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Resumo

BERNI, E. A. Desenvolvimento de nanobiocompositos contendo nanoparticulas de prata
para aplicacdes bactericidas. 2010 112 p. Dissertagdo (Mestrado) - Instituto de Fisica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2010.

Neste trabalho de mestrado foram desenvolvidos nanobiocompositos contendo quitosana (QS)
e nanoparticulas de prata (AgNPs) para aplicacdo em matrizes poliméricas com propriedades
bactericidas. O trabalho foi conduzido em 4 etapas, sendo: 1) a primeira referente ao estudo e
escolha do melhor modo de estabilizagdo dos coldides de prata em solucdo, sendo escolhido o
modo de estabilizacdo estérica com a quitosana (QS); ii) a segunda parte estd relacionada com
um estudo detalhado da interagdo entre a QS e as nanoparticulas de prata (AgNPs) além da
otimizagdo da relagdo QS:AgNPs no nanocomposito para se obter maior a¢do bactericida; iii)
foi também proposta uma rota de sintese na qual ndo se utiliza-se o Boro Hidreto de Sédio
(NaBH4) como redutor, composto altamente reativo, sendo utilizados o citrato de s6dio e QS
conjuntamente como redutores; iv) inser¢ao do nanocomposito QS:AgNPs em uma matriz de
polivinil alcool (PVA). Foram utilizadas as técnicas de espectroscopia UV-vis e FT IR, DLS,
Potencial Zeta, MET, DR-X, ensaios microbioldgicos de MIC, ODsys e teste de halo de
inibi¢do, TGA, DSC e ensaios mecanicos. Concluimos que o uso da QS como agente
estabilizante em comparacdo ao PVA ¢ a mais indicada, devido ao maior niimero de grupos
funcionais interagindo com as nanoparticulas de prata. O poder de acdo bactericida do
nanocompdsito QS:AgNPs pode ser aumentado numa certa relagdo entre ambos, a saber 4:1
em massa. A sintese utilizando citrato de s6dio e QS como redutores mostrou a possibilidade
da obtencdo de nanoparticulas de prata pequenas, com tamanho de 2 - 5 nm com estrutura
esférica ou maiores. com tamanho de 300 nm, apresentando estruturas dendriticas,
dependendo apenas do tempo de reagdo e concentragdo de citrato de sodio. A ultima etapa
revelou a possibilidade da inser¢do do nanocompdsito no polimero PVA sem perda

significativa das caracteristicas térmicas € mecanicas do polimero.

Palvras-chaves: Nanoparticulas de prata, quitosana, nanocompositos e acdo bactericida.






Abstract

BERNI, E. A. Development of novel silver nanoparticles-based nanocomposites for
bactericidal applications. 2010 112 p. Dissertagdo (Mestrado) - Instituto de Fisica de Sdo
Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2010.

The work reported here was aimed at developing -chitosan/AgNPs based
nanobiocomposits for bactericidal applications. The studies were divided into four main steps,
viz.,: 1) optimization of the silver colloids stabilition process, in which the use of chitosan
resulted in the best stability, ii) a detailed investigation on the interactions between chitosan
and AgNPs, as well as the optimization of the chitosan :AgNPs ratio to promote the best
bactericidal effect, ii1) development of a new synthetic route without using NaBHy, in a search
for an environmentally-friendly route, and iv) incorporation of the chitosan:AgNps
nanobiocomposites in a PVA matrix for application as smart food packaging. The
nanobiocomposites were characterizaed via UV-vis and FT IR spectroscopies, DLS, Zeta
potential, TEM and DR-X. Biological essays had also been carried out, as well as tensile-
stress and thermo analyses (DSC and TGA). The best bactericidal effect was observed for a
nanobiocompostie comprising chitosan:AgNPs at a ratio of 4:1 (wt/wt). The synthetic route
employing sodium citrate as reducing agent resulted in AgNPs with average diameters of 2 —
5 nm, as well as bigger nanoparticles with diameters of ca. 300 nm, depending on the reaction
time and citrate concentration. The incorporation of the chitosan:AgNPs composites in the
PV A matrix resulted in the formation of a bactericidal composite with good mechanical and

thermal properties, suitable for applications as smart food packing.

Keywords: Silver nanoparticle, chitosan, nanocomposite and bactericidal action.
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1. Introducao

1.1 Introducéo

A intrinseca relacdo do homem com os materiais remonta a sua propria existéncia,
evidenciada pelos registros historicos das primeiras tribos. Esta relacdo também aparece na
divisdo e nomenclatura de distintas épocas historicas pelo nome de um material especifico,
como Idade da Pedra, Idade do Bronze e Idade do Ferro, entre outras. Além do mais, o uso de
novos materiais revolucionou a humanidade como um todo, nao sé no campo tecnologico e
cientifico, mas impulsionando também as areas econdmicas e sociais. As ligas metalicas,
juntamente com o carvdo, sdo Otimos exemplos dessa evolugdo, elementos chaves da
revolucdo industrial do século 18. Dessa forma, pode se entender que o estudo e busca por
novos materiais seja algo essencial para a continua evolugao da humanidade.

Dentre os inimeros materiais, o estudo e principalmente o uso de materiais na escala
nanométrica (10 m) vem ganhando cada vez mais destaque, entretanto tais materiais nio sio
tdo novos assim. Pesquisas mostram que antigos artefatos ja utilizavam nanomateriais, como
o calice de Lycurgus feito pelos romanos', esculturas e pinturas maias que continham
pigmentos azuis, provenientes de nanoparticulas (NPs) de 6xidos e metais”, ambos mostrados

nas figuras 1a e 1b, e também inumeras cerdmicas chinesas que continham NPs de ouro’.

Figura 1 - Artefatos da antiguidade que continham NPs em suas estruturas, como o Calice de Lycurgus (a) que
apresentava diferentes coloragdes em funcdo da luz refletida ou transmitida devido a presenga de
NPs metalicas. Outro exemplo sdo as esculturas Maias (b) que para a obtengdo da coloracdo azul
utilizavam como pigmento NPs oxidas e metalicas. Figuras retiradas do artigo The Lycurgus Cup -
A Roman Nanotechnology' ¢ da capa do livro De Bonampak al Templo Mayor el azul Maya em
mesoamérica’.
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Um dos fatores que torna hoje a nanotecnologia e nanociéncia um campo promissor, ¢
a atual capacidade de estudo e caracterizagao dos materiais, € também a sua manipulacao mais
fina, na escala nano, por meio de técnicas como a microscopia eletronica, espectroscopias,
difracdo de raio X, entre outras. Atualmente, efeitos como superficie plasmonica em NPs
metalicas”, possibilidade de liberagdo controlada de formacos’, aumento no poder de catélise’
e acio bactericida e bacteriostatica de nanomateriais’, sdo compreendidos de uma maneira
mais ampla tornando suas aplicagdes cada vez mais plausiveis. A descoberta de novas
propriedades, ou mesmo a melhora das propriedades ja existentes abriram também um imenso
campo de aplicagdes, tanto industriais como tecnoldgicas e cientificas. Tais possibilidades
estdo chamando a aten¢do de mercados e governos. Pesquisas realizadas pelo instituto
americano Lux Research indicam que em 2014 a 4rea de nanotecnologia movimentara cerca
de US$ 2,4 trilhoes, transformando a nanotecnologia e nanociéncia uma das grandes
revolucdes do século 21°,

Nanomateriais, por definicdo, se encontram na escala de tamanho de 1 a 100 nm9,
podendo variar quanto ao seu tamanho e forma, 4rea superficial e composi¢do quimica. Em
alguns nanomateriais, o numero de atomos estd compreendido no intervalo de 10* até 10°,
contribuindo consideravelmente para o aumento dos efeitos de superficie, que tem
porcentagem minima nos materiais em bulk. Algumas NPs, por exemplo, chegam a ter 50%
dos 4atomos na superficie, transformando os fendmenos de superficie completamente
relevantes nestes sistemas, e fundamentais para o estudo e compreensdo dos mesmos. Devido
ao tamanho reduzido, a razdo superficie/volume aumenta muitas ordens de grandeza, em
comparacao aquela observada nos materiais em bulk, aumentando dessa forma os efeitos que
ocorrem na superficie, em relagdo as estruturas em micro e macro escala. Utilizando a mesma
quantidade de material, as nanoestruturas se mostram mais reativas, motivando assim a
pesquisa destes materiais em escala nano. Outros efeitos que passam a ser relevantes sao os
efeitos quanticos, como o confinamento de elétrons e fonons, que podem ser entendidos pelo
modelo de uma particula presa em uma caixa, na qual ocorrem bandas discretas de energia.

Motivados pelo aumento da reatividade dos materiais em nanoescala e baseados no

10, 11, 12

conhecimento da prata como agente bactericida inameros pesquisadores desenvolvem

13

nanoparticulas de prata (AgNPs) para aplicacdes bactericidas” Coloides de prata

apresentam agdo contra uma gama enorme de microorganismos'®, como E. coli'’, S. aureus'
13, 14 12 .12 12 11 .

, E. fuecium®, Tuberculosis'*, S. pneumoniae *, V. cholera . Adicionalmente, os
microorganismos nao apresentam aparentemente resisténcia as AgNPs, mesmo através de

mutacoes, método pelo qual ocorre a resisténcia contra a maioria dos antibidticos. Desta
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forma, o uso de AgNPs se faz uma 6tima alternativa para a manufatura de materiais com agao
bactericida.

As AgNPs podem ser obtidas através de rotas quimicas simples, na presenga ou nao de
um polimero estabilizante. O uso da quitosana (QS), por exemplo, se faz interessante, pois ela
também apresenta ago bactericida'® aumentando assim a a¢do do nanocompdsito.

Nesse trabalho, apresentamos o desenvolvimento e estudo de nanocompdsitos
formados por AgNPs estabilizadas por dois polimeros: o polivinil dlcool (PVA), e a QS. Foi
realizado um estudo detalhado acerca da caracterizagdo destes compositos, especialmente com
vistas a sua estabilidade, o que ¢ ainda um forte limitante para suas aplicagdes. Além disso, 0s
nanocompositos foram avaliados contra o microorganismo FE.coli, apresentando 6tima agao
bactericida. A possibilidade de aplicacdo destes nanocompoésitos como aditivos em materiais
de embalagem também foi avaliada, sugerindo possiveis aplicagdes destes nanocompdsitos

em dispositivos bactericidas em embalagens inteligentes.
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2. Revisao Bibliografica
2.1 Nanoparticulas

Mesmo com uma grande gama de nanomateriais existentes, ainda € possivel, por meio
da manipulacdo de sua morfologia, alcancar novas aplicagdes e efeitos. De maneira geral
pode-se classificar os nanomateriais em relagdo as suas formas em trés estruturas bésicas 1) 0-

D, i) 1-D e iii) 2-D, como mostrado na figura 2.

(a) (b) (c)

Figura 2 - Representacdo das estruturas bases que as NPs podem formar, (a) estruturas esféricas e de tamanho
reduzido 0-D, (b) estruturas com simetria cilindrica com pelo menos o didmetro na escala nano 1-D ¢
(c) filmes ou discos de diferentes formas sdo pertencentes as estruturas 2-D.

As particulas com estrutura 0-D sdo isotropicas, apresentando forma esférica ou com
multiplas facetas, classificadas em NPs esféricas com o tamanho variando de 1 - 100 nm, ou
pontos quanticos. Ambas podem ser compostas por 0xidos, polimeros, ou metais e suas ligas.
Dentre as NPs mais classicas e estudadas estdo as nanoparticulas de ouro (AuNPs) usadas
como marcadores bioldgicos'®, AgNPs, utilizadas como agente bactericida'?, nano-6xidos

¥ elou as NPs

como o diéxido de titdnio (TiO,) usados como fotocatalisadores'”
ferromagnéticas empregadas, por exemplo, no tratamento de células cancerigenas'’. Os
pontos quanticos sdo nanocristais esféricos de 1 - 10 nm, geralmente possuindo um ntcleo
semicondutor, como CdSe ou podem ser compostos também por metais e suas ligas™. Ambas
as classes acima possuem o efeito de confinamento quantico. Entretanto, os pontos quanticos
tétm este fendmeno mais sobressalente, proporcionando assim caracteristicas Opticas e

ALl ;. 21 r ~ A .
eletronicas unicas”. Um exemplo ¢ a absor¢do e florescéncia fortemente dependentes do

tamanho.
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Os materiais 1-D s3o anisotrdpicos, apresentando formas alongadas. Como exemplos
estdo os nanotubos, de carbono ou metalicos, e os nanofios e nanobastdes™. O comprimento
do eixo assimétrico pode atingir até micrometros, enquanto seu didmetro deve se encontrar na
escala nanométrica. Tais estruturas propiciam caracteristicas especiais. Os nanotubos de
carbono apresentam elevada condutividade elétrica e resisténcia elastica, diferentemente do
grafite, apesar de que em ambos, o carbono apresenta uma estrutura hexagonal. Os nanofios e
as NPs podem ser 6xidos ou metélicos. Modificacdes na estrutura de AuNPs, que foram
transformadas em nanofios, propiciaram o surgimento de um pico de absor¢do adicional em
700 nm*, devido & estrutura anisotropica que gera multipolos.

Os materiais 2-D sdo também anisotropicos, entretanto com uma simetria planar,
podendo apresentar formas de nanodiscos®*, nanoprismas triangulares ou hexagonais e filmes
finos. Tais materiais apresentam caracteristicas bem especificas.

Com uma variedade tdo grande de nanomateriais e estruturas, era de se esperar
também uma grande diversidade de métodos de obtengdao dos mesmos, o que de fato ocorre.
Sdo inimeros os métodos de produ¢do de nanomateriais, divididos em métodos fisicos (top
down) como nanolitograﬁa%, co-evapora<;5026, sonélise”, ablacao a laser”® entre outros, €
métodos quimicos ou coloidais (bottom up), nos quais as NPs sdo formadas atomo a atomo,
ou molécula a molécula. Exemplos sdo os métodos com femplate™, sol-gel®, poliol®',
microemulsdo™” e a sintese quimica em sistema bifasico>>. Nos métodos bottom up miltiplos
processos ocorrem simultaneamente, como nucleagdo, crescimento e aglomeragdo de
particulas, os quais serdo discutidos mais detalhadamente, uma vez que o método de sintese

quimica foi adotado neste trabalho.

2.1.1 Nanoparticulas metalicas

o . ~ 4 .
Dentre as NPs metalicas mais estudadas estdo as AuNPs e AgNPs3 +33:36 0 interesse
por estes metais se encontra em suas caracteristicas intrinsecas, como estabilidade quimica,

condutividade elétrica e alta atividade catalitica™ *" **

e as caracteristicas referentes as NPs,
como interacdo com a luz por meio da banda plasmdnica, tendo assim um grande interesse de
seu uso em nanoeletronica ¢ area médica. Com relagdo as AuNPs, o interesse se concentra

principalmente na constru¢io de biossensores™, por apresentar 6tima interagio com grupos
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nitrila (-CN), tiol (-SH) e amina primaria (-NH,)*, presentes em diversas biomoléculas, além
de uma estabilidade superior as outras NPs metalicas, como as de prata. Entretanto, apesar das
AgNPs sofrerem oxidagdo mais facilmente que as AuNPs*!, seu estudo se faz tdo intenso

114,42 o ua relativa facilidade em

quanto, motivado principalmente por seu efeito bactericida
formar estruturas pouco convencionais, como nanoprismas*, bem como a possibilidade de
controle de novas morfologias por meio de irradiacdo de ondas eletromagnéticas (EM) na
faixa do Ultravioleta - visivel (UV - vis)*.

A primeira sintese documentada de NPs metalicas foi realizada por Faraday45. Desde

X i . . . 28, 46, 4
entdo, inumeras rotas de sintese tem sido sugeridas e efetuadas™ ** ¥/

, para ambos os metais
prata e ouro, em busca de uma menor dispersao da morfologia, novas estruturas, ou o uso de
reagentes e rotas mais amigaveis ao meio ambiente. Nesta busca, em particular para as
AgNPs, foram utilizados inumeros precursores como iodeto de prata (Agl)*’, perclorato de
prata (AgClOy), tetrafluorborato de prata (AgBF4), hexafluorfosfato de prata (AgPFs) e nitrato
de prata (AgNO;3)*’. Em estudo realizado por Patakfalvi, Viranyi e Dakény, foi visto que os
precursores AgClO4, AgBF4, AgPFs tinham uma répida reacdo inicial para a formagdo das
NPs. Entretanto, depois de 10 min, a velocidade sofria consideravel diminui¢do. Por outro
lado, o AgNO; possuia uma reacao lenta e constante. Sendo assim, neste € em muitos outros
trabalhos 0 AgNO; ¢ o sal adotado, j& que com uma reagdo mais lenta e constante, a
morfologia pode ser melhor controlada por meio dos fendmenos de nucleagdo e crescimento
das particulas.

Dentre as iniimeras rotas de sintese existentes, a mais convencional e interessante ¢ a
que usa agua como meio reacional®” ** °* ! 32 Nesta rota de sintese sdo obtidas NPs em
forma coloidal, contendo particulas com dispersdo de tamanho entre 10°m até 10°m'> *.
Basicamente, os coléides de prata sio solugdes contendo tanto AgNPs, quanto seus fons™,
com a presenca ou nao de algum estabilizante. Os coloides de prata foram muito utilizados no
periodo de 1910 - 1920, revelado pelo sucesso do livro de Alfred B. Searle de 1920 sobre tal
tema. Entretanto, ha documentos que datam seu uso desde 1800'%. O principal uso dos
coloides de prata estava ligado a 4rea médica, principalmente na manufatura de medicamentos
como o Lunar Caustic, ministrado a pacientes com distarbios nervosos, Silver Arsphenine
para sifilis, e até o uso de coloides de prata no combate a resfriados comuns™*. Mesmo hoje,
inimeros produtos que contém prata sdo comercializados, dentre eles podemos citar o tecido

Leggerissimo® da Santaconstancia Tecelagem, o desodorante Nivea Silver Protect, a pomada

para queimaduras Silvadene, e até equipamentos da chamada linha branca, como maquinas ¢



-30-

geladeiras da Samsung, todas possuindo ions ou AgNPs em sua composi¢do, € com 0 mesmo
intuito de inibir a proliferacdo de microorganismos.

Vislumbrando-se a potencial a¢do bactericida dos coldides de prata, outros coloides
foram estudados, resultando na seguinte escala de toxicidade contra microorganismos: Ag >
Hg > Cu > Cd >Pb > Co > Au > Zn > Fe > Mn > Mo > Sn™. O primeiro estudo registrado da
acdo bactericida da prata foi conduzido pelo suico Karl Wihelm Von Naegeli em 1893, sobre
células eucariotas e procariotas, com a prata na forma iénica’>. Von Naegeli quantificou que
9,2 nM de ions de prata eram suficientemente toxicos para algas. Conjuntamente, outro fator
interessante ¢ a baixa toxicidade da prata em células animais®.

A acdo bactericida da prata cobre uma ampla gama de microorganismos, como
bactétias Gram positivas/negativas'', exemplificando: E. coli'%; S. aureus' > '*; E. fuecium'?;
Tuberculosis'?; S. pneumoniae' e V. cholera®. Até mesmo a agio antiviral foi observada.
Wai-Yin Sun et al. mostraram recentemente que concentragdes de 50 uM de AgNPs sdo
suficientes para inibir a replicacdo do virus HIV-1. Testes realizados pelo mesmo grupo
revelaram também a menor atividade das AuNPs para o mesmo fim, cerca de 6 a 20 % abaixo
das apresentadas pelas AgNPs. Outro ponto foi o estudo e comprovag¢do da interacdo da
albumina humana com as AgNPs, contudo, mesmo com tal interagdo, a atividade antiviral foi
mantida®’.

Contudo, existem alguns poucos organismos que sdo resistentes a acdo da prata,
encontrados principalmente em minas deste mineral, como C. freundii, P. mirabilis, E.
cloacae ¢ K. pneumoniae™. Possivelmente esta resisténcia seria proveniente da producio de
proteinas que agiriam como quelatos, complexando a prata ou outros metais pesados no
interior das células, diminuindo assim sua toxicidade®®. Existem também organismos capazes
até mesmo de sintetizar AgNPs por a¢io enzimatica (P. fungi’’) ou por reducio extracelular
(F. oxysporum), ou por outro lado, realizar a degradacdo das mesmas, como a bactéria C.
violaceum'",

Com base nesta acdo bactericida, diversos estudos utilizando AgNPs como

710,11, 12, 14, 42, 55, 57, 61, 62 e tantos outros estdo em andamento.

antimicrobianos foram realizados
Morones et al.'’ observaram que concentragdes de 75 pg.mL" de AgNPs sdo suficientes para
inibir o crescimento de P. aeruginosa, V. cholera, E. coli e S. typhus. Embora se conheca
muito bem o efeito bactericida da prata, seu modo de a¢do ainda permanece parcialmente
obscuro. Porém ja se sabe que a acdo da mesma estéd relacionada com a forma na qual ela se

ool
encontra; bulk, NPs ou ions .



-31-

Com relacao as NPs, a acdo esta fortemente ligada ao seu tamanho, demonstrando
maior reatividade as NPs menores de 5 - 10 nm“, ou até mesmo clusters atomicos de 0,4 - 2
nm, os quais podem aumentar em muito a ago bactericida®. NPs de até 100 nm podem ser
encontradas tanto no interior das células como em suas membranas, sendo que a interagdo
com aglomerados maiores nio foi observada''. A interagdo das AgNPs com as membranas se
da pela grande afinidade de grupos que contenham nitrogénio, enxofre e fosforo' %, e uma
interagdo mais branda com o grupo hidroxila (OH)®. Basicamente, as AgNPs na membrana
agem impedindo a respiracdo celular, e no interior da célula interagem com o DNA,
impedindo a sua replicagio''. Além do tamanho das NPs, sua estrutura cristalina se faz
importante para a acao bactericida. Amostras com estrutura cristalina de {1,1,1} sd3o mais
reativas que as demais, devido ao numero maior de atomos de prata expostos''. A agdo das
AgNPs se difere da agdo de seus ions, que se caracteriza pelo desenvolvimento de uma regiao
de baixo peso molecular no centro da bactéria, a qual se acredita que seja formada por
proteinas produzidas pela bactéria, a fim de complexar os ions de prata™.

Ressalta-se, porém, que as biomoléculas que compdem os microorganismos sao as
mesmas que compdem OS oOrganismos superiores, como oS seres humanos.
Consequentemente, ¢ de se esperar que também ocorra interacdo das NPs metéalicas com
células humanas. A ingestdo em altas concentracdes de AgNPs pode gerar problemas
neuroldgicos, nos rins, indigestdo, dores de cabega e a Argyria, patologia que pode ocasionar
o azulamento da pele®. Contudo deve se verificar se a causa das patologias est4 relacionada
principalmente aos ions ou as AgNPs. No século 19, o uso intenso de coldides de prata se
dava por meio de um produto conhecido como Colloidal Silver Protein (CSP), existindo em
duas formas: 1) o CSP mais brando, com uma concentra¢do de 19 - 23 % (massa/volume) de
prata e baixa ionizagao, € ii) um tipo mais agressivo, com uma concentracdo de 7,5 - 8,5 % de
prata e alta ionizagdo. O coldide brando causava minima irritacdo e boa ag¢ao bactericida, ja o
coloide agressivo causava uma maior irritagdo € acdo antimicrobiana duvidosa®.
Adicionalmente, ndo pode ser generalizado que a ingestdo e/ou contato com qualquer
quantidade de prata seja prejudicial, e deve ser evitado a todo custo. Segundo a Enviromental
Protection Agengy-USA (EPA), doses de 5 pgKg'/dia de prata sio aceitaveis com
improvaveis riscos para a saude, sendo a dose limite de 14 pg.Kg'/dia. Uma pessoa com um
peso de 70 Kg em uma dieta regular pode consumir até 90 pg/dia de prata™, sendo que a prata
pode ser encontrada em inimeros alimentos como trigo (0,3 ug.g™), cogumelos (centenas

ng.g), e leite (27-54 pg.g')*™.
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Impulsionado com o descobrimento dos antibidticos e sua progressiva introducao no
uso medicinal, os coldides metélicos foram progressivamente descartados. Todavia, cada vez
mais as bactérias se tornam resistentes aos antibidticos disponiveis no mercado, for¢ando
assim a procura e sintese constante de novas drogas, que muitas vezes também apresentam
efeitos colaterais, ¢ além do mais, na maioria dos casos ndo acompanham a velocidade de
imunogenicidade dos virus e bactérias'?. Na busca por novos medicamentos ou materiais
antimicrobianos, os coldides de prata voltam novamente a despertar o interesse da
comunidade cientifica. Nesta linha, inimeros trabalhos sobre nanocompositos contendo prata
tém sido publicados, sendo o foco principal a inibi¢do de bactérias como a E. coli e S. aureus,
entre outraséo, além de rotas de sintese mais brandas ao meio ambiente*® e maneiras de se

obter uma maior estabilidade das AgNPs.

2.2 Sintese Coloidal

A sintese coloidal ocorre em meio liquido, sendo uma boa maneira de se produzir NPs,
ela também ¢é conhecida como sintese de precipitacdo. Nesta rota de sintese ocorrem os
processos de nucleagdo, crescimento e aglomeragdo, sendo que nenhum destes ainda ¢
completamente elucidado, devido a dificuldade de se isolar cada um durante o processo. A
teoria envolvida nessa rota ndo serve apenas para explicar a formagao de NPs, mas também a
transicao de fase liquida para so6lida de qualquer material, sejam eles metalicos, poliméricos
ou ceramicos. A obtencdo de NPs, bem como as propriedades de muitos materiais em bulk,
como dureza, ductilidade, resisténcia mecénica, entre outras, se da por meio do controle
destes processos.

Para o entendimento da formagdo de NPs sdo usadas duas abordagens distintas, uma
relacionada a termodindmica, e outra relacionada a cinética dos processos de nucleacdo e
crescimento. Na fase liquida, os 4tomos ou particulas, devido ao movimento Browniano,
sofrem inumeras colisdes uns com o0s outros, envolvendo simultaneamente milhares de
particulas, veja inset da figura 3. Tais colisdes produzem agrupamentos momentaneos com
certo grau de ordenacdo. Dependendo do raio de tal agrupamento, conhecido como cluster,
este pode se re-dissolver, ou vir a evoluir em particulas, ou um so6lido. Esta dependéncia ¢

determinada por fatores termodindmicos, como temperatura de fusdo e a energia livre de
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Gibbs. A figura 3 ilustra os fendomenos de formacao das NPs como nucleacao, crescimento,
ripening de Ostwald e aglomeracdo em fun¢do do tempo de reacdao. Os clusters em escala
nanométrica aumentam de tamanho pelo incremento de novas particulas, enquanto a perda das
mesmas ocasiona sua dissolugdo. Tais clusters constituem os nticleos, nos quais a estrutura da
NP, ou nova fase, ira ser formada.

Crescimento de coléides monodispersos

Formacdo das nanoparticulas
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Figura 3 - Diagrama dos diferentes estagios do processo de formagdo de NPs em fungdo do tempo de reag@o.
Também é mostrado o modo de crescimento dos cluster devido as intimeras colisdes oriundas do
movimento Browniano. Figura retirada da Tese de Doutorado da Dr. Marcela Oliveira®’.

Os produtos gerados na sintese coloidal sdo geralmente espécies pouco soluveis,
formadas sobre condigdes de supersaturagdo. O maior controle sobre a solubilidade e
supersaturagdo resulta em um maior nimero de nucleos, e consequentemente NPs menores,
com uma menor dispersdo de tamanho. Contudo, processos secundarios podem se tornar
importantes como o ripening de Ostwald, que ¢ o consumo das particulas menores pelas
maiores, e/ou a aglomeragdo, afetando drasticamente o tamanho final das NPs%. Na grande
parte das sinteses coloidais, a condi¢ao de supersaturacao ¢ atingida por meio de uma reacao
quimica, como redu¢do (NPs metélicas) ou hidrdlise (NPs de 6xidos), entre outras. Portanto,
variaveis de reacdo como molaridade entre reagentes, ordem da adi¢do, temperatura e
velocidade das reacdes afetam diretamente a morfologia das NPs®” 7°. Os processos de
nucleacdo e crescimento de cristais sdo os mecanismos que controlam o tamanho e
distribuicdo das NPs. A precipitacdo ¢ iniciada pelos cristalitos formados na fase de

nucleacdo, subseqilientemente ocorre a agregacdo de tais cristalitos, etapa de crescimento.
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Vale ressaltar que ambas as etapas podem coexistir, entretanto o crescimento s6 ocorre depois
da etapa de nucleagao.

Na abordagem relacionada a cinética do processo de nucleagdo tomaremos a seguinte
reacdo de adicdo como exemplo:

XAl gy + YBlagy = AxBy (1)

No equilibrio teremos:

Kps = (aa)*(ap)” (2)

Que é o produto de solubilidade, Ky, € as respectivas atividades dos fons 4" ¢ B em
solucdo. A supersaturagao, S, nesta abordagem ¢ dada por:

S =a4ap/K,s ou §S=C/Ce 3)

No qual C ¢ C,q sdo as concentragdes do soluto na saturagdo e no equilibrio,
respectivamente. A diferenga AC = C — C,, € muitas vezes referida como driving force para a
precipitagdo, presente também na abordagem termodindmica. O raio critico dos nucleos
formados, segundo tal abordagem, ¢ dado por:

r*=a/AC 4)

No qual o termo a é dado por a = (205, /kTInS)vC,, sendo dgg; a tensdo superficial
na interface sélido-liquido, v o volume atdomico do soluto, k a constante de Boltzmann, T a
temperatura absoluta e C,, a concentracao do soluto na dilui¢do infinita. A formagdo ou nao
dos cristalitos é determinado pelo raio critico, particulas com r = r* s3o as particulas de raio
critico, as com r < r* s3o ditas embrides, e serdo dissolvidas, j& as particulas com r > r* sdo
ditas nucleos, ¢ continuardio a crescer’ . A energia de ativagdo para a formagdo do nacleo é
dada por’*:

AGytivacao = 16m0g,*v? /3k*T?In*S (5)
Neste caso, o numero de nucleos, N*, formados com o tamanho do raio critico na

condicao estacionaria é:
N = L0 = dexp[—(MGarivacao) /K] (6)
Com A sendo um fator pré-exponencial que geralmente assume valores entre 10> a
10 s'.m™. Outra forma de se escrever o niimero de niicleos ¢ com respeito ao grau de
supersaturagdo, que neste caso ¢ dado por:
N* = Aexp(—16mag,3v?/3k3T3In%S) (7)
Revelando a dependéncia de N* com S. A flutuagdo no nimero de nucleos ¢

negligenciavel até certo valor de S. Quando uma supersaturacao critica € atingida, a nucleacao



-35-

passa a ser extremamente rapida. Dessa forma, para o aumento no niumero de nucleos deve-se
aumentar o grau de supersaturacdo’'. A equacdo 7 revela também que o nimero de niicleos é
aumentado pelo aumento da temperatura, uma vez que com esse comportamento a energia de
ativacdo da reacdo quimica ¢ diminuida.

Outro fator importante durante o processo de crescimento das particulas ¢ a difusdo,
podendo ser um fator limitante para todo o processo. Dessa forma, a presenca de gradientes de
concentragdo e/ou temperatura sdo extremamente importantes na sintese de NPs.

Com base na abordagem termodindmica, assim como na abordagem dinamica, ambas
as etapas nucleagdo e crescimento de cristais coexistem, sendo que a nucleagdo ¢ sempre a
precursora. Dependendo das condi¢des, uma das etapas pode ser predominante sobre a outra,
sendo entdo obtidos cristais com tamanhos e formas distintas.

Numa abordagem termodindmica para a nuclea¢do, os nucleos de raios criticos
possuem mais energia que o seu proprio bulk com a mesma massa e fase, devido ao aumento
de sua relagcdo superficie/volume. Uma vez que a Unica maneira de se obter NPs passa
necessariamente pela formagdo dos nucleos, a sintese das mesmas s6 ocorrera em sistemas
supersaturados ou resfriados, devido a maior probabilidade de colisdes e da diminui¢do da
energia do sistema respectivamente. De maneira geral, o equilibrio entre os nucleos e todo o
sistema ¢ instavel, podendo, a partir de certo raio critico, ocorrer o crescimento de uma nova
fase ou formagao de NPs, ou sua dissolucdo. Em outras palavras, a diminui¢do ou aumento do
raio das particulas em torno do raio critico da inicio, ou ndo, ao processo de nucleacao.
Portanto, mudancgas termodinamicas que alterem a energia interna geram também mudangas
no raio, € consequentemente levam a ocorréncia de transformagdes. De modo geral, a energia
da formacao das particulas ¢ governada pela energia dos nucleos. Felizmente, a nucleacao ¢
um dos raros exemplos de processos em que a energia de ativagdo pode ser calculada
completamente em base da termodinamica fenomenoldgica. Esse tratamento foi feito por
Volmer e Weber em 1926, e sera apresentado a seguir.

Para se melhor entender o nucleo critico e o ambiente em que as fases estdo em
equilibrio, tomaremos um nucleo qualquer em um sistema supersaturado/resfriado. Seja n o
nimero total de moles em todo o sistema dado por:

n=n+n"+n" (8)

No qual n' e n"” sdo os numeros de moles da fase inicial (ions) e nova fase (atomos no
interior das particulas) respectivamente e n"’ € o excesso remanescente referente a superficie
do nucleo. Essa simples andlise termodindmica ¢ possivel, pois o sistema real da interface

nucleo/ambiente ¢ tomado como uma geometria imaginaria de superficie, chamada driving
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surface. Nesta analise, a superficie do nlcleo referente a n'” pode estar em qualquer posicao,
dentro do bulk (interior das particulas formadas) da nova fase, ou dentro da fase atual, ou até
mesmo na interface das duas. Assim, pode assumir valores positivos, negativos ou nulo. Este
tratamento ¢ somente valido para sistemas de uma componente. Para o valor nulo da driving
surface temos uma superficie equimolecular, sendo possivel tomar o tratamento do sistema
como um sistema com 3 fases distintas. A partir da energia de Helmholtz, que é a soma de
todas as fases (fase inicial - nova fase - fase de superficie). Impondo o ponto de minimo da

energia livre de Gibbs encontramos que as condi¢des de equilibrio sdo:

P'=p 9)
w @) =u"(@)=u" (10)
" d
P —p= ;4’,, (11)

Concluindo que a pressdo externa ¢ igual a pressao da fase inicial, o potencial quimico
¢ 0 mesmo para todas as fases, e a pressdo da nova fase depende da energia superficial, ¢.

Tomando os nicleos como esferas isotropicas, temos que a energia superficial é dada
por: ¢ = 4nr?og;, e o volume do nucleo dado por V' = 4/3 mr3. Substituindo na equagio

11 obtemos:

20

p-p=7+ (%)S (12)

3r

Esta ¢ uma generaliza¢do da conhecida equagdo de Kelvin. Quando (das,/dr)s =0
temos um caso particular chamado tensdo de superficie. Este termo s6 se faz necessario
quando mudancgas no raio de curvatura sdo introduzidas na teoria de nucleagdo, ou seja, os
nucleos ndo sdo mais esferas isotropicas.

Sobre condigdes isobdaricas e isotérmicas, a diferenca de energia livre de Gibbs para a
formagao do nucleo ¢ dada por:

AG(n") =G, — Gy = F, — Fy +p(V, = 1) (13)

Os indices 1 e 2 se referem aos estados inicial e final, respectivamente. Efetuando as

devidas substituicdes concluimos que:
AG=¢' =@ =PV (4
Substituindo pela equagdo 12 obtemos que:

46°=¢ = () yer (1)

Utilizando uma aproximacao plana para a interface, na qual og; ¢ constante temos que:

”2 d * 2
p=bv" e ($2) =22 (16)
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Assim temos finalmente que a energia livre para nucleos esféricos devido a sua
superficie é:

AG* = 4mr*2aoyg, (17)

A energia referente a formagao da particula somente cresce. Entretanto, a variacao
total de energia livre associada a formacao de uma particula ndo corresponde somente a parte
da tensdo superficial, ha também a componente devido a mudanga de fase e potenciais
quimicos de ambas as fases em andlise, os quais geralmente sdo representados como energia
por volume, AGy. Portanto, podemos escrever que a energia livre de Gibbs para um sistema

em formacao de ntcleos em condigdes isobdricas e isotérmicas ¢ dada por:
AG = %nr3AGV + 4nrio (18)
A figura 4 representa a variacdo da energia livre de Gibbs. Pela andlise do gréfico

vemos que ha um ponto de maxima energia. Neste ponto sdo determinados o raio € a energia

critica que o nucleo pode assumir, dados por:

" 20 __16ma?

= Tae ¢ Aleritico = 37 (19)

Como na abordagem dinamica, particulas com raio r = r* sdo nucleos criticos,
particulas com r < r* sdo embrides, ¢ particulas com r > r* sdo nucleos, que diminuirdo sua
energia por meio da adesdo de atomos, aumentando o seu tamanho. A barreira para a

formagdo do nucleo critico ¢ representada pela quantidade AG .y j¢ico-

Energia Total
i 7 Energia de superficie]
e + Energia de volume
=]
o
]
T AGH
o |
=
2
— *
= r
o0
=
0]
& 4
L -
T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Raio do nucleo (unidades arbitrarias)

Figura 4 - Varia¢do da energia livre de Gibbs no processo de nucleacdo homogénea. A curva vermelha é
referente a energia superficial dos ntcleos, a curva azul corresponde a diferenga de energia das
fases enquanto a curva verde ¢ a soma de ambas sendo a energia livre total relativa ao sistema.

Assumimos que na fase condensada AGy, = AH, — T ASy,, na solidificacdo AG, = 0, e

que em ambos a entropia e entalpia sdo independentes da temperatura proximo do ponto de
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fusdo, Tr. Desse modo ASy, = AHy, /T € podemos reescrever AGy, = AHy, (;ﬁ) que ¢ uma boa
f

aproximagdo para esta faixa de temperatura em questdo. Onde AT =Ty —T. Com essa

simples aproximagao conseguimos escrever tanto o raio como a barreira critica do nicleo em

funcdo da temperatura:

ZJTf
AHV(Tf—T)

16mo? (Tf)2

r(T) =— 3(AHy)?(T—T)?

€ AGcritico(T) = (20)

Substituindo AG -, da equagdo 20 na equacao 18 obtemos:

(Tg-T)

AG = 2nr3aH,
3 Tf

+ 4nrio (21)

Ao plotarmos a equagdo 21 em fung¢do da temperatura, observamos que tanto o
tamanho do nucleo critico, como a barreira critica, aumentam (figura 5). O processo de
nucleacdo ¢ favorecido em baixas temperaturas, efeito de super-resfriamento, a nucleacao
pode ser desencadeada por alguns poucos atomos que se agregam formando clusters. O
nucleo de tamanho critico, neste caso, ¢ reduzido. Portanto, ¢ mais provavel a nucleagdo para

um grande super-resfriamento, pois o raio critico ¢ reduzido.

—— T-T/T=99%
7 T T/T=80%
—— T-T/T=50%
T-T/T=101%

=+

-

Energia Livre de Gibbs

T T T T T 1
0 50 100 150
Raio do nucleo (unidades arbitrarias)

Figura 5 - Representagdo da influéncia da varia¢ao da temperatura préoxima do ponto de fusdo. Quanto menor
a temperatura menor € o tamanho do raio critico do niicleo bem como a barreira energética a ser
superada para a formagdo do cristal.

Em uma primeira analise, as duas abordagens acima se mostram contraditorias, uma
vez que a abordagem dindmica mostra que o numero de nucleos ird crescer a medida que o
grau de saturacdo ou a temperatura aumentam. Enquanto que a teoria termodindmica mostra
que a formag¢do dos nucleos, bem como a diminui¢cdo de seu tamanho, serdo beneficiados em
baixas temperaturas. Entretanto, deve-se notar que na teoria cinética estamos falando da

energia de ativagdo, enquanto que na teoria termodinamica, a energia se refere a energia livre
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de Gibbs. Experimentalmente, podemos ver ambos os casos, um no qual o aumento da
temperatura ajuda na ocorréncia da sintese, € o outro no qual a diminui¢do da temperatura
leva a formag¢dao de NPs menores. Na sintese de NPs metalicas utilizando redutores fortes
como o boro hidreto de sodio (NaBH4), a melhor distribuicdo e tamanho reduzidos sdo
obtidos em temperaturas baixas, proximas de 4 °C. Neste caso, a energia de ativagdo nao ¢
uma barreira grande a ser quebrada, devido ao carater de forte agente redutor que o NaBHy
apresenta, sendo mais importante o controle dos parametros termodindmicos. J4 na sintese
utilizando redutores brandos como a QS ou o acido citrico, a reagdo s6 ocorre com o aumento
da temperatura, corroborando com a teoria dinamica, uma vez que a energia de ativagdo a ser
quebrada ¢ grande, comparada ao NaBH,. Para que os redutores brandos sejam ativados como
grupos doadores de elétrons na redugdo da prata, se faz necessdrio o aumento de

35, 70 s~ roos 3 60
-7 ou a adigdo de outro composto quimico, como NaOH”*, ou ambos®. Vale

temperatura
ressaltar também que as duas abordagens acima tratam apenas da etapa de nucleag¢do, nao
levando em conta a etapa de aglomeragdo a qual possui um papel tdo importante quanto a
nucleagio na formacgdo das NPs’™.

Outro processo importante que tem papel fundamental na obten¢do das NPs ¢ o
fenomeno de ripening de Ostwald, no qual as particulas menores sdo consumidas pelas
particulas maiores durante o crescimento. Este comportamento esta previsto pela equacao de
Gibbs-Thomson, na qual observamos que a solubilidade da particula aumenta com a
diminui¢do do tamanho. Nesta etapa a distribui¢ao de particulas ¢ dada por:

f@r,t) = [N"(£)/7(®)]po(p(t)) (22)

Sendo N*(t) o niimero de particulas nucleadas, p(t) = r/7(t) e po(p(t)) a funcdo
dependente do tempo, relacionada com a dimensdo absoluta dos graos, p. Para a sintese de
NPs pequenas e com uma baixa distribuicdo de tamanho, a etapa de nucleacdo deve ser
relativamente rapida e ampla, por outro lado, a etapa de crescimento deve ser lenta*> .

Assim como a termodindmica ¢ importante no processo de obtencdo de NPs, ela
também estd presente no processo de aglomeracdo destas. As NPs coloidais sao
termodinamicamente muitos instdveis mesmo quando r > r*, devido a minimizagdo da
energia livre de Gibbs. A energia livre de Gibbs pode ser escrita também em fun¢do da tensao
superficial y e da variag¢do na area superficial do.

dG =ydo (23)
De acordo com a equagdo acima, a variacao da energia livre de Gibbs serd negativa

quando do for negativo. Logo, o sistema tende a minimizar a razdo superficie/volume, ou
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seja, favorece o fenomeno de aglomeracdao. Adicionalmente, as NPs reagem mutuamente
umas com as outras devido as for¢as de Coulomb, tendendo a formagao de aglomerados.

A minimizacdo de energia de superficie ¢ também importante para se explicar a
formagdo de NPs metalicas quase-esféricas na maioria das rotas de sinteses adotadas. Para
NPs no vacuo, a termodinamica estipula que deve ser alcangada a minimizagdo de energia
superficial, que ¢ atingida para formas quase-esféricas, uma vez que essa morfologia
apresenta a menor relacdo area/volume. Contudo, deve-se lembrar que os metais apresentam
uma estrutura cristalina bem definida, logo a energia de superficie ¢ uma fun¢do da direcao
cristalografica. Para os metais com estrutura cubica de face centrada (cfc), caso da prata, as
energias para as facetas de baixos indices seguem a seguinte sequéncia: ;111 < ;100 <
1107, ja que a densidade de atomos ¢ diferente em cada uma destas superficies. A figura 6

exemplifica melhor cada superficie.

(a) (b) (c)

Figura 6 - Esquema ilustrativo mostrando as faces e conseguentemente o nimero de atomos em cada face de
uma estrutura cristalina cfc com os indices {100} (a), {110} (b) e {111} (¢).

A formagdo de NPs esféricas pequenas requer a exposicao de planos cristalinos de
altos indices na superficie, aumentando substancialmente a energia superficial. Pela
construcdo de Wulf podemos obter a forma de menor energia que as NPs irdo assumir.
Tomando a energia de superficie como uma fung¢do cristalografica, obteremos que a area de
uma determinada faceta serd inversamente proporcional a sua energia de superficie. As
menores energias superficiais para metais com estrutura cfc sdo constituidas por uma
combinacdo de facetas {111} e {100}. Diferentes formas possiveis para NPs com tais facetas,

diferentes razdes ) 100 /) 111 sdo mostradas na figura 7. AgNPs apresentam a razdo de

3100
Y111

= 1,1554 para a minima energia de superficie, tendo como forma resultante um cubo-

octaedro, construido por facetas hexagonais {111} de maior area e facetas quadrangulares de

{100}. Entretanto, a constru¢do de Wulf ndo considera as energias associadas a arestas e
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vértices, e pode ndo fornecer a forma de equilibrio para particulas muito pequenas (< 3nm).
Com o intuito de diminui¢do de energia, tendo apenas facetas {111}, pode ocorrer a formagao
de estruturas ndo-cristalograficas para particulas pequenas que por transicdes estruturais
formam decaedros e/ou icosaedro, figura 7. Essas particulas sdo comumente chamadas de

Multiple Twinned Particles (MTP)"".

(a)

=.58 0.70 | " .. 1.15 1.73
DEHOD
) decaedro

(b
>
&

Figura 7 - Diferentes formas de nanoparticulas (a) dependentes da relagdo dos planos cristalograficos {100} e
{111}, os ntimeros acima das figuras sdo referentes a razdo ), 100 /) 111 e (b) de estruturas nao-
cristalinas. Figura retirada da Tese de Doutorado do Dr. Tualio Rocha’™.

2.3 Estabilizantes

A fim de se evitar o fendmeno de aglomeragdo, as NPs devem ser estabilizadas de
alguma forma, durante a sintese, ou em sua estocagem, para aumentar o seu tempo de uso. A
estabilidade das AgNPs pode ser atingida tanto por meio de interagdes eletrostaticas, na qual a
estabilizacdo ocorre por meio de cargas na superficie da NP, quanto pela interacdo estérica, na
qual ha a presenca de grandes moléculas ligadas a NP, vide figura 8”°. Grande parte dos
estudos nesta area se beneficia da estabilizacdo estérica, utilizando para isso, algum tipo de

molécula organica como polimeros/biopolimeros® > 40 4% 60- 3. 8087 "i5moléculas como o

36, 69 89, 90, 91

. Entretanto, outros trabalhos mostram a
37,38, 42,75, 92

citrato ou até o uso de DNA e peptideos
possibilidade da sintese de NPs estabilizadas somente por interacdes eletrostaticas

3. Ressalta-se que a utilizagio somente da interagdo eletrostatica para inibir o processo de
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aglomeracdo nao ¢ muito indicado, ja que tal inibigdo nao ¢ resistente a mudangas em uma

ampla faixa de pH.

+ * + + + 4+ 5 | \
+ + + +
+ + + +
+ + + +
Tret o Tt |
(a) (b)

Figura 8 - Representagcdo dos mecanismos existentes para a estabilizagdo das NPs, (a) estabilizagdo por forcas
eletrostaticas, particulas carregadas ou (b) por agdo do efeito estérico. Figura retirada do manual do
equipamento ZetaSizer Nano.

Motivados pela busca de processos e materiais mais amigaveis ao meio ambiente,
inimeros grupos de pesquisas optam atualmente por inibir o fendmeno de aglomeragdo por
meio do uso de biopolimeros e polimeros biocombativeis® 7 ' !7- 35 40 46. €0. 65,73, 80, 82-85, &7, 89,
90:3.94.95 "Com o objetivo em comum, acerca do desenvolvimento de processos e materiais
menos agressivos, nosso trabalho optou pelo uso dos polimeros PVA e QS para a inibi¢do do

efeito de aglomeracao.

2.3.1 Polivinil alcool

O PVA ¢ um polimero composto pela unidade repetitiva de formula [-CH,CHOH-],
figura 9, que possui risco nulo para saude, podendo ter amplo contato com a pele e ser
ingerido sem problemas®®, sendo soluvel em agua a 60 °C. O PVA ¢ utilizado em industrias
alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, devido as suas propriedades de barreira contra
umidade, oxigénio e outros agentes externos’ . Por tais caracteristicas, e por ser tio pouco
reativo contra o organismo, o mesmo foi adotado como estabilizante neste, e em muitos
trabalhos®. Com a inser¢do de AgNPs ocorre um aumento das propriedades térmicas do
polimero, como o aumento do ponto de transigdo vitrea em 20 °C, e mecanicas®™ *. A
interacdo das AgNPs com o PVA se d4 por meio do grupo OH®*®. Em varios casos, o agente
redutor utilizado para a obtencdo das AgNPs em PVA é o NaBH," sendo geralmente obtidas

NPs com diametro de 20 nm.
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OH

Figura 9 - Representagdo do mondmero do polimero PVA.

2.3.2 Quitosana

A QS ¢ um biopolimero natural obtido por meio da desacetilizagdo da quitina, que por
sua vez ¢ obtida do exoesqueleto de artropodes, principalmente de caranguejos, camardes €
lulas. Além de apresentar 6tima biocompatibilidade, apresenta também acdo bactericida,
sendo uma excelente alternativa no uso como estabilizante de NPs metalicas. Sua acao
fungicida foi descoberta por Henri Branconnet em 1811. A quitina, assim como a celulose, ¢
um polissacarideo de cadeia linear e seus mondmeros sdo compostos por unidades de 2-
acetamida-2-deoxi-D-glicopironase, sendo a ligagdo entre os mesmos do tipo B (1-4). A
quitina, junto com a celulose, sdo os polimeros mais abundantes encontrados na natureza,
ocupando o segundo e primeiro lugares, respectivamente. Além disso, suas estruturas sao
muito semelhantes, tendo apenas um grupo funcional diferente acetoamido (NHCOCH;) para
a quitina e OH para a celulose, apresentando a mesma fungao estrutural nos organismos.

A QS, assim como a celulose e quitina, apresenta a mesma estrutura, exceto pela
presen¢a de uma amina primaria (NH;) como grupo funcional, ao invés do grupo acetoamido
ou OH, como mostrado na figura 10. Mais precisamente, a QS ¢ toda quitina que tem 50% ou
mais de grupos acetoamidos desacetilados, ou seja, pelo menos metade dos grupos
acetoamidos foram transformados em aminas primarias (NHCOCH;— NH,)”. O grau de
desacetilacdo da QS pode variar de 50 % até 90 %, e o seu peso molecular de 50 a 1000 Da.

A solubilidade da QS esté intrinsecamente relacionada com o numero de grupos NHo,
assim como sua distribui¢do na cadeia, randdmica ou em blocos. De maneira geral, a QS ¢
insoluvel em agua pura, acidos concentrados, alcool, acetona e solventes organicos, apresenta

um pKa em torno de 6,5°. Entretanto, ela é praticamente solavel em solugdes de 4acidos
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organicos (acético, formico e citrico) além de acidos inorganicos diluidos (cloridrico,
perclorico ou fosférico e nitrico) em pH menor que 6°°, uma vez que a solubilidade se d4 pela

protonagio do grupo NH, convertendo um polissacarideo em polieletrélito’.

Figura 10 - Estrutura quimica da (a) celulose, (b) quitina e (c) QS, respectivamente. Os termos x e y na QS
representam a relacdo entre os grupos com aminas primarias e com acetoamidas respectivamente,
x+y =100%.

A QS ¢ um polimero pseudonatural cationico, sendo assim desejado em diversas
aplicagdes”. As proteinas, por exemplo, podem também apresentar cardter catidnico,
entretanto, ndo apresentam somente carga positiva por toda a sua cadeia. Assim como a
quitina, a QS pode apresentar estrutura cristalina a ou [, ambas mantidas por pontes de
hidrogénio, sendo que a estrutura o possui interacdes com as cadeias adjacentes, enquanto a
estrutura B apresenta interagdes somente entre os grupos de uma mesma cadeia”. Ogawa, Yui
e Okuyama determinaram que nos cristais de QS, os monomeros interligados por ligagdes

glicosidicas possuem uma rotagdo de 180° entre si, sendo estabilizados por pontes de
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hidrogénio entre o grupo OH do carbono 3 e o oxigénio da posicdo 5, como ilustrado na

figura 11. Moléculas de dgua podem ou ndo ser encontradas estabilizando cristais de QS,

100, 101

sendo mais abundante moléculas com a presenca de dgua

Figura 11 - Representagdo das possiveis interagdes que molécula de QS faz consigo mesma por meio de pontes

de Hidrogénio. Figura retirada do trabalho de Molecular and Crystal Structure of Hydrated
Chitosan™".

Dentre as caracteristicas mais importantes apresentadas pela QS estdo:
biocompatibilidade e atoxicidade, biodegrabilidade (pela acdo de enzimas como lisoenzimas
ou quitosanase), adesividade, capacidade de acelerar a formagdo de osteoblastos para a
forma¢do do o0sso, acdo homeostitica e imunoadjuvante, aceleradora no processo de
cicatrizagdo, formagdo de complexos, tanto com proteinas, como com metais, € sua agao

.. ... 102, 103, 104
bactericida e bacterisotatica™ >

. Em sua acdo como quelante em ions de cobre, a
complexacdo chega a [Cu]/[-NH,]=0,5 mol/mol”.

Neste trabalho, em particular, o uso da QS se deve a sua capacidade de quelante, bem
como na acao bactericida contra uma grande gama de microorganismos. Iniimeros estudos
estdo sendo realizados para a melhor compreensio da agdo da QS contra microorganismos'™
105, 106 " apresentando tanto agdo contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, como S.
aureas ¢ E. coli, fungos e mesmo alguns virus'"’. Especula-se que sua a¢fio ocorra somente na
membrana plasmatica, por interagdes com os componentes anidnicos da mesma, por meio de

VST . aqe 105 roe
grupos fosfolipidicos, ocasionando mudancas na permeabilidade da membrana . A Minima
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Concentragao Inibitoria (MCI) para os seguintes fungos B. cinérea, F. oxysporum, D.
sorokiana, M. nivalis, P. oryzae, R. solani e T. equinum variou de 10 a 5000 ppm', resultados
dependentes tanto do tipo de QS, bem como do meio no qual o ensaio foi efetuado. Contra o
R. solani, por exemplo, mostrou agdo mesmo em temperaturas de estocagem de 13 °C °. A
faixa de MCI contra bactérias ¢ mais estreita, A. tumefaciens, B. cereus, C. michiganence, E.
sp., E. carotovora subsp., E. coli, K. pneumoniae, M. luteus, P. fluorescens, S. aureus ¢ X.

campestris com o MCI variando de 10 a 1000 ppm"”.

2.4 Nanocompdsitos

2.4.1 Nanocompadsitos bactericidas

A aplicabilidade dos nanocompositos varre praticamente todos os campos da ciéncia e
tecnologia, proporcionando aos materiais caracteristicas como maior resisténcia térmica e

65, 108 . , 88 r1:. 114 . [ 11,13, 55, 60
7, efeito 16tus™, catalise” , e propriedades bactericidas > 7",

mecanica
A pesquisa em nanocompositos bactericidas se baseia principalmente no uso de uma
matriz polimérica ¢ NPs metalicas e/ou ceramicas. Dentre estas, as AgNPs sdo as mais

10, 11 L
* " e principalmente aos

utilizadas devido a sua ampla faixa de agdo contra microorganismos

. . . . . . .12

microorganismos mais resistentes como S. aureus, E. fuecium, Tuberculosis, S. pneumoniae *,
. 1 . ’

fungos como a C. albicans®' e também contra o virus HIV>'. Entretanto, alguns trabalhos

15 porém sua acdio ¢ menos eficaz que a das AgNPs®’. Alguns

relatam o uso de AuNPs
trabalhos relatam que se as particulas forem suficientemente pequenas, < 500 atomos, muitos
outros metais, além da prata e do ouro, terdo efeito bactericida, a saber: Co, Cu, Pt, Fe, Cr, Pd,

7. 14 Entretanto

Ni, Rh ¢ Pb*. J4 para as NPs cerdmicas tem-se como destaque o uso do TiO,
seu modo de agdo se diferencia do da prata, uma vez que o TiO, possui uma agao
bacteriostatica e ndo bactericida, ou seja, ele apenas impede que colonias de bactérias crescam
sobre a superficie na qual ele esta depositado’. Na presenca de luz, no entanto, o TiO, fica
mais reativo gerando radicais livres na solugdo, os quais podem agir sobre as bactérias.

Assim, na presenca de luz, o TiO, também se mostra bactericida. Tal reatividade se da pela

excitacdo dos elétrons da banda de valéncia (geracdo de buracos) para a banda de condugao,
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uma vez que o band gap ¢ da ordem de 3 a 4 eV, suficiente para ser excitado pelo
comprimento de onda da luz ultra violeta (UV)''°.

Por sua conhecida atividade bactericida, a QS ¢ muito utilizada em combinagdo com
inimeras NPs*, ou com Na-Montmorillonite, Cloisite 30B e fons de prata”. A presenca das
aminas na cadeia da QS confere propriedades de polication em solugdes acidas, pH < 6,5,
favorecendo tanto a sua acdo bactericida, quanto de quelante, complexando diversos metais®
9090 A simples adigio de 2,15% (massa) de AgNPs na matriz de QS aumenta
significativamente sua agdo contra a E. coli , comparada a QS pura®, através de uma menor
concentragdo e maior velocidade de acdo. Com o intuito de aumentar ainda mais a atividade
bactericida, grupos de pesquisa desenvolveram filmes multicamadas TiO,/ QS e heparin, os
filmes foram deixados em uma solugdo de AgNOs por 8 h e depois mantidos na temperatura
de 150°C por 2 horas para a redugdo da prata, apresentando uma 6tima acao sobre a radiacao
UV, devido a a¢ao conjunta do TiO; e da prata. Na auséncia de luz a ac¢do bactericida ainda ¢
mantida pela liberagio dos ions de prata’.

Uma vez que os nanocompdsitos bactericidas sdo desenvolvidos para aplicagdes em
utensilios, como embalagens de alimentos, -cateter urinarios™, tecidos”, tintas''”
medicamentos (uso topico), a troca de redutores fortes como o NaBH4, dimetilformaldeido

que sdo muito reativos, por redutores mais brandos como agucares, citrato entre outros*® ®

se
faz cada vez mais necessaria. Esta busca tem sido chamada de nanotecnologia “verde”. Nesta
linha, alguns grupos utilizam a QS tanto como surfactante, como redutor brando, em rotas de
sintese em meios levemente basicos ou basicos, e temperaturas relativamente altas, 60°C -
100°C & - 3 7 Entretanto, altas concentragdes de NaOH causam a degradacao do
biopolimero QS™. Nestas rotas sdo geralmente obtidas AgNPs de 1 - 20 nm, estaveis de 1 a 2
meses™ " 7. Para concentracdes baixas de QS, agindo como redutor e estabilizante, a reagdo é
mais rapida, sendo proposta a agdo do grupo CH,OH da QS como agente redutor®*. Contudo,
estudos mostram que quando a QS sofre auto-hidrolise, em altas temperaturas, gera a abertura
irreversivel de seu anel, fendmeno de degradacdo da mesma, tal fato ocorre pela oxidagdo do

grupo CHO em COOH, figura 12%.
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Figura 12 - Esquema da possivel forma de degradagdo da QS presente em um sistema com ions de ouro e alta
temperatura. Figura retirada do artigo Degradation Behavior of Chitosan chains in the “Green”
Synthesis of Gold Nanoparticles® .
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3. Parte experimental

3.1 Materiais

Os materiais utilizados referem-se aos reagentes das sinteses das AgNPs. A seguir sdao
descritos os materiais e suas origens:

-Nitrato de prata (AgNOs3) adquirido da Sigma Aldrich.

-Polivinil alcool - PVA, 99% hidrolisado adquirido da Sigma Aldrich.

-Boro hidreto de sodio (NaBH,) adquirido da Sigma Aldrich.

-Quitosana de alto peso molecular adquirido da Sigma Aldrich.

-Citrato de sodio adquirido da LabSynth.

3.2 Rotas de sinteses

Neste trabalho, utilizamos sintese coloidal em meio aquoso, sendo utilizadas duas
rotas distintas: 1) utilizando o NaBH,4 como redutor; ii) utilizando tanto a QS como o citrato de
sodio como redutores.

Antes das sinteses utilizando o NaBHy, todas as solucdes eram resfriadas em banho de
gelo por 30 minutos e a mistura era realizada em agitadores magnéticos, sendo o agente
redutor o ultimo a ser adicionado. Para a dissolu¢do da QS ¢ necessario um meio acido, assim
era preparada uma solugdo 1 % de acido acético e deixada sobre agitagdo overnight para
completa solubilizagdo. Para solubilizar o PVA foi necessario o aquecimento da solucdo a
60°C. A relacdo entre AgNO3 e o NaBH4 foi mantida em 1:3 em massa para garantir que a
quantidade de redutor seria sempre maior que a do precursor. A equacdo que descreve a
reducdo dos ions de prata por meio do NaBHy ¢ dada por:

2AgNO; + 2NaBH, - 2Ag° | +2NaNO; + H, 1 (23)

Na primeira etapa do trabalho foram realizadas as seguintes sinteses:

Sintese 1) Inicialmente foram preparadas solug¢des de QS e PVA (230 mg.mL™),
AgNO; (90 mg.mL™") e NaBH, (540 mg.mL™"). Posteriormente foram adicionadas aliquotas
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de 80 mL das solucdes de QS ou PVA e AgNOs; em um béquer sob agitagdo, e em seguida 40
mL de NaBH4. Ambos os nanocompoésitos formados, QS:AgNPs ¢ PVA:AgNPs, tem a
relacdo em massa de 4:1, polimero: AgNPs.

Sintese 2) Foi preparada uma solug¢io de AgNOs, a 0,0375 mg.mL"'. Em seguida, em
uma aliquota de 60 mL desta solugdo em banho de gelo, foi adicionado 6,75 mg de NaBH4. A
concentracdo limite na sintese sem a presenca de polimero foi de 0,2 mg.mL™', sendo que em
concentragdes maiores ocorria precipitacdo de prata micrométrica, a solugdo apresentava
pontos negros e um filme prateado na interface ar/liquido. Assim, para evitar possiveis
fenomenos de aglomeracao durante as medidas foi adotada a concentragdo de 0,0375 mg.mL"
' Logo ap6s a sintese, todas as amostras foram armazenadas em freezer em frascos protegidos
com papel aluminio.

Na segunda etapa do trabalho foram realizadas sinteses similarmente a etapa 1,

entretanto, variou-se a relacdo polimero:AgNPs. Foram realizadas 4 sinteses com QS, e uma
com PVA, para comparacdo. Em todas as sinteses foram utilizadas solu¢des de 85 mg/L de
AgNO;s e 1 g/L de NaBHs. O objetivo foi o estudo do nanobiocompdsito QS:AgNPs. A tabela
1 relaciona a concentracdo de cada reagente, sendo adicionadas aliquotas de 5 mL de
estabilizante (QS ou PVA) e AgNO;, e de 1,2 mL de NaBH4. Como antes, todas as solugdes
ficaram mantidas em banho de gelo por no minimo 30 min., para minimizar os efeitos de

aglomeragao.

Tabela 1 - Relagdo dos reagentes presentes em cada nanobiocomposito.

Amostra QS (g. L™
QS:AgNPs 11:1 0,62
QS:AgNPs 9:1 0,48
QS:AgNPs_6:1 0,34
QS:AgNPs_4:1 0,21
PVA:AgNPs 11:1 0,62

Na terceira etapa deste trabalho foram também produzidos nanocompositos de

QS:AgNPs. Nesse caso, desejamos realizar uma sintese mais amigavel ao meio ambiente, sem
adicao de NaBH4 Necessitou-se de uma montagem experimental um pouco mais complexa,
figura 13. As reagdes ocorreram em um baldo de trés bocas acoplado a um condensador, para
evitar evaporagdo da 4gua. Inicialmente, foram preparadas 3 solucdes de citrato, nas
concentragdes de 0,0 mg.mL", 0,5 mg.mL" e I mg.mL", que tiveram o pH corrigido para 7,2

e aquecidas até a ebuli¢do. Em seguida, em aliquotas de 100 mL dessas solugdes, adicionou-



-51-

se 200 mg de QS e 80 mg de AgNOs, variando-se a massa ¢ o tempo de reagao (90 ou 600
segundos). Todos os nanocompositos apresentavam uma propor¢ao de 4:1 em massa de
QS:AgNPs. Todas as sinteses foram realizadas em 100 mL das solugdes aquosas de citrato
com diferentes tempos de reacdo, como ilustrado na tabela 2. Em todas as sintese foram

utilizadas 200 mg de QS e 79 mg de AgNOs,

Adicao
deQSe
AgNO;

Solucdo aquosa de citrato
de sodio em ebulicido

Figura 13 - Esquema ilustrativo do aparato utilizado para a sintese dos nanobiocompositos.

Tabela 2 - Relacdo das massas de cada reagente bem como o tempo de sintese em cada nanobiocomposito.

Amostra Citrato de Sdédio Tempo de reacao
(o aal "N\ (cac)
AMI 0,00 600
AM2 0,50 600
AM3 1,00 90
AM4 0,50 90

Apos a sintese, as solugdes foram filtradas com filtro de 0,45 um, depois os filtrados
foram secos em estufa por 4 horas a 60°C. Para as caracterizagdes espectroscopicas €
morfoldgicas, os nanocompdsitos em p6 foram re-dissolvidos em uma solucdo de 1 % de
acido acético, ja4 as demais medidas como difragdo de raio-X (DR-X) e andlise térmica de

Termogravimetria (TGA) foram realizadas diretamente com o po.
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3.3 Preparacao dos filmes

A Ttltima etapa do trabalho consistia na preparacdo de filmes de PVA com o
nanocompdsito que apresentasse as melhores caracteristicas, neste caso o AM4, sintetizado
exatamente como especificado acima. Os filmes foram preparados com diferentes relagdes de
PVA e AM4 em massa, sendo preparados 5 filmes diferentes. Apds a imediata sintese do
nanocomposito AM4 o p6 presente na solucdo foi dissolvido na propria solucdo pela adi¢ao
de acido acético, atingindo a concentragdo de 1%, ndo sendo filtrado como antes. Com o
intuito de se obter a mesma concentracdo final em massa em todos os filmes, diferentes
massas de PVA foram dissolvidas em suas respectivas quantidades de agua MilliQ e
posteriormente misturadas em aliquotas da solucdo de AM4, dados presentes na tabela 3.
Somente o filme com a maior quantidade de AM4 teve o PVA dissolvido diretamente na em

sua solucgao.

Tabela 3 - Relacdo das massas de cada reagente para a producao dos filmes.

Filme PVA (g) Agua MilliQ (ml) AM4 (ml)
PVA:AM4 100:0 1,5000 60 0
PVA:AM4 97,5:2.5 1,4625 45 15
PVA:AM4 95:5 1,4250 30 30
PVA:AM4 92,5:7,5 1,3875 15 45
PVA:AM4 90:10 1,3500 0 60

Depois de misturados as solugdes dos filmes foram colocadas sobre placas de Petri e
estas acondicionadas, somente elas, em uma estufa a 40°C por 3 dias. Depois de secos os
filmes descolaram facilmente das placas e foram armazenados em sacos do tipo ZipLoc® até
os ensaios térmicos, de resisténcia mecanica e teste de halo de inibi¢do, os quais foram

realizados com no maximo 1 semana apos a manufatura dos mesmos.

3.4 Técnicas de Caracterizacao
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3.4.1 Espectroscopia UV - vis

As propriedades Opticas das NPs metalicas sdo basicamente tratadas com base na
eletrodindmica cléssica, pelas teorias de Rayleigh e Mie, e pela teoria quantica utilizada
principalmente para explicar particulas com tamanhos inferiores a 4 nm. A mudanga de cores
nas NPs se origina pelo fendmeno conhecido como ressonancia plasmonica de superficie, que
¢ a excitagdo coletiva dos elétrons na interface entre um condutor e um isolante. O efeito de
superficie plasmonica ¢ muito sobressalente nas NPs metédlicas, devido a sua razdo
superficie/volume. Essa excitacdo ¢ gerada quando uma onda EM incide sobre uma NP
metalica fazendo sua nuvem eletronica oscilar, gerando uma freqiiéncia de oscilagdo entre o
nucleo e a nuvem por meio das interagdes de Coulomb, figura 14. Para NPs esféricas ocorre a
formacdo de dipolos, j& as NPs anisotropicas sdo capazes de gerar quadrupolos ou
multipolos'’. O momento de dipolo induzido é provocado pela movimentagio da nuvem
eletronica dentro da particula na mesma freqiiéncia que o comprimento de onda incidente, tal
movimentagao ¢ gerada pela interacao da onda EM com a particula. A oscilacdo do dipolo
induzido tem como origem a onda EM incidente, sendo que grande parte da luz espalhada
possui a mesma freqiiéncia v, que a onda incidente, conhecida como espalhamento elastico.
Cada comprimento de onda produz uma oscilag¢do diferente na nuvem eletronica, podendo ser
ressonante ou ndo. Oscilagdes ressonantes transformam a energia da radiagdo EM incidente
em energia térmica’. Alguns dos fatores que determinam a faixa espectral de absorgdo, ou
seja, onde ocorre a ressonancia, sdo: densidade eletronica, massa efetiva e principalmente o
tamanho e formato das NPs, além da sua interacdo com seus estabilizantes, € 0 meio no qual

se encontramm.

NPs
metalicas

Campo
elétrico

Nuvem de
elétrons

Figura 14 - Esquema representativo da oscilagdo da nuvem eletronica da NP em resposta a um campo
eletromagnético, geralmente luz UV - vis.
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Sendo possivel, em principio a produgdao de qualquer forma de particula, NPs
metalicas como as de prata podem apresentar absor¢do por praticamente todo o espectro
visivel*. Outro ponto interessante é a possibilidade de inferir caracteristicas importantes das
NPs como tamanho, forma e distribui¢cdo das mesmas em solugao, por meio da espectroscopia
no UV-vis. Dessa forma, a espectroscopia no UV-vis ¢ uma das técnicas utilizadas neste
trabalho para identificar a existéncia de AgNPs, e sua estrutura basica. O equipamento
utilizado foi espectrofotometro de modelo U2800 Spectrophotometer da empresa Hitachi.
Este equipamento também foi utilizado na medida de Densidade Optica (ODsos) utilizada nos
ensaios microbioldgicos, os quais serdo detalhados posteriormente. A medida de ODsys
consistia em medir a absorbancia do meio de cultura que continha tanto a bactéria E. coli em
funcdo do tempo, intervalos de 1 hora. A medida de absorbancia era realizada no
comprimento de onda especifico de 595 nm, comprimento este que a E. coli possui uma 6tima

absor¢ao.

3.4.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

(Fourier Transform Infrared) FTIR

A espectroscopia no infravermelho investiga a interacdo da luz com a matéria, pela
absor¢cdo dos fotons com mesma energia de vibragdo das moléculas. A intensidade da
absor¢ao depende de quao eficiente € a transferéncia da energia do foton para a molécula. As
moléculas que sdo sensiveis a esta técnica devem ter dipolos, moléculas que ndo possuem
mudanca de dipolo devido ao campo EM aplicado sdo ditas inativas, exemplo de tais
moléculas sdo N,, H, entre outras, que apresentem ligagdes simétricas. O nimero de onda,
utilizado nas medidas de espectroscopia no infravermelho, ¢ dado em cm™ (cm™=1/1) que
geralmente vai de 4000 cm™ até 600 cm™. A regido entre 4000 cm™ e 1000 cm™ é responsavel
pelas assinaturas dos grupos funcionais presentes na molécula, vibragdes mais energéticas. As
vibragdes entre 1000 cm™ até 600 cm™ referem-se aquelas com mudanga nos angulos entre os
atomos. A espectroscopia no infravermelho neste trabalho sera utilizada com dois enfoques

principais, o primeiro ¢ na determinacao das interagdes das AgNPs com o polimero, por meio
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do deslocamento de bandas de grupos funcionais especificos, e também da investigagao da
degradacao dos polimeros por meio do surgimento de novas bandas.

O equipamento utilizado foi o espectrofotdometro Thermo Nicolet Nexus 470 FTIR.

3.4.3 Espalhamento Dinamico da Luz (Dynamic Light Scattering) DLS

Esta técnica mede o tamanho das particulas por meio do espalhamento de luz em um
modelo de uma esfera difusa que se movimenta em meio aquoso devido ao movimento
Browniano, de maneira que a velocidade da particula no meio determina o seu tamanho. Uma
fonte laser incide sobre a amostra que espalha a luz. Esse padrao de espalhamento ¢ projetado
em um anteparo ¢ a aquisicdo dos dados ¢ tomada em fun¢do do tempo. Dessa forma sdo
analisadas as flutuacdes devido ao espalhamento da luz, estimando assim a velocidade das
particulas em solugdo. Com estes dados, e utilizando a equagdo de Stokes-Einstein ¢ possivel
estimar o raio hidrodindmico das particulas.

O equipamento utilizado foi o Zeta Sizer Nano ZS da Malvern Instruments, capaz de

determinar tamanhos de particulas desde 0,6 nm até 6 pm.

3.4.4 Potencial Zeta

Todas as particulas em suspensdo apresentam um determinado valor para o potencial
Zeta, e com o conhecimento deste, ¢ possivel caracterizar se um coldide ¢ estavel ou ndo. A
estabilidade total de uma suspensdo depende do seu potencial total, que ¢ a soma do potencial
devido ao solvente, do potencial atrativo e do potencial repulsivo, que contém o termo de
potencial Zeta (), de acordo com a teoria DVLO (oriundo do nome dos cientistas Derjaguin,
Verwey, Landau e Overbeek). Para ndo ocorrer o fendmeno de aglomeracdo o potencial
repulsivo deve ser maior que o potencial atrativo. A estabilidade de particulas em solugdes
ocorre quando o valor do potencial Zeta ¢ de { < —30mV ou ¢ = 30mV, caso contrario,
—30mV < { <30mV a aglomeragdo das particulas ira ocorrer, sendo a velocidade de

aglomeragdo aumentada quanto mais proximo de zero for o potencial Zeta. Conhecendo o
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valor do potencial Zeta em fun¢do do pH ¢ possivel determinar qual a faixa ideal de trabalho
do coloide.

A medida de potencial Zeta também ocorre pelo espalhamento dindmico da luz,
contudo neste caso a cela na qual se encontra a solugdo a ser determinada o potencial Zeta ¢
composta por dois eletrodos, nos quais uma diferenga de potencial (ddp) ¢ aplicada, a qual
gera uma movimentagdo das particulas em solucao. Com o espalhamento de luz determina-se
a velocidade das particulas em funcdo da ddp, e conhecendo a viscosidade e a constante
dielétrica do material se obtem o valor do potencial Zeta. O equipamento utilizado na medida
do potencial Zeta ¢ o mesmo utilizado nas medidas de DLS, o Zeta Sizer Nano ZS da Malvern

Instruments.

3.4.5 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

As imagens de MET sdo formadas por elétrons que atravessam a amostra carregando
toda a informacdo do volume analisado. O contraste presente nas imagens (contraste entre
claro e escuro) ¢ majoritariamente proveniente de trés mecanismos: i) contraste de massa e
espessura, que esta relacionado com a secdo de choque de espalhamento eléstico. Esta se¢ao
de choque depende do numero atémico do atomo espalhador (proporcional a Z?) assim,
regides com atomos de maior numero atOmico aparecem mais escuras, ii) contraste de
difracdo causado por orientacdes cristalograficas ou por perturbacdes locais da estrutura
cristalina da amostra, e iii) contraste de fase produzido pela modula¢do em fase do elétron,
visto como onda quando ¢ refratado pelo material. Este Giltimo mecanismo é o predominante
na MET de Alta Resolucao.

As amostras utilizadas neste trabalho foram depositadas em uma grade de cobre
revestida de carbono, com posterior evaporacdo do solvente. Contudo, no caso de solugdes
aquosas, a hidrofibicidade do filme de carbono sobre a grade juntamente com a alta tensao
superficial da dgua geram um menisco que se movimenta a medida que a amostra vai
evaporando ocasionando assim uma possivel aglomeragdo das NPs.

O equipamento utilizado ¢ um CM 120 da Philips, pertencente ao CCDM da UFSCar.
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3.4.6 Difracao de raio X (DR-X)

O uso da técnica de DR X permite o conhecimento da estrutura cristalina das NPs,
sendo importante para confirmac¢do da existéncia de NPs, e também para o estudo da
dependéncia da estrutura cristalografica com a sintese. Ressalta-se que a analise de
difratogramas para particulas muito pequenas nao ¢ de facil interpretagdo, uma vez que os
padrdes de DR-X sdo dependentes do tamanho das NPs, e que pode ocorrer a contragdo da
rede pela alta pressdo superficial, levando a posi¢do e largura de picos anomalas. NPs muito
pequenas podem apresentar inumeras facetas, sendo chamadas de Multi Twinned Particle
(MTP), apresentando assim formas externas diferentes. Ha 4 explicagcdes primarias para tais
particulas: 1) erros durante o processo de crescimento; ii) equilibrio intrinseco de estruturas
com menor energia em cristais muito pequenos; iii) transformacgdo de fase para rombica ou
ortorrombica; iv) fenomenos cinéticos, crescimento do cristal ao redor de um eixo de simetria.
Adicionalmente pode ocorrer a presenca de estruturas nao-cristalinas estaveis para as NPs,
como dodecaédricas e/ou icosaédricas. O surgimento de picos andmalos estd também ligado a
heterogeneidade estrutural.

O equipamento utilizado nestas andlises foi o LABX XRD-6000 da empresa
Shimadzu.

As medidas foram realizadas tanto em filmes do tipo cast depositados em substratos
de vidro e depois fixados no porta-amostra, como pela compactagdo do pé6 em um porta-

amostra especifico.

3.4.7 Ensaios microbioldgicos

Nos ensaios microbiologicos, realizamos inicialmente o teste de Minima Concentragao
Inibitéria (MCI), no qual concentragdes de 10 pg.mL" até 150 pg.mL™" do nanocompésito
foram testadas. Este teste consistia em adicionar 20 pL de uma solugdo de E. coli (na qual o
nimero de coldnias da bactéria estava saturado) juntamente com até¢ 300 pL da solucgdo a ser

testada, partindo de uma solugdo inicial de 4g.L”, em tubos de ensaios contendo 10 mL de
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uma solugdo com o meio de cultura especifico do microorganismo, Luria Bertani (LB). Estes
tubos de ensaios foram deixados a 37°C, por um periodo de pelo menos 10 horas. Pela
turbidez das solugdes determinava-se a ocorréncia ou ndo da proliferacdo da bactéria. Tubos
de ensaios turvos continham inimeras colonias de microorganismos, significando a
ocorréncia da proliferagdo. O segundo ensaio foi o monitoramento do crescimento das
bactérias em concentragdes especificas do nanocomposito, teste de Densidade Optica,
monitorando a absor¢do no comprimento de onda de 595 nm (DOsys), faixa que a E. Coli
possui uma Otima absor¢do. As concentragdes foram estipuladas com base nos dados
encontradas pelo teste MCI. Para a comparagdo do aumento da acdo da QS e AgNPs em
conjunto, foram também testadas solucdes de PVA:AgNPs e QS pura. Em ambos os testes foi
utilizado o meio de cultura LB ¢ a incubacgao foi a 37°C.

Todas as amostras partiram de solug¢des iniciais com concentragio de 4 g.L™', para que,
através de aliquotas de no maximo 300 pL de amostra, fosse possivel atingir uma
concentracdo final de 150 pg.mL™". O estudo de AgNPs puras ndo foi realizado devido a
impossibilidade de sintetizar AgNPs sem estabilizantes em alta concentracdes. A maxima
concentragio de AgNPs sem estabilizantes alcangada neste trabalho foi de 200 pg.mL™.
Assim, para a concentra¢io mais baixa, 10 pg.mL™, necessitarfamos de 500 pL de solugio.
Infelizmente o meio LB nao poderia ser dissolvido na solu¢do de AgNPs, pois este necessita
ser esterilizado a uma temperatura de 120° ¢ a uma pressdo de 1 kgf.cm™, e nestas condigdes
as AgNPs livres seriam severamente modificadas.

Um terceiro ensaio microbioldgico investigou a acdo das AgNPs incorporadas como
aditivos em filmes de PVA. Nesse caso, utilizou-se o teste de halo de inibi¢do. Foram
cortados 3 circulos de cada filme com didmetros de 12 mm. E necesséario que os filmes sejam
esterilizados, contudo nas condigdes de esterilizagio da auto-clave, temperatura de 120° e
uma pressio de 1 kgf.em™® em atmosfera Gmida, os filmes de PVA provavelmente
solubilizariam. Assim cada amostra circular de filme foi colocada em tubos eppendorf e
lacrados com parafilm. Devido a alta temperatura ocorreram modificagdes no filme como a
sua coloragdo, que passou a ser mais sobressalente para o amarelo, possivelmente tanto o

nimero, quanto o tamanho das AgNPs aumentaram, devido ao aumento de temperatura.
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3.4.8 Analise Termogravimeétrica (TGA)

A analise TGA consiste no monitoramento da variacdo da massa de um material em
funcdo da temperatura, em uma atmosfera controlada, geralmente de Nitrogénio ou Ar. Neste
trabalho, andlises de TGA foram realizadas para determinar a influéncia das AgNPs na
temperatura de degradacdo da QS, além de ser possivel estimar-se a quantidade de material
inorganico, no caso AgNPs, que foi incorporado na matriz polimérica.

O equipamento utilizado foi uma balanga termograviométrica modelo TGA Q500, TA
Instruments-USA, com taxa de variagio da temperatura de 10°C.min"", razdo de aquecimento
mais adequada no estuda de QS'”, desde temperatura ambiente até 600°C. A atmosfera
utilizada foi de Ar sintético na amostra, ¢ de nitrogé€nio na balanga, ambas com vazao de 60

mL.min™".

3.4.9 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise DSC utilizada neste trabalho estd baseada no fluxo de calor, na qual ¢
medida a diferenca de temperatura entre a amostra e a referéncia, enquanto ambos sao
submetidos a um ambiente com a temperatura rigorosamente controlada. Neste ensaio a
amostra foi acondicionada em uma panelinha de aluminio e a referencia consistia de uma
mesma panelinha s6 que vazia. Cada uma das capsulas foi posicionada sobre discos
termoelétricos e aquecidas por uma Unica fonte de calor, de uma temperatura de 10°C até
240°C, o fluxo de calor diferencial sobre as amostras ¢ controlado por meio de termopares. A
diferenca de temperatura entre os discos é proporcional a variagdo de entalpia. Com o uso
desta técnica foi possivel realizar o estudo da mudanga sobre os processos de fusdo e
cristalizacdo dos filmes de PVA apds a adicdo do nanocompoésito AM4, o qual continha
QS:AgNPs na proporgdo de 4:1.

O equipamento utilizado foi o calorimetro modelo Q200, TA Instruments-USA, com
taxa de variacdo da temperatura de 10°C.min"", comecando em uma isoterma de 2 min em

10°C, depois a atingindo a temperatura de 240°C, e outra isoterma de 3 min na maior
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temperatura ¢ voltando novamente para 10°C. A atmosfera utilizada foi de Ar sintético na

. A - |
amostra, ¢ de nitrogénio na balanga, ambas com vazao de 60 mL.min".

3.4.10 Ensaios Tensao-Deformacao

As propriedades mecanicas dos polimeros, como tensdo de ruptura, médulo de
eslaticidade, elongacgdo, entre outras, possuem um grande interesse cientifico - tecnoldgico,
devido as diversas exigéncias que os mesmos devem atender para determinados usos. O
conhecimento dessas propriedades permite a comparacdao entre os diversos polimeros
exitentes, bem como o efeito que cargas, como no caso deste trabalho, nanocomposito de QS
e prata, podem gerar no polimero, afetando de maneira positiva ou ndo o material. Neste tipo
de andlise os resultados sdo expressos em curvas do tipo Tensdo (MPa) versus
Deformacao(%). Sobre os corpos de prova sdo aplicadas forgas controladas de tracdo, flexdo
ou compressdo, até um valor pré - determinado, ou ruptura do mesmo. O ensaio mecanico
apresentado neste trabalho consistiu no estudo do comportamento dos filmes quando estes
eram submetidos a tragdes mecanicas, para verificar o efeito da inser¢do do nanocompo6sito na
matriz polimérica. Para o ensaio, foram cortados 5 corpos de prova no modelo de gravata,
com dimensdes de 3,16 mm x 12,60 mm. A espessura de cada filme foi medida
individualmente por meio de um micrometro analodgico. A velocidade de tragdo dos ensaios
foi de 5 mm/min e a cela de carga utilizada foi a Tr21 (50 kgf). O equipamento utilizado foi a

maquina de ensaio EMIC, linha DL2000.
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4. Resultados

4.1 Sintese e Estudo da Estabilidade das Nanoparticulas de Prata

A primeira etapa do trabalho consistia na sintese de AgNPs estabilizadas com QS,
PVA, ou sem estabilizantes, com o objetivo de investigarmos principalmente suas
estabilidades. Os espectros UV-vis das trés solu¢des sao apresentados na figura 15. Como a
QS apresentou uma grande absor¢do na faixa de 190 nm a 230 nm, inset da figura 15, as
medidas foram realizadas em uma faixa de 230 nm a 800 nm, pois na regido de 200 nm,
mesmo com os recursos de linhas de base do equipamento, as medidas nesta faixa ndo foram
totalmente confidveis. Todos os espectros mostraram uma unica banda centrada em 400 nm,
caracteristica de AgNPs com formato esférico. O espectro de ambas as solugdo mostram-se
semelhantes, com uma largura de banda relativamente estreita, sendo a mais estreita
apresentada pelas AgNPs estabilizadas com QS. O espectro da solucdo de ions de prata
também ¢ mostrado na figura 15. Na comparacdo entre os espectros, observa-se um leve
deslocamento da banda plasmonica das NPs recobertas com PVA e QS, para maiores
comprimentos de onda, em relagdo a solugdo que apresenta somente AgNPs, sem
estabilizante. Tal fato pode estar associado tanto a interacdo polimero:NPs, que gera
mudangas na banda plasmodnica ressonante, ou a diferenga de tamanho das NPs entre os
sistemas, revelando que possivelmente as NPs estabilizadas mostraram um maior tamanho
que as AgNPs livres.

No trabalho de Mbhele ez. al*, foi observado o aumento no didmetro de 5 nm para 20
nm das AgNPs, depois de incorporadas no polimero PVA, sendo feita primeiramente a sintese
do coloide sem a presenca de nenhum estabilizante, para depois incorporar as NPs na matriz
de PVA. A presenca do ombro por volta de 260 nm se refere a clusters quanticos (particulas
de 1 - 2 nm); tais estruturas apresentam também picos em 211 nm e 227nm*.

Levando-se em conta que a primeira etapa da sintese utilizando o NaBHj leva a
formagdo de NPs de 2 a 3 nm’’, é de se esperar NPs com esse tamanho em todos os
nanocompdsitos, o que de fato ocorreu, figura 17b e 17c. Mesmo para uma maior
concentracio de AgNOj; nas amostras contendo estabilizantes (410 pg.mL" ¢/ QS e PVA) e

37,5 ng.mL™" (s/ estabilizante), observamos nos espectros apenas um pequeno deslocamento
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para o vermelho, para as amostras com estabilizantes, em relacio a amostra sem
estabilizantes, figura 15. Levando em consideracdo que quanto maior o numero de
precursores, maior ¢ o grau de saturagdo, e consequentemente, maior serdo as NPs e o
deslocamento da banda plasmoénica para o vermelho, pode se inferir que o tamanho das

particulas nas trés amostras foi relativamente préximo, fato confirmado pelo DLS, figura 17.

Estabiliza¢ao estérica com PVA
Estabilizagdo estérica com quitosana
Estabilizagdo eletrostatica sem polimero
fons de prata livres
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Figura 15 - Espectros de absor¢ao no UV - vis das AgNPs, tanto estabilizada pelos polimeros QS e PVA bem
como na auséncia de qualquer polimero. O espectro dos ions de prata revela que realmente
ocorreu a formac¢ao de NPs na sintese adotada. O inset mostra a absor¢do de uma solucdo de QS
cerca de 10 vezes mais diluida do que a apresentada pelos nanocompositos.

O estudo das interagdes entre AgNPs e os polimeros estabilizantes foi realizado
utilizando-se espectroscopia FTIR, através da comparacdo entre o polimero puro e o
nanocomposito. Para a andlise foram produzidos filmes do tipo cast sobre laminas de vidro
recobertas com ouro, para medidas no modo refletdncia. Os espectros dos nanocompdsitos de
QS:AgNPs e PVA:AgNPs estdo plotados nas figuras 16a e 16b, respectivamente.

A QS pura mostrou uma banda larga centrada em 3390 cm™ ¢ um ombro em 3310 cm’
! referentes aos grupamentos amina primaria (NH,) e secundaria (NHR), sendo que o ombro
em 3310 cm™ também pode ser atribuido ao grupamanento OH.

O nanocomposito QS:AgNPs apresentou uma Gnica banda em 3350 cm™, sugerindo a
interacio das AgNPs com algum desses grupos. A banda em 1560 cm™ sofre também um
alargamento quando as AgNPs estdo presentes. Esta banda ¢ referente aos grupos NHR, e
também as aminas carregadas (R’NH,R X). A banda em 1070 cm™ referente 4 NH,, presente
em grupos alifaticos, sofreu um deslocamento de cerca de 30 cm™ para numeros de ondas
maiores (1100 cm™), na presenca das AgNPs. Dessa forma podemos inferir que a interagio

entre a QS e as AgNPs ocorre principalmente via aminas, preferéncia para as aminas
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primarias. Também espera-se algum tipo de interagdo com o grupo OH. Observamos ainda o
aparecimento de uma banda bem estreita em 826 cm™. Bandas nessa faixa de freqiiéncias
fornecem informacdes sobre estrutura das macromoléculas, com respeito ao angulo entre os
atomos. Dessa forma, ¢ de esperar que a presenca das AgNPs modifique, mesmo que de
forma branda, a estrutura da QS. Este fato ja foi descrito em outros trabalhos para NPs tanto
de prata como de ouro*” *%.

Os espectros referentes aos nanocompositos contendo PVA sdo mostrados na figura
16b. O PVA puro apresenta bandas bem definidas na faixa de 3440 cm’, referente ao
estiramento do grupo OH, e bandas na faixa de 2900 cm™ (estiramento anti-simétrico e
simétrico do CH, alifatico). A regido entre 550 cm™ e 750 cm™ corresponde as vibragdes fora
do plano do grupo OH®. A banda em 1375 cm™ ¢ referente ao acoplamento entre os grupos
OH, ¢ a banda em 1420 cm™ corresponde a vibragio do CH. O alargamento da banda de 3440
cm”' sugere a interagdo das AgNPs com o grupo OH. Por outro lado, as bandas de 2910 cm™ ¢
2940 cm™' referentes ao estiramento do grupo CH, ndo sofrem deslocamento ou alargamento,
sugerindo a auséncia de interacdo das NPs com tal grupo. O alargamento das bandas entre
1500 cm™ e 750 cm™ no nanocompodsito sugere também a interagio das AgNPs com o grupo
OH®*®. O desaparecimento da banda 840 cm™ referente a vibragdo fora do plano do grupo
CH ¢ devido 4 interagio OH/Ag, que inibe tais oscilagdes®™ *. Ocorreu também um aumento
na intensidade das bandas em 1662 cm™ e 1573 cm™ apos a insergdo das NPs.

a
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Figura 16 - Espectro de FTIR dos nanocompésitos de (a) QS:AgNPs ¢ (b) PVA:AgNPs e seus respectivos
polimeros puros. No nanocompoésito QS:AgNPs ocorre principalmente o deslocamento e
alargamento das bandas referentes as aminas. O alargamento das bandas na regido de 1500 cm™
e 750 cm™ demonstram a interagdo das AgNPs com o grupo OH do PVA.

O tamanho das NPs foi avaliado utilizando-se a técnica de DLS. As NPs presentes nos
nanocompositos contendo QS apresentaram o tamanho entre 12 - 14 nm, ao passo que nos
compdsitos com PVA o tamanho observado foi de 8 - 10 nm. As NPs na solugdo sem
polimero apresentaram didmetros entre 2 a 3 nm. Esses dados estdo ilustrados na figura 17a.
O aumento no tamanho das particulas pelo uso do estabilizante PVA, em comparacao a
solugio sem estabilizante, ja foi relatado na literatura®. Adicionalmente, podemos esperar um
aumento no tamanho das AgNPs estabilizadas com QS. Além disso, a concentragdo de
precursor na rota utilizando tanto QS como PVA ¢ cerca de 11 vezes maior que a rota sem
estabilizante. Em ambas as amostras também foram detectados aglomerados e/ou NPs
maiores. Contudo, estes estdo em um niimero muito reduzido. Imagens de MET comprovam o
tamanho em torno de 10 nm das NPs estabilizadas com PVA e de 13 nm para a QS, além da
presenga de NPs de 2 - 3 nm devido a primeira etapa da sintese utilizando o NaBHy4 que leva a

formacio de NPs pequenas’”, figuras 17b e 17¢, respectivamente.
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Figura 17 - Tamanho das particulas obtido pela técnica de espalhamento dindmico da luz (a), para os sistemas
estabilizados e ndo estabilizado. Imagens de MET para os nanocompositos PVA:AgNPs (b) e
QS:AgNPs (c). Ambos apresentam a escala de 50 nm.

A estabilidade dos nanocompositos (em relagdo a agregagdo) foi avaliada analisando-
se o potencial Zeta ( ). Os resultados sdo mostrados na figura 18. Pela analise do grafico,
observa-se que as solucdes contendo estabilizantes, QS ou PVA, apresentaram um maior
valor do potencial Zeta, sendo desta forma, sistemas mais estdveis para as NPs,
principalmente para valores de pH de 4 - 6,5. Por outro lado, o sistema sem estabilizante
possui o valor em moddulo do potencial Zeta sempre menor que 30 mV, revelando a
vulnerabilidade do mesmo com relagdo a agregacdo. Juntamente com as medidas do potencial
Zeta foram realizadas medidas do diametro das AgNPs. Ambas as andlises foram realizadas
variando-se o pH da solucao de 4 - 10. Foi possivel observar que a solugdo sem estabilizante
tem o inicio da aglomeragdo mais prematuro, em pH 6, porém seu tamanho final em pH 10 ¢
menor, em torno de 500 nm. A solugdo contendo PVA comeca a mostrar agregacdo em pHs
mais altos, mas seu tamanho final ¢ maior cerca de 600 nm. O nanocomposito contendo QS

tem o inicio da agregagdo para pH maiores que 7, entretanto neste sistema ocorre
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aglomeramento catastrofico, cerca de 6 um, como mostrado no inset da figura 18. Entretanto
deve se ressaltar que a propria QS forma globulos em pH acima de 7, assim pode ser que o
tamanho medido ndo seja o tamanho real das NPs, mas sim o tamanho de um aglomerado de
QS:AgNPs, uma vez que a técnica de DLS utiliza o raio hidrodindmico para determinar o

tamanho da particula.

—m— Estabilizagdo estérica com QS
—e— Estabilizagio estérica com PVA

70 —A— Estabilizacdo eletrostatica sem polimero I |
1 ] E 3 ‘ ‘
60 - 56.0)(10 il
—~~ ) ./ ;-g
> 504 / ‘2 4,0x10° 5
4N
é 40 ‘.\-/° £ , -
< | E20a0
E 30+ 8 . |
= 20, “ \ \ 4 6 pH 8 10
N - -
104 E
Q
6 .\I
& 0 e -
-10- \A 4
T T T T T T T T T T
4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 18 - Dependéncia do potencial Zeta em fungdo do pH, das amostras contendo estabilizantes (QS ou
PVA) e sem a presencga de qualquer estabilizante. O grafico em inset ¢ com respeito a variacao do
tamanho das NPs em funcdo da mudanga de pH.

Podemos concluir que o uso de estabilizantes na sintese de AgNPs se faz viavel e 1til.
Apesar do tamanho das NPs aumentar com o uso dos estabilizantes, tanto QS como PVA, em
compara¢do aos sistemas sem estabilizantes, o aumento nao ¢ prejudicial em termos da agdo
bactericida, na qual geralmente NPs de até¢ 100 nm apresentam uma acao satisfatoria.

Os tamanhos das NPs para os nanocompdsitos contendo QS e PVA foram proximos,
de 12 - 14 nm, e de 8 - 10 nm, respectivamente. O uso do estabilizante ¢ vantajoso, uma vez
que se pode produzir solugdes mais concentradas, por exemplo, até cerca de 4 gL utilizando
QS, e cerca de 3 g.L'l, utilizando o PVA. Em ambos os casos, os polimeros foram usados na
razdo de 4:1 em massa de polimero:AgNPs. Pela comparagdo entre os dois sistemas com
estabilizantes, foi possivel concluir que a QS possui mais grupos possiveis de interagir com as
NPs. Além disso, a concentragdo limite da QS ¢ maior. Outro fator vantajoso a QS
evidenciado neste estudo foi a estreita banda no espectro UV-vis (revelando uma distribui¢ao
de tamanho de particulas menor).

Devido a estas caracteristicas, e também devido ao fato da conhecida agao bactericida

da QS %% 19°-1% 55 nanocompositos a base de QS:AgNPs foram utilizados na realizagdo de
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um estudo mais profundo acerca de sua estrutura e acdo bactericida. Estes estudos sao

detalhados a seguir.

4.2 Nanobiocomposito QS:AgNPs, estrutura e acao bactericida

Esta etapa do trabalho refere-se ao estudo de nanocompositos utilizando QS como
estabilizante. O intuito foi de investigarmos mais detalhadamente os processos de
degradagdo/agregagdo (estabilidade) do nanocompdsito e os tipos de interagdo entre
AgNPs/QS. Tivemos por objetivo também averiguar se ocorreria algum efeito sinérgico na
acdo bactericida, uma vez que dois materiais que apresentem tal acdo foram combinados.
Foram sintetizados nanocompoésitos em quatro formulagdes, com diferentes relagdes
polimero/AgNPs em massa, para estimarmos qual ¢ a melhor relacdo QS:AgNPs na acdo
bactericida contra a E.Coli.

Os espectros de UV-vis referentes as quatro formulagdes de AgNPs/QS sao mostrados
na figura 19. Podem ser observadas bandas de absorc¢ao relativamente estreitas, centradas em
400 nm, caracteristicas de AgNPs isotropicas. A velocidade de reagdo foi monitorada pela
absor¢ao em 400 nm, sendo atingida completa reacao depois de 4 segundos de sintese, como

mostrado no inset da figura 19. Os espectros de todas as amostras foram normalizados.
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Figura 19 - Espectro de absor¢do da banda plasménica da prata nos 4 nanobiocompositos sintetizados e o
espectro do sal de prata e QS apenas, sem redugdo dos ions metalicos. O grafico em inset diz
respeito a cinética de reagdo da sintese que mostra completa reacdo depois de 4 segundos.
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Nao sdo observados deslocamentos da banda de absorcao, o que indica que todas as
NPs possuem aproximadamente a mesma distribuicdo de tamanhos.

Apés a andlise espectrofotométrica, as solucdes com os nanocompositos foram
analisadas por DR-X. As andlises foram realizadas com amostras na forma de filmes cast
depositados sobre laminas de vidro, e os difratogramas sdo mostrados na figura 20.
Observamos que todas as amostras apresentaram os mesmos picos (38,2° 44,4°; 64,5° ¢ 77,5°)
referentes aos respectivos indices {111}, {200}, {220} e {311} que caracterizam todas as

amostras como prata de estrutura cfc® .
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Figura 20 - Difratograma dos nanocompositos evidenciando a presenca de prata metalica com estrutura cfc.

Os tamanhos dos nanocompositos QS:AgNPs foram investigados por medidas de
DLS, e comparados com imagens obtidas por MET. A figura 21a mostra as distribui¢des de
tamanhos das NPs obtidas por DLS. Sao apresentadas também na figura 21, as imagens de
MET referentes a todos os nanocompositos sintetizados. Os tamanhos médios obtidos pela
técnica de DLS foram de 25 nm, 25 nm, 15 nm e 13 nm para os nanocompoésitos de
QS:AgNPs 11:1, QS:AgNPs 9:1, QS:AgNPs_6:1 ¢ QS:AgNPs 4:1, respectivamente. Ambas
as técnicas (DLS e MET) detectaram a presenca de poucos aglomerados. Particulas menores,
de 1 a 5 nm, observadas nas imagens de MET nao foram detectadas por DLS. As imagens de
MET revelaram similaridade na distribuicdo de tamanho entre as amostras QS:AgNPs_6:1,
QS:AgNPs 9:1 e QS:AgNPs_11:1, com NPs variando de 5 a 15 nm, mostradas nas figuras
21c, 21d e 21le, respectivamente. Ja a amostra QS:AgNPs 4:1, figura 21b, apresentou duas
distribui¢des de tamanho, tanto NPs menores, com tamanhos variando de 1 a 3 nm, como NPs

maiores com tamanhos de 15 a 25 nm.
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Figura 21 - Analise da dispersdao de tamanho das particulas de duas formas distintas, por DLS (a) e imagens
de MET dos 4 diferentes nanocompdsitos QS:AgNPs_4:1 (b), QS:AgNPs 6:1 (c), QS:AgNPs 9:1
(d) e QS:AgNPs_11:1 (e). A escala de todas as imagens de MET sdo de 50 nm.

O potencial Zeta de todas as amostras foi medido em fun¢do do pH. O ponto
isoelétrico de todas as amostras foi praticamente o mesmo, em torno do pH 10, como
ilustrado na figura 22a. Ocorreram pequenas diferengas somente para pHs acidos, sendo que a
amostra QS:AgNPs 4:1 possui o potencial Zeta mais alto, seguida das amostras

QS:AgNPs 6:1, QS:AgNPs_9:1 e QS:AgNPs_11:1, respectivamente. Esta diferenca pode ter
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ocorrido devido ao grau de exposicao das AgNPs presente em cada nanocomposito, ou seja,
mais expostas quanto menor a concentracao de QS, e/ou ao carater cationico que as AgNPs
livres apresentam em pHs 4cidos, figura 18. Este fenomeno ocorre somente para pHs acidos,
sendo que em pHs basicos o potencial Zeta passa a apresentar o mesmo valor para todas as

amostras, fato confirmado pela grafico de potencial Zeta apresentado na figura 22a.
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Figura 22 - Variag@o do potencial Zeta (a) ¢ do diametro normalizado (b) de todos os nanobiocompdsitos ambos
em fungdo do pH.

Podemos observar que a melhor faixa do uso do nanocompositos se encontra entre os
pHs de 4 - 7, referente ao valor do potencial Zeta acima de 30 mV (figura 22a).
Conjuntamente com as medidas de potencial Zeta, foram estimadas as distribui¢des de
tamanho das NPs em fun¢ao do pH, na qual foi observada a agregagdo apenas da amostra com

a menor quantidade de QS, ou seja, QS:AgNPs 4:1. No sistema de QS:AgNPs 4:1, as NPs



-71-

estdo mais expostas que nos outros sistemas, podendo assim ocorrer o contato entre as NPs, e
consequentemente a agregagao, resultando no aumento do tamanho das NPs. Esses dados sdo
ilustrados na figura 22b.

A figura 23 mostra as andlises obtidas por espectroscopia FTIR, para nanocompdsitos
contendo diferentes proporgdes de QS e AgNPs. A fim de verificarmos se ocorreriam
mudangas nas interagdes entre AgNPs e QS, em fun¢do do tempo, os espectros foram
coletados imediatamente apds o preparo, e apos 24 hs, com armazenamento em condi¢des
ambiente. As medidas foram realizadas em amostras depositadas sobre laminas de vidro
recoberto com ouro, como detalhado na se¢do experimental.

Podemos observar que em todos nanocompoésitos ocorreu um deslocamento da banda
de 1567 cm'l, atribuida a NH», para numeros de ondas maiores, em relacdo a QS pura. Esse
deslocamento ¢ atribuido ao acoplamento da AgNP com o grupo amina da QS, apds a sintese
os valores desta banda para as amostras QS:AgNPs 11:1, QS:AgNPs 9:1, QS:AgNPs 6:1 e
QS:AgNPs 4:1 sao respectivamente 1576 em™, 1577 cm™, 1579 cm™ e 1576 cm™.

Apds 24 h, foi observado que a banda em 1567 cm™ desloca novamente para nimeros
de ondas menores. Por exemplo, para a amostra de QS:AgNPsl11:1 imediatamente apds a
sintese, a banda referente 4 amina é centrada em 1576 cm™, e depois de 24 h, observa-se seu
deslocamento para 1568 cm™. Este comportamento é observado para todas as amostras, e

ilustrado na figura 23.
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Figura 23 - Espectro de FTIR para os diferentes nanobiocompodsitos em funcdo do tempo de degradagdo. A
banda de 1562 cm™ se refere ao grupo NH, da QS.
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A estabilidade das solugdes de AgNPs foi investigada mais detalhadamente
monitorando-se sua absorc¢do eletronica em fungdo do tempo, uma vez que a diminuicao da
banda plasménica pode indicar oxidagdo, ou liberagio de fons das NPs®. Foram avaliados
nanocompdsitos com até 25 dias ap6s o preparo. Os espectros sdo mostrados na figura 24. A
semelhanca na forma e posi¢do das bandas revela que os tamanhos das NPs nos diferentes
nanocompositos estavam relativamente proximos, mesmo nos diferentes tempos da aquisi¢ao
dos espectros. Pode-se inferir também que os nanocompositos continham NPs isotropicas, e
com uma baixa dispersdo, devidos aos espectros relativamente estreitos. Podemos inferir
também que um possivel processo de degradacdo tenha ocorrido, mas sem implicar em
mudangas estruturais drasticas nas NPs, uma vez que nenhuma banda adicional ou

deslocamentos foram observados em fungdo do tempo.

15
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Figura 24 - Absor¢do plasmonica em funcdo do tempo, as amostras foram deixadas em solugdo e temperatura
ambiente para sofrer o processo de degradacdo durante 25 dias. A menor absor¢do da banda
plasmonica indica o processo de oxidagdo e/ou liberagdo de ions das AgNPs.

Assumindo que a degradacdo (neste caso, referente a falta de estabilidade) do
nanocomposito ocorra apenas nas AgNPs, os possiveis mecanismos podem ser oxidacdo ou
liberacao de ions de prata. Nao houve deslocamento de banda significativo em nenhum dos
casos analisados. Na figura 25a s3o mostradas as variagdes da intensidade no maximo de
absorbancia, em fun¢do do tempo. As curvas estdo normalizadas em relacdo ao maximo de

absor¢ao de cada amostra.
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Figura 25 - Analise da forma de degradacdo de duas maneiras diferentes pela absor¢ao do pico em 400 nm da
banda plasmonica (a) e pelo fenomeno de aglomeragdo monitorado pela técnica de DLS (b).

Pela figura 25a, observamos que mesmo em diferentes propor¢gdes de QS:AgNPs, o
processo de degradacdo das particulas, em termos de intensidade da absorcdo, ¢ semelhante:
um decaimento praticamente exponencial, extremamente rapido no inicio, e tendendo a um
patamar final, que provavelmente seria o equilibrio entre NPs e os fons de prata, Agd —
nAg*. Também foram realizadas medidas referentes ao aumento de tamanho em fun¢io do
tempo, ocorrendo uma maior aglomeragdo/agregacao no nanocomposito QS:AgNPs 4:1,
motivado pela maior exposicdo que estas particulas apresentavam no nanocompdsito em
solucdo. Provavelmente nem todas estavam completamente protegidas estericamente pelo
polimero QS, figura 25b.

Os nanocompositos foram entdo submetidos a diferentes ensaios bioldgicos contra a

bactéria E. Coli, incluindo o teste de MCI e o teste de densidade dptica (ODsos). Os resultados
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referentes ao MCI sao mostrados na tabela 3. Observamos que ocorre um aumento da agao do
nanocomposito em comparagao aos componentes, QS e AgNPs puras, uma vez que na mesma
relacio de 11:1 (polimero/NP) a concentracdo necessdria para o nanocompoésito de
PVA:AgNPs ¢ de 150 pg.mL", e de 75 pg.mL" para o nanocompésito de QS:AgNPs, ao
passo que para a QS pura, esse valor ¢ de 150 pg.mL™".

Na proporcao de 4:1, a concentragdo do nanocomposito pode ser diminuida
consideravelmente, ¢ um valor de MCI de 20 pg.mL’ foi observado. Dentre todas as
condi¢des estudadas, a condicdo de 4:1 foi estipulada como a ideal, para producdo de
nanocompositos bactericidas. Outro dado interessante refere-se ao valor de MCI do

nanocomposito QS:AgNPs11:1, que ¢ a mesma para o nanocomposito QS:AgNPs9:1.
Tabela 4 - Dados da minima concentragdo necessaria para inibir completamente a proliferagdo da E. Coli.

Concentragao do Nanocomposito

Amostras
150 pg.mL”" 100 pg.mL”' 75 pgmL™" 50 pg.mL”' 30 pg.mL”' 20 ug.mL” 10 ug.mL™
QS:AgNPs_11:1 Inibigdo Inibigdo Inibigdo Proliferagdo  Proliferagdo  Proliferagio  Proliferagio
QS:AgNPs_9:1 Inibigdo Inibigdo Inibigdo Proliferagdo  Pproliferagio  Proliferagio  Proliferagdo
QS:AgNPs_6:1 Inibigdo Inibi¢do Inibigao Inibi¢do Proliferagdo  Proliferagdo  Proliferagdo
QS:AgNPs_4:1 Inibigdo Inibigdo Inibigio Inibicio Inibicio Inibigio  Proliferagio
QS Pura Inibi¢ao Proliferagao Proliferagdo ~ Proliferagdo  Proliferagdo  Proliferacdo  Proliferagao

PVA:AgNPS_l 1:1 Inibi¢ao Proliferagdo Proliferagdo Proliferagdo  Proliferagao Proliferagdo Proliferagdo

Com base nos dados da tabela acima, algumas concentra¢des foram escolhidas para
estudos da acao bactericida em fun¢do do tempo, cujos resultados sao mostrados na figura 26.
Pela andlise das curvas, observamos a eficidcia dos nanocompdsitos, em especial os que
apresentam relacdes de 4:1 e 6:1, em relagdo a atividade bactericida. Ressaltamos ainda a
atividade bactericida do nanocompoésito com PVA.

Apesar de estar abaixo da concentra¢io de MCL, 150 ug.mL™", a QS com concentragéo
de 100 pg.mL" inibe o crescimento da bactéria por um periodo de 5 h, aproximadamente, mas

ndo ¢ suficiente para a completa elimina¢do dos microorganismos.
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Figura 26 - Ensaio microbioldgico da agdo bactericida dos nanobiocompdsitos sobre a E. Coli em fun¢do do
tempo. A agfo tanto da QS pura como do nanocomp6sito contendo PVA foram também analisadas.

Em resumo, podemos deduzir que a melhor relagao entre QS e prata a ser utilizada ¢ a
de 4:1, ja que s3o obtidas NPs menores, ¢ sua estabilidade ¢ bastante satisfatoria até o valor de
pH de 7,4. Além disso, esta propor¢ao apresentou os menores valores de MCI contra o
microorganismo E. coli. O uso de propor¢des menores de QS:AgNPs ndo se mostrou vidvel
devido a problemas de aglomeragdo catastrofica na concentragdo de AgNOs utilizada, 7,6

mg/ml.

4.3 Sintese de AgNPs utilizando um agente redutor mais brando

Depois de comprovada a acdo do nanobiocompdsito QS/AgNPs e a melhor relacao
entre os mesmos, focalizamos esfor¢os no desenvolvimento de uma rota de sintese amigavel
ao meio ambiente, com uso de redutores brandos, ao invés do NaBH4, que ¢ extremamente
reativo e nocivo ao ambiente. Baseado em trabalhos que utilizavam QS, tanto como
estabilizante, quanto agente redutor™ ® foi adotada uma rota de sintese similar. Contudo
nessas rotas referenciadas acima, que utilizam agucares como redutores, a sintese s6 ocorre
em duas condigdes: 1) os sistemas necessitam de altas temperaturas, proximas da ebulicdo da
agua, juntamente com fons OH™, ou ii) sdo utilizadas temperaturas mais baixas entre 40 -

60°C, porém em tempos muito longos de sintese, por exemplo, 20 h*. Infelizmente, a QS
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num meio com alta temperatura e na presenca de ions metélicos sofre quebra de cadeia,
ocorrendo assim sua degradacdo®. Para contornar este problema, propusemos uma rota
empregando QS e citrato de s6dio, ambos agindo como estabilizantes e agentes redutores,
amplificando a acdo de ambos, a fim de diminuir o tempo de reacdo, minimizando a
degradacao da QS.

ApOs a sintese, as AgNPs foram analisadas por espectroscopia UV-Vis, e 0s espectros
sdo mostrados na figura 27. Todas as amostras analisadas possuiam a mesma concentracao de
AgNO;s, e a absorcao estd intimamente ligada as NPs metalicas na solugao.

A identificagdo das amostras utilizadas nesse estudo é descrita na se¢do experimental.
Na amostra AM1 observa-se uma menor absor¢ao, devido ao baixo poder de redugdo da QS
sozinha, mas ¢ notada a presenca de NPs. Na amostra AM2, como esperado, observa-se uma
maior absor¢do, devido a adi¢ao do citrato de sddio, e a amostra AM3, por sua vez, apresenta
uma absor¢do menor que a AM2, e maior que a AM1, mesmo com um tempo de reagdo
menor, 90 segundos. Com o mesmo tempo de reacdo, mas com metade da quantidade de
citrato de sodio em relagdo a amostra AM3, a amostra AM4 apresentou uma menor
intensidade de absor¢do. Dessa forma, podemos inferir que a adigdo do citrato de sodio
favorece a diminui¢do do tempo de reagdo, ¢ promove um maior numero de ions de prata
reduzidos, para um mesmo tempo de reacao, como era esperado. Outro fator a ser considerado
¢ que o espectro da amostra AM2 aparece bem mais alargado, e com duas bandas,
provenientes provavelmente de multipolos gerados por estruturas mais complexas, como
cilindricas, prismaticas, e/ou dendriticas. Nesta rota de sintese também sdo observados a

banda em 260 nm, revelando a presenca de particulas muito pequenas, menores que 3 nm™.
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Figura 27 - Medidas da absor¢do da banda plasmonica para os nanobiocompositos com diferentes massas de
citrato de sodio e tempo de reagao.
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Os nanocompositos QS/AgNPs referentes as amostras AM1 a AM4 foram analisados
por MET, e as imagens sdo mostradas nas figuras 28, 29, 30 e 31. Para a amostra AM1 foram

observadas apenas particulas circulares, com o tamanho entre 10 e 50 nm, com poucos

aglomerados e uma distribui¢do pouco homogénea, figura 28a e 28b.

Figura 28 - Medidas de MET da amostra AM1 nas escalas de 100 nm (a) e 50 nm (b). O inset em (b) diz respeito
a difragdo de elétrons confirmando a presenga das Nps.

A amostra AM2 apresentou estruturas lamelares, ilustradas na figura 29a. Estas
estruturas possuem tamanhos de aproximadamente 500 a 600 nm, e explicam os dois picos ¢ a
banda alargada no espectro UV-vis da figura 27. As dendritas sdo a forma predominante na
amostra AM2, porém ocorrem também formas esféricas de tamanhos menores como

apresentado na figura 29b, com tamanho de 20 a 40 nm.
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Figura 29 - Medidas de MET da amostra AM2 nas escalas de 500 nm (a) ¢ 50 nm (b). A difra¢do de elétrons
presente no inset em (a) foi realizado sobre a drea mais clara das dendritas confirmando a presenca
das AgNps nesta regido.

Na amostra AM3, as mesmas estruturas dendriticas descritas acima foram observadas,

mas ndo de maneira majoritaria. Pelo contrario, eram excegdes. Estas estruturas apresentavam
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um tamanho menor, de aproximadamente 150 nm, como mostra a figura 30a. A grande
maioria das NPs era composta por esferas de didmetro menor que 10 nm, € com uma boa
dispersdo sobre toda a matriz polimérica, figura 30b. Isto leva a crer que a estrutura dendritica
¢ devido a acdo conjunta da QS e do citrato de sédio, sendo que o tempo de sintese atua no
crescimento das mesmas. Uma Unica estrutura de triangulo comumente observada em sinteses
contendo citrato também foi observada, inset da figura 30b, entretanto parece que a mesma
ainda ndo estava completamente formada, mas sim em processo de formacdo, devido aos

contornos de grao das AgNPs bem sobressalentes.

(a)

Figura 30 - Medidas de MET da amostra AM3, ambas as imagens possuem a escala de 50 nm, sdo observados
tanto aglomerados que possivelmente viriam a evoluir em dendritas (a) como AgNps bem dispersas
e com tamanho médio de 10 nm (b). O inset em (b) mostra um dos estagios da formacdo de um
nanotriangulo de 100 nm.

Na amostra AM4, foram observadas AgNPs relativamente menores, com didmetros
variando de 2 a 5 nm, mas também ocorre a presenca de particulas maiores como nas demais
amostras, com um didmetro de 10 nm, figuras 31a e 31b. Uma tUnica particula com estrutura

dendritica foi observada, inset da figura 31a, com um tamanho em torno de 350 nm.

501nm

Figura 31 - Medidas de MET da amostra AM4, ambas as imagens possuem a escala de 50 nm, sdo observadas
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AgNps esféricas e majoritariamente pequenas com o tamanho de 2 a 5 nm (a) ocorrendo a presenca
de particulas de 10 nm (b). Estruturas dendriticas sd3o muito pouco usuais nesta amostra, sendo
mostrada a formagdo de uma delas no inset em (a).

Medidas do tamanho das AgNps realizadas por DLS, em fung¢do da intensidade de luz
espalhada, indicam a presenca de grandes aglomerados em torno de 1 pm para as amostras
AM2 e AM3, e de 0,5 um para as amostras AM1 e AM4, como mostra a figura 32. Como
aglomerados tdo grandes ndo foram observados em nenhuma das imagens de MET, tais
medidas sdo atribuidas a jungdo de particulas menores em uma mesma molécula de QS
movimentando conjuntamente, e gerando assim um padrao de espalhamento de uma particula
maior do que realmente é.

Na figura 32 ainda visualizamos particulas menores, apresentando didmetros de 140
nm (AM2), 90 nm (AM3) ¢ 60 nm (AM4). A amostra AM1 apresentou o pico da distribuicao
de tamanho somente em 0,5 um, contudo a distribuicdo de tamanho da amostra AM1 ¢ bem
mais ampla comparada com as demais (AM2, AM3 e AM4). Acreditamos que essa
distribui¢do de tamanhos menores das AgNPs apresentadas pelas amostras AM2, AM3 e

AM4 esteja relacionada as estruturas dendriticas, observadas pelas imagens de MET.
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Figura 32 - Tamanho das Nps medido por DLS em fun¢do da intensidade espalhada e o inset diz respeito ao
tamanho em funcdo do niimero de Nps.

Ao se analisar o tamanho das particulas em fun¢do nao mais da luz espalhada, mas sim
do numero de particulas presentes, inset da figura 32, vemos que todas apresentam
majoritariamente particulas de até 20 nm, exceto a amostra AM3 que apresenta particulas de
40 nm. Neste modo de analise todas as amostras apresentaram somente uma distribui¢ao de

tamanho, diferentemente do observado utilizando a analise em func¢do da intensidade de luz
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espalhada. Considerando o modo de funcionamento do equipamento, que faz toda a analise
baseada no espalhamento da luz, e sendo o mesmo proporcional ao didmetro da particula
elevado a sexta poténcia, espalhamento Rayleigh, as NPs menores, de 10 nm da amostra AM3
e de 2 nm a 5 nm da amostra AM4, observadas pela técnica de MET foram possivelmente
mascaradas pelas maiores.

As amostras AM1 a AM4 também foram analisadas em funcao do seu potencial Zeta,
ilustrados na figura 33a. A adicdo de citrato de sodio ndo gerou mudancas significativas,
sendo a melhor faixa de pH entre 4 - 6 (|| = 30mV). O ponto isoelétrico foi praticamente o
mesmo para todos os nanocompositos, ja que acima do pH 8 todos tendem a um potencial
nulo. Nas medidas do didmetro das Nps em fun¢do do pH ocorreu uma diferenga entre os
nanocompositos devido a adi¢ao de citrato, quanto maior a quantidade do memso, menores as
AgNPs, como ilustra a figura 33b. Entretanto, deve ser levado em conta que o tamanho
observado ndo ¢ devido ao aumento das AgNps, mas sim da aglomeragdo/agregagdo da
propria QS. Antes da solugdo de qualquer uma das amostras ser tratada com um pH bésico e
sofrer o fenomeno de aglomeragao, cada uma apresentava um tamanho especifico de AgNPs e
depois de ocorrer a aglomeragdo e o posterior tratamento com 1% de acido acético ocasionado
a re-dissolucdo de todas as amostras (AM1 - AM4), o tamanho das AgNPs foi o tamanho
medido inicialmente, sendo que todos os nanocompdsitos apresentaram uma 6tima protecao
estérica para as AgNPs. Assim sugerimos que o citrato deixa a molécula de QS mais
compacta na aglomeracio, por meio de interagdes eletrostaticas entre os grupos OH e NH;"
do citrato e QS respectivamente. O citrato atua blindando as cargas da QS, diminuindo a

repulsdo eletrostatica, e a molécula fica mais enovelada.
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Figura 33 - Variagdo do Potencial Zeta (a) e o didmetro normalizado (b) de todos os nanobiocompoésitos ambos
em funcdo do pH.

Para a andlise de DR-X foi utilizado o p6 dos nanocompoésitos, ambos apresentaram os
picos caracteristicos da QS, em 10° e 20° ¥ ilustrados pelos asteriscos verdes na figura 34.
Entretanto, os picos referentes a prata, principalmente para os angulos menores, nao foram tao
sobressalentes, quanto antes. Possivelmente devido a caracteristica da medida de DR-X em
amostras em p6 de polimeros, material amorfo. Essas bandas caracteristicas de medidas de
polimeros em pd podem ter mascarado os picos em 38,2° e 44,4° da prata. Outro fator foi
provavelmente a presenga de MTP discutidas anteriormente. Mas em todas as amostras foram
observados os picos em 64,5° e 77,5° que dizem respeito a estrutura cristalina {220} e {311}
respectivamente, representados pelos asteriscos vermelhos na figura 34. As amostras AM2 e
AM3 mostram todos os picos referentes a prata metalica de estrutura cfc, picos em 38,2°
44.4°, 64,5° ¢ 77,5° referente aos seguintes planos respectivamente {111}, {200}, {220} e
{311}, asteriscos vermelhos da figura 34. Podemos concluir que as AgNPs apresentam
estrutura metélica cfc, mesmo com as amostras ndo apresentando todos os picos da prata

metalica tdo sobressalentes.
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Figura 34 - Difratogramas das amostras AM1, AM2, AM3 e AM4. Os asteriscos verdes correspondem aos picos
caracteristicos da QS, 10° e 20°, de medidas feitas com o p6 do polimero. Os asteriscos vermelhos
correspondem aos picos da prata metalica de estrutura cfc, picos em 38,2°, 44,4°, 64,5° ¢ 77,5
referente aos seguintes planos respectivamente {111}, {200}, {220} e {311}.

Novamente foi utilizada a técnica de FTIR para o estudo da degradacdo do
nanocomposito, entretanto desta vez o foco de interesse era a degradacao da propria QS
evidéncia pelas bandas em 1740 cm™ e 1710 cm™ referente ao grupo COOH, que ¢ o grupo
formado pela quebra de cadeia da QS. As medidas foram realizadas logo apds a sintese, e
apos 15 dias, com as amostras armazenadas sobre luz e temperatura ambientes. Foi realizado
a deconvolugdo de Fourier em todas as amostras. Apos a deconvolucao, apenas na amostra
AMI tais bandas foram claramente observadas.

A amostra AM1 ndo mostrou indicios de mudancas das bandas de 1740 cm™ e 1710
cm” em funcdo do tempo de degradagdo, que foi de 15 dias. A banda em 1110 cm™ sofre
deslocamento para comprimento de ondas menores somente na amostra AM1. Todas as outras
amostras mantiveram essa banda inalterada em fung¢ao do tempo de degradacdo. O grupo NH»
apresenta vibragio na banda em 1110 cm™, assim ¢ de se esperar que a amostra AMI1 vai

perdendo a interagdo QS/prata em comparagao as demais amostras, figura 35.
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Figura 35 - Medidas de FTIR das amostras AM1, AM2, AM3 ¢ AM4 em fungdo do tempo de degradagdo. O
espectro de FTIR mostra a degradagdo da QS na amostra AM1 pelo aparecimento das bandas em
1740 cm™ e 1710 cm™ referentes ao grupo COOH. A perda de interagio QS/AgNPs ¢ evidenciada
pelo deslocamento da banda em 1100 cm™ para comprimento menores, referente ao grupo NH,.

Juntamente com as analises de FTIR foram tiradas fotografias das solucdes no
intervalo de 15 dias, contudo nenhuma mudanga visual foi observada. As fotografias sdo

mostradas na figura 36.
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Figura 36 - Fotos das amostras solubilizadas na concentragio de 6,5 g.L"', logo ap6s a solubilizagio (a) e com
15 dias de degradac@o em luz e temperatura ambiente (b).

ApoOs a caracterizagdo estrutural, morfoldgica, e o estudo de degradacao, realizamos
um estudo das propriedades térmicas dos nanocompositos, por TGA. A figura 37 contém a
curva termogravimétrica (TG) da QS pura. Pela analise da derivada da curva
termograviométrica (DTG) vemos que a amostra apresenta uma perda de massa em trés
estagios: 1) primeiro estagio que vai da temperatura ambiente até 110°C que esta relacionado a

100, 101 - ym uma velocidade de

perda de agua adsorvida, e aquela presente em sua estrutura
perda menor ( ) na temperatura de 54°C; ii) segundo estagio de 210°C até
380°C, referente a primeira etapa de degradacao da QS, apresentando a velocidade méxima de
perda ( ) na temperatura de 290°C e; iii) terceiro estagio de 380°C a 600°C. Esta
etapa ¢ referente a degradacdo da QS, sua velocidade maxima de perda de massa ¢ de

na temperatura de 520°C.
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Figura 37 - Curvas de TG e DTG da QS pura, obtidas sobre uma atmosfera de ar sintético até a completa
degradacao do material em 600°C.
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Com a introducdo das AgNps no sistema, ocorrem mudangas significativas nas
caracteristicas térmicas da QS, como ilustrado na figura 38. A amostra AM1, apresenta uma
etapa a mais na perda de massa. A etapa de perda de agua ¢ similar. A segunda etapa comeca
em 190°C, mas continua até 270°C, com uma velocidade maxima de perda dm/dt = 0,65 na
temperatura de 250°C. Uma nova etapa surge em 270°C até 380°C com uma velocidade
maxima de perda de dm/dt = 0,41 na temperatura de 290°C. Esta nova etapa ¢
possivelmente oriunda da dissociagdo das AgNps com a QS. A ultima etapa de degradagdo
comega para temperaturas mais baixas, em relagdo a QS pura. O inicio da ultima etapa de
degradagao ocorre em 380°C e termina em 490°C, com a completa degradagdo da QS, e com
um residuo de prata de 8,56% em massa.

A inser¢do do citrato de s6dio também gera modificagdes nas caracteristicas térmicas
do sistema (figura 38). As amostras AM2, AM3 e AM4 (que contém citrato) mostram
praticamente os mesmos valores de temperatura e velocidades maximas de perda de massa. A
evaporagdo da agua ocorre até 150°C com uma velocidade de dm/dt = 0,10 na temperatura
de 58°C. A eliminagdo das moléculas de agua presentes na estrutura da QS ocorre na faixa de
150°C a 240°C, com uma velocidade maxima de perda de massa de dm/dt = 0,08 na
temperatura de 190°C. A degradacdo do nanocomposito ocorre em duas etapas: i) a primeira
de 245°C a 360°C com velocidade maxima de perda de dm/dt = 0,72 na temperatura de
296°C, e a outra de 360°C a 440°C com uma velocidade maxima de perda de dm/dt = 0,81
na temperatura de 397°C, resultando na completa degrada¢ao dos materiais organicos.

Outro dado importante que podemos obter das andlises de TG refere-se a quantidade
de residuo, neste caso, devido as AgNps presentes em cada nanocomposito. A QS pura teve
um residuo de 0,53% com relag@o a massa inicial. Em todos os nanocompositos (AM1, AM2,
AM3 e AM4) a quantidade inicial de prata utilizada na sintese era de 20% da massa de QS,
contudo, nas amostras AM2, AM3 e AM4 foram adicionadas diferentes massas de citrato de
sodio, mudando assim a percentagem de massa de prata em relacdo a massa organica total do
nanocompdsito. Na amostra AM1, dos 20% da massa inicial de prata, foram obtidos 9,11% de
residuo, atribuido a prata metélica. Ja na amostra AM2 a quantidade de prata inicial relativa as
quantidades de QS e citrato de sédio foi de 16,7%, e a de sodio de 3,9%. Tomando o caso
extremo de que todo o sddio fosse incorporado ao pd, 3,9% do residuo seria de sédio, e o
restante seria de prata. Como o residuo final da amostra AM2 foi de 14,56% teriamos que
10,66% do residuo seriam de prata. Contudo, a fixagdo de sddio pelo sistema ndo ¢ tdo grande
assim, como pode ser confirmado pela comparacao dos residuos das amostras AM3 e AM4: a

primeira tem o dobro de citrato de sddio que a segunda, mas o residuo final de ambas ¢
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respectivamente de 15,57% e 14,01%, e, portanto, o s6dio ndo apresenta uma incorporacao

tao grande ao sistema.

: : : : s : : : : L 1,0
100+ AM1 H 4 AM2 H
d 10,8
801 A~
106 O
%01 040\0
17" XX
0] =
~_~ 17 <
o 204 7p)
AN 100 w2
= ° =
) : : : : s : : : : L 1,0 z
& 100- AM3] AM4 <
2 ! 1o ™
80+ <
10,6 "g
60
10,4 Z
40- 5
10,2 Q
20
10,0
0+— : : : : : : : : :
100 200 300 400 500 100 200 300 400 500
0
Temperatura ("C)

Figura 38 - Medidas de termogravimetria das amostras AM1 (a), AM2 (b), AM3 (c) e AM4 (d). Sdo mostradas
tanto as curvas de TG com as de suas derivadas DTG.

Podemos concluir que o uso do citrato de sddio neste tipo de sintese, ¢ vantajoso, pois
impede a degradagdo da QS devido a diminui¢do do tempo de reagdo, e também pela

formagao de um maior numero de nucleos no processo de sintese.

4.4 Caracterizacao de filmes de PVA contendo o nanocomposito
AM4

Apo6s encontrar a melhor propor¢ao de QS/AgNPs a ser utilizada na preparagdo do
nanocompdsito, assim como a melhor rota de sintese para a producdo do mesmo, este
nanocompdsito foi incorporado em uma matriz polimérica, visando-se futuras aplicagdes

como materiais de embalagens inteligentes. A matriz escolhida foi o PVA, ¢ 0 nanocomposito



-87-

0o AM4, devido as melhores caracteristicas apresentadas, como melhor relagao QS:AgNPs,
menor tempo de sintese, ¢ a melhor distribui¢do de tamanho entre os nanocompoésitos
sintetizados. Os filmes foram confeccionados com diferentes quantidades do nanocomposito
AM4, como descrito na se¢do experimental.

Os filmes foram analisados por espectroscopia UV-vis. Devido a ndo homogeneidade
de espessura por todo o filme, e a dificuldade de se determinar o exato local no qual foi
incidido o feixe de luz, o espectro de todos os filmes foram normalizados. Os espectros
normalizados estdo presentes na figura 39, juntamente com o espectro da solu¢do pura do
nanocompodsito AM4. Pela andalise do grafico pode ser observado que todos os filmes
confeccionados apresentam AgNPs e que o alargamento em relagdo ao espectro da amostra
pura ocorreu, sugerindo que a incorporacdo das AgNPs na matriz polimérica gera uma maior

distribuicdo de tamanho das mesmas.
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Figura 39 - Espectros UV-vis dos filmes de PVA contendo o nanocompoésito AM4, juntamente com 0s
espectros do filme de PVA puro ¢ do nanocompo6sito AM4 em solugdo.

Depois de comprovado a presenga das AgNPs nos filmes, foram efetuados ensaios de
TGA e DSC. Os ensaios de TGA foram realizados em atmosfera de Ar sintético. A figura 40
contém a curva TG do PVA puro e sua derivada. Pela andlise da derivada da curva, DTG, em
amostra de Ar sintético vemos que a amostra apresenta uma perda de massa em cinco
estagios: 1) primeiro estagio que vai da temperatura ambiente até 180°C que esta relacionado a
perda de agua adsorvida, com uma velocidade maxima de perda (dm/dt = 0,07) na
temperatura de 99°C; ii) segundo estagio de 180°C até 318°C, primeira etapa de degradacao
do PVA, apresentando a velocidade maxima de perda maior (dm/dt = 0,53) na temperatura

de 275°C; iii) terceiro estagio de 318°C a 340°C com velocidade maxima de perda de massa
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de dm/dt = 0,37 na temperatura de 388°C; iv) quarto estagio de 387°C a 470°C com
velocidade de perda de massa de dm/dt = 0,27 na temperatura de 436°C; e v) Gltimo estagio
de 470°C a 575°C com velocidade maxima de perda de massa de dm/dt = 0,26 na
temperatura de 495°C. Em atmosfera de N, o PVA apresenta apenas 3 estagios de perda de

massa, como mostrado inset da figura 40.
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Figura 40 - Curvas de TG e DTG do PVA puro, obtidas sobre uma atmosfera de ar sintético até a completa
degradac¢do do material em 600°C. No inset mostra-se um ensaio de degradagdo do PVA em
atmosfera de N,.

A n3o homogeneidade das curvas de TGA obtidas nos filmes contendo os
nanocompositos, figura 41, se deve possivelmente ao fato de que a andlise foi feita sobre
amostras cortadas de diferentes locais dos filmes. Contudo, o intuito das medidas de TGA,
nesse caso, foi verificar se a inser¢do do nanocomposito AM4 afetaria (diminuiria) a
temperatura de degradacao do polimero PV A inviabilizando o uso do nanocompdsito AM4 na
matriz de PVA. Como foi observado, a inser¢@o do nanocompdsito AM4 nao modificou de
maneira significativa as caracteristicas térmicas do PVA, dando perspectivas do uso deste tipo
de combinagdo, PVA:AM4. As mudangas geradas pela introdu¢ao do nanocompo6sito AM4 no
filme de PVA sdo ilustradas na figura 41. Todos os filmes produzidos tiveram a omissao de
alguns estagios da perda de massa. A perda de 4gua em todos os filmes parece ocorrer em
duas etapas. A primeira, provavelmente ¢ relacionada a agua presente na cadeia de PVA, e a
segunda, a dgua presente na cadeia de QS. A primeira etapa de degradacdo de todos os filmes
ocorre para a mesma faixa de temperatura, tendo inicio em 210°C e término em 380°C, com

velocidade maxima de perda ocorrendo em cerca de 280°C. A completa degradacdo dos
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filmes ocorre em 500°C. Com o aumento do nimero de AgNPs temos um aumento da
velocidade maxima de perda de massa do segundo pico de degradagao (figura 41). Neste caso,
acredita-se que as AgNPs funcionem como ilhas de calor, aumentando a condutividade

térmica do sistema e acelerando assim a sua degradagao.
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Figura 41 - Curvas de TG e DTG dos filmes de PVA com o nanocompdsito AM4, obtidas sobre uma atmosfera
de ar sintético até a completa degradagdo do material.

Outras evidéncias de que as AgNPs atuam como ilhas de calor nos filmes sdo o

residuo e temperatura final de degradacao, presentes na tabela 5.

Tabela 5 - Dados de TGA dos filmes de PVA contendo o nanocompdésito AM4.

Filme Residuo (%) AgNPs (%) Temperatura final (°C)
PVA:AM4 90:10 2,33 2 505
PVA:AM4 92,5:7,5 5,63 1,5 514
PVA:AM4 95:5 5,33 1 490
PVA:AM4 97,5:2,5 5,53 0,5 540

Pela a analise dos dados da tabela 5, vemos que quando ¢ inserida uma maior

quantidade de prata no sistema, o residuo ¢ menor, ji para as demais amostras
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(PVA:AM4 92,7:2,5 a PVA:AM4 97,5:2,5) o residuo se mantem praticamente o mesmo.
Assim, podemos inferir que para certa concentracdo limite de AgNPs o processo de
degradacdo da fase organica ¢ aumentado. Adicionalmente, a temperatura final de degradacao
do filme vai diminuindo com relagdo ao aumento da quantidade de AgNPs, exceto para a
amostra PVA:AM4 95:5. Tais dados corroboram com a hipotese de que as AgNPs atuam
como ilhas de calor na matriz polimérica, catalisando o processo de degradagao, pelo aumento
da difusidade térmica do material.

Os ensaios de DSC dos filmes sdo mostrados nas figuras 42a e 42b. Observamos que a
incorporagdao de AgNPs afetou a temperatura de fusdo dos filmes (figura 42a). A temperatura
de fusdo dos filmes diminuiu com o aumento da quantidade de AgNPs. Novamente, ¢
provavel que as AgNPs atuem como ilhas propagadoras de calor favorecendo a difusdo
térmica no material, outro mecanismo a ser proposto ¢ que as AgNPs afetam a formacdo dos
esferulitos. Quanto maiores e mais espessas as lamelas que compdem os esferulitos, mais
perfeitos os cristais, € maior a Tm. Dessa forma, ¢ provavel que as AgNPs afetam o processo
de cristalizacdo do PVA, levando a formacdo de esferulitos com lamelas menos espessas e
cristais imperfeitos, diminuindo a temperatura de fusdo. Este fato ¢ evidenciado também pelas
curvas de resfriamento da figura 42b, onde se observam as varia¢des do pico exotérmico

referente a cristalizacao.
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Figura 42 - Analises de DSC do processo endotérmico de fusdo (a) e do processo exotérmico de cristalizagio (b).

Apbs a andlise térmica, foram analisadas as propriedades mecanicas dos filmes,
através de curvas de tensdo-deformacdo. O ensaio foi realizado como descrito na parte
experimental. Foram realizadas 5 medidas de tracdo de cada filme, sendo as mais
significativas de cada amostra mostradas na figura 43. Os dados referentes aos ensaios

mecanico estdo presentes na tabela 6.
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Figura 43 - Curvas dos ensaios mecanicos realizados nos filmes de PVA e AM4.

Tabela 6- Média dos valores obtidos no ensaio de tensdo-deformacao.

Filme Tensdo @max Modulo de Young Deformagao na forga
PVA:AM4_90:10 35,67 250 180
25,96 175 170

PVA:AM4 92,5:7,5

PVA:AM4 95:5 31,21 230 220
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PVA:AM4 97,5:2,5 31,69 170 220
PVA 100:0 25,18 220 180

Os ensaios mecanicos permitiram observar que a inser¢ao do nanocompdsito AM4 na
matriz polimérica de PVA aumentou a tensdo de ruptura para os filmes PVA:AM4 90:10;
PVA:AM4 95:5 e PVA:AM4 97,5:2,5, assim como a deformacao na tensdo maxima para os
filmes PVA:AM4 97,5:2,5 e PVA:AM4 95:5.

Os filmes de PVA:AM4 foram submetidos a testes de atividade antimicrobiana,
através de ensaios microbiologicos, nesse caso, o teste de halo de inibi¢do. Todos os testes
foram realizados em triplicata. A figura 44 mostra o ensaio realizado sobre o filme

PVA:AM4 100:0, o qual era constituido somente do polimero puro PVA.

Figura 44 - Fotos do filme PVA:AM4 100:0 evidenciando o crescimento do microorganismo E. coli.

Todos os filmes que continham o nanocompoésito AM4 (PVA:AM4 97,5:2,5;
PVA:AM4 95:5; PVA:AM4 92,5:7,5 e PVA:AM4 90:10) apresentaram ac¢do bactericida

contra o microorganismo estudado a bactéria E. coli, como mostra a figura 45. As porcetagens

das areas dos halos de inibi¢do de cada filme estdo contidas na tabela 7.
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Figura 45 - Fotos do filme PVA:AM4 97,5:2)5 (a), PVA:AM4 95:5 (b), PVA:AM4 92,5:7,5 (c) e
PVA:AM4 90:10 (d) evidenciando a acdo bactericida de todos os filmes sobre o
microorganismo E. coli.

Tabela 7 - Porcentagem da area e diametro de inibigdo dos halos contra o microorganismo E. coli.

Filme Area de inibicdo (%) Diametro de inibi¢ao (%)
PVA:AM4 90:10 145 120
PVA:AM4 92,5:7,5 142 119
PVA:AM4 95:5 140 118
PVA:AM4 97,5:2,5 137 117
PVA:AM4 100:0 0 0

Pela tabela 7, verificamos que areas de inibi¢do maiores foram obtidas para filmes
contendo maiores quantidades de AM4, evidenciando a atividade bactericida desta
coOmposi¢ao.

Dessa forma, verificamos que a incorporagdo de um nanocompdsito na matriz
polimérica de PVA proporciona caracteristicas bactericidas ao sistema, sugerindo assim a

possibilidade da producdo de embalagens inteligentes com agao bactericida.
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5. Conclusoes

5.1 Conclusoes

Na primeira etapa do trabalho foi observado que a estabilidade dos coloides de prata
pode ser obtida tanto estérica, como eletrostaticamente, sendo que a estabilizagdo estérica
permite o uso dos coldides em uma concentragdo mais alta e maior estabilidade (com base nos
valores de potencial Zeta). Foi mostrado também que materiais como a QS, que contém
grupos amina, possuem uma maior interagdo com as AgNPs, do que aqueles que possuem
apenas grupos OH como o PVA. Assim a escolha de estabilizantes que possuam um maior
nimero de grupos funcionais, principalmente grupos que contenham nitrogénio, enxofre e

, 11, 63, 64
fosforo ™™

, se faz uma melhor opcao do que o uso de estabilizantes que contenham apenas
grupos hidroxilas, grupo que apresenta uma interagdo mais branda com as AgNPs®

Ao utilizarmos somente a QS na sintese, mas modificando a relagdo QS:AgNPs em
massa, ndo foram observadas mudangas drasticas no sistema, em relacdo a posicdo da banda
plasmoénica ou forma da estrutura cristalina. Entretanto, a relacio QS:AgNPs se mostrou de
extrema importancia no aumento da atividade bactericida do nanocompdsito final contra a
bactéria E. coli em solugdo. Assim, buscou-se o limite no qual a relagdo QS:AgNPs tivesse
uma boa estabilidade e a melhor agdo bactericida, sendo estabelecida em 4:1 de QS:AgNPs
em massa.

Foi também observado a possibiliade do uso de redutores mais brandos na obtengao de
AgNPs, como citrato de sodio e QS, em um rota de sintese alternativa aquela utilizada com
NaBH,y. Nesse caso, verificou-se que os parametros de reagdo, como tempo e concetracao de
citrato de sddio, influénciam a morfologia final das NPs. Observou-se também que na rota de
sintese utilizada sem o NaBH4 o uso do citrato de sodio inibe a degradacdo da QS, em
comparag¢do da sintese utilizando somente a QS como redutor.

Na ultima parte do trabalho, verificamos o efeito da incorporacdo do nanocompoésito
AM4 (QS:AgNPs) na matriz de PVA. Através de andlises térmicas, verificou-se que as
AgNPs atuavam como ilhas de calor, aumentando a difusidade térmica dos sistemas,
contribuindo para o aumento de perda de massa no segundo pico de degradagdo, além de

inflénciarem da ma formacdo dos esferulitos. Verificou-se também a diminui¢ao da
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temperatura de fusdao do PVA em funcao do aumento da quantidade de carga de AgNPs. J4 as
caracteristicas mecanicas dos filmes ndo foram modificadas de maneira significativas, com a
adi¢do de AM4, em relacdo ao PVA puro. Os testes de halo de inibi¢cdo dos filmes revelaram
um aumento da agdo bactericida dos compositos, com o aumento da quantidade de AM4,
como esperado. Dessa forma, as analises térmicas, mecanicas e bactericidas dos compositos
revelam o grande potencial de aplicacdo destes materiais em embalagens inteligentes
bactericidas, uma vez que sdo preservadas muitas das caracteristicas do polimero da matriz, o

que ¢ de grande importancia para o seu processamento.
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6. Trabalhos futuros

Como continuacdo deste trabalho, propomos:

1) Sintese de nanoesferas do nanocomposito QS:AgNPs, permitindo assim uma liberagao

controlada das AgNPs.

i1) Insercdo dos nanobiocompésitos de QS:AgNPs em polimeros/materiais utilizados em
medicina para o desenvolvimento de curativos, pomadas de uso tdpico ou instrumentos

incisivos como cateters, diminuindo os riscos de infec¢des hospitalares.

iii) Uso do nanocompdsito AM4 no tratamento de efluentes contaminados com patogénicos,
por meio da mudanca de pH. Em pH acido (em torno de 4 a 5) o nanocompdsito teria sua
maxima acao bactericida, depois o efluente seria tratado até retornar ao pH 7 a 7,5, resultando

na floculagdo do nanocompésito, sendo o mesmo filtrado e reaproveitado posteriormente.
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