074 cm-1 se refere a ligação 

P-O. O inverso foi observado para a banda em 1740 cm-1, típica de C=O, onde ocorreu 

ligeiro aumento de intensidade com o aumento da concentração.  
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Figura 26. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

albumina e ferro nas concentrações de 0 a 400 mM, com ajuste do pH.  

 

 Ocorreu deslocamento das bandas de 1395 para 1365 cm-1 em maiores 

concentrações do metal. Esta região contempla as amidas terciárias, logo pode ser 

indicativo de interação metal-proteína por meio destes grupos, além disso, a faixa 

compreendida pelas demais amidas também diminui com o aumento da concentração 
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de metal, indicando interação metal-proteína.136 Em aproximadamente 1230 cm-1, a 

banda se desdobra em dois ombros, um permanece na mesma posição e surge novo 

em 1215 cm-1, somente para maiores concentrações de ferro. Esta faixa é típica de 

O-H de porções aromáticas, logo pode ser inferido que esses grupos podem estar 

servindo de sítios de ligação para o metal.139 Cabe destacar, ainda que a intensidade 

das amidas diminui com a concentração.  

6.3.3. Albumina e zinco sem ajuste de pH 

 Para a amostra de albumina com zinco sem ajuste de pH (Figura 27) observou-

se apenas uma banda em aproximadamente 1740 cm-1, típico de ligações C=O para 

a amostra AFe75. As demais bandas não apresentaram mudanças quando se 

compara a proteína sem e com a adição de metal. Logo sugere-se que não houve 

interações significativas que pudessem ser observadas por essa técnica.  
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Figura 27. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

albumina e zinco nas concentrações de 0 a 75 mM, sem ajuste do pH.  
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6.3.4. Albumina e zinco com ajuste de pH 

 Ao realizar o ajuste de pH para a amostra de albumina e zinco (Figura 28) foram 

observadas bandas em 3500 e 3455 cm-1 para AZn400, típicos de moléculas de água. 

O pico em 3276 atribuída ao estiramento dos grupos O-H ou N-H da proteína diminui 

com o aumento da concentração do zinco, o que pode indicar maior interação com o 

metal ou então mudança estrutural pelo pH alcalino avaliado. As bandas em 2961, 

2930 e 2873, 1395, 1310, 1155, 1073 cm-1 diminuem com o aumento da concentração, 

como foi observado anteriormente para os ensaios de AFe_9. As mesmas 

observações de AFe_9 para a banda de 1740 cm-1, ou seja, com o aumento da 

concentração de metal ocorre aumento da intensidade. Ocorre também o 

deslocamento de 1370 para 1360 cm-1, diferindo em algumas unidades de AFe_9, isto 

pode indicar que devido a variação de pH outras amidas ou então outras formas de 

ligação entre os grupos amida e o metal podem estar ocorrendo. Em 715 cm-1 observa-

se uma banda somente para a amostra AZn400_7, o que indica a formação de 

hidróxido de zinco Zn(OH)2
131

 . 
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Figura 28. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

albumina e zinco nas concentrações de 0 a 400 mM, com ajuste do pH em 7. 

 

6.3.5. Caseína e ferro sem ajuste de pH 

 No conjunto de espectros de CFe (Figura 29), em 1737 cm-1 ocorre 

aparecimento de banda bem pronunciado com a adição do metal, típico de vibrações 

C=O. Ocorre deslocamento da banda em 1395 cm-1 demonstrado para a proteína para 

1367 cm-1 para as demais amostras, que como já discutido para as amostras AFe_9 

e AZn_7, pode ser indicativo de interações por meio dos grupos amidas. Em 1233 cm-

1, novamente ocorre mudança em relação à proteína. Para as amostras com o metal, 

ocorre ligeiro deslocamento para em torno de 1216 cm-1 e a formação de dois ombros, 

indicando interação dos grupos O-H de aromáticos com a proteína, como já observado 

em AFe_9. A banda em 1083 cm-1 referente a P-O diminui ao adicionarmos metais, 

indicando possivelmente uma interação deste grupo com o metal. Em 
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aproximadamente 900 cm-1, banda típica de ligações P-O ocorre descolamento para 

maiores concentrações, o que corrobora com o observado em 1083 cm-1. 129 
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Figura 29. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

caseína e ferro nas concentrações de 0 a 150 mM, sem ajuste do pH.  

 

6.3.6. Caseína e ferro com ajuste de pH 

 Para a amostra com ajuste de pH da mistura caseína e ferro (Figura 30) 

observou-se duas bandas em 2928 e 2873 cm-1, típicas do estiramento C-H, para as 

amostras C_9 e CFe50_9, bem como, este aparecimento também pôde ser observado 

para as amostras AFe_9. A banda em 1740 cm-1 também seguiu o observado para a 

amostra AFe_9, ocorrendo aumento da intensidade correspondente à concentração. 

Ocorre o aparecimento de banda em 1395 cm-1 amostra C_9 e CFe50_9, assim como 

deslocamento para as demais amostras para em torno de 1365 cm-1, indicando que 

possa estar ocorrendo interação com os grupos amida da proteína, como já citado 
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anteriormente. Em 1310 cm-1 observa-se banda típica de amida III 133 somente para 

as amostras C_9 e CFe50_9, indicando que para as demais amostras pode estar 

ocorrendo interação por meio deste grupo funcional, o que corrobora com o observado 

em 1395 cm-1. Em aproximadamente 1230 cm-1 nota-se uma banda da proteína, para 

as demais amostras este pico é deslocado para em torno de 1215 cm-1. Esta faixa é 

típica de O-H de porções aromáticas, logo pode ser inferido que esses grupos podem 

estar servindo de sítios de ligação para o metal139. Em 1077 e 981 cm-1 são observadas 

as bandas referentes à ligação P-O e que variam com as concentrações avaliadas, 

indicando que este grupo funcional sofre mudanças durante a reação. 
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Figura 30. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

caseína e ferro nas concentrações de 0 a 700 mM, com ajuste do pH em 9. 
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6.3.7. Caseína e zinco sem ajuste de pH 

 Para o conjunto de espectros das amostras CZn (Figura 31), em 3270 ocorre 

aumento significativo da intensidade para CZn25, enquanto as demais diminuem com 

a adição do metal. Esta mudança nesta faixa pode ser típica da banda amida I (modo 

de estiramento N-H) e pode ser uma evidência adicional de alterações na estrutura 

das caseínas 126. Em 1397 cm-1, região típica das amidas, a banda se torna aparente 

somente para C e CZn25, indicando que nessas amostras não houve alteração do 

grupo funcional, e que consequentemente a ligação metal-proteína pode ser 

desfavorecida. As demais bandas não sofreram mudanças significativas.  
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Figura 31. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

caseína e zinco nas concentrações de 0 a 50mM, sem ajuste do pH. 
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6.3.8. Caseína e zinco com ajuste de pH 

 No caso da amostra CZn_7 (Figura 32), em 2961 e 2925 cm-1 observa-se a 

diminuição das bandas, típicos de estiramento C-H, proporcionalmente ao aumento 

da concentração de metal. Em 1396, 1307 e 1078 cm-1 ocorre desaparecimento das 

bandas, exceto para a amostra somente com caseína e na menor concentração de 

metal. Essas bandas são típicas de amidas e fosfatos, indicando que esses grupos 

podem estar interagindo com o zinco. Em 895 e 706 cm-1, região típica novamente de 

ligações P-O, ocorre somente nas concentrações mais elevadas (CZn300_7 e 

CZn400_7), assim como aparecimento de banda somente para amostra mais 

concentrada em 620 cm-1, região típica de ligações Metal-O ou Zn-OH, podendo 

indicar a formação de óxidos ou hidróxidos de zinco 131,140 
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Figura 32. Conjunto de espectro de infravermelho para as partículas sintetizadas com 

caseína e zinco nas concentrações de 0 a 400 mM, com ajuste do pH em 7. 
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Em geral, observaram-se mudanças significativas frente a grupamentos 

específicos da proteína, tais como amidas primárias, secundária e terciárias com a 

formação das partículas metálicas. Estes grupamentos podem ter servido como sítios 

de interação das proteínas com os metais. As bandas típicas em 1395 cm-1 

apresentaram deslocamento em boa parte das amostras, sugerindo que ocorreu 

alteração nas amidas terciárias da proteína. Outra fração modificada foi a em 1310 

cm-1 referente a ligação O-H de porções aromáticas, onde a banda se desdobrou em 

duas quando da elevação da concentração dos metais adicionados. As amostras AZn, 

CZn  e CZn_7 foram as que apresentaram menores mudanças nos espectros, isso se 

deve muito provavelmente a uma fraca ligação entre as proteínas e os metais por meio 

dos grupos analisados e discutidos. Essa diminuição de interação pode ser 

corroborada com os ensaios de DLS, onde as amostras de proteínas com zinco 

obtiveram maiores tamanhos. Esse aumento de tamanho, justificado pela presença 

de metal na superfície da proteína e a formação de hidróxidos, pode fazer com que 

ocorra diminuição da interação metal-proteína, desfavorecendo ligações que possam 

estar ocorrendo no interior da proteína. As demais amostras corroboram com a 

hipótese onde sugere-se que o metal, além de estar situado na superfície da proteína, 

pode estar mais fortemente interagindo no interior da estrutura, fazendo com que 

então sejam propiciadas maiores interações.  

 

6.4. ANÁLISE DA INTERAÇÃO METAL-PROTEÍNA POR FLUORESCÊNCIA 

6.4.1. Espectros de Fluorescência 

Inicialmente foi realizada análise da intensidade de fluorescência das 

proteínas caseína e albumina em diferentes pHs com a finalidade de estimar o pH no 

qual as proteínas apresentariam a maior intensidade de fluorescência. Os espectros 

foram coletados em comprimento de onda de excitação de 280 nm e emissão de 280-

450 nm, visando avaliar a fluorescência intrínseca dos resíduos de aminoácidos das 

proteínas, que são, principalmente, a fenilalanina, tirosina e triptofano (Figura 33). 

Em especial o resíduo de aminoácido triptofano, que é encontrado em menor 

proporção. 141,142 



111 
 

 

Figura 33. Estrutura quaternária da ovalbumina evidenciando os resíduos de 

aminoácidos presentes na estrutura: triptofano (●), fenilalanina (●) e tirosina (●). 

(Adaptado de RSCB - Protein Data Bank, 2024). 

Para isso, foram realizadas medidas de fluorescência das soluções das 

proteínas variando o pH nos valores de 6; 7; 8 e 9. Os espectros de fluorescência 

encontram-se em anexo. Os primeiros resultados (Figura 34A e 34B) são referentes 

às proteínas albumina e caseína, respectivamente, sem adição de metais e em 

comprimento de onda de excitação de 280 nm. Em seguida foram realizados ensaios 

com as partículas formadas usando como precursores o ZnCl2 ou FeCl3 na 

concentração de 50 mM e com pH ajustado nos valores previamente citados. Ao 

avaliar as amostras somente contendo 2% m/v de proteína e alterando o pH das 

soluções, podemos observar que para a amostra de albumina não foi detectada 
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relação do aumento da intensidade de fluorescência com a variação de pH, a ordem 

de intensidade foi A8 > A9 > A6 > A (~pH 10) > A7.  
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Figura 34. Espectro de fluorescência para soluções contendo 2% de albumina (A) e 

caseína (B) variando o pH e em comprimento de onda de excitação de 280 nm. 

A caseína por sua vez apresenta maior relação com a variação do pH. 

Observa-se que a intensidade de fluorescência foi C9 > C8 > C (~pH 7,2) > C7 > C6, 

ou seja, com o aumento do pH observa-se o aumento de intensidade. Este aumento 

de intensidade pode estar diretamente relacionado com a estrutura proteica. A 

amostra C9 apresentou tamanho de 0,200 µm (100%) durante as análises de DLS. 

Já a amostra C7 e C apresentaram tamanhos de 0,256 e 0,318 µm, com formação 

de agregados de aproximadamente 5 µm.  . A formação dos agregados pode estar 

influenciando na intensidade de fluorescência da proteína, de forma a prejudicar a 

análise. Já a faixa de pH elevada é distante do ponto isoelétrico da proteína, o que 

pode indicar que nesse caso a mesma possa estar com carga residual negativa na 

sua superfície, fazendo assim com que grupos como o triptofano e demais 

cromóforos estejam com carga residual modificada, aumentando assim sua 

fluorescência. Esta carga residual negativa foi constatada pelas medidas de potencial 

zeta para a proteína em pH 7, 9 e sem ajuste, onde apresentaram valores de pZ 

iguais a -13, -10,9 e -22,9 mV, respectivamente.  

Em ambas as proteínas, a maior intensidade de fluorescência foi observada 

para as partículas sintetizadas com 50mM de ferro no  pH igual a 9 (Figura 35A e 35B). 

Vale salientar que ocorreu supressão significativa da intensidade de fluorescência das 

proteínas ao adicionar o íon férrico à solução, o que indica um possível processo de 

A B 
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quenching do metal, que se refere a um processo no qual a fluorescência de uma 

molécula, no caso a proteína, é reduzida por algum agente externo adicionado ao 

meio. Esse fenômeno ocorre quando a molécula excitada que emite luz (fluoróforo) 

interage com outra molécula (quencher) e transfere energia para ela, resultando na 

diminuição da fluorescência.  
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Figura 35. Espectro de fluorescência para as soluções contendo as partículas 

formadas com 2% de albumina e 50 mM de FeCl3 (A) e 2% de caseína e 50 mM de 

FeCl3 (B) variando o pH e em comprimento de onda de excitação de 280 nm. 

Já em relação as partículas sintetizadas com 50mM de zinco, foi observada 

maior intensidade em pH igual a 7, para albumina (Figura 36A) e caseína (Figura 36B), 

indicando assim que este valor de pH é mais apropriado para monitoramento das 

mudanças de interação entre grupos cromóforos e íons metálicos. Portanto, os pHs 

selecionados para o estudo da interação metal-proteína, por fluorescência, foi o 9,0 

para o ferro e o 7,0 para o zinco. 

 

B A 
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Figura 36. Espectro de fluorescência para as soluções contendo as partículas 

formadas com 2%  de albumina e 50 mM de ZnCl2 (A) e 2% de caseína e ZnCl2 (B) 

variando o pH e em comprimento de onda de excitação de 280 nm. 

 

Para melhor avaliar o tipo de interação proteína-metal para a formação da 

partícula, realizou-se um estudo do efeito da concentração de metal adicionado em 

relação à proteína. Neste caso, optou-se por manter a concentração da proteína fixa 

(2% m/v) e variou-se a concentração de metal adicionado de 0 a 700 mM. Esta 

avaliação foi realizada nos valores de pH determinados anteriormente (6, 7, 8 e 9) e 

também sem o ajuste de pH após a adição do metal à proteína (os resultados 

completos encontram-se em anexo). Para esses testes, foram selecionados dois 

comprimentos de onda de excitação, 280 e 295 nm. Estudos relatam que é observada 

a fluorescência de diferentes resíduos de aminoácidos no comprimento de onda de 

excitação de 280 nm, como triptofano, fenilalanina e  tirosina, e no comprimento de 

295 nm, tem-se triptofano como o único aminoácido aromático a absorver luz nesse 

comprimento de onda. 141,142  

A seguir serão apresentados os resultados das fluorescências referentes à 

avaliação da síntese de partículas com diferentes concentrações de metal e as duas 

proteínas e sua relação com o pH ajustado ou não. Além disso, serão apresentados 

os gráficos referentes ao valor de intensidade de fluorescência em 280 e 295 nm 

corrigida pelo fator de diluição das amostras em relação à concentração de metal 

usado na formação da partícula. 

B A 
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As amostras contendo as partículas sintetizadas com albumina e ferro sem 

ajuste de pH apresentaram supressão significativa nos espectros (Apêndice A) de 

fluorescência em todas as concentrações avaliadas, com relação à solução contendo 

apenas 2% de albumina. Ao corrigir a intensidade de fluorescência considerando o 

fator de diluição (Figura 37), podemos observar claramente uma diminuição drástica 

da intensidade de fluorescência máxima, com supressão quase total desde 

concentrações relativamente baixas (5 e 10 mM). Vale salientar que nas concentrações 

de 50 mM e 75 mM, para os comprimentos de onda de excitação de 280 e 295 nm, 

respectivamente, ocorreu um aumento da intensidade de fluorescência, o que pode 

indicar alguma modificação da interação do ferro com a proteína.  
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Figura 37. Relação entre a intensidade máxima de fluorescência de albumina, 

corrigida em relação ao fator de diluição, versus a concentração de ferro adicionado 

na síntese das partículas sem ajuste de pH (■ e ●) e em pH 9 (▲e ▼), nos 

comprimentos de onda de excitação de 280 e 295 nm. 

 Para as amostras de albumina e ferro com pH ajustado em 9, observou-se 

diminuição da supressão de fluorescência em relação às amostras sem ajuste de pH. 

Isso indica que possivelmente esteja havendo mudança de interação entre a proteína 
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e o metal, devido provavelmente pela mudança conformacional da proteína nesse 

pH. Segundo análises do tamanho de partículas para estas amostras, o valor 

encontrado quando do ajuste de pH foi entre 2-4 µm, enquanto para as amostras sem 

ajuste de pH foi entre 0,2 e 4 µm. O aumento de tamanho observado nas partículas 

quando do ajuste de pH pode corroborar com a hipótese de que esteja ocorrendo 

mudança conformacional na estrutura da proteína. 

 No pH 9,0, considerando-se o comprimento de onda de 280 nm (Figura 37 ■ e 

▲), observa-se maior intensidade de fluorescência nas concentrações de 0 a 75nm 

comparado ao comprimento de onda de 295 nm (Figura 37 ■ e ●). Isto deve-se 

possivelmente ao fato de que em 280 nm, a mudança conformacional da proteína, 

nesse pH, propiciou uma maior exposição de outros resíduos de aminoácidos além 

do triptofano comparado com a conformação da albumina sem ajuste de pH.  Em 

geral, podemos observar que ocorreu uma diminuição gradativa da fluorescência com 

o aumento da concentração do metal, o que difere das amostras sem ajuste de pH 

(Figura 37 ■ e ●), as quais apresentam decréscimo acentuado já nas primeiras 

concentrações. Mais uma vez, a concentração de 50 mM apresenta aumento da 

fluorescência, porém neste caso nos dois comprimentos de onda. Apesar das 

diferenças observadas no pH 9,0 em relação aos ensaios sem ajuste de pH, pode-se 

observar a interação dos íons de ferro desde a concentração de 5 mM. 

 As partículas sintetizadas com  caseína e ferro sem ajuste de pH e com ajuste 

de pH para 9 apresentaram semelhanças com as partículas sintetizadas usando 

albumina discutidas anteriormente, ou seja, apresentaram supressão da 

fluorescência, porém nesse caso foi menos pronunciada em concentração mais 

baixas (5 e 10mM), isto porque nestas faixas de concentração podem estar ocorrendo 

mudanças estruturais na proteína devido a presença dos íon metálico em solução, 

fazendo com que os resíduos fluorescentes permaneçam mais expostos na caseína 

em comparação à albumina. .  

Quando comparada a intensidade de fluorescência corrigida, (Figura 38) 

observa-se que nas primeiras concentrações chega a ocorrer aumento da 

fluorescência em relação à caseína sem adição de metais no comprimento de onda 

de 280 nm com e sem ajuste de pH (Figura 38 ■ e ▲), isto pode ser explicado por 
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uma maior exposição de grupos cromóforos da proteína em contato com o metal, o 

que não se nota tão pronunciado quando das análises em comprimento de onda de 

295 nm (Figura 38 ● e ▼), onde a intensidade é consideravelmente inferior. Logo 

pode-se inferir que os grupamentos cromóforos além do triptofano (único a emitir em 

295 nm), podem estar mais expostos. Além disso, ocorre diminuição ligeiramente 

linear da intensidade relativo à concentração, indicando que o cromóforo perde sua 

intensidade de fluorescência por meio da interação com o metal.  
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Figura 38. Relação entre a intensidade máxima de fluorescência de caseína, corrigida 

em relação ao fator de diluição, versus a concentração de ferro adicionado na síntese 

das partículas sem ajuste de pH (■ e ●) e em pH 9 (▲e ▼), nos comprimentos de 

onda de excitação de 280 e 295 nm. 

 As partículas sintetizadas com albumina e zinco apresentaram intensidade de 

fluorescência mais elevadas quando comparadas com as amostras contendo 

albumina e ferro, indicando que possivelmente o zinco esteja interagindo de tal forma 

que os grupos funcionais cromóforos da albumina estejam mais expostos e que a 

interação do íon com estes grupos não seja do tipo quenching. Além disso, é 

considerável a mudança de intensidade nas amostras em comprimento de onda de 
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280 nm (Figura 39 ■ e ▲), onde para a amostra sem ajuste de pH (Figura 39 ■) 

ocorre elevado aumento da intensidade de fluorescência em comparação à proteína 

pura, indicando que o metal de certa forma, mais uma vez, favorece a exposição dos 

grupos cromóforos, não sendo exclusivamente, neste caso, o triptofano. Já em 

comprimento de onda de 295 nm (Figura 39 ● e ▼), para as duas condições podemos 

observar que ocorre diminuição da intensidade de fluorescência, comparado às 

medidas de em 280 nm, após a interação da albumina com o metal o que pode indicar 

então que esteja ocorrendo maior interação do zinco com o triptofano, visto que neste 

comprimento de onda somente ele emite fluorescência.   
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Figura 39. Relação entre a intensidade máxima de fluorescência da albumina, 

corrigida em relação ao fator de diluição, versus a concentração de zinco adicionado, 

sem ajuste de pH (■ e ●) e em pH 7 (▲e ▼), nos comprimentos de onda de excitação 

de 280 e 295 nm. 

 Por fim, as partículas sintetizadas com caseína (Figura 40) apresentaram 

grande variação da intensidade de fluorescência, principalmente nos comprimentos 

de onda de 280 nm sem (Figura 40 ■) e com ajuste de pH (Figura 40 ▲). Para a 

amostra CZn_280 e CZn_295 podemos observar que nas concentrações de 35 e 500 
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mM foi observado aumento da fluorescência, comparado às demais concentrações, 

assim como diminuição em 5, 10 e 150 mM. Isto pode ser um indicativo que nas 

concentrações onde houve aumento de fluorescência esteja ocorrendo maior 

exposição dos grupos funcionais da proteína devido à mudança de conformação da 

proteína pela interação com o metal, enquanto a diminuição pode indicar obstrução 

dos grupos funcionais pela interação metal-proteína. Além disso, como já observado 

para a albumina pura, o comprimento de onda de 280 nm apresentou maior 

intensidade de fluorescência, indicando que neste caso outras porções de 

aminoácidos que não o triptofano podem estar mais expostas para interações.  
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Figura 40. Relação entre a intensidade máxima de fluorescência de caseína, corrigida 

em relação ao fator de diluição, versus a concentração de zinco adicionado, sem 

ajuste de pH (■ e ●) e em pH 7 (▲e ▼), nos comprimentos de onda de excitação de 

280 e 295 nm.  

Como podemos observar, houve mudanças significativas na intensidade de 

fluorescência com a adição dos metais, no caso do ferro ocorreu supressão de 

fluorescência, já o zinco apresentou pouca relação entre a concentração do metal a 
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intensidade de fluorescência. Portanto, faz-se necessário um estudo mais 

aprofundado dos dados para analisar as possibilidades de interação que estão 

ocorrendo entre as proteínas e os metais. Além disso, considerando os resultados 

anteriores, podemos concluir que o comprimento de onda de excitação de 280 nm é 

mais apropriado para os ensaios a seguir, visto que apresenta maior intensidade de 

fluorescência em todos os casos analisados, tornando então possível a análise de 

outros aminoácidos além do triptofano. 

6.4.2. Análise da supressão de fluorescência devido a interação metal-

proteína  

Os resultados apresentados anteriormente serviram de base para a análise da 

supressão de fluorescência devido a interação metal-proteína. A supressão da 

fluorescência pode ser classificada de duas formas, como dinâmica ou estática.  No 

caso do quenching colisional, o quencher deve difundir-se até o fluoróforo durante a 

vida útil do estado excitado. Após o contato, o fluoróforo retorna ao estado 

fundamental, sem emissão de um fóton. Em geral, o quenching ocorre sem nenhuma 

mudança permanente nas moléculas, ou seja, sem uma reação fotoquímica. No 

quenching estático, forma-se um complexo entre o fluoróforo e o quencher, e esse 

complexo é não fluorescente. Para que o quenching, seja estático ou dinâmico, o 

fluoróforo e o quencher devem estar em contato. 141,143 Se a proteína ou membrana 

for impermeável ao quencher, e o fluoróforo estiver localizado no interior da 

macromolécula, então nem o quenching colisional nem o estático podem ocorrer. 141 

Os dados de extinção da fluorescência foram analisados de acordo com a 

equação de Stern–Volmer (equação 5), da qual podemos prever a existência de 

supressão devido a linearidade dos dados ajustados a equação. A curva plotada foi 

ajustada por meio de regressão linear e então obteve-se a constante de Stern-Volmer 

(Ksv) e constante bimolecular de supressão (Kq).  

 
𝐹0

𝐹
= 1 +  𝐾𝑞𝜏0[𝑀] = 1 + 𝐾𝑆𝑉[𝑀]                       (5) 

Onde:  

F0: é a intensidade de fluorescência sem a adição de metal; 
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F: é a intensidade de fluorescência com a adição de metal; 

Kq: é a constante bimolecular de supressão; 

𝜏0: é o tempo de meia vida do fluoróforo no estado excitado na ausência do supressor; 

144,145 

Ksv: é a constante de Stern-Volmer e; 

[M]: é a concentração em mmol L-1. 

 Os resultados referentes à avaliação da supressão podem ser verificados a 

seguir. No primeiro momento foram analisadas as supressões ocorridas pela albumina 

quando da adição de ferro em pH ajustado a 9 nos comprimentos de onda de 280 nm 

(Figuras 41A e 19B) e 295 nm (Figuras 41A e 41B). Observa-se que os dados totais, 

ou seja, sem descontar nenhum ponto, para a amostra AFe_9_280 (Figura 41A) não 

apresentou significativa linearidade, para tanto optou-se por selecionar os pontos de 

maior linearidade para realização do ajuste linear (Figura 41B).  

 A amostras AFe_9_295 apresentaram maior linearidade mesmo ao considerar 

todos os pontos da curva (Figura 41C), porém quando foram selecionados os pontos 

de menor concentração (Figura 41D), obteve-se maior linearidade. Vale salientar que 

as amostras de albumina e ferro sem ajuste de pH não apresentaram linearidade na 

faixa de concentração estudada, logo não são apresentadas. 
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Figura 41. Gráficos de Stern-Volmer da supressão de fluorescência da albumina pelo 

ferro com ajuste de pH igual 9 e em comprimento de onda excitação de 280 nm e 295 

nm para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente. 

 As amostras com a proteína caseína e ferro sem ajuste de pH não 

apresentaram linearidade quando considerados todos os pontos da curva (Figura 42A 

e 42C), porém em concentrações inferiores (Figuras 42B e 42D) ocorre linearidade 

considerável.  
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Figura 42. Gráficos de Stern-Volmer da supressão de fluorescência da caseína pelo 

ferro sem ajuste de pH e em comprimento de onda excitação de 280 nm e 295 nm 

para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente. 

Fato semelhante com os descritos anteriormente foram observados com as 

amostras de caseína quando do ajuste de pH igual a 9. Observou-se desvio da 

linearidade para a análise considerando todos os pontos (Figura 43A e 43C), porém 

quando escolhidos pontos de menor concentração (Figura 43B e 43D) os resultados 

foram apresentaram tendência ligeiramente mais linear. Ocorreu nestes casos um 

fato diferente do observado dos demais. Nos dois comprimentos de onda analisados 

podemos observar a ocorrência de desvios positivos em relação ao eixo y, ou seja, 

concavidade e tendência a ajuste de equação de segundo grau (Figura 44). 141,146 

Isso é característico se duas populações de fluoróforos estiverem presentes, e uma 

classe não for acessível ao quencher. Esse resultado é frequentemente observado 

no quenching da fluorescência do triptofano em proteínas por quenchers polares ou 
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carregados. Essas moléculas não penetram facilmente no interior hidrofóbico das 

proteínas, e apenas os resíduos de triptofano na superfície da proteína são 

suprimidos141. 
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Figura 43. Gráficos de Stern-Volmer da supressão de fluorescência da caseína pelo 

ferro com ajuste de pH igual a 9 e em comprimento de onda excitação de 280nm e 

295nm para todos os pontos (A e C) e pontos selecionados (B e D), respectivamente. 
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Figura 44. Exemplo de desvio da linearidade observado em amostras onde ocorrem 

simultaneamente supressões dinâmicas e estáticas. Adaptado de Lakowicz, 2006. 141 

 A partir das regressões lineares obtidas por meio do ajuste linear dos gráficos 

anteriores foi possível determinar a constante de Stern-Volmer (Ksv) e constante de 

bimolecular de quenching ou supressão (Kq) para cada amostra analisada (Tabela 10). 

Observa-se que na maioria dos casos a constante de Stern-Volmer é mais 

pronunciada quando da consideração de todos os pontos avaliados (todas as 

concentrações analisadas), porém sua linearidade é afetada, o que prejudica uma 

avaliação precisa desta constante. Para tanto, foram selecionadas as concentrações 

menores, visto a maior linearidade das curvas (Figuras 41 e 42). Podemos observar 

que estatisticamente, pelo teste de Tukey todas as constantes diferenciam-se. Logo 

pode-se observar que as partículas sintetizadas com caseína e ferro sem ajuste de 

pH, CFe_280 e CFe_295, apresentaram maior constante (327,1 e 266,3 M-1, 

respectivamente) quando comparadas às demais amostras, indicando então uma 

maior supressão do fluoróforo (proteína) pelo quencher. 

A constante bimolecular de quenching (Kq), exerce um papel crucial na 

interpretação dos resultados, reflete a eficiência do quenching ou a acessibilidade 

dos fluoróforos ao quencher. No caso se supressão dinâmica geralmente resulta em 

valores de Kq são próximos a 1010 M-1s-1. Valores de Kq menores que o valor 

controlado por difusão podem resultar de blindagem estérica do fluoróforo, ou de uma 

baixa eficiência de quenching. Valores aparentes de Kq maiores que o limite 

controlado por difusão geralmente indicam algum tipo de interação de ligação 141,144. 
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Tabela 10. Resultados referentes as constantes de Stern-Volmer (Ksv) e contante 

bimolecular de supressão (Kq). 

Amostra Ksv (M-1) Kq (M-1 s-1)  R Pontos (mM) 

AFe_9_280 363,1 3,63 x 109 0,9734 0-300 

AFe_9_280 154,6 1,55 x 109 0,9960 0-25 

AFe_9_295 118,0 1,18 x 109 0,9833 0-150 

AFe_9_295 137,6 1,38 x 10 0,9900 0-35 

CFe_280 327,1 3,27 x 109  0,9937 0-150 

CFe_295 266,3 2,66 x 10 0,9957 0-75 

CFe_9_280 334,7 3,35 x 109  0,9730 0-150 

CFe_9_280 108,8 1,09 x 109 0,9726 0-50 

CFe_9_295 199,0 1,99 x 109 0,9883 0-150 

CFe_9_295 112,8 1,13 x 109 0,9866 0-50 

Os valores diferem estatisticamente entre si com base no teste de Tukey da ANOVA 

(p = 0,05). 

 No caso das amostras analisadas, podemos observar que todas possuem 

constante na faixa de 109 M-1 s-1, o que corrobora com outros quenchers que foram 

analisados em relação ao tripftofano 147 (Tabela 11). Isto infere então que a supressão 

seja do tipo dinâmica, apesar de estar no limiar da constante, o que pode ser um 

indicativo que na verdade podem estar ocorrendo os dois tipos de supressão. O que 

corrobora com o observado nas amostras de caseína com ferro em pH igual a 9, onde 

foram observados desvios positivos em relação ao eixo das abcissas, indicando que 

os dois métodos de supressão podem estar ocorrendo simultaneamente.  
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Tabela 11. Comparação de constantes bimoleculares de supressão para diferentes 

compostos frente ao triptofano. 

Quencher Kq x107 (M-1 s-1) 

Ligações Dissulfeto > 1000a 

Acrilamida 720 a 

Histidina - Cátion (pH 5,3) 240 a 

Cisteína - Ânion (pH 10,4) 190 a 

Cisteína - Neutra (pH 7,6) 140 a 

Ácido acético 43 a 

Ácido glutâmico 43 a 

Ácido aspártico 43 a 

N-acetilasparegina 8,8 a 

N-acetilglutamina 6,5 a 

Amida das proteínas ~0,1 - ~500 a 

Histidina neutra (pH > 6) 3,7 a 

AFe_9_280 363  

AFe_9_280 155  

AFe_9_295 118  

AFe_9_295 138  

CFe_280 327  

CFe_295 266  

CFe_9_280 335  

CFe_9_280 109  

CFe_9_295 199  

CFe_9_295 113  

Fonte: a) Calis (2014)147  
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6.4.3. Estudo de interação entre metal-proteína através da constante de 

ligação (Kb) e pelo número de sítios ligantes (n). 

A interação metal-proteína pode ser avaliada também pela constante de 

ligação (Kb) e pelo número de sítios ligantes (n). Esses valores podem ser 

determinados aplicando a seguinte equação 5:  

log
𝐹0−𝐹

𝐹
 = log 𝐾𝑓 + 𝑛 log[𝑄]    Eq. 5 

 Os dados são apresentados a seguir. Vale salientar que os dados que não 

seguiram a relação linear de Stern-Volmer não puderam ser aplicados nesta análise, 

como é o caso das amostras albumina com ferro sem ajuste de pH, albumina com 

zinco e caseína com zinco com e sem ajuste de pH. Podemos observar a seguir, os 

gráficos obtidos para as amostras AFe_9 (Figura 45), CFe (Figura 46) e CFe_9 (Figura 

47), onde em todos os casos foram obtidas relações lineares. Os resultados estão 

apresentados na Tabela 12. Podemos observar que a ordem de grandeza da 

constante de ligação foi CFe_9_280 > CFe_295 > CFe_280 > AFe_9_280 > 

CFe_9_295 > AFe_9_295 (Tabela 12). No caso das amostras de albumina podemos 

observar maior constante de ligação quando o comprimento de onda de 280 nm foi 

avaliado, o que pode indicar que outras porções além do triptofano podem estar 

interagindo com o metal. Já no caso da caseína sem ajuste de pH, a maior constante 

de ligação ocorreu em comprimento de onda de emissão de 295 nm, provavelmente 

proveniente de maiores interações do metal com a porção triptofano da proteína. 

Quando o pH foi ajustado para a caseína, observa-se o contrário, isso se deve muito 

provavelmente a uma mudança conformacional do tamanho da proteína ou da 

exposição de seus grupos funcionais, o que corrobora com o tamanho de partícula 

encontrado para estas amostras. Para a caseína sem ajuste de pH, os valores de 

tamanho observados foram entre 0,4 e 11 µm, enquanto quando do ajuste de pH os 

valores foram entre 2 e 4 µm, indicando que as amostras sem ajuste de pH tiveram 

uma faixa de tamanhos maior, fazendo com que mudanças na conformação da 

proteína e exposição dos grupos fluoróforos fosse modificada.  

A dimensão das constantes é considerada relativamente baixa, comparada 

principalmente a amostras expostas a outros compostos, onde a ordem de constante 
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varia entre 102 até valores maiores, em torno de 106 M-1  para Albumina Sérum Bovina 

(BSA) 148–150, o que pode indicar uma interação de menor força entre a proteína e o 

metal.  

 Em relação ao número de sítios de ligação (n), podemos observar que para a 

maioria das amostras foram encontrados mais do que um sítio de ligação, com 

exceção de AFe_9_295. Observa-se que ocorre maior ligação a grupamentos da 

caseína comparado a albumina, principalmente no caso do ensaio de caseína com pH 

ajustado em 9, onde o número de sítio de ligações chega a 2. Outros estudos 

espectroscópicos são necessários para melhor elucidação de quais porções 

específicas, assim como grupamentos, são responsáveis por tamanhas interações, 

tais como análises de infravermelho.  
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Figura 45. Gráficos de log[(F0-F)/F] vs log[Fe] para a albumina e o ferro em pH 9, e 

comprimentos de onda de 280 (A) e 295 nm (B). 
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Figura 46. Gráficos de log[(F0-F)/F] vs log[Fe] para a caseína e o ferro sem ajuste de 

pH, e comprimentos de onda de 280 (A) e 295 nm (B). 
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Figura 47. Gráficos de log [(F0-F)/F] vs log [Fe] para a caseína e o ferro em pH 9, e 

comprimentos de onda de 280 (A) e 295 nm (B). 
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Tabela 12. Constantes de ligação e número de sítios de ligação para as amostras 

analisadas.  

Amostra Equação da Reta Kb (M -1) R Pontos n 

AFe_9_280 y= 1,4024x + 2,9070 807,2a 0,9852 5-300 1,4 

AFe_9_295 y= 1,1092x + 2,2157 164,3b 0,9892 5-150 1,1 

CFe_280 y= 1,4608x + 2,9921 982,0c 0,9940 5-300 1,5 

CFe_295 y= 1,5647x + 3,1976 1576,2d 0,9882 5-300 1,6 

CFe_9_280 y= 2,0727x + 3,4814 3029,7e 0,9947 5-150 2,1 

CFe_9_295 y= 1,5334x + 2,7710 590,20f 0,9970 0-150 1,5 

Os valores diferem estatisticamente entre si com base no teste de Tukey da ANOVA 

(p = 0,05). 

6.5. ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS PARTÍCULAS FORMADAS 

Nos dias atuais é recorrente a preocupação com as bactérias multirresistentes, 

seja em casos clínicos humanos ou animais. Visto isto, as partículas metálicas são 

alternativas para um tratamento a esse problema. Como citado na introdução deste 

trabalho, destacam-se duas bactérias patogênicas, as quais são consideradas 

multirresistentes a antibióticos e encontradas com frequência em doenças de pele de 

cães. São elas a Staphylococcus pseudintermedius 7218 e a Enterococcus Faecalis 

19A, duas bactérias isoladas de casos clínicos e presentes no banco de bactérias do 

Laboratório de Bacteriologia Veterinária (LaBacVet) da FAVET/UFRGS. Em parceria 

com o LaBacVet, foram realizadas as análises de atividade antimicrobianas das 

partículas formadas.  

Inicialmente foi avaliado o período de 72 h de contato da partícula com a 

bactéria, sendo analisadas inicialmente as partículas formadas com zinco nas 

concentrações de 10, 50, 150, 400 e 700 mM e as duas proteínas. Este ensaio foi 

realizado somente com amostras em pH ajustado para 7, visto que, nas amostras sem 

ajuste de pH haveria interferência da acidez da amostra frente a atividade 

antimicrobiana, causando então um efeito falso positivo relativo ao valor de pH ácido, 

além do que, valores de pH ácidos ou muito básicos podem ser prejudiciais a pele 

canina. 



132 
 

 Foram selecionadas amostras de concentrações de metal intercaladas para 

uma inicial elucidação frente a atividade antimicrobiana. No caso dos ensaios com 

zinco, para as duas proteínas e para S. pseudintermedius (Tabela 13) foi observado 

efeito antibacteriano de 100% em todas as concentrações analisadas, não sendo 

visualizada nenhuma formação de colônias.  

Os resultados para E. faecalis para as mesmas amostras (Tabela 14) 

apresentaram atividade antibacteriana em algumas concentrações. Para as partículas 

sintetizadas com albumina, as amostras menos concentradas (AZn10_7 e AZn50_7) 

apresentaram baixa atividade antimicrobiana (6,25 e 13,64%, respectivamente). Mas, 

em concentrações acima de 150 mM, foram observadas atividade antimicrobiana 

acima de 99%. Para as amostras contendo caseína, somente a concentração mais 

baixa (CZn10_7) apresentou baixa atividade antimicrobiana (50%), as demais 

amostras apresentaram atividade próxima a 100%.  

Tabela 13. Ensaio de atividade antimicrobiana para S. pseudintermedius no tempo de 

72 h para partículas contendo o metal zinco e as proteínas albumina e caseína.  

Amostra Média n° colônias UFC 
Redução de UFC 

(%) 

Controle positivo 23 2,30x108 - 

AZn10_7 0 0 100 

AZn50_7 0 0 100 

AZn150_7 0 0 100 

AZn400_7 0 0 100 

AZn700_7 0 0 100 

CZn10_7 0 0 100 

CZn50_7 0 0 100 

CZn150_7 0 0 100 

CZn400_7 0 0 100 

CZn700_7 0 0 100 
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 Devido a possibilidade de aplicação futura em casos reais, ou seja, na pele de 

animais, optou-se por realizar ensaios em menor tempo, visto que nestes casos o 

tratamento provavelmente seria realizado em um tempo inferior. Portanto, os próximos 

ensaios foram realizados no tempo de 24 h de contato da partícula com as bactérias.  

 

Tabela 14. Ensaio de atividade antimicrobiana para E. faecalis no tempo de 72 h para 

partículas contendo o metal zinco e as proteínas albumina e caseína.  

Amostra Média n° colônias UFC 
Redução de UFC 

(%) 

Controle positivo 8 8,00x107 - 

AZn10_7 7,5 7,50x107 6,25 

AZn50_7 9 9,00x106 13,64 

AZn150_7 10 1,00x105 99,88 

AZn400_7 15 1,50x105 99,81 

AZn700_7 1 1,00x104 99,99 

CZn10_7 12 1,20x108 50,00 

CZn50_7 15 1,50x103 100,00 

CZn150_7 25 2,50x104 99,97 

CZn400_7 6 6,00x104 99,93 

CZn700_7 8 8,00x102 100,00 

 

 As partículas formadas com proteínas e zinco e avaliadas frente a S. 

pseudintermedius no período de 24h (Tabela 15) tiveram resultados semelhantes às 

do ensaio de 72 h, 100% de atividade antimicrobiana, para partículas modificadas 

tanto com albumina como caseína. Apenas a amostra CZn10_7 não apresentou efeito 

antibacteriano total (89,77%). Isto indica que o tempo de contato com a bactéria pode 

ser diminuído sem prejuízo significativo na atividade antimicrobiana.  

Já as partículas analisadas frente a E. faecalis, no período de 24 h (Tabela 16) 

seguiram a tendência dos ensaios de 72 h, ou seja, em menores concentrações 
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ocorreu diminuição da atividade antibacteriana. Porém, nesse caso, as amostras de 

menor concentração tiveram resultados melhores frente aos realizados em 72 h, 

chegando a 75,93% para a amostra AZn10_7, comparado a 6,25% no ensaio de 72 h. 

A possível explicação é a de que em um momento inicial a partícula esteja interagindo 

com a bactéria de tal forma que ocorra impedimento do seu crescimento, logo após 

um período superior a 24 h este efeito passa a cessar e ocorra retorno do crescimento 

bacteriano. Não é preciso o efeito que possa estar ocorrendo com a partícula, mas 

podem ser citadas as mudanças de configuração metálica por fatores do meio, como 

redução metálica, ou até mesmo pode ser sugerido que com o passar do tempo a 

bactéria pode estar utilizando a proteína como substrato alimentar para o seu 

crescimento. Para tanto, o tempo de 24 h seria o mais recomendado a fim de contornar 

esse problema.  

Tabela 15. Ensaio de atividade antimicrobiana para S. pseudintermedius no tempo de 
24 h para partículas contendo o metal zinco e as proteínas albumina e caseína. 

Amostra Média n° colônias UFC 
Redução de UFC 

(%) 

Controle positivo 22 2,20x109 - 

AZn10_7 0 0 100 

AZn50_7 0 0 100 

AZn150_7 0 0 100 

AZn400_7 0 0 100 

AZn700_7 0 0 100 

CZn10_7 22,5 2,25x108 89,77 

CZn50_7 0 0 100 

CZn150_7 0 0 100 

CZn400_7 0 0 100 

CZn700_7 0 0 100 
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Tabela 16. Ensaio de atividade antimicrobiana para E. faecalis no tempo de 24 h para 

partículas contendo o metal zinco e as proteínas albumina e caseína.  

Amostra Média n° colônias UFC 
Redução de UFC 

(%) 

Controle positivo 27 2,70x108 - 

AZn10_7 6,5 6,50x107 75,93 

AZn50_7 4 4,00x102 83,21 

AZn150_7 8 8,00x105 99,70 

AZn400_7 18 1,80x105 99,93 

AZn700_7 18 1,80x105 99,93 

CZn10_7 12 1,20x108 55,56 

CZn50_7 4 4,00x102 100,00 

CZn150_7 4 4,00x103 100,00 

CZn400_7 18 1,80x104 99,99 

CZn700_7 0 0 100,00 

 

 Visto a melhora dos resultados em tempos de 24 h, assim como a maior 

aplicabilidade neste tempo, os ensaios com as partículas contendo ferro foram 

analisadas somente neste período. Os resultados para as partículas contendo 

albumina e o metal ferro foram satisfatórias (acima de 96%) em relação à atividade 

antibacteriana mesmo em concentrações baixas para S. pseudintermedius (Tabela 

17), sendo observada apenas uma ligeira diminuição para a amostra AFe10_9 

(87,95%). As amostras com caseína apresentaram atividade antibacteriana 

relativamente baixa nas concentrações de 10, 50 e 150 mM (54,55, 68,18 e 72,73%, 

respectivamente), já nas concentrações de 400 e 700 mM as partículas foram mais 

efetivas (93,86 e 99,93%, respectivamente).   
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Tabela 17. Ensaio de atividade antimicrobiana para S. pseudintermedius no tempo de 

24 h para partículas contendo o metal ferro e as proteínas albumina e caseína.   

Amostra Média n° colônias UFC 
Redução de 

UFC (%) 

Controle positivo 22 2,20x109+09 - 

AFe10_9 26,5 2,65x108 87,95 

AFe50_9 27 2,70 x106 99,88 

AFe150_9 7,5 7,50x107 96,59 

AFe400_9 7,5 7,50x106 99,66 

AFe700_9 25 2,50x103 100,00 

CFe10_9 10 1,00x109 54,55 

CFe50_9 7 7,00x108 68,18 

CFe150_9 6 6,00x108 72,73 

CFe400_9 13,5 1,35x108 93,86 

CFe700_9 15 1,50x106 99,93 

 

 A avaliação frente a E. faecalis com as partículas contendo ferro (Tabela 18) 

apresentaram baixa atividade antimicrobiana na maioria das concentrações avaliadas, 

com únicas exceções nas concentrações de 400e 700 mM para as duas proteínas 

(84,44 e 95,56%, respectivamente, para albumina e 75,56 e 94,56%, respectivamente, 

para caseína). Além disso, as amostras foram contaminadas por leveduras mesmo 

após o processo de esterilização. Novas amostras foram analisadas (não 

apresentadas nesse trabalho) e observou-se novamente contaminação, indicando que 

as partículas contendo ferro não são apropriadas para a utilização como agente 

antimicrobiano para E. faecalis.  
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Tabela 18. Ensaio de atividade antimicrobiana para E. faecalis no tempo de 24 h para 

partículas contendo o metal ferro e as proteínas albumina e caseína.   

Amostra Média n° colônias UFC Redução de UFC 

Controle positivo 22,5 2,25 x108  

AFe10_9 20 2,00x108 11,11% 

AFe50_9 10 1,00x108 55,56% 

AFe150_9 7 7,00x107 68,89% 

AFe400_9 3,5 3,50x107 84,44% 

AFe700_9 10 1,00x107 95,56% 

CFe10_9 7 7,00x108 0% 

CFe50_9 16 1,60x108 28,89% 

CFe150_9 26 2,60x108 15,56% 

CFe400_9 5,5 5,50x107 75,56% 

CFe700_9 12,25 1,23x107 94,56% 

 

Como observado, as amostras apresentaram atividade antimicrobiana em 

variadas concentrações frente as duas bactérias analisadas. O mecanismo para tal 

ação é de difícil compreensão, como citado em diversos estudos.151  Porém, algumas 

hipóteses da interação podem ser discutidas. Para discutirmos a possível interação 

vamos analisar dois pontos principais. Primeiro, o de que estamos avaliando bactérias 

gram-positivas, ou seja, possuem parede celular mais espessa que as gram-

negativas, sendo composta principalmente por peptidoglicano, além de não possuírem 

membrana externa adicional fora da parede celular (Figura 48).151 Isto faz com que 

possa ser dificultada a penetração das partículas no interior da célula.152 Outra 

suposição que será adotada é de que as partículas metálicas em interação com a 

proteína tiveram a sua penetração facilitada.  
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Figura 48. Diferença estrutural entre bactérias gram negativas e gram positivas.  

Adaptado de Mohd Salleh et al., 2024. 151 

As partículas metálicas tem como primeiro passo crucial em sua ação 

antimicrobiana a internalização nas células bacterianas. Esse processo ocorre através 

da penetração direta por poros ou indireta por canais iônicos ou proteínas de 

transporte, fazendo assim com que ocorra vazamento do conteúdo interno da célula 

e levando à morte. 153  

Uma vez dentro da célula bacteriana, as partículas metálicas podem 

desencadear toxicidade por meio de diversos mecanismos, tais como geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e o esgotamento de antioxidantes. A presença 

de partículas metálicas pode catalisar reações de oxidação que danificam proteínas 

ou DNA específicos, resultando em disfunção proteica e genotoxicidade. A elevação 

dos níveis de ROS acelera a degradação celular.48 Em estudos tem sido relatado que 

as nanoaprtículas de ZnO tem apresentado efeito inibitório do processo de transcrição 

dos genes bacterianos por meio de ROS. 70,153,154 Já estudos com íons de ferro relatam 

que estas partículas transformam o peróxido de hidrogênio menos reativo em 

espécies mais reativas de oxigênio através da reação de Fenton e criam um ambiente 

bioquímico estressante, resultado da forte atração das nanopartíulas e intensa 

interação com a membrana celular, afetando assim o crescimento antimicrobiano.155  

Outro modo de ação é a disfunção proteica induzida pelo envenenamento 

celular por nanopartículas metálicas. A oxidação de cadeias laterais de aminoácidos 

em proteínas, devido à interação com as partículas, pode causar perda de atividade 

catalítica e desencadear um processo ativo de degradação de proteínas, o que 

também pode ser responsável pela toxicidade das partículas metálicas.152 
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Portanto, várias podem ser as formas de interação das partículas com as 

bactérias, porém, de forma generalizadas, as amostras contendo zinco possuem 

tendência mais elevada a efeito antibacteriano contra as duas bactérias analisadas e 

em concentrações baixas de metal. Um fato que corrobora com esses ensaios é o de 

que foram observadas fortes interações entre o ferro e as proteínas nos ensaios de 

fluorescência, indicados pelo quencher. Além disso, as análises de infravermelho 

também indicaram uma menor efetividade de interações quando as amostras de 

zinco, tornando o metal mais disponível para interações com a bactérias.  Portanto, 

propomos que as partículas contendo ferro possuem uma maior interação metal-

proteína, não estando tão facilmente disponíveis a interagir com as bactérias, em 

comparação as amostras de zinco apresentaram menores interações e a formação de 

aglomerados superficiais evidenciados pelos altos valores de diâmetro hidrodinâmico 

nos ensaios de DLS, demonstrando então que podem estar mais disponíveis a 

interagir com a camada externa das bactérias.  

 

6.6. OBTENÇÃO, CARACTERIZAÇÃO E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE 

FILMES INCORPORADOS SUPERFICIALMENTE COM PARTÍCULAS 

CASEÍNA-ZINCO 

 Os resultados de atividade antimicrobiana se demonstraram interessantes em 

relação às partículas formadas com ambas as proteínas e com o metal zinco, com 

ajuste de pH em 7. A aplicação das partículas, semelhante ao realizado com pomadas, 

pode apresentar pouco tempo de permanência na pele, prejudicando o tratamento156. 

Para tanto, os filmes podem ser uma alternativa para a aplicação tópico, devido a 

maior permanência na pele, liberação controlada e biocompatibilidade.  

 A escolha da matéria prima do filme se baseou nos estudos já realizados, ou 

seja, o uso de proteínas. Para tanto, a caseína foi selecionada como matéria prima, 

aliado ao glicerol como plastificante, visto a existência de demais trabalhos 

desenvolvidos por outros integrantes do grupo, onde foi possível a observação que 

filmes a base de albumina apresentaram características desfavoráveis, como rigidez 

e estrutura quebradiça (os estudos ainda não foram publicados até a entrega deste 

documento). A obtenção dos filmes foi avaliada no tempo de 60 min  e nas 
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temperaturas de 25, 40 e 60 °C, sob forte agitação. As amostras em temperatura à 25 

°C não formaram filmes, as amostras em temperaturas de 40 e 60 °C formaram filmes 

visualmente semelhantes, e então foram selecionados os filmes a 40°C para os 

ensaios posteriores, devido a diminuição de consumo energético. Ensaios posteriores 

podem ser realizados para avaliar se realmente ocorre diferença entre os filmes 

produzidos a 40 e 60 °C, visto que nestas duas temperaturas podem ocorrer 

mudanças estruturais da proteína, assim como mudança na estrutura de retificação e 

polimerização do filme.  

 Os filmes apresentaram característica plástica, boa maleabilidade e não 

quebradiços ao toque. Após o período de secagem em estufa a 43 °C por 24 h, os 

filmes foram modificados superficialmente. Para tanto, três condições foram avaliadas. 

Foram avaliados os filmes sem adição de partículas (FSem), com adição de solução 

contendo 0,1% (m/V) de caseína sem metal em pH 7 (FC_7) e com a adição de 

partículas formadas com a caseína e zinco na concentração de 150 mM em pH 7 

(FCZn150_7). A concentração de 150 mM foi escolhida devido a sua atividade 

antimicrobiana e também com a finalidade de boa dispersão em relação à 

concentração do metal na superfície do filme, visto que somente 5mL de solução foram 

adicionados a uma área de 71 cm².  

 A amostra FSem (Figura 49A) apresentou característica semitransparente, sem 

a presença de estruturas superficiais significativas, a FC_7 (Figura 49B) apresentou 

semelhança com FSem, exceto pela presença de pequenas bolhas oriundas do 

borrifamento da solução sobre o filme. Já a amostra FCZn150_7 (Figura 49C) 

apresentou significativa diferença entre as demais. Foi observada a formação de uma 

camada de coloração branca sobre o filme, sem a presença de bolhas aparentes. Isto 

se deve a deposição uniforme das partículas formadas (coloração branca) sobre o 

filme.   
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Figura 49. Imagens dos filmes de caseína com glicerol sem adição de partículas (a); 

com adição de partículas de caseína em pH 7 (b); e com partículas de caseína e zinco 

150mM em pH 7 (c).  

6.6.1. Taxa de absorção de água dos filmes 

 Devido a possível aplicação em pele de cães, os filmes FSem e FCZn150_7 

produzidos foram avaliados em relação à suas propriedades de absorção de água 

(Figura 50) em tampão fosfato pH 7,5, valor semelhante ao da pele desses animais. 

O filme FSem apresentou alta taxa de absorção nos primeiros 15 min (228,1% ± 4,4), 

porém nos ensaios a partir de 30 min passou a se desintegrar na solução, não sendo 

mais possível sua quantificação. O filme FCZn150_7 apresentou também elevada 

taxa, o qual seguiu semelhante nos tempos de 15, 30 e 60 minutos, 188,1 ± 2,1, 198,3 

± 10,2 e 230,9 ± 33,2%, respectivamente.  Após esse período, os filmes também se 

desintegraram. Isto indica que os filmes possuem afinidade com a água, o que pode 

facilitar a disponibilidade das partículas de interagir com a pele. Além disso, a princípio 

os filmes não trariam malefícios a pele, visto sua composição biocompatível e não 

gerariam resíduo após o seu uso. Porém, ensaios futuros de toxicidade são 

recomendados.  

A B C 
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Figura 50. Resultados do grau de intumescimento em relação ao tempo para amostra 

FSem e FCZn150_7. *Não possível realizar medidas nesta condição.  

6.6.2. Estudo da topografia dos filmes - Microscopia de forma atômica 

Os mapas 2D e 3D de topografia de superfície dos filmes FSem, FC_7 e 

FCZn150_7 (Figura 52), em uma área de varredura de 1 µm, revelaram mudanças 

significativas nas estruturas dos filmes. As mudanças foram significativas em relação 

aos valores de rugosidade (RMS) e altura média das estruturas superficiais (Hsup) 

(Figura 51), onde pode-se observar que as amostras apresentaram valores de 

rugosidade de 1,553, 3,679 e 0,611 nm, para as amostras FSem, FC_7 e FCZn150_7, 

respectivamente. Indicando que ao adicionarmos a solução com proteína (FC_7) 

sobre o filme estamos aumentando a rugosidade do mesmo, muito provavelmente 

pela formação de agregados de proteína na superfície, e até mesmo modificações na 

estrutura devido a hidratação que ocorreu durante o processo de incorporação, 

fazendo com que o filme fique mais irregular. Porém, o filme FCZn_150 apresentou 

diminuição significativa da rugosidade a valores de 0,611 nm indicando que está 

ocorrendo uma deposição homogênea sobre o filme.  
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Figura 51. Rugosidade da raiz quadrada média (RMS) ( ) e altura média das 

estruturas superficiais ( ) para filmes FSem, FC_7 e FCZn150_7. 

 Em relação as estruturas superficiais (Figura 52) podemos observar que as 

amostras FSem e FC_7 apresentam estrutura irregular, como observado nas Figuras 

52a e 52b. Porém, com a adição das partículas metálicas, a estrutura muda 

significativamente (Figura 52c), podendo-se observar a formação de estruturas 

definidas e dispersas sobre o filme. O valor de altura média dessas superfícies foi de 

5,47, 21,31 e 2,56 nm para FSem, FC_7 e FCZn150_7, respectivamente. Estes 

valores indicam que a proteína ao ser adicionada aumenta significativamente a altura 

das estruturas, mais uma vez pela possível formação de agregados. Ao adicionarmos 

as partículas CZn150_7 foi observado diminuição significativa das alturas, chegando 

a um valor médio de 2,56 nm, indicando que as partículas estão dispersas sobre a 

superfície do filme em tamanho nanométrico, concluindo então que nanopartículas 

foram produzidas e incorporadas aos filmes. 
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Figura 52. Topografia de superfície e mapas 2D e 3D, em áreas de varredura de 1µm, 

para os filmes FSem (a), FC_7 (b) e FCZn150_7 (c).  

 

 

 

 

A 

B 

C 



145 
 

 

6.6.3. Análise da atividade antimicrobiana das partículas formadas 

 Os filmes incorporados com as partículas (FCZn150_7) e sem adição de 

partículas (FSem) foram avaliados quanto a potencial aplicação na atividade 

antimicrobiana frente às bactérias já analisadas neste trabalho.  O tempo de contato 

com o meio bacteriano foi de 24 e 48 h.  

 Os resultados para Staphylococcus pseudintermedius (Tabela 19) 

demonstraram que em ambos os tempos avaliados o filme sem modificação 

apresentou baixa atividade antimicrobiana, 0,74 e 3,95%, para os ensaios em 24 e 48 

h, respectivamente. O que é esperado, visto nenhum agente que pudesse apresentar 

tal atividade (caseína e glicerol). Quando da modificação com as partículas contendo 

caseína e zinco, ocorreu um aumento significativo para ambos os tempos, porém o 

tempo de 48 h foi o melhor com uma atividade antibacteriana de 92,37%, em 

comparação a 71,25% dos ensaios em 24 h. Isto indica que os filmes têm potencial 

na aplicação local por períodos de 48 h.  

Tabela 19. Ensaio de atividade antimicrobiana para S. pseudintermedius no tempo de 

24h e 48h para filmes contendo o metal zinco e filmes sem modificação. 

Amostra 
Média n° 

colônias 
UFC 

Redução de UFC 

(%) 

Controle positivo - 24 h  40 4,00x109  

Controle positivo - 48 h 29,5 2,95x109  

FSem - 24 h 37,0 ± 8 3,70x109  0,74 ± 0,58 

FCZn150_7 - 24 h 11,5 ± 1 1,15x109 71,25 ± 3,53 

FSem - 48 h 12,5 ± 1  1,25x109   3,95 ± 0,52 

FCZn150_7 - 48 h 22,5 ± 2 2,25x109 92,37 ± 0,72 

 

 Em relação aos ensaios para Enterococcus faecalis (Tabela 20), foi possível 

observar que os filmes sem incorporação de partículas mais uma vez não 

apresentaram atividade antimicrobiana. Porém neste caso, nem mesmo os filmes 

incorporados apresentaram atividade após o tempo de 24 h. Foi observada atividade 
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somente no ensaio de 48 h (21,87%) para FCZn150_7, indicando que nestas 

condições de análise, o filme não foi eficiente para tratamentos frente a E. faecalis. 

Tabela 20. Ensaio de atividade antimicrobiana para E. faecalis no tempo de 24 h e 

48h para filmes contendo o metal zinco e filmes sem modificação. 

Amostra 
Média n° 

colônias 
UFC 

Redução de UFC 

(%) 

Controle positivo - 24 h 17 1,70x108  

Controle positivo - 48 h 16 1,60x108  

FSem - 24 h 44,5 ± 3,5 2,10x108 0 

FCZn150_7 - 24 h 21,0 ± 4 4,45x108 0 

FSem - 48 h 29 ± 1 2,90x108 0 

FCZn150_7 - 48 h 12,5 ± 2 1,25x108 21,87 ± 13,3 
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7. CONCLUSÃO 

 O presente trabalho  atingiu o objetivo principal de produção de partículas 

modificadas pela conjugação com as proteínas albumina e caseína. Essa modificação 

estrutural, assim como a funcionalidade das proteínas como template para produção 

de partículas foi crucial para uma aplicação eficiente em desafios na área biomédica, 

como é o caso das bactérias causadoras de doença de pele em animais.  

 Mudanças significativas foram observadas nas partículas quando da adição do 

metal, assim como do ajuste de pH. As técnicas de caracterização e investigação 

realizadas foram cruciais para determinação de interações metal-proteína, como é o 

caso da fluorescência, onde foi possível observar o quenching ocasionado pelo metal 

ferro quando dos ensaios com as duas proteínas. Em relação à técnica de 

infravermelho foi possível a determinação da interação metal-proteína pela mudança 

significativas em bandas típicas das proteínas. Os ensaios de DLS sugeriram que íons 

H+, Cl-, OH-, assim como daqueles oriundos dos metais podem ser cruciais na 

mudança estrutural das proteínas em solução. Efeitos do tipo repulsivo, dissociativo 

ou de desnaturação foram observados durante os ensaios. As maiores interações em 

geral foram observadas para o metal ferro com ambas as proteínas.  

 As partículas metal-proteína foram avaliadas frente S. pseudintermedius e E. 

faecalis,. Foi observada excelente atividade antimicrobiana pelas partículas 

sintetizadas com ambas as proteínas e metais, porém mais pronunciada quando da 

utilização das partículas de caseína e zinco. Em geral os ensaios de 24 h foram mais 

efetivos quando comparados a 72 h. Visto isto, os filmes foram modificados com estas 

partículas, onde observou-se atividade antimicrobiana efetiva para S. 

pseudintermedius quando da utilização das partículas CZn150_7 impregnadas ao 

filme de caseína. 

Observa-se então que os objetivos propostos foram alcançados. Porém, vale 

salientar que outros ensaios são recomendados. Tratando-se da aplicação em cães, 

faz-se necessário o estudo de toxicidade das partículas, assim como dos filmes. 

Estudo de estabilidade também são recomendados, além de estudos frente às 

propriedades mecânicas dos filmes.  
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Esses resultados destacam a relevância potencial desse trabalho para futuras 

aplicações biomédicas em doenças de pele em cães, e ressaltam a necessidade 

contínua de pesquisa na otimização e compreensão desses materiais. 
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Figura 1A.. Espectro de fluorescência para os ensaios de albumina com ferro sem 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 
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Figura 2A. Espectro de fluorescência para os ensaios de albumina com ferro com 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 
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Figura 3A. Espectro de fluorescência para os ensaios de caseína com ferro sem 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 
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Figura 4A. Espectro de fluorescência para os ensaios de caseína com ferro com 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 
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Figura 5A. Espectro de fluorescência para os ensaios de albumina com zinco sem 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 
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Figura 6A. Espectro de fluorescência para os ensaios de albumina com zinco sem 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 
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Figura 7A. Espectro de fluorescência para os ensaios de caseína com zinco sem 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 
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Figura 8A. Espectro de fluorescência para os ensaios de caseína com zinco com 

ajuste de pH em comprimentos de onda excitação de 280 (A) e 295nm (B). 

 

 

APÊNDICE B - Dados de intensidade de fluorescência 
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Tabela 1B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 
280nm. 

Amostras Fluorescência Diluição Fluorescência Corrigida 

AZn0 - 280 573,4 250 143350 

AZn5- 280 768,14 500 384070 

AZn10 - 280 715,36 500 357680 

AZn25 - 280 926,23 500 463115 

AZn35 - 280 746,27 500 373135 

AZn50 - 280 765,61 500 382805 

AZn75 - 280 820,39 500 410195 

AZn150 - 280 761,13 500 380565 

AZn300 - 280 1014,41 500 507205 

AZn400 - 280 753,81 500 376905 

AZn500  - 280 470,32 250 117580 

AZn700 - 280 402,4 250 100600 

 

Tabela 2B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 
295nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

AZn0 - 295 148,27 250 37067,5 

AZn5 - 295 277,78 250 69445 

AZn10 - 295 298,23 250 74557,5 

AZn25 - 295 339,96 250 84990 

AZn35 - 295 292,84 250 73210 

AZn50 - 295 275,02 250 68755 

AZn75 - 295 376,15 250 94037,5 

AZn150 - 295 286,13 250 71532,5 

AZn300 - 295 390,94 250 97735 

AZn400 - 295 296,33 250 74082,5 
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AZn500 - 295 562,19 250 140547,5 

AZn700 - 295 385,13 250 96282,5 

 

Tabela 3B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 
280nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

AFe0 - 280 573,4 250 143350 

AFe5- 280 63,26 250 15815 

AFe10 - 280 27,65 250 6912,5 

AFe25 - 280 0 250 0 

AFe35 - 280 0 250 0 

AFe50 - 280 34,95 250 8737,5 

AFe75 - 280 20,2 250 5050 

AFe150 - 280 7,81 250 1952,5 

AFe300 - 280 7,81 250 1952,5 

AFe400 - 280 0 250 0 

AFe500 - 280 0 250 0 

AFe700 - 280 0 250 0 

 

Tabela 4B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 
295nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

AFe0 - 295 148,27 250 37067,5 

AFe5 - 295 8,41 250 2102,5 

AFe10 - 295 0 250 0 

AFe25 - 295 0 250 0 

AFe35 - 295 0 250 0 

AFe50 - 295 0 250 0 

AFe75 - 295 21,39 250 5347,5 

AFe150 - 295 5,3 250 1325 
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AFe300 - 295 5,3 250 1325 

AFe400 - 295 0 250 0 

AFe500 - 295 0 250 0 

AFe700 - 295 0 250 0 

 

Tabela 5B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 
280nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

CZn0 - 280 797,53 500 398765 

CZn5- 280 679,02 500 339510 

CZn10 - 280 468,97 500 234485 

CZn25 - 280 422,3 500 211150 

CZn35 - 280 828,8 500 414400 

CZn50 - 280 777,53 500 388765 

CZn75 - 280 582,77 500 291385 

CZn150 - 280 470,42 500 235210 

CZn300 - 280 701,94 500 350970 

CZn400 - 280 763,9 500 381950 

CZn500 - 280 836,11 500 418055 

CZn700 - 280 409,72 500 204860 

 

Tabela 6B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de zinco, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 
295nm. 

Amostras Fluorescência Diluição Fluorescência Corrigida 

CZn0 - 295 354,96 250 88740 

CZn5 - 295 555,35 250 138837,5 

CZn10 - 295 440,99 250 110247,5 

CZn25 - 295 582,13 250 145532,5 

CZn35 -295 780,13 250 195032,5 

CZn50 - 295 613,33 250 153332,5 
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CZn75 - 295 579,18 250 144795 

CZn150 - 295 530,04 250 132510 

CZn300 - 295 654,97 250 163742,5 

CZn400 - 295 657,92 250 164480 

CZn500 - 295 899,33 250 224832,5 

CZn700 - 295 504,54 250 126135 

 

Tabela 7B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 280nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

CFe0 - 280 881,2 250 220300 

CFe5- 280 883,04 250 220760 

CFe10 - 280 415,26 250 103815 

CFe25 - 280 134,38 250 33595 

CFe35 - 280 98,23 250 24557,5 

CFe50 - 280 74,01 250 18502,5 

CFe75 - 280 42,2 250 10550 

CFe150 - 280 17,98 250 4495 

CFe300 - 280 4,1 250 1025 

CFe400 - 280 0,453 250 113,25 

CFe500 - 280 0 250 0 

CFe700 - 280 0 250 0 

 

Tabela 8B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de ferro, sem ajuste de pH, e em comprimento de onda de 295nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

CFe0 - 295 354,96 250 88740 

CFe5 - 295 277,15 250 69287,5 

CFe10 - 295 136,68 250 34170 

CFe25 - 295 42,51 250 10627,5 

CFe35 - 295 33,7 250 8425 
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CFe50 - 295 25,76 250 6440 

CFe75 - 295 17,5 250 4375 

CFe150 - 295 6,08 250 1520 

CFe300 - 295 1,08 250 270 

CFe400 - 295 0 250 0 

CFe500  - 295 0 250 0 

CFe700 - 295 0 250 0 

 

Tabela 9B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de zinco, em pH 7, e em comprimento de onda de 280nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

AZn0 - 280 _ 7 687,61 250 171902,5 

AZn5- 280 _ 7 587,13 250 146782,5 

AZn10 - 280  _ 7 816,39 250 204097,5 

AZn25 - 280 _ 7 689,34 250 172335 

AZn35_280_ 7 662,97 250 165742,5 

AZn50 - 280 _ 7 581,35 250 145337,5 

AZn75 - 280 _ 7 704,55 250 176137,5 

AZn150 - 280 _ 7 698,97 250 174742,5 

AZn300 - 280 _ 7 721,68 250 180420 

AZn400 - 280 _ 7 492,42 250 123105 

AZn500 - 280 _ 7 342,4 500 171200 

AZn700 - 280 _ 7 308,16 500 154080 

 

Tabela 10B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de zinco, em pH 7, e em comprimento de onda de 295nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

AZn0 - 295 _ 7 239,73 250 59932,5 

AZn5 - 295 _ 7 233,17 250 58292,5 

AZn10 - 295 _ 7 299,91 250 74977,5 

AZn25 - 295 _ 7 286,8 250 71700 
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AZn35 - 295 _ 7 237,62 250 59405 

AZn50 - 295 _ 7 223,4 250 55850 

AZn75 - 295 _ 7 276,59 250 69147,5 

AZn150 - 295 _ 7 266,04 250 66510 

AZn300 - 295 _ 7 225,51 250 56377,5 

AZn400 - 295 _ 7 201,53 250 50382,5 

AZn500 - 295 _ 7 374,3 250 93575 

AZn700 - 295 _ 7 346,5 250 86625 

 

Tabela 11B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de zinco, em pH 7, e em comprimento de onda de 280nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

CZn0 - 280 _ 7 671,95 250 167987,5 

CZn5- 280 _ 7 508,41 500 254205 

CZn10 - 280 _ 7 423,92 500 211960 

CZn25 - 280 _ 7 401,29 500 200645 

CZn35 - 280 _ 7 391,84 500 195920 

CZn50 - 280 _ 7 570,56 500 285280 

CZn75 - 280 _ 7 724,66 500 362330 

CZn150 - 280 _ 7 655,06 500 327530 

CZn300 - 280 _ 7 624,98 500 312490 

CZn400 - 280 _ 7 606,94 500 303470 

CZn500  - 280 _ 7 556,28 500 278140 

CZn700  - 280 _ 7 497,11 500 248555 

 

Tabela 12B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de zinco, em pH 7,  e em comprimento de onda de 295nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

CZn0 - 295 _ 7 188,26 250 47065 

CZn5 - 295 _ 7 528,33 250 132082,5 

CZn10 - 295 _ 7 493,06 250 123265 
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CZn25 - 295 _ 7 479 250 119750 

CZn35 -295 _ 7 479 250 119750 

CZn50 - 295 _ 7 547,16 250 136790 

CZn75 - 295 _ 7 658,95 250 164737,5 

CZn150 - 295 _ 7 537,78 250 134445 

CZn300 - 295 _ 7 612,78 250 153195 

CZn400 - 295 _ 7 579,38 250 144845 

CZn500 - 295 _ 7 500,46 250 125115 

CZn700  - 295 _ 7 408,52 250 102130 

 

Tabela 13B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de ferro, em pH 9,  e em comprimento de onda de 280nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

CFe0 - 280 _ 9 415,11 500 207555 

CFe5- 280 _ 9 1015,32 250 253830 

CFe10 - 280 _ 9 687,68 250 171920 

CFe25 - 280 _ 9 335,46 250 83865 

CFe35 - 280 _ 9 215,98 250 53995 

CFe50 - 280 _ 9 130,41 250 32602,5 

CFe75 - 280 _ 9 38,48 250 9620 

CFe150 - 280 _ 9 16,74 250 4185 

CFe300 - 280 _ 9 0 250 0 

CFe400 - 280 _ 9 0 250 0 

CFe500 - 280 _ 9 0 250 0 

CFe700 - 280 _ 9 0 250 0 

 

Tabela 14B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
caseína com adição de ferro,  em pH 9, e em comprimento de onda de 295nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

CFe0 - 295 _ 9 323,47 250 80867,5 

CFe5 - 295 _ 9 280,65 250 70162,5 
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CFe10 - 295 _ 9 199,58 250 49895 

CFe25 - 295 _ 9 109,35 250 27337,5 

CFe35 - 295 _ 9 75,69 250 18922,5 

CFe50 - 295 _ 9 48,43 250 12107,5 

CFe75 - 295 _ 9 22,36 250 5590 

CFe150 - 295 _ 9 10,8 250 2700 

CFe300 - 295 _ 9 0 250 0 

CFe400 - 295 _ 9 0 250 0 

CFe500 - 295 _ 9 0 250 0 

CFe700 - 295 _ 9 0 250 0 

 

Tabela 15B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de ferro, em pH 9, e em comprimento de onda de 280nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

AFe0 - 280 _ 9 503,21 250 125802,5 

AFe5- 280 _ 9 356,49 250 89122,5 

AFe10 - 280 _ 9 211,96 250 52990 

AFe25 - 280 _ 9 106,07 250 26517,5 

AFe35 - 280 _ 9 47,98 250 11995 

AFe50 - 280 _ 9 52,7 250 13175 

AFe75 - 280 _ 9 13,38 250 3345 

AFe150 - 280 _ 9 7,07 250 1767,5 

AFe300 - 280 _ 9 4,99 250 1247,5 

AFe400 - 280 _ 9 0 250 0 

AFe500 - 280 _ 9 0 250 0 

AFe700 - 280 _ 9 0 250 0 

 

Tabela 16B. Dados referentes a intensidade de fluorescência para as amostras de 
albumina com adição de ferro, em pH 9, e em comprimento de onda de 295nm. 

Amostras Fluorescência FD Fluorescência Corrigida 

AFe0 - 295 _ 9 194,57 250 48642,5 
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AFe5 - 295 _ 9 140,96 250 35240 

AFe10 - 295 _ 9 90,09 250 22522,5 

AFe25 - 295 _ 9 51,02 250 12755 

AFe35 - 295 _ 9 32,86 250 8215 

AFe50 - 295 _ 9 33,98 250 8495 

AFe75 - 295 _ 9 15,87 250 3967,5 

AFe150 - 295 _ 9 10,8 250 2700 

AFe300 - 295 _ 9 0 250 0 

AFe400 - 295 _ 9 0 250 0 

AFe500 - 295 _ 9 0 250 0 

AFe700 - 295 _ 9 0 250 0 

 


