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RESUMO

FERNANDES, Patricia Erica, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2010. Novo método de sintese de nanoparticulas de
prata e avaliacdo de seu efeito antimicrobiano. Orientador: Nélio José
de Andrade. Coorientadores: Luis Henrique Mendes da Silva, Alvaro
Vianna N. de C. Teixeira e Nilda de Fatima Ferreira Soares.

Neste trabalho, é apresentado um novo método de sintese de
dispersbes coloidais de nanoparticulas de prata (AgNPs) com efeito
antimicrobiano. A formacédo das AgNPs foi conseguida pela disperséo de
sulfadiazina de prata (SP) 1% m/v em brometo de dodeciltrimetil amdnio
(DTAB) nas concentragcbes de 15,6 mM e 31,2 mM, o que corresponde a
concentragdo critica micelar (1 x CMC) e duas vezes a concentragao critica
micelar (2 x CMC), respectivamente. A formacao das nanoparticulas (NPs)
foi verificada por espalhamento dindmico de luz (DLS), espectroscopia de
fluorescéncia e microscopia eletronica de transmissao (TEM). O tamanho
médio das particulas por espalhamento dindmico de luz foi de 3+1 nm e de
2,8+0,4 nm para cada uma das dispersodes preparadas a partir de DTAB, nas
concentracdes de 1 x CMC e 2 x CMC, respectivamente. Foi verificada a
emissdao de fluorescéncia pela irradiagcdo das amostras com luz UV,
comprimento de onda de 369,7 nm, apenas nas dispersodes coloidais obtidas

pela dispersdo de SP em DTAB, indicando a formagdo de NPs. Nas
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dispersdes contendo somente SP 1% m/v ou DTAB 1 x CMC e 2 x CMC nao
foi verificada a emissdo de fluorescéncia. A formagdo das AgNPs foi
confirmada por TEM, em que a andlise cristalografica da imagem revelou
espacamentos interplanares proximos de 2,3 A, caracteristicos da prata na
orientacdo {111} (2,359 A). O efeito antimicrobiano das dispersdes coloidais
de AgNPs e dos reagentes foi avaliado pela técnica de inibicdo da
multiplicagdo microbiana por difusdo em agar contra as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 e contra as bactérias Gram-negativas Escherichia coli ATCC
11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Klebsiela pneumoniae
ATCC 10031 e Enterobacter aerogenes ATCC 13048. A dispersao coloidal
de AgNPs utilizando-se DTAB 1 x CMC apresentou maior efeito
antimicrobiano (p < 0,05) contra E. coli em relagéo aos reagentes utilizados,
que foram SP 1 % m/v e DTAB 1 x CMC. J& a dispersao coloidal de AgNPs
obtida pelo uso de DTAB 2 x CMC apresentou maior efeito antimicrobiano (p
< 0,05) sobre P. aeruginosa em relagao aos reagentes utilizados, que foram
SP 1% m/v e DTAB 2 x CMC. Essa maior eficiéncia foi atribuida a presenca
das AgNPs. Ambas as dispersdes coloidais de AgNPs apresentaram o
mesmo efeito antimicrobiano (p > 0,05) para cinco das seis bactérias
estudadas, com excecdo da S. epidermidis, em que a dispersao coloidal
contendo a maior concentragdo do surfactante (2 x CMC) foi melhor (p <
0,05). Nesse caso, o maior efeito antimicrobiano deve ser atribuido a maior
concentragdo de surfactante e ndo a presenga das AgNPs, pois a dispersao
contendo AgNPs em DTAB 2 x CMC né&o foi diferente (p > 0,05) daquela

com apenas DTAB 2 X CMC sobre essa bactéria.



ABSTRACT

FERNANDES, Patricia Erica, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February of 2010. New method for synthesis of silver nanoparticles
and evaluation of their antimicrobial effect. Adviser: Nélio José de
Andrade. Co-Advisers: Luis Henrique Mendes da Silva, Alvaro Vianna N.
de C. Teixeira and Nilda de Fatima Ferreira Soares

In this work, we present a new synthesis method of colloidal
dispersions of silver nanoparticles (AgNPs) with antimicrobial effect. The
formation of AgNPs was achieved by the dispersion of silver sulfadiazine
(SS) 1% wi/v in dodeciltrimetil ammonium bromide (DTAB) at concentrations
of 156 mM and 31.2 mM, which corresponds to the critical micellar
concentration (1 x CMC) and twice the critical micelle concentration (2 x
CMC), respectively. The formation of nanoparticles (NPs) was measured by
dynamic light scattering (DLS), fluorescence spectroscopy and transmission
electron microscopy (TEM). The average particle size by dynamic light
scattering was 3 + 1 nm and 2.8 + 0.4 nm for each of the dispersions
prepared from DTAB at concentrations of 1 x CMC and 2 x CMC,
respectively. The fluorescence emission of the samples was verified by
irradiation with UV light, wavelength of 369.7 nm, only in colloidal dispersions
obtained by the dispersion of SS in DTAB, indicating the formation of NPs. In
the dispersion containing only SS 1% w/v or DTAB 1 x CMC and 2 x CMC



there was no fluorescence emission. The formation of AQNPs was confirmed
by TEM, where the crystallographic analysis of the image revealed
interplanar distances near 2.3 A, characteristic of silver in the orientation
{111} (2.359 A). The antimicrobial effect of colloidal dispersions of AgNPs
and reagents was analyzed by inhibition of microbial growth by agar diffusion
against Gram-positive  Staphylococcus aureus ATCC 6538 and
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 and against Gram-negative
Escherichia coli ATCC 11229 , Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,
ATCC 10031 Klebsiela pneumoniae and Enterobacter aerogenes ATCC
13048. The colloidal dispersion of AgNPs using DTAB 1 x CMC showed
greater antimicrobial effect (p <0.05) against E. coli in relation to the used
reagents, which were SS 1% w/v and DTAB 1 x CMC. However, the colloidal
dispersion of AgNPs obtained by using DTAB 2 x CMC showed a greater
antimicrobial effect (p <0.05) on P. aeruginosa in relation to the reagents
used, which were SS 1% w/v and DTAB 2 x CMC. This increased efficiency
was attributed to the presence of AgNPs. Both colloidal dispersions of AQNPs
showed the same antimicrobial effect (p> 0.05) for five of the six bacteria
studied, except S. epidermidis, in which the colloidal dispersion containing
the highest concentration of surfactant (2 x CMC) was better (p <0.05). In this
case, the greatest antimicrobial effect should be attributed to the higher
concentration of surfactant and not the presence of AgNPs, because the
dispersion containing AgNPs in DTAB 2 x CMC was not different (p> 0.05)
of dispersion containing only DTAB 2 X CMC to S. epidermidis.
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1. INTRODUCAO

Com a selecdo no ambiente de bactérias resistentes aos
antimicrobianos convencionais, faz-se necessaria a busca por novas
alternativas de controle antimicrobiano. Nesse contexto, a nanotecnologia
mostra-se como importante ferramenta, uma vez que na escala nanométrica
0s compostos passam a exercer propriedades distintas dos seus similares
na escala macrométrica. Uma das explicacbes para tal fato é que os
compostos em menor escala possuem maior area superficial por volume,
tornando-se mais reativos. Isso pode implicar no aumento do efeito desejado
com menor gasto de material ou com menor alteragao das propriedades do
meio em que esses compostos serdo inseridos.

A nanotecnologia oferece oportunidades para re-explorar as
propriedades biolégicas dos compostos antimicrobianos ja conhecidos,
manipulando seu tamanho para alterar-lhes o efeito. Ha4 muito tempo sao
conhecidas sobre as propriedades antimicrobianas da prata, entretanto
houve declinio na sua utilizagdo com a descoberta dos antibidticos (LARA et
al., 2010). Porém, o uso indiscriminado dos antibiéticos tem levado a selegao
de estirpes bacterianas resistentes. Assim, houve novo interesse pela
utilizacdo da prata, que passou a ser intensamente estudada nos ultimos
anos, principalmente na forma de nanoparticulas, pois acredita-se que esse
metal oferece menos riscos de desenvolvimento de resisténcia pelas

bactérias por agir de forma complexa, ao contrario dos antibiéticos, que



geralmente exercem seu efeito antimicrobiano em locais especificos nas
células (GOGOI et al., 2006).

Os trabalhos cientificos mais recentes tém focado o uso da prata na

forma de nanoparticulas (AgNPs), e muitos autores sugerem que nessa

forma a prata apresenta melhor efeito antimicrobiano. Entretanto, o

mecanismo pelo qual as AgNPs atacam as células microbianas n&do esta

totalmente compreendido. Sabe-se que o efeito antimicrobiano das AgNPs

esta relacionado com seu tamanho e forma, sendo mais eficientes aquelas

com menor tamanho e com maior numero de facetas nessas particulas
(MORONES et al., 2005).
Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram:

1)

5)

Propor um novo método de sintese de AgNPs, utilizando como
reagentes a sulfadiazina de prata (SP) e o surfactante catiénico

brometo de dodecitrimetil amonio (DTAB).

Determinar o tamanho médio das AgNPs sintetizadas por

espalhamento dinamico de luz.

Confirmar a formagdo de nanoparticulas pela emissao de

fluorescéncia.

Determinar o tamanho das AgNPs sintetizadas por mais uma
técnica e observar detalhes de nivel atbmico (espagamentos
interplanares) por microscopia eletrbnica de transmissdo de

alta resolugao .

Avaliar o efeito antimicrobiano das dispersdes coloidais de
AgNPs sintetizadas e dos reagentes utilizados na sintese
contra as bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; e
Gram-negativas, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Klebsiela pneumoniae ATCC 10031 e
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, pelo teste de inibicdo da

multiplicagdo microbiana por difusdo em agar.



2. REVISAO DE LITERATURA

A palavra “nanotecnologia” esta relacionada as tecnologias que
permitem a construcdo de materiais ou estruturas, numa escala muito
reduzida: a do nanédmetro (nm), o que corresponde a bilionésima parte do
metro (10 m) (RIBOLDI, 2009).

Materiais na escala nanométrica sao aqueles formados por poucos
atomos, encontrando-se numa escala intermediaria entre as moléculas e o
material na forma estendida (bulk). Esses materiais apresentam
propriedades unicas devido ao efeito de superficie e de confinamento
(MURRAY et al., 2000). Por isso, ha crescente interesse por materiais
nanoestruturados pelo potencial de aplicagdo no desenvolvimento de novas
tecnologias. Na escala nanométrica, as propriedades magnéticas, 6pticas,
cataliticas e de transporte dos metais dependem fortemente do tamanho e
da forma. Nas ultimas décadas, as propriedades relacionadas ao tamanho
foram intensivamente estudadas, no entanto a dependéncia da forma
passou a ser explorada apenas recentemente (ROCHA, 2008). Com o
aprimoramento de métodos de sintese, especialmente a sintese coloidal de
NPs, amostras com alta qualidade foram obtidas, motivando estudos
experimentais dos efeitos da forma e desenvolvimento de novas aplicacdes
(XIA; HALAS, 2005).

Na escala nanométrica, a superficie passa contribuir na determinacao

das caracteristicas dos nanossistemas. A razao superficie/volume em NPs
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esféricas aumenta com o inverso do raio. Em NPs com 1 nm de didmetro,
mais de 75 % dos atomos encontram-se na superficie, enquanto essa
porcentagem €& menor que 0,5 % em NPs de 20 nm de didmetro (LEITE,
2003).

As NPs podem ser sintetizadas pela abordagem “Top down” (de cima
para baixo) e estdo relacionadas com o desgaste de materiais
macroscopicos, ou “Botton up” (de baixo para cima), que possibilita a
construcao de estruturas atomo a atomo, necessitando de um controle muito
rigoroso e fino da matéria (RIBOLDI, 2009).

Uma das linhas mais promissoras para o desenvolvimento de novas
tecnologias €& a exploragdo e caracterizacdo de fendmenos em
nanomateriais, pois nesses materiais a natureza quantica da matéria
claramente se manifesta e as interfaces se tornam importantes. Entender
detalhadamente os mecanismos que regem esses efeitos viabilizara a

aplicacéo desses nanossistemas (TIZEI, 2008).

2.1. Sintese de Nanoparticulas Metalicas

Na sintese coloidal, as NPs sao produzidas na fase liquida. A primeira
sintese coloidal de NPs metalicas documentada foi realizada por Faraday,
em meados do século XIX. Desde entdo, um amplo conjunto de métodos foi
desenvolvido para a produgdo de NPs coloidais. Entretanto, apenas nos
ultimos 30 anos os modernos métodos de sintese e as técnicas de
caracterizagao foram aprimorados. Assim, foi possivel a obtencdo de
amostras de NPs de diferentes materiais com alta qualidade e fino controle
de suas caracteristicas, como tamanho, composi¢cdo quimica e formas
(prismas, bastdes, cubos, cilindros e discos, entre outros) (ZHAO et al.,
2007).

A sintese coloidal € um método extremamente versatil, de custo
relativamente baixo e que pode, a principio, ser adaptado para produg¢ao em
larga escala. Ha diversos métodos relatados na literatura para a sintese de
NPs em fase liquida. Apesar de cada método possuir caracteristicas
especificas, de modo geral a sintese coloidal de NPs se baseia em quatro

componentes: meio, precursor, agente redutor e estabilizante. Assim, o meio



€ a fase liquida onde a reacdo ira ocorrer. O composto quimico que ira
fornecer o metal € o precursor, geralmente o sal do metal, no caso de NPs
metalicas. O agente redutor € geralmente um composto quimico que fornece
elétrons, diretamente por meio de uma reagao quimica ou sob efeito de um
agente externo como luz, temperatura ou raios gama. O agente redutor ira
reduzir o ion, transformando-o na espécie metalica. O agente estabilizante é
a molécula que recobre a superficie das NPs, mantendo-as afastadas e
dispersas no meio (ROCHA, 2008).

Diferentes dispersdes coloidais podem ser preparadas por diversas
metodologias, entretanto algumas caracteristicas sdo comuns entre elas. A
formagdo de coloides normalmente implica em reagdo quimica (hidrélise,
reducdo, polimerizagdo ou policondensagdo) ou em transformagéo fisica
(desestabilizagdo de Ostwald, separagcdo de fase espontédnea ou
gelificagdo). Quando a reagdo se inicia, a partir de uma solugdo de
pequenas moléculas, engloba os seguintes passos: reagdo quimica;
formacao de nucleos ou nucleagao; crescimento dos nucleos para formar as
particulas e estabilizagdo das particulas finais, que pode ser conseguida
pela adicdo de um polimero ou por surfactantes (ELAISSARI, 2008).

De acordo com Evanoff e Chumanov (2005), o método mais popular
para sintetizar nanoparticulas de ouro é o método de Turkevich, que envolve
a reducao do acido clorautico com citrato de sédio, produzindo particulas de
10 nm e com estreita distribuicdo de tamanho. E um método comum para
obtencdo de AgNPs é o método de Lee e Meisel, em que nitrato de prata
(AgNO3) é usado como fonte do metal. Esse método € uma variagdo do
método de Turkevich, porém produz particulas com ampla distribuicdo de
tamanhos. Outro método comum para a sintese de AgNPs & proposto por
Creighton, em que AgNOs; é reduzido utilizando-se boro-hidreto de sodio
(NaBH4) como agente redutor (EVANOFF; CHUMANOV, 2005). Esse
procedimento de sintese permite a obtencdo de particulas de
aproximadamente 10 nm e com estreita distribuigdo de tamanho. Esse
procedimento pode ser empregado para sintetizar nanoparticulas de outros
metais, como Pt, Pd, Cu, Ni, entre outros, entretanto o protocolo especifico

depende do potencial de redugao de cada fonte do ion (SCOTT et al., 2003).



Numerosos métodos para a sintese de AgNPs tém sido reportados na
literatura e podem ser arbitrariamente divididos em meétodos tradicionais e
nao tradicionais; os tradicionais s&o aqueles baseados nas diversas
modificagdes dos métodos de Lee e Meisel e de Creighton, descritos
anteriormente (EVANOFF; CHUMANOV, 2005).

Métodos de sintese n&o tradicionais incluem redugdo a alta
temperatura em matrizes sélidas porosas (WANG et al., 2002), condensagao
fase-vapor (MALYNYCH; CHUMANOV, 2003), laser ablacdo (MAFUNE et
al., 2000), fotorreducdo dos ions Ag® (ABID et al., 2002), eletrélise de
solucao contendo sal de prata (KOTOV et al., 1993), sonochemical (TALEBI
et al., 2010), sonoelectrochemical (ZHU et al., 2000), entre outros.

Além dos métodos quimicos, tém sido reportados nos ultimos anos
métodos biolégicos para a sintese de AgNPs. A biossintese de
nanoparticulas metalicas € classificada como biossintese intracelular e
extracelular (MOGHADDAM, 2010).

Joerger et al. (2001) reportaram a biossintese intracelular de AgNPs
utilizando a bactéria Pseudomonas stutzeri AG259 isolada de uma mina de
prata. Quando colocada em contado com solugdo de AgNO3 concentrada,
essa bactéria desempenhou importante papel na redugéo dos ions Ag" em
AgNPs com tamanho bem definido e distinta topografia, dentro do espaco
periplasmatico.

Fayaz et al. (2009) observaram que, a principio, a sintese intracelular
pode fornecer melhor controle sobre o tamanho e forma das nanoparticulas,
entretanto a recuperacdo destas € mais trabalhosa e cara. A biosintese
extracelular de AgNPs a partir de AgNOs; utilizando o fungo Trichoderma
viride foi reportada por esses autores. Os resultados obtidos por TEM
indicaram que as AgNPs foram polidispersas e com tamanho variando de 5
nm a 40 nm, e 85 % das AgNPs encontravam-se na faixa de 5 nma 20 nm e
apresentavam morfologia variada. As AgNPs também foram testadas quanto
ao efeito antimicrobiano e mostrou-se que a concentragdo minima inibitéria
(MIC) foi de 30 pg/mL, 35 pg/mL, 80 pg/mL e 65 pug/mL para E. coli,

Salmonela typhi, S. aureus e Micrococcus luteus, respectivamente.



2.2. Uso de Surfactantes na Sintese de Nanoparticulas

Surfactantes, ou tensoativos, sdo moléculas que possuem cabeca
polar hidrofilica e cadeia de hidrocarbonetos hidrofébica. Quando esses
compostos sdo adicionados na agua, as cadeias de hidrocarbonetos tendem
a se autoagregar para minimizar o contato com as moléculas de agua,
formando varios agregados.

Se as moléculas do surfactante possuem a cabecga polar grande e a
cadeia de hidrocarbonetos pequena, formando um cone (Figura 1a), as
cadeias tendem a se automontar para formar um agregado esférico
chamado de micela normal (Figura 1b), em que as cadeias ficam inseridas
no interior da micela e a cabeca polar, na superficie externa. Em baixas
concentragbes de surfactantes, as micelas sao esféricas e o didmetro
determinado pelo comprimento da cadeia de hidrocarbonetos e pelo
tamanho da cabeca polar. Se as moléculas do surfactante possuem a
cabeca polar pequena e a cadeia de hidrocarbonetos ramificada, com
formato de rolha de champanhe (Figura 1c), sdo formadas micelas reversas
(Figura 1d), com a cabeca polar voltada para o interior da micela e a cadeia
de hidrocarbonetos para a superficie externa. Diferentemente das normais, o
tamanho das micelas reversas aumenta linearmente com a quantidade de

agua adicionada no sistema (PILENI, 2003).

(a) (b) (c) (d)

Figura 1 — Formas e autoagregados de surfactantes em solugdo. Surfactante
com forma de cone (a) resultando em micelas normais (b) e
surfactante com forma de rolha de champanhe (c) resultando em
micelas reversas (d).

Fonte: PILENI, 2003.



Essa capacidade que os tensoativos possuem de se automontar em
estruturas bem definidas tem sido aproveitada para a sintese de materiais
inorganicos com dimensdes nanométricas, pois essas estruturas sao
utilizadas como um tipo de molde para a sintese de nanomateriais
(HOLMBERG, 2004). De acordo com Pileni (1993), os agregados de
surfactantes, especialmente micelas, micelas reversas e macroemulsoes,
apresentam vantagem sobre os outros estabilizantes.

Alguns surfactantes tém sido utilizados como estabilizantes de
superficies (PILENI, 1993) e, ou, como moldes (HOLMBERG, 2004) na
sintese de nanoparticulas metalicas. Por se ligarem na superficie das
nanoparticulas metalicas, as moléculas dos surfactantes diminuem a energia
livre de superficie, controlam o crescimento e forma das nanoparticulas do
metal e agem como estabilizante contra a precipitacdo (HARADA et al.,
2009).

Tensoativos ndo idnicos ou anfifilicos sintéticos, como alcanotios
(CHEN et al., 2000) e aminas (YANG et al., 2004), tém sido utilizados como
estabilizantes na sintese de varias nanoparticulas metalicas. Além disso,
surfactantes com cargas como cloreto de cetiltrimetii aménio (CTAC)
(KAMEO et al., 2001), brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB) (CHEN et al.,
2000), cloreto de dodeciltriemetil aménio (DTAC) (TOSHIMA; TAKAHASHI,
1992), bis-(2-etilhexil)-sulfosuccinato de sdédio (AOT) (SOSA et al., 2010;
PILENI, 2003) e dodecil sulfato de sodio (SDS) (SONG et al., 2008; YANG et
al., 2007) tém sido usados como estabilizantes e moldes para a sintese de
uma variedade de semicondutores, nanobastdes e nanoparticulas metalicas.
Isso porque, quando a concentragao do surfactante selecionado € maior do
que a concentragdo critica micelar (CMC), o surfactante pode formar
micromicelas que agem como moldes flexiveis para controlar o tamanho e
formato das nanoparticulas (TAN et al., 2010).

Tem sido reportada a influéncia da concentracdo do surfactante na
forma e tamanho das nanoparticulas sintetizadas, porém houve poucos
estudos com concentragbes abaixo da CMC (TAN et al., 2010). Esses
autores, entretanto, estudaram a sintese de AgNPs, em que a forma das
nanoparticulas foi controlada por SDS em concentra¢des abaixo da CMC em

agua.



De acordo com Holmberg (2004), o numero de trabalhos utilizando
surfactantes como moldes para a sintese de materiais inorganicos aumentou
muito nos ultimos anos. E tem sido postulado que a estrutura da particula
obtida é governada pela estrutura do molde. Como exemplo, cita-se o
trabalho realizado por Pileni (2003), em que nanoparticulas de cobre sao
obtidas por microemulsdes com varias estruturas internas. Em
microemulsdées em que goticulas esféricas de agua estavam presentes,
houve o fornecimento de particulas esféricas, cujo didmetro aumentou com o
aumento do conteudo de agua. Em microemulsdes consistindo de cilindros
de agua ocorreu a formacao de nanocristais de cobre cilindricos, juntamente
com algumas particulas esféricas. Ha, no entanto, muitos exemplos de
auséncia de correlacdo entre a estrutura do molde e a forma da particula.
Outros fatores devem influenciar esse processo. A presenca de sal e anions,
em particular, pode influenciar fortemente o comportamento de cristalizagcéao
em alguns casos (HOLMBERG, 2004). A forma de nanocristais de cobre
obtidos a partir de bis-(2-etilhexil) sulfoccinato de cobre como molde mudou
drasticamente com o tipo de sal adicionado (FILANKEMBO; PILENI, 2000).
A adicdo de sal nao afetou tanto a estrutura interna da microemulsao, de
modo que o efeito ndo foi diretamente devido ao molde. O controle da
morfologia deve estar relacionado com a adsorgcédo seletiva dos ions nas
diferentes facetas durante o crescimento do cristal (HOLMBERG, 2004).

2.3. Estabilidade das Nanoparticulas

Em fase aquosa, as nanoparticulas tendem a formar agregados, por
isso, em alguns métodos de preparagéo, as nanoparticulas séo transferidas
para solventes organicos, com a finalidade de aumentar a estabilidade
(SABATINI, 2007). A estabilidade de solug¢des coloidais depende fortemente
da natureza e da magnitude da interagcao entre as particulas constituintes e o
meio. As NPs coloidais podem ser estabilizadas por repulsédo eletrostatica,
em que as NPs se repelem devido a presenca de moléculas carregadas na
superficie e estabilizacdo estérica, em que a aproximacdo das
nanoparticulas é impedida pela presenca de moléculas de cadeias longas ou
polimeros (ROCHA, 2008).



Os polimeros agem como estabilizantes ou agentes de nivelamento
de superficie. Quando as nanoparticulas sao incorporadas ou encapsuladas
em um polimero, estes paralisam o crescimento das particulas pelo controle
de sua nucleagdo (COURROL et al., 2007). Os polimeros também podem
controlar a agregacao dos atomos de metal em solugdo. Na pratica, o
processo de reducdo pode ocorrer antes ou depois da interagdo do metal
com o polimero. Quando ocorre depois, € formado um complexo entre ions
do metal e o polimero, seguido pela redugédo dos ions metalicos no polimero,
mantendo a interagdo entre eles. Entretanto, se essa redugao se da antes da
interacdo, ndo ocorre a formagado do complexo entre os ions do metal e o
polimero. Assim, o crescimento das particulas ndao sera devidamente
controlado, e o efeito protetor somente sera obtido apdés a formacdo das
particulas (PASTORIZA-SANTOS; LIZ-MARZAN, 2002).

Nanoparticulas com forma esférica sdo as mais termodinamicamente
estaveis, e varias outras formas podem ser obtidas, dependendo da
natureza do material e do processo de preparacao. Particularmente em
coloides inorganicos, particulas com varias formas (elipsoidal, cubica e de
bastbes, entre outras), podem ser obtidas. O controle do tamanho e da
distribuicao de tamanho é requerimento muito importante, pois define a area
superficial disponivel das particulas (ELAISSARI, 2008).

A formacdo de nanoparticulas pode ser explicada pelo mecanismo
proposto por La Mer (1952). Nesse mecanismo, a etapa de nucleag&o ocorre
quando os mondmeros presentes na solugdo (atomos, ions ou complexos
moleculares que formardo as nanoparticulas) alcangam concentragéo
supersaturada, também conhecida por concentragdo critica de nucleagao,
levando a formagdo de pequenos agregados chamados de nucleos ou
sementes. Apos essa etapa, a concentragdo dos mondmeros pode ficar
abaixo da concentragao critica de nucleacdo, ocorrendo apenas o
crescimento dos nucleos pré-formados pela incorporagdo de mondmeros,
sendo essa fase conhecida por etapa de crescimento. Em alguns casos,
quando a concentragcao de monémeros esta baixa pode ocorrer 0 processo
de desestabilizacdo de Ostwald, em que ha dispersao de particulas menores
e crescimento das maiores, bem como aglomeracdo e coalescéncia
(ROCHA, 2008).
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O controle do tamanho médio das nanoparticulas pode ser feito
variando-se as quantidades do precursor metalico e ligante. Para obter
muitas NPs com tamanho reduzido sdo necessarias altas quantidades de
ligante em relagdo ao precursor. Entretanto, se a quantidade de ligante
disponivel for baixa em relagcdo ao precursor, serdao formadas menos
nanoparticulas de maior tamanho (ROCHA, 2008). Particulas mais estaveis
e com menor distribuicdo de tamanho também podem ser conseguidas,
aumentando-se a massa molar do estabilizante (PASTORIZA-SANTOS; LIZ-
MARZAN, 2002). A escolha do estabilizante é critica, pois ele determina a
estabilidade, solubilidade, reatividade e, até mesmo, o tamanho e forma das
nanoparticulas durante a sintese. No entanto, os estabilizantes como
surfactantes e polimeros i6nicos ndo podem ser removidos facilmente da
superficie das particulas e inevitavelmente afetam as propriedades fisico-
quimicas delas. Assim, as aplicagdes praticas podem ser prejudicadas
devido a dificuldade de separagao do estabilizante das particulas (BALAN et
al., 2007).

Durante a sintese de nanoparticulas é desejavel obter particulas com
estreita distribuicdo de tamanhos. Para isso, € necessario que haja
separagcao temporal das etapas de nucleagdo e crescimento. Entretanto,
essa separacdo ndo € tao simples e envolve a escolha adequada dos
reagentes e do procedimento de sintese. Outro fator importante para
obtencdo de nanoparticulas com estreita distribuicdo de tamanhos é a
homogeneidade da nucleagdo, que pode ser conseguida por meio de
reducao rapida, utilizando-se agente redutor forte, com agitacéo vigorosa. A
agitacado é importante para minimizar gradientes de concentragdo (ROCHA,
2008).
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2.4. Técnicas Empregadas na Caracterizacdo de Nanoparticulas
2.4.1. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A espectroscopia de correlagdo de fotons, também conhecida por
DLS (do inglés Dynamic Light Scattering), € técnica util e versatil para
medicao in situ do tamanho, da distribuicdo de tamanho e, em alguns casos,
das formas das nanoparticulas em liquidos (PECORA, 2000; CHU, 1991),
mas néo identifica a natureza quimica da nanoparticula.

Importantes técnicas concorrentes incluem a secagem da amostra e
utilizacao de métodos de imagem como a microscopia eletrénica. Entretanto,
a secagem da amostra pode causar mudangas no sistema, como formagao
de agregados, o que pode néo refletir a natureza da espécie na dispersao
liquida. Outras técnicas de dimensionamento de solugdes liquidas incluem
espalhamento estatico de radiagao, cujo comprimento de onda € comparavel
ao tamanho da particula. Para nanoparticulas, por exemplo, isso inclui,
principalmente, espalhamento de raios-X e espalhamento de néutrons a
baixos angulos (CHU; LIU, 2000).

DLS é técnica-padrao amplamente usada em laboratérios de biofisica,
coloides e polimeros. Pode ser utilizada na rotina de caracterizagao de
particulas, bem como em estudos sobre a natureza das interagbes de
moléculas e particulas em dispersdes liquidas. Essa técnica se baseia no
fato de que a intensidade da luz espalhada de uma dispersao de particulas
em dado angulo de espalhamento é o resultado da interferéncia da luz
espalhada de diferentes particulas no meio ao atingir o detector (PECORA,
2000).

O total de intensidade espalhada em determinado angulo de
espalhamento depende das posi¢cdes das particulas. As particulas, no
entanto, estdo executando constantemente movimento browniano, o que
leva a mudancgas nas suas posi¢cdoes. Assim, a intensidade da luz espalhada
flutua no tempo. Essas flutuacbes de intensidade espalhada ocorrem na
escala de tempo que leva uma particula para mover fragdo significativa do
comprimento de onda da luz. Para extrair informacdes uteis a partir das

flutuacdes de intensidade, uma fungado de correlagao temporal € computada.
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Isso é feito geralmente usando-se correlacionador, computador equipado
com placas especiais para permitir rapido calculo em tempo real da funcao
correlagao da intensidade espalhada (PECORA, 2000).

No espalhamento de luz, a interagcdo da radiagcdo com a matéria é
dada pela interacdo do campo elétrico da luz com as cargas presentes nos
atomos e nas moléculas. A oscilacdo do campo elétrico deforma a nuvem
eletrénica dos atomos que oscila na mesma frequéncia da radiagdo. Assim,
os atomos podem ser vistos como dipolos elétricos oscilantes que atuam
como fontes de radiacdo de mesma frequéncia da radiagao incidente. Para
realizar medidas de DLS, é necessario haver contraste entre as particulas e
0 meio em que elas estédo dispersas (particulas e meio espalhando de forma
diferente). O fator de contraste no espalhamento de luz relaciona-se com a
diferenca da constante dielétrica dos meios, que esta associada com a
resisténcia de material em conduzir eletricidade ou, ainda, dos seus indices
de refracdo (DHONT, 1996).

2.4.1.1. Sistema de Equacdes para Obtencédo do Raio Hidrodinamico

Em experimentos de DLS, a intensidade da luz espalhada flutua com
o tempo, devido ao movimento browniano das particulas dispersas em meio
liquido. Para a dispersao de particulas esféricas, em meio com viscosidade
(n) e sob temperatura constante (7°), o coeficiente de difusdo (D) é
inversamente proporcional ao raio hidrodindmico R, das particulas, como
mostrado na equacéo 1, de Stokes-Einstein (CARDOSO, 2001).

KgT
= 671R, equagao 1

em que kg é a constante de Boltzmann e equivale a 1,381 x 10 22 J/K.

E possivel detectar a flutuacdo da intensidade da luz espalhada
utilizando-se janela de dimensé&o reduzida, através da qual a luz espalhada
pelas particulas alcangca o detector. Para dispersdes liquidas que contém

particulas pequenas, essa flutuacao de intensidade da luz espalhada ocorre
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com maior velocidade, pois as particulas pequenas se movimentam mais
rapidamente e passam diante da janela um numero maior de vezes dentro
de um intervalo de tempo. Assim, existe relacdo entre a velocidade da
flutuacdo da intensidade da luz espalhada e o coeficiente de difusdo das
particulas, pois as particulas menores se movimentam mais rapido que
particulas maiores, apresentando, portanto, maior coeficiente de difuséo
(CARDOSO, 2001).

As flutuacbdes sao medidas pelo calculo da fungdo de autocorrelagao

C (t) da intensidade de luz espalhada, conforme a equagao 2.

C(t):<|(to)x I(to+t) > equacao 2

em que [(ty) e I(t, + t) sdo as intensidades de luz espalhada nos instantes f
e (fo + t), respectivamente. No tempo t = 0, a intensidade de espalhamento
I(tp) é igual a I(fp + t), e a fungdo de autocorrelacdo possui valor maximo.
Com o passar do tempo, a intensidade de espalhamento em um tempo (o +
t) tera cada vez menos correlagdo com a intensidade de espalhamento
inicial, e a média sobre os produtos das intensidades, que é C (f), tende a
um valor assintético constante. Para particulas pequenas, essa funcdo de
autocorrelacao entre as intensidades diminui mais rapidamente com o tempo
do que no caso de particulas grandes.

Para particulas esféricas e monodispersas, C(f) decai

exponencialmente e é expresso pela equacao 3.
—2I't
C('[) =Ae +B equacso 3

em que A e B sao constantes e I' € a taxa de decaimento da curva
exponencial gerada pela funcdo de autocorrelagdo. O valor de T é
relacionado ao coeficiente de difusdo das particulas, D, e o vetor de

espalhamento g pela equacéo 4.
I' = Dg? 5
= D( equacéao 4
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O vetor de espalhamento é dado pela equacgao 5.
q= (421 4,)sen(6/2) equacao 5

em que n € o indice de refracdo do liquido que dispersa as particulas, 6 é o
angulo de detecgao da luz espalhada e Ay é o comprimento de onda da luz
incidente.

Um esquema simplificado do experimento de DLS se encontra na
Figura 2.

Luz Amostra
Incidente

Laser m

»-
>

Luz Espalhada

Detector

Figura 2 — Diagrama simplificado do equipamento DLS utilizado para medir o
tamanho das particulas.

2.4.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

TEM (do inglés Transmission Electron Microscopy) trata-se de
importante técnica usada na caracterizacdo de materiais nanoestruturados,
podendo fornecer informagdes subnanométricas sobre estrutura, defeitos de
materiais, composicdo quimica e porosidade, entre outros. Quando operado
no modo convencional, 0 microscépio € usado na determinagcdo do tamanho
médio e da forma das nanoparticulas, enquanto detalhes de nivel atbmico

sao obtidos pelo modo de alta resolugao (LEITE, 2003).
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A preparacdo da amostra € um ponto crucial para que a analise de
TEM seja bem-sucedida. A amostra deve ser muito fina, com poucos
nandmetros de espessura, para permitir a passagem de 50-90 % dos
elétrons (MEEK, 1976); e homogénea, para que a regido analisada seja
representativa. As amostras devem ser preparadas de forma adequada para
que ndo haja problemas de contaminagdo, alteragdo da composigao e
amorfizacdo durante o processo de preparacdo (ZANCHET, 1999). Se a
amostra encontra-se em suspensido, no caso mais simples, uma gota é
depositada sobre a pelicula de carbono amorfo montada sobre a grade de
cobre (Figura 3c). Deixa-se secar a amostra para posterior observagao no
microscopio, pois amostras umidas podem contaminar o sistema de vacuo
do equipamento (KITAJIMA, 1998).

Um esquema simplificado do microscoépio eletrénico de transmissao
pode ser visto na Figura 3ab. Nela esta representado um canh&o, que gera
um feixe de elétrons de alta energia, 100 — 300 kV (A = 0,01-0,004 nm); um
conjunto de lentes condensadoras (C1, C2 e C3), que transmitem o feixe até
a amostra; a lente objetiva, que recombina os feixes difratados e
transmitidos para a formacdo da imagem; e um conjunto de lentes
intermediarias que projetam a imagem em uma tela, ou detector. A
recombinacdao dos feixes difratados e transmitidos com diferentes
intensidades resulta na diferenga de contraste da imagem formada
(WILLIAMS; CARTER, 1994).

2.4.2.1. Microscopia Eletrénica de Alta Resolucéao (HRTEM)

HRTEM (do inglés High Resolution TEM) trata-se de importante
técnica no estudo da estrutura cristalina de NPs. A principal diferenca para o
modo TEM convencional sao a resolucao e o tipo de contraste que domina a
formagao da imagem (WILLIAMS; CARTER, 1994).

Entende-se por resolucdo a menor distancia entre dois pontos do
material nitidamente distinguivel. Em microscopio de luz, a resolugéo é cerca
de 200 nm, enquanto em microscopio de transmissdo, por volta de
0,1-0,2 nm (KITAJIMA, 1998).
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Figura 3 — (a) e (b) esquema simplificado de um microscopio eletrénico de
transmissao (WILLIAMS; CARTER, 1994) e (c) método de
preparacdo das amostras para TEM.

Para determinar o arranjo atdmico das nanoparticulas é necessario
que elas estejam bem orientadas em relacdo ao feixe de elétrons.
Entretanto, ndo € possivel controlar a orientagdo das nanoparticulas ao
deposita-las no substrato de carbono amorfo. Assim, € muito importante
observar varias regides da grade de microscopia e tentar registrar o maior
namero de nanoparticulas orientadas (LEITE, 2003). Entretanto, alguns
microscopios permitem pequeno ajuste do porta-amostras, dentro de uma
faixa de angulos que permite obter particulas orientadas em relagéo ao feixe
de elétrons.

Durante a observagcdo das nanoparticulas no microscopio de
transmissao no modo de alta resolugcdo, € comum que elas se movimentem
consideravelmente e, até mesmo, se reestruturem. Nesses casos, em que
ha efeitos de interacao entre as nanoparticulas e o feixe de elétrons, é
necessario irradiar a regido com um feixe de baixa intensidade e trabalhar

rapido. Além dessas interagdes, a degradacdo do material pode acontecer
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quando as amostras sao formadas por atomos muito leves (LEITE, 2003). A
Figura 4 mostra imagens de HRTEM e representacbes graficas de AgNPs
orientada, parcialmente orientada e desorientada com relagdo ao feixe de
elétrons. As imagens foram obtidas utilizando-se um microscépio eletrénico
de transmissdo com resolugdo de 0,17 nm (JEM-300kV do LME/LNLS)
(LEITE, 2003).

on.:‘

e

Figura 4 — Imagem de HRTEM de AgNPs: (a) orientada, (b) parcialmente
orientada e (c) desorientada; e visualizagao grafica de AgNPs: (d)
orientada, (e) parcialmente orientada e (f) desorientada com
relacédo ao feixe de elétrons.

Fonte: LEITE, 2003.

2.5. Surfactantes

Surfactantes, ou tensoativos, sdo agentes capazes de reduzir a
tensao superficial e interfacial do meio em que se encontram dispersos e
determinam propriedades como adsorcao, formacao de micelas, formacgao
de emulsdes, lubrificagcdo, capacidade molhante, solubilizagdo e detergéncia
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002). Apresentam regido apolar e outra polar ou
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ibnica e podem ser divididos em neutros ou ibnicos. Os tensoativos ibnicos
podem ser catibnicos ou aniénicos ou, ainda, anféteros, quando ambas as
cargas estao presentes no surfactante. Sdo moléculas anfifilicas, que se
associam espontaneamente em solugdo aquosa, a partir de determinada
concentragdo, formando estruturas denominadas micelas. A concentragao a
partir da qual se inicia o processo de formagao das micelas é chamada de
Concentragao Micelar Critica (CMC) que é uma propriedade intrinseca e
caracteristica do surfactante (RIZZATTI; ZANETTE, 2009). Em
concentragdes abaixo da CMC, os surfactantes estdo predominantemente
na forma de monémeros (Figura 5) (MANIASSO, 2001). A CMC depende da
estrutura do tensoativo como tamanho da cadeia do hidrocarboneto e das
condigdes experimentais, como forga idnica, contraions e temperatura, entre
outras. As micelas sdo termodinamicamente estaveis e facilmente
reprodutiveis, sendo também destruidas pela diluigdo com &agua se a
concentragdo do tensoativo ficar abaixo da CMC (PELIZZETTI,
PRAMAURO, 1985).

S é;é}b

Abaixo da CMC Acima da CMC
(Monomeros) (monomeros e micelas)

O
~O

Figura 5 — Formacéo de agregado micelar.
Fonte: MANIASSO, 2001.

2.5.1. Surfactantes Catidbnicos

Um tensoativo tipico possui a estrutura R-X, em que R é uma cadeia

de hidrocarboneto, normalmente linear, que varia de 8 a 18 atomos de
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carbono, e X é o grupo polar ou ibnico. A classificagdo em nao
iGnicos, catidnicos, anidnicos e anfoteros depende da caracteristica do grupo
X. Um tensoativo catidnico possui, em geral, a formula RnX+Y, em que R
representa uma ou mais cadeias hidrofobicas, X € um elemento capaz de
formar uma estrutura catiénica e Y € um contraion. Em principio, X pode ser
N, P, S, As, Te, Sb, Bi ou um halogénio (MANIASSO, 2001).

Os agentes tensoativos catibnicos sao aqueles que liberam carga
elétrica positiva em solugdo aquosa e sao representados pelos compostos
quaternarios de amdnia, em que a fungao bactericida € mais importante do
que a agao como detergente (ANDRADE, 2008).

Os compostos quaternarios de amoénia sao utilizados em varias areas,
como desinfecgdo ambiental, hospitalar e de superficies de equipamentos.
Em concentragdes adequadas, sao usados como conservantes de negativos
fotograficos, solugbdes oftalmolégicas, cosméticos, tratamento de madeira
contra ataque de fungos e varias aplicagbes farmacéuticas (MASSI et al.,
2003). Tanto os surfactantes anidnicos quanto os catiénicos possuem papel
importante na desinfecgao, pois podem alterar as propriedades superficiais
da superficie de adeséo e inativar células vivas (MCDONNELL; RUSSELL,
1999). Os surfactantes catidbnicos reagem quimicamente com a carga
negativa dos ions associados a parede celular. A forca eletrostatica
estabelecida entre o surfactante e a célula cria um estresse na parede
celular, causando sua lise e, consequentemente, danos a membrana pela
reacdo com os fosfolipidios que a compdem, podendo causar a morte da
célula (LUTEY, 1995).

As propriedades antimicrobianas dos surfactantes catiénicos tém sido
amplamente relatadas, entretanto seu mecanismo de ag¢ao nao € totalmente
compreendido. De acordo com Vieira et al. (2008), a parte hidrofébica
desses surfactantes fica inserida na membrana bacteriana, como
consequéncia do efeito hidrofobico. A insercdo de surfactantes com uma
unica cadeia hidrofébica através da membrana € um processo
extremamente rapido. Apds a insergdo, o surfactante pode-se translocar
através da membrana e estabilizar um equilibrio entre 0 meio extracelular e
o citoplasma. O processo de inser¢ao e a translocagao juntos ocorrem em

torno de 20 min (SAMPAIO et al., 2005), o que é compativel com o tempo
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observado de toxicidade para Escherichia coli. Quando presentes no
citoplasma, os surfactantes podem interagir com o0s componentes
citoplasmaticos e alterar suas funcbes. Em particular, os surfactantes
catidnicos podem interagir com polimeros carregados negativamente, como
DNA e RNA, os quais tém muita afinidade e formam estruturas compactas
(DIAS et al., 2005).

A interagdao dos compostos quaternarios de amdbnia com a membrana
citoplasmatica da bactéria diminui sua permeabilidade. Esses compostos
interferem na cadeia respiratdria e na sintese de ATP; quando utilizados em
concentragbes adequadas, causam extravasamento na membrana, com
liberagdo de componentes celulares e morte (DENYER, 1998; MERIANOS,
1991).

A membrana celular dos microrganismos €& composta de varias
camadas de lipideos e proteinas, dispostas em arranjo especifico, que é
chamada de bicamada, ou multicamada lipoproteica. O carater hidrofébico
da membrana celular é devido a presenca de lipideos (PRZESTALSKI et al.,
2000). A permeabilidade seletiva da membrana celular representa a principal
funcdo no controle de reagdes biolégicas no interior da célula. Assim,
qualquer interferéncia na permeabilidade da membrana conduz a grandes
prejuizos para os microrganismos, podendo leva-los a morte. A carga
positiva dos surfactantes catibnicos facilita sua interacdo com a membrana
bacteriana, que € negativamente carregada, o que lhes confere boa
atividade antimicrobiana (BRUNT, 1987).

Os compostos quaternarios de amoénia sdo largamente utilizados
como agentes antimicrobianos na area médica e de alimentos, entretanto
tem sido relatada em varios paises a selegao de bactérias resistentes devido
a exposigao continuada a esses compostos (SUNDHEIM et al., 1998). Em
bactérias Gram-negativas, a modificagdo no seu perfil de acidos graxos leva
a alteragbes na membrana externa, protegendo-as contra muitos produtos
quimicos (JONES et al., 1989). Em geral, bactérias Gram-positivas sdo mais
sensiveis aos compostos quaternarios de amdnia, porém foram relatadas
algumas estirpes de Staphylococcus que continham genes de resisténcia a
esses compostos (SUNDHEIM et al., 1998).
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2.6. Prata
2.6.1. Propriedades Antimicrobianas e Mecanismo de Acdao

A selecao de estirpes de bactérias resistentes aos atuais antibidticos
(KYRIACOU et al., 2004) € um problema sério de saude publica e, portanto,
ha forte incentivo para desenvolver novos bactericidas (SONDI; SALOPEK-
SONDI, 2004). Assim, as atuais pesquisas com nanomateriais
antimicrobianos sao particularmente oportunas (MORONES et al., 2005).
Entre os nanomateriais, as AgNPs s&o as mais promissoras devido a sua
propriedade antimicrobiana e producao econémica. A prata é conhecida ha
décadas como eficiente bactericida, ligando-se ao DNA e impedindo a
replicagéo celular (SILVER, 2003; WRIGHT et al., 1994).

Os ions prata atacam as células microbianas de maneira complexa,
atingindo varios sitios celulares, sendo o risco de selegcdo de bactérias
resistentes menor, em comparagcdo com os antibioticos (DAMM et al., 2007),
que geralmente exercem o seu efeito antimicrobiano em local especifico
(GOGOI et al., 2006).

Além da prata, outros metais pesados podem ser germicidas, como o
mercurio e o cobre, e a capacidade desses metais, especialmente a prata,
em exercer atividade antimicrobiana em quantidades extremamente
pequenas € chamada de agao oligodinamica (oligos = pequeno e dinamikos
= poder) (PELCZAR et al.,1997).

A prata, em seus muitos estados de oxidacdo (Ag°, Ag®, Ag** e Ag™"),
tem sido reconhecida como elemento com forte agdo biocida contra muitos
microrganismos. Acredita-se que a alta afinidade da prata com enxofre ou
fésforo € o elemento-chave de sua propriedade antibacteriana (LANSDOWN,
2002). Mastsumure et al. (2003) propuseram que os ions Ag”, liberados das
NPs (Ag°), podem interagir com o fosforo no DNA, resultando na inativagao
de sua replicagao, ou reagir com proteinas contendo enxofre para inibir sua
funcdo enzimatica, sendo este e o fésforo encontrados em abundancia em
toda a membrana celular (MORONES et al., 2005).

A atividade antibacteriana das AgNPs é influenciada pelo tamanho

das particulas. Assim, as AgNPs com tamanho reduzido e sem agregagao
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sdo preferiveis nessa aplicacdo, demonstrando agao contra as bactérias
Gram-negativas, aquelas com o tamanho por volta de 5 nm. Outro fator
importante € a estrutura cristalina que as nanoparticulas apresentam.
Estudos mostram que, quanto maior o numero de facetas nas particulas,
maior a sua reatividade (MORONES et al.,, 2005), sendo o tamanho e
microestrutura das NPs altamente dependentes da temperatura e
concentragdo do precursor e das propriedades de sintese (JING et al.,,
2009).

Acredita-se que o efeito inibitério dos ions Ag” é devido a adsorgdo na
parede celular carregada negativamente, desativando enzimas celulares,
destruindo a permeabilidade da membrana (PERCIVAL et al., 2005) e, por
ultimo, levando a uma lise celular e morte (SAMBHY et al., 2006; RATTE,
1999). Entretanto, o0 mecanismo de acdo das AgNPs nédo é bem conhecido
(MORONES et al., 2005).

A interacdo da prata ibnica, a qual pode ser liberada por
nanoparticulas, com grupos tiols e formac¢ao de S-Ag ou formacgao de pontes
dissulfeto, pode danificar as proteinas bacterianas, interromper a cadeia de
transporte de elétrons e dimerizar DNA (FENG et al., 2000); de forma similar,
ions prata possuem atividade antiviral pela sua interagdo com DNA e grupos
tiols em proteinas (KIM et al., 2008).

O principal problema na aplicagdo de AgNPs esta relacionado com a
sua estabilidade e prevencao da formacao de agregados, que levam a uma
menor atividade antimicrobiana (SHRIVASTAVA et al., 2007). O aumento na
estabilidade de dispersdes aquosas de AgNPs pode ser obtido por duas
maneiras. A primeira é baseada na repulsdo estérica, em que o efeito
estabilizante é conseguido com o emprego de polimeros ou surfactantes nao
ibnicos, que sdo adsorvidos na interface (KVIITEK et al., 2008). Os
surfactantes n&o ibnicos sdo adsorvidos de forma mais compacta na
superficie das nanoparticulas do que os polimeros, apresentando excelente
efeito antimicrobiano (SHRIVASTAVA et al., 2007). O segundo mecanismo é
baseado na repulsdo eletrostatica, em que a carga superficial da
nanoparticula pode ser aumentada pela adicdo do surfactante ibnico,
fornecendo uma protecao eletrostatica contra a agregagcao de umas com as

outras. As NPs sem agregacao sao capazes de interagir fortemente com a
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parede celular devido a alta energia superficial e mobilidade ndo afetada
pela formagao de agregados (KVITEK et al., 2008).

Nanoparticulas com 100 nm ou menos de dimenséao tém propriedades
fisico-quimicas unicas, como alta capacidade catalitica e capacidade de
gerar espécies reativas de oxigénio (LIMBACH et al., 2007). A prata na
forma de nanoparticulas poderia ser, portanto, mais reativa com seu
aumento de propriedades cataliticas e tornar-se mais toxica do que seu
equivalente na forma macroscépica. Além disso, presume-se que a
toxicidade é dependente do tamanho e forma (PAL et al.,, 2007), pois
particulas de tamanho reduzido (10 nm) podem passar através da
membrana celular, e 0 acumulo intracelular de nanoparticulas pode levar a
uma deficiéncia no funcionamento da célula (KLOEPFER et al., 2005;
MORONES et al., 2005).

O mecanismo de agao pelo qual as nanoparticulas sao capazes de
penetrar na bactéria ndo é totalmente compreendido, mas sugere-se que, no
caso de E. coli submetida a AgNPs, a mudanga ocorrida na morfologia da
membrana pode aumentar sua permeabilidade e afetar as propriedades de
transporte da membrana (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

Estudos realizados por Lara et al. (2010) sugeriram que o modo de
acao das AgNPs é semelhante ao modo de agéo dos ions de prata, os quais
complexam com grupos contendo atomos de enxofre, oxigénio ou nitrogénio,
que estdo presentes em aminoacidos e acidos nucleicos, assim como os
grupos tiols ou fosfatos.

Ha relatos na literatura de que as interacdes eletrostaticas entre as
cargas negativas presentes na superficie bacteriana com nanoparticulas
carregadas positivamente sao fundamentais para a atividade antimicrobiana
das nanoparticulas (STOIMENOV et al., 2002). No entanto, alguns trabalhos
tém indicado que as NPs com cargas negativas também apresentaram efeito
antimicrobiano (FAYAZ et al., 2009; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

De acordo com Sondi e Salopek-Sondi (2004), o mecanismo de
interacdo dessas particulas, carregadas negativamente com os constituintes
da membrana, ndo esta compreendido ainda, mas parece que, apesar de

possuir cargas negativas, de algum modo essas nanoparticulas interagem
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com os elementos da membrana bacteriana, provocando mudangas
estruturais e de degradagao, levando a morte celular.

Tem sido reportado que as AgNPs apresentam efeito bactericida
maior sobre bactérias Gram-negativas do que nas Gram-positivas, em razéo
da diferenga estrutural da parede celular entre essas bactérias (FAYAZ et
al., 2009; SHRIVASTAVA et al., 2007). Entretanto, a explicagdo para tal fato
nao esta totalmente compreendido.

Uma das explicagbes € que as bactérias Gram-negativas possuem
fina camada de peptideoglicano, permitindo absorgdo mais rapida dos ions
na célula (GRAY et al., 2003; SCHIERHOLZ et al., 1998). No entanto, as
bactérias Gram-positivas possuem espessa camada de peptideoglicano,
constituindo-se em cadeias de polissacarideos ligadas entre si por pequenos
peptideos, formando uma estrutura tridimensional rigida. A rigidez e as
ligacbes cruzadas tornam a parede celular das bactérias Gram-positivas
local com poucos sitios de ancoragem e de dificil penetragcado (FAYAZ et al.,
2009; SHRIVASTAVA et al., 2007).

2.6.2. Aplicagcdes das Nanopaticulas de Prata (AgNPs)

As AgNPs tém despertado grande interesse devido a sua potencial
aplicagdo como bactericida alternativo no combate de estirpes resistentes
aos antibidticos. Uma importante aplicagdo é em filtros utilizados nas
estacdes de tratamento de agua, pois as AgNPs retardam a colonizagao do
biofilme nas unidades filtrantes, aumentando sua vida util (FABREGA et al.,
2008). Sua incorporagao em membranas filtrantes também oferece nova
alternativa para o controle da incrustagc&o biolégica ou biofouling (LI et al.,
2008; PRIJCK et al., 2007), causada pelo acumulo indesejavel de
microrganismos nas membranas.

As concentragdes aquosas de Ag® sdo, entretanto, tipicamente baixas
em sistemas de tratamento de aguas residuais devido a sua forte
complexacéo com varios ligantes como cloreto, sulfeto, tiossulfato e carbono
organico dissolvido (GUGGENBICHLER et al., 1999). Como resultado, a

toxicidade da prata para microrganismos n&o é observada.
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Compostos a base de prata foram explorados por séculos devido as
suas propriedades medicinais e foram utilizados como remédios populares
no tratamento de tétano e reumatismo no século XIX e no tratamento de
resfriados e gonorreia antes da chegada dos antibiéticos no inicio do século
XX (MIRSATTARI et al., 2004). muitos estados dos EUA utilizavam solugao
de nitrato de prata a 1% nos olhos dos recém-nascidos, para prevenir
infeccdo ocular chamada de oftalmia gonorreica neonatal, sendo este
substituido posteriormente pelos antibidticos. No entanto, recentemente
houve renovado interesse pelo uso da prata. Curativos impregnados com
esse metal, por exemplo, liberam lentamente os ions prata, sendo
especialmente uteis para bactérias resistentes aos antibiéticos (TORTORA
et al., 2002).

A prata tem sido utilizada por milénios e aplicada desde em simples
estocagem de agua e leite em contéineres de prata até no uso mais
complexo, como revestimento de implantes e instrumentos médicos (LI et al.,
2008), de cateteres, embalagens para alimentos, roupas, curativos,
pomadas (LARA et al., 2010); e resinas dentarias, tratamento de
queimaduras e na medicina homeopatica, com um minimo risco de
toxicidade em humanos (LANSDOWN, 2006).

O pequeno tamanho das AgNPs (< 200 nm) no estado sdlido ou
coloidal permite maior efeito microbioldgico do que os sais de prata (ATIYEH
et al., 2007).

2.7. Teste de Inibicdo da Multiplicag&o Microbiana por Difusdo em Agar

Com a descoberta dos antibidticos e varios outros agentes
antimicrobianos, numerosos métodos tém sido desenvolvidos para testar
esses compostos contra varios microrganismos. Inicialmente, o0s
microrganismos eram incubados com os agentes antimicrobianos, e a
diminuicao de células viaveis era monitorada (TOIT; RAUTENBACH, 2000).

Muitos métodos podem ser utilizados para avaliar o efeito
antimicrobiano de um composto, entretanto os métodos nédo sdo baseados
no mesmo principio. Assim, os resultados podem ser profundamente
influenciados pela escolha do método (VANDEN BERGHE; VLIETINCK,
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1991). Os principais métodos encontrados na literatura s&o: ensaios
bioautograficos, teste de diluicdo e teste de difusdo (RIOS et al., 1988).

O teste de difusdo em agar pode ser utilizado para determinar a
atividade antimicrobiana, in vitro, de determinado material, sendo um método
adequado para estudar a sensibilidade das bactérias. O diametro do halo de
inibicdo expressa a difusdo do agente, determinando o poder antimicrobiano
do material testado (BORTOLETTO et al., 2005). Dessa forma, os testes de
difusdo em agar s&o os mais comumente utilizados em Laboratorio de
Microbiologia.

Os métodos de difusdo tém como fundamento a difusdo da
substancia a ser analisada em um meio de cultura sdélido inoculado com o
microrganismo-teste. A inoculagdo do antimicrobiano pode ser feita
utilizando discos de papel, cilindros de porcelana ou de aco inoxidavel e
pocos feitos no meio sdlido de cultura (VANDEN BERGHE; VLIETINCK,
1991). O que difere os testes de difusdo em agar € a forma como os
antimicrobianos s&o colocados na placa (RIOS et al., 1988).

A técnica de difusdo em agar € amplamente utilizada para avaliar o
efeito antimicrobiano de varias substancias. Entretanto, ao utilizar esse
meétodo, varios fatores podem se tornar fontes de erros, como composicao,
preparacao incorreta e espessura do meio de cultura, densidade do inéculo
incorreta, uso de swab com excesso de caldo para inoculacdo das placas,
temperatura e tempo de incubacdo inadequados, interacdes entre o
antimicrobiano e o meio de cultura, leitura prematura, erro na medida das
zonas de inibicdo, ou o uso de culturas mistas ou contaminadas
(SILVA,1999).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparo das Dispersdes Coloidais Contendo Nanoparticulas de
Prata (AgNPs)

Os produtos comerciais sulfadiazina de prata (SP) (Aldrich®, 98% p/p)
e brometo de dodeciltrimetii amonio (DTAB) (Sigma®, 99% p/p) foram
usados nas formulagbes das dispersdes coloidais. Para remover
contaminantes organicos, as vidrarias foram lavadas com acido nitrico
(Vetec®) 10% v/v e enxaguados com agua deionizada (Milipore). As
caracteristicas dos reagentes como formula molecular e estrutural e massa

molar se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 — Férmula molecular e estrutural e massa molar da sulfadiazina de
prata e brometo de dodeciltrimetil amonio

Reagente = Formula Molecular Formula Estrutural Ma(sgs/?nlg/llgﬂar
Sulfadiazina de C1oHgAgN,O,S Nﬁj 357,14
prata (SP) g:N SN
O .
HgN/©/ Ag
Brometo de CH3(CH3)11N(CH3)3Br (I3H3 Br 308,34
dodeciltrimetil CH3(CH2)1OCH2—[‘|\|+—CH3

aménio (DTAB) o
3
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As dispersdes coloidais contendo AgNPs foram obtidas da seguinte
forma: primeiramente, dispersdes de 15,6 mM de DTAB e 31,2 mM de DTAB
foram preparadas, o que correspondeu a concentragao critica micelar (1 x
CMC) e duas vezes a concentracdo critica micelar (2 x CMC),
respectivamente. Em seguida, foram feitas as dispersdes de 0,1 g de SP em
10 mL de DTAB 1 x CMC e 0,1 g de SP em 10 mL de DTAB 2 x CMC,
correspondendo a 1% m/v de SP em DTAB. Todas as amostras foram
preparadas utilizando-se agua deionizada. As dispersdes ficaram sob a
agitacdo constante por 3 h na temperatura entre 20 °C e 25 °C.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5804 R) a
4.000 x g por 30 min. Apds a centrifugagao, o sobrenadante foi analisado por
espalhamento dinamico de luz, espectroscopia de fluorescéncia, microscopia
eletrénica de transmissao e teste de inibicdo da multiplicacdo microbiana por
difusdo em agar. As analises também foram realizadas utilizando-se como
controles a SP 1% m/v e DTAB 1 x CMC e 2 x CMC, separadamente.

Na Tabela 2, apresentam-se as dispersdes utilizadas no experimento.

Tabela 2 — Dispersdes usadas no experimento

Dispersdes Amostra

A SP 1% miv

B DTAB 1 x CMC

C DTAB 2 x CMC

D Disperséo coloidal de AgNPs obtida pela

dispersédo de SP 1% m/v em DTAB 1 x CMC
E Disperséao coloidal de AgNPs obtida pela

disperséo de SP 1% m/v em DTAB 2 x CMC
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3.2. Medidas de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Espectroscopia

de Fluorescéncia

As analises de espalhamento dinamico de luz e espectroscopia de
fluorescéncia foram realizadas no Laboratério de Microfluidica e Fluidos
Complexos do Departamento de Fisica, na Universidade Federal de Vigosa,

em Vicosa, MG.

3.2.1. Medidas de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A analise de DLS foi utilizada neste experimento para determinar o
tamanho médio das AgNPs nas dispersdes coloidais. Para as analises de
DLS, as amostras foram filtradas utilizando-se um sistema fechado de
circulacdo, com as amostras passando por um filtro Minisart®®/CE
(Sartorius) MRS-copolimero, com uma area de 5,3 cm? e poros de 0,2 um de
diametro, para remover particulas de poeira que poderiam interferir nas
analises. As amostras foram filtradas até se observar a estabilizagao da luz
espalhada média, aproximadamente 5 min. A temperatura foi controlada em
25°C £ 1°C.

As medidas de DLS foram realizadas utilizando um correlacionador
(Turbocorr de 522 canais) e um detector (fotodiodo de avalanche,
Brookhaven Co.); como fonte de luz, usou-se laser de estado sélido de 7
mW e comprimento de onda de 678,7 nm. As medidas de espalhamento de
luz foram realizadas a um angulo fixo de 30°. O tempo total das medidas foi
de 20 min para a disperséo E e 51 min para a disperséo D.

Para realizar as medidas de DLS, foi necessario determinar a
viscosidade e o indice de refracao das amostras. As medidas de viscosidade
foram determinadas a 25 °C, utilizando-se um Redmetro com sistema
modular avangado (HAAKE MARS, Thermo Electron Corp., Germany) do
Departamento de Tecnologia de Alimentos. O indice de refracdo das
amostras foi determinado a 25 °C, utilizando-se o refratdmetro Analytic Jena
AG Abbe, model 09-2001, Germany do Laboratério Quivecom, do

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa.
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Os valores de viscosidade e indice de refragdo das amostras estao na

Tabela 3.

Tabela 3 — Viscosidade e indice de refragdo das dispersbes de DTAB 1 x
CMC + SP 1% m/v (D) e do DTAB 2 x CMC + SP 1% m /v (E)

Amostras Viscosidade indice de
(Pa.s) Refragao

1,0863 x 10 1,3330

E 1,1028 x 107 1,3350

O espectrémetro utilizado neste experimento e o laser incidindo sobre

a amostra podem ser visualizados nas Figuras 6 e 7, respectivamente.

Figura 6 — Espectrdmetro utilizado no experimento para a andlise de
espalhamento dindmico de luz (DLS).
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Figura 7 — Feixe de laser incidindo sobre a amostra no espalhamento
dinédmico de luz.

3.2.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando-se um
espectrometro modelo USB 2000 da Ocean Optics e, como fonte de
radiacédo, o LED (do inglés Light Emitting Diode) com a intensidade maxima
em 369,7 nm. As medidas foram realizadas em um ambiente fechado, para
evitar interferéncia da luz externa. A Figura 8 mostra o pico caracteristico do
LED.
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Figura 8 — Curva espectral do LED de ultravioleta.
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3.3. Microscopia Eletrénica de Transmisséo (TEM)

Parte da caracterizagado das nanoparticulas foi realizada por TEM. As
analises de TEM foram realizadas em um microscopio Tecnai — G2-20-FEl
2006, disponivel no Centro de Microscopia da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, MG.

Esse microscopio € otimizado para estudos estruturais em resolucao
atdbmica, consistindo de um canh&o com filamento termo-iénico de LaBg, com
potencial de aceleragao de 200 KV (Figura 9).

As amostras foram preparadas pingando-se uma gota da dispersao
coloidal em grades de cobre recobertas com um fino fiime de carbono

amorfo. As amostras foram observadas no microscopio apds a secagem.

Figura 9 — Microscopio eletrbnico de transmiss&o utilizado no experimento
para caracterizagao das AgNPs.
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3.4. Teste de Inibicdo da Multiplicag&o Microbiana por Difusdo em Agar

A andlise microbiolégica foi desenvolvida no Laboratério de Higiene
Industrial e Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa, MG.

A avaliagdo microbiologica foi feita pela técnica da inibicdo da
multiplicagdo microbiana por difusdo em agar, de acordo com a metodologia
descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003), com
modificagdes.

O efeito antimicrobiano das dispersdes foi avaliado contra as
bactérias Gram-positivas  Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e contra as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Klebsiela pneumoniae ATCC 10031 e Enterobacter aerogenes ATCC
13048. Para a manutencdo das culturas no laboratério, elas foram
congeladas a — 80 °C em caldo infusao cérebro e coragao (BHI) e glirerol na

proporcgao de 80:20 v/v.

3.4.1. Preparo do Meio

O agar Mideller-Hinton (Himedia®) foi preparado a partir de uma base
desidratada disponivel comercialmente e conforme as instrugcdes do
fabricante. Imediatamente apds a esterilizagdo a 121 °C por 15 min, o meio
foi resfriado em banho-maria entre 45 °C e 50 °C. Em seguida, foram
distribuidos em torno de 25 mL a 30 mL de agar em placas de Petri, para

garantir uma profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm.

3.4.2. Preparo do In6culo

As bactérias S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa e K.
pneumoniae foram ativadas por duas vezes consecutivas em caldo BHI e
incubadas a 37 °C por 18 h a 24 h. Para obter col6nias isoladas, foram feitas
estrias em placas de Petri contendo Agar-Padrdo para Contagem (PCA) e
incubadas na mesma temperatura por 18 h a 24 h. O mesmo procedimento

foi realizado para E. aerogenes, porém essa bactéria foi incubada a 30 °C.
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O indculo foi preparado fazendo-se suspensao direta, em solucao
salina 0,85 % m/v, das col6nias selecionadas da placa de PCA ap6s 18 h a
24 h de incubacdo. A suspensdo foi ajustada para que sua turbidez
coincidisse com a da solugao-padrao de McFarland 0,5, o que resultou huma
suspensao contendo, aproximadamente, de 1,0 x 10 UFC/mL a 2,0 x 108
UFC/mL.

3.4.3. Inoculagéo das Placas-Teste

Um swab de algodao esterilizado foi mergulhado na suspensao
preparada anteriormente até 15 min apos ajustar a turbidez da suspenséo do
inoculo. O swab foi girado varias vezes e apertado firmemente contra a
parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, para retirar o excesso de
inoculo.

A superficie seca da placa de agar Moieller-Hinton foi inoculada
passando-se o0 swab em toda a superficie do agar. Repetiu-se o
procedimento outras duas vezes, girando a placa, aproximadamente, 60°
cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do inéculo. Como passo
final, passou-se o swab na margem da placa contendo o meio de cultura.

Pogos foram perfurados no agar utilizando-se moldes de plastico
previamente cortados e autoclavados a 121 °C por 15 min, de forma a
padronizar o didametro da perfuragcdo em 5 mm, sendo perfurado um pogo em
cada placa de Petri.

Posteriormente, foram inoculados 30 uyL de cada dispersao-teste, em
cada pocgo. As placas foram mantidas sob refrigeracéo de 7 °C a 10 °C por
14 h para difusdo dos antimicrobianos e, em seguida, incubadas na
temperatura o6tima de cada microrganismo testado por 18 h. Todo o

experimento foi feito em duplicata.
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3.4.4. Determinagdo dos Halos de Inibicdo das Dispersdes Diante das
Bactérias Gram-Positivas e Gram-Negativas

Ap6és 18 h de incubacdo, na temperatura adequada de cada
microrganismo, os halos de inibigdo foram medidos em centimetros,

utilizando-se uma régua milimetrada.

3.5. Analise Estatistica

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial, cujos fatores foram cinco niveis de antimicrobianos e seis de
bactérias, com trés repeticdes. Uma vez verificada a significancia da
interacdo pelo teste F da ANOVA, realizou-se o desdobramento e,
posteriormente, empregou-se o teste de Duncan a 5% de probabilidade,
para comparar as médias dos niveis de cada fator estudado. Para a
realizacdo da analise, utilizou-se o software Statistical Analysis System
(SAS®), versado 9.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtencédo das Dispersfes Coloidais Contendo Nanoparticulas de
Prata

Dispersées coloidais contendo AgNPs foram obtidas neste
experimento, por um novo método de sintese. Quando a SP foi dispersa no
DTAB, observou-se a formacdo de um composto opaco de coloragao
branco-esverdeada. Apds alguns minutos de agitagdo, a cor passou para um
verde (musgo) mais escuro, mudando posteriormente para um tom
acinzentado no fim da agitagdo, como mostrado na Figura 10a. Percorrido o
tempo de agitacdo, as amostras foram centrifugadas, obtendo-se um
precipitado de coloracao cinza-escura e o sobrenadante amarelo-transiucido.
(Figura 10Db).

A mudanga de coloragao para amarelo indica a formagao de AgNPs
(GUZMAN et al., 2008; SILEIKAITE et al., 2006; SUI et al., 2006). O
sobrenadante foi analisado por espalhamento dindmico de luz (DLS),
fluorescéncia, microscopia eletrénica de transmissao (TEM) e teste de
inibicdo da multiplicagcdo microbiana por difusdo em &agar, enquanto o

precipitado foi descartado.
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(a) (b)

Figura 10 —Disperséo de sulfadiazina de prata 1% m/v em brometo de
dodeciltrimetil amonio na concentragao de 2 x CMC, apds 3 h de
agitacéo (a) e apos a centrifugagao (b).

4.2. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A analise de DLS foi importante ferramenta para mensurar o tamanho
das nanoparticulas, sendo os tamanhos médios delas de 3 + 1 nm para a
dispersdo D (menor concentragdo de surfactante, 1 x CMC) e de 2,8 +
0,4 nm para a dispersao E (maior concentragao de surfactante, 2 x CMC).

A fungao de correlacdo com o tempo da intensidade de luz espalhada
encontra-se na Figura 11. Pode-se observar, nesta Figura, que as duas
dispersdes testadas apresentaram comportamento muito semelhante. A
curva correspondente a dispersdo E esta ligeiramente deslocada para a
esquerda em relagdo a curva da dispersédo D, e isso indica que a primeira
possui nanoparticulas menores, devido a maior velocidade na taxa de
decaimento.

De acordo com Rocha (2008), quando aumenta a propor¢cao de
estabilizante em relagéo ao precursor metalico, obtém-se maior numero de
particulas de menor tamanho, o que esta de acordo com os dados obtidos
neste trabalho. A dispersao E possui particulas com diametro menor e os
resultados indicam que ha maior numero de particulas nessa dispersao em
relacdo a da dispersdo D (Figura 11), devido a menor dispersao dos dados

da fungao correlagdo, mesmo com tempo de medida menor (20 min para a
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primeira € 51 min para a segunda). Entretanto, isso pode ter sido efeito da
filtragem, uma vez que as amostras eram filtradas por cinco min antes da
medida, levando a uma diminuigdo do sinal (intensidade da luz espalhada) e
significando queda no numero de particulas. Apesar de o didmetro do filtro
(200 nm) ser bem maior em relagcdo ao diametro das particulas
(aproximadamente 3 nm), esse poderia reter as particulas devido ao

acumulo de residuos na membrana filtrante.

1,04
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0,8 . = Dispersdo D

0,64
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0,04
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Figura 11 — Funcdo de correlagdo com o tempo da intensidade de luz
espalhada pelas dispersdes coloidais contendo AgNPs obtidas
pela dispersdao de sulfadiazina de prata (SP) 1% m/v em
brometo de dodeciltrimetil aménio (DTAB) nas concentragbes de
1 x CMC (dispersédo D) e 2 x CMC (dispersao E).

As medidas de DLS também foram realizadas para as dispersdes de
DTAB disperso em agua nas concentragcdes analisadas. Porém, essas
dispersdes praticamente ndo espalharam a luz e n&o foi observado nenhum
sinal significativo de correlagdo. Isso mostra que a intensidade da luz
espalhada pelas dispersdes D e E sédo provenientes das AgNPs. Devido a

opacidade da dispersao A, nao foi possivel realizar a analise de DLS.
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4.3. Avaliacdo da Presenca de Nanoparticulas nas Dispersdes Coloidais
por Espectroscopia de Fluorescéncia

Neste experimento foi observada a emissao de fluorescéncia apenas
pelas dispersdées D e E, indicando a presenga de nanoparticulas nessas
amostras, sendo 0 mesmo ndo observado pelas demais dispersdes, que
continham apenas SP ou DTAB, ou seja, observou-se emissdo de
fluorescéncia apenas quando se tinham DTAB e SP juntos. A emissdo de
fluorescéncia foi observada aproximadamente entre 400 nm e 650 nm, com
pico maximo em torno de 480 nm, como mostrado na Figura 12. O
alargamento do pico, ou seja, a emisséo de fluorescéncia em ampla faixa de
comprimento de onda, pode indicar dispersao de tamanhos, pois a emissao
de luz em determinados comprimentos de onda esta relacionada com o
tamanho da particula.

O pico em torno de 370 nm, que foi comum em todas as amostras, € o
pico caracteristico da luz emitida pelo LED (Figura 8).

A emissao de fluorescéncia € uma caracteristica das nanoparticulas.
Estas absorvem a luz de menor comprimento de onda (maior energia) como
a luz UV, deixando os elétrons excitados. Nesse estado, os elétrons saltam
para niveis de energia maiores e quando retornam ao estado fundamental,
passando por niveis intermediarios de energia, liberam o excesso de energia
na forma de luz, que possui comprimento de onda maior (menor energia).

Em um estudo realizado por Alqudami e Annapoorni (2005), as
AgNPs dispersas em agua apresentaram pico de emissao de fluorescéncia
em 508 nm quando excitadas com luz com comprimento de onda 390 nm.
No experimento feito por Jiang et al. (2005), foram obtidos picos de
fluorescéncia em 465 nm para AgNPs, estando esses valores dentro da faixa

de emissao de fluorescéncia encontrada neste experimento.
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Figura 12 — Espectros de fluorescéncia das dispersdes de sulfadiazina de
prata (SP) 1% m/v (dispersédo A), brometo de dodeciltrimetil
aménio (DTAB) 1 x CMC (disperséao B), brometo de
dodeciltrimetil amonio 2 x CMC (dispersao C), dispersao coloidal
de AgNPs em DTAB 1 x CMC (dispersao D) e disperséao coloidal
de AgNPs em DTAB 2 x CMC (dispersao E), excitadas com luz
UV, com comprimento de onda de 369,7 nm.

4.4. Determinacdo do Tamanho e Espacamentos Interplanares das
Nanoparticulas por Microscopia Eletrénica de Transmisséo (TEM)

A formacdo de nanoparticulas foi confirmada por TEM. Pode-se
observar na imagem obtida (Figura 13a) uma nanoparticula de
aproximadamente 10,6 nm de largura e 14,0 nm de comprimento. Além do
tamanho, essa técnica possibilitou a observacao da forma da nanoparticula
e detalhes de nivel atbmico, como a disposi¢ao dos atomos. Entretanto, o
tamanho obtido por essa técnica ndo corroborou com o tamanho obtido por
DLS. A Figura 13b mostra a ordenagdo hexagonal dos atomos, que € uma
caracteristica da prata.

De acordo com Hoffmann et al. (1997), é possivel observar diferencas
de tamanho de particulas, conforme a técnica empregada na sua

determinagdo. A microscopia eletrénica fornece a imagem de uma particula
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isolada, enquanto DLS determina o raio hidrodindmico das particulas em
suspensao. Além disso, a secagem da amostra pode levar a formagao de
agregados (CHU; LIU, 2000).

As analises de DLS também foram feitas logo apds o preparo, sendo
as analises de TEM realizadas apos 24 h. Assim, o tamanho das particulas
pode ter aumentado nesse periodo de tempo, pois muitas vezes é
observada opacidade do meio apds 24 h a 48 h, que pode ser devido a

formagao de agregados.

(b)

Figura 13 —Imagem da nanoparticula de prata obtida por microscopia
eletrbnica de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM)
proveniente da dispersdo D (a), e ampliacdo da Figura 13a
mostrando ordenac¢ao hexagonal dos atomos (b).

Na Figura 14 esta representada a transformada de Fourier da
Figura 13a, onde s&o observados os picos que correspondem ao
espacamento entre os planos definidos pelos atomos. Isso revelou
espacamentos interplanares préximos a 2,3 A (ou 0,23 nm), caracteristicos
da prata na orientagdo {111} (0,2359 nm). A linha tracejada em amarelo
corresponde a posicdo esperada dos picos para essa distancia, o que

sugere que as nanoparticulas formadas sao de prata.
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Figura 14 — Transformada de Fourier (FFT do |Inglés Fast Fourier
Transformed) da imagem da nanoparticula de prata obtida por
microscopia eletrbnica de transmissdo de alta resolugao
(HRTEM) (Figura 13a).

4.5. Teste de Inibi¢cdo da Multiplicacdo Microbiana por Difusdo em Agar

O diametro do halo de inibicao das bactérias foi diferente (p < 0,05)
pelo teste F, em funcdo das dispersdes antimicrobianas e dos
microrganismos analisados. Além disso, a interagdo entre dispersdes e
microrganismos afetou o tamanho do halo de inibigdo (p < 0,05). Uma vez
verificada a significancia pelo teste F (p < 0,05), foi realizado o
desdobramento fatorial, ora fixando as dispersdes (Tabela 5), ora fixando as
bactérias (Tabela 6).

As bactérias Gram-negativas foram mais sensiveis a acdo da SP do
que S. aureus (Tabela 5). No entanto, o mesmo néao foi observado em S.
epidermidis, também Gram-positiva. A SP € um antimicrobiano de amplo
espectro, e atua como bactericida em ampla variedade de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (MODAK; FOX, 1973). A SP é o antimicrobiano
de uso topico mais popular para sistemas de liberagdo da prata, devido a
indisponibilidade de alternativas mais seguras (JAIN et al., 2009). De acordo
com Dunn et al. (2004), a liberagdo de prata € mais lenta a partir da SP do

que do nitrato de prata.
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Tabela 5 — Diametro em centimetros do halo de inibicdo dos microrganismos
pela acdo da sulfadiazina de prata 1% m/v (A), brometo de
dodeciltrimetil aménio 1 x CMC (B) e 2 x CMC (C) e das
dispersbdes coloidais contendo as AgNPs em brometo de
dodeciltrimetii aménio 1 x CMC (D) e em brometo de
dodeciltrimetil aménio 2 x CMC (E)

Halo de Inibigdo* (cm)

Bactérias A B C D E
S.aureus 1,3+£0,0 ¢ 3,9+0,09a 43+0,1a 45+06 a 46+06a
S.epidermidis 2,1+0,2 a 3405 a 3,7+10a 3,3+ 0,06 a 46+05a
E.coli 1,8+006ab 20x03 b 23+£08 b 33x1,1 a 3204 b
P.aeruginosa 19+04 ab 10+x00 ¢ 14102 b 2,7+12 a 3,101 b
K.pneumoniae 19+0,1 ab 3504 a 3,8+0,8a 39+0,7 a 29+0,8 b
E.aerogenes 1,703 b 2204 b 2,0+06 b 3416 a 29+10 b

*Média de trés repeticdes.
As médias seguidas com a mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si, pelo teste
de Duncan a 5 % de probabilidade.

O surfactante catibnico (DTAB) apresentou maior efeito
antimicrobiano sobre as bactérias Gram-positivas em relacdo as Gram-
negativas, a excecdo de K. pneumoniae. Em um estudo realizado por
Murguia et al. (2008) também foi relatado que as bactérias Gram-positivas
foram mais sensiveis que as Gram-negativas aos surfactantes catiénicos
testados. De acordo com os autores, isso € devido ao fato de a membrana
externa das bactérias Gram-negativas ser menos permeavel a compostos
anfifilicos. Além disso, esses autores verificaram que a atividade de
surfactantes catiénicos foi maior que seus homologos neutros, e isso pode
ser atribuido a alta densidade de cargas negativas da parede celular
bacteriana.

A disperséo coloidal de AgNPs obtida pela dispersdo de 1% m/v de
SP em DTAB na concentragdo 1 x CMC (dispersédo D) apresentou a mesma
eficiéncia para inibir as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Entretanto, a dispersédo coloidal contendo AgNPs obtida pela dispersao de
1% m/v de SP, em DTAB na concentragdo 2 x CMC (E), foi mais eficiente
contra as bactérias Gram-positivas. Isso pode ser devido a maior
concentracdo do surfactante catidnico na dispersao E, pois este apresenta

maior atividade antimicrobiana sobre as bactérias Gram-positivas (Tabela 5).
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AgNPs podem provocar perfuragées na parede celular bacteriana,
conforme demonstrado por Shrivastava e colaboradores (2007), usando
microscopia eletrbnica. Os surfactantes impedem a agregagdo das
nanoparticulas, aumentando sua estabilidade e também o seu efeito
antimicrobiano. Kviitek et al. (2008) demonstraram aumento no efeito
antimicrobiano das AgNPs associadas ao surfactante aniénico dodecil
sulfato de sodio (SDS). Esse aumento no efeito antimicrobiano pode ser
devido a capacidade do surfactante em aumentar a permeabilidade da
parede celular ou levar ao seu rompimento, especialmente, em bactérias
Gram-positivas.

Shrivastava et al. (2007) observaram que o efeito antimicrobiano das
AgNPs foi mais pronunciado sobre as bactérias Gram-negativas em relagao
as Gram-positivas, independentemente se eram antibidticos resistentes ou
nao. Entretanto, no estudo realizado por Lara et al. (2010) nao foi
encontrada diferenca significativa na atividade antimicrobiana das AgNPs
sobre os diferentes grupos testados (Gram-positivos versus Gram-negativos
e antibidticos resistentes versus suscetivel), sugerindo que as AgNPs
possuem efeito bactericida de amplo espectro.

Acredita-se que a alta afinidade da prata com enxofre ou fésforo € o
principal elemento de sua propriedade antimicrobiana (LANDOWN, 2002). O
fésforo € um dos principais constituintes encontrados na parede celular das
bactérias Gram-negativas, formando a bicamada lipidica; €& também
encontrado na parede celular das bactérias Gram-positivas como
constituinte dos acidos tecoicos. Assim, a prata pode apresentar acao
antimicrobiana tanto sobre bactérias Gram-negativas quanto Gram-positivas.

Observou-se neste experimento que a dispersao coloidal D, em que a
SP foi dispersa em DTAB 1 x CMC, mostrou maior agado antimicrobiana
sobre S. aureus, S. epidermidis, E. coli e K. pneumoniae (Tabela 6), quando
comparada com a dispersdao de SP em agua (dispersao A). No entanto,
verificou-se que a dispersdo coloidal E, em que a SP esta dispersa em
DTAB 2 x CMC, foi mais eficiente do que a SP (dispersdo A) sobre S.

aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa.
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Tabela 6 — Diametro em centimetros do halo de inibicdo dos microrganismos
pela acdo da sulfadiazina de prata 1% m/v (A), brometo de
dodeciltrimetil aménio a 1 x CMC (B) e 2 x CMC (C) e das
dispersdes coloidais contendo as NPs de prata em brometo de
dodeciltrimetii aménio 1 x CMC (D) e em brometo de
dodeciltrimetil aménio 2 x CMC (E)

Halo de Inibicdo* (cm)

Bactérias A B C D E
S.aureus 1,3+£0,0 b 3,9+0,09 a 43+0,1a 45+006a 46+06a
S.epidermidis 2,1 +0,2 c 34205 b 3,7+10ab 3,3£0,06 b 46+05a
E.coli 1,8+0,06 ¢ 20+03 bc 23+0,8abc 3,3+x1,1a 32+04ab
P.aeruginosa 1,9+04 bc 10£0,0 c 1402 c 27+12ab 3,1+0,1a
K.pneumoniae 1,9+0,1 b 35+04a 3,8+0,8a 39+0,7a 29+08ab
E.aerogenes 1,7+0,3a 22+04a 20+0,6a 34+16a 29+10a

*Média de trés repetigdes.
As médias seguidas com a mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.

Os resultados indicam que as dispersdes B e D, que possuem a
mesma concentragdo de surfactante (1 x CMC), apresentaram diferencga
(p < 0,05) pelo teste de Duncan na agao bactericida contra E. coli e P.
aeruginosa, sendo a dispersao D, que contém AgNPs, mais eficiente em
relagdo a dispersdao B, que ndao a contém. Entretanto, a disperséao D
apresentou o mesmo efeito bactericida da dispersao A contra P. aeruginosa.
A disperséao coloidal E, que contém AgNPs de prata, foi mais eficiente em
sua agao bactericida contra P. aeruginosa do que a dispersao C, que possui
a mesma concentracao de surfactante (2 x CMC).

Esse resultado é relevante, uma vez que P. aeruginosa é uma
bactéria ubiqua, importante patégeno oportunista em humanos e € uma das
principais causadoras de infecgdes hospitalares em pacientes com cancer,
queimaduras, fibrose cistica e em pacientes transplantados (RYAN et al.,
2001).

E. coli também é um microrganismo ubiquo, sendo o mais frequente
entre 0s microrganismos isolados no ambiente hospitalar (DIEKEMA et al.,
1999), sendo também um dos principais microrganismos causadores de
infecgbes urinarias, septicemias e meningites bacterianas em neonatais
(KAHLMETER, 2003). Além disso, esse microrganismo pode ser veiculado
por alimentos contaminados (PELCZAR et al., 1997).
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O halo de inibicao contra E. coli, utilizando-se as dispersdes A, B e D,
pode ser visualizado na Figura 15a-c, respectivamente.

Figura15 — (a) Imagem do halo de inibicdo contra E. coli utilizando-se a
disperséo A (SP 1% ml/v), (b) empregando-se a disperséo B
(DTAB 1 x CMC) e (c) usando-se a dispersao D (dispersao
coloidal de AgNPs preparada com DTAB 1 x CMC e 1 % de
SP m/v).

A dispersao coloidal E apresentou o mesmo efeito bactericida da
disperséao coloidal D, ambas contendo AgNPs, para cinco das seis bactérias
estudadas, a excecao de S. epidermidis em que a dispersao E apresentou
maior efeito bactericida (p < 0,05) (Tabela 6). Entretanto, esse maior efeito
antimicrobiano da dispersdo E em relagdo a D deve ser atribuido a maior
concentragao de surfactante na dispersdo E e ndo a presenga das AgNPs.
Isso porque a disperséo E, que contém AgNPs, nao apresentou diferenga no
efeito antimicrobiano em relacdo a dispersdo C, que possui a mesma
concentragdo de surfactante (2 X CMC) e ndo contém AgNPs, sobre S.

epidermidis (Tabela 6).
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5. CONCLUSAO

Dispersées coloidais contendo AgNPs foram obtidas neste
experimento por um novo meétodo de sintese. Este método demonstrou ser
simples e rapido, sendo realizado em temperatura ambiente e facilmente
reprodutivel, utilizando-se apenas dois reagentes, além de ndo necessitar de
equipamentos sofisticados. Entretanto, mais estudos precisam ser feitos
para tentar elucidar as reagdes quimicas envolvidas na sintese e para
otimizar o processo, buscando o maior rendimento possivel e maior
estabilidade das particulas.

Existem varias possibilidades de aplicacdo das AgNPs nas mais
diversas areas do conhecimento. Na industria de alimentos especificamente,
existe a possibilidade de se aplicar em embalagens, utensilios, superficies
de equipamentos, membranas filtrantes para tratamento de agua, filtros de
ar, entre outros, devido seu efeito antimicrobiano. Porém, existem algumas
divergéncias na literatura quanto a toxicidade das AgNPs, e isso pode limitar
seu uso tanto na industria de alimentos quanto em todas as outras areas.
Assim, mais estudos devem ser realizados para que as AgNPs possam ser
empregadas com maior seguranga e dar suporte cientifico para futuras

regulamentagdes de uso.
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