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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) estabilizadas
com polivinilpirrolidona (AgNPs/PVP), por quimica assistida via micro-ondas
impregnadas em filmes de polissulfona (PSU) produzidos via casting (evaporacao). Os
filmes de PSU foram previamente tratados com radiagdo UV em presenca de ar
atmosférico. As estruturas formadas foram caracterizadas por angulo de contato com
agua (WCA — Water contact angle), espectroscopia difusa no ultravioleta visivel (DRS
UV-Vis - UV-Vis Diffuse Reflectance Spectroscopy), microscopia eletronica de
transmissdo (MET), espectroscopia de absor¢cdo no infravermelho (FTIR-ATR -
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) e espectroscopia de fotoelétrons de raios-X
(XPS — X-Ray Photo eléctron Spectroscopy). Foram sintetizadas AgNPs com formato
esférico e diametro medio de 18,5 + 0,1nm. Apos os tratamentos com irradiacdo UV, foi
observado um aumento na hidrofilicidade dos filmes evidenciado pela diminuicdo do
WCA e a incorporacao de grupamentos oxigenados na superficie do material. Analises
de XPS evidenciaram a presenca de prata na superficie dos filmes apds imersdo em
solugdo contendo AgNPs. Testes de atividade antibacteriana foram realizados com os
materiais sintetizados, avaliando a inibicdo de crescimento de colonias da bactéria
Escherichia coli. De acordo com os testes antibacterianos em meio liquido a amostra de
PSU irradiada durante 5 minutos impregnada com AgNPs/PVP apresentou uma inibigao
bacteriana de aproximadamente 21%. A metodologia demonstra que o pre-tratamento
fotoquimico junto a funcionalizacdo superficial pode aumentar a adesdo de AgNPs a
superficie do filme tendo um potencial para produgcdo de materiais que apresentem

propriedades antibacterianas utilizando menores quantidades de prata.



ABSTRACT

The present work describes the study of the antibacterial properties of silver
nanoparticles (AgNPs) stabilized in polyvinylpyrrolidone (AgNPs/ PVP). The AgNPs
were synthesized by assisted microwave chemistry and impregnated on polysulfone
films (PSU). The films were produced by casting and then were treated with UV
radiation in the presence of atmospheric air. The structures formed were characterized
by water contact angle (WCA), UV-Vis Diffuse Reflectance Spectroscopy (DRS),
Transmission electron microscopy (TEM), Attenuated Total Reflection Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR-ATR) and X-ray photoelectron spectroscopy
(XPS). Spherical AgNPs with a mean diameter of 18.5 + 0.1 nm were synthesized. After
the treatments with UV irradiation, an increase in the hydrophilicity of the films was
evidenced by the decrease of the WCA and the incorporation of oxygenated groups on
the surface of the material. XPS analysis evidenced the presence of silver on the surface
of the films after immersion in solution containing AgNPs. Bacteriological activity tests
were performed with the AgNPs synthesized, evaluating the inhibitory effect on
Escherichia coli colonies. According to the antibacterial tests in liquid medium, the
sample of irradiated PSU for 5 minutes impregnated with AgNPs/PVP showed a
bacterial inhibition of approximately 21%. The methodology demonstrates that
photochemical pretreatment and surface functionalization can enhance the AgNPs
adhesion to the polymer surface. The treated PSU films have the potential to produce

materials that exhibit antibacterial properties using low amounts of silver.



1. INTRODUCAO

Os materiais que possuem certas propriedades somente quando se apresentam em
escala nanométrica de tamanho sdo considerados nanomateriais, podendo apresentar
diferentes configuragdes tais como: fios, tubos, esferas ou folhas. No momento atual, hé
um grande interesse para a pesquisa, desenvolvimento e aprimoramento desses
materiais em questdo. Tal esfor¢o é justificado, devido as distintas propriedades fisicas
dos materiais nanométricos quando comparado aos seus homdélogos em massa. Uma das
explicagbes mais aceitas para tais propriedades seria o aumento da razéo
superficie/volume que provoca um aumento significativo de sitios ativos, e a
predomindncia dos fenbmenos quéanticos que esses materiais apresentam. Por estas
razbes, o controle das dimensfes e do formato destes novos materiais se torna
indispensavel'. Durante os Ultimos anos, observou-se a tendéncia de combinar as
propriedades dos novos nanomateriais na area de polimeros para a producdo de
nanocompositos. Determinadas areas como as de embalagens, engenharia de tecidos e
biomedicina, seriam englobadas na aplicacdo de compdsitos em escala nanométrica,
tendo como elementos chaves a compatibilidade superficial e as propriedades
antibacterianas de materiais poliméricos.

Em sua grande maioria, 0s métodos para a producdo de nanomateriais sintéticos
sdo baseados convenientemente no aquecimento, Devido a necessidade de temperaturas
elevadas que irdo desencadear a etapa de nucleacdo seguida pela adicdo controlada de
reagentes. Nestes casos, é estabelecido um gradiente de temperatura que ira comandar a
reacdo. Contudo, os recipientes no qual as reacbes estdo ocorrendo, agem como uma
espécie de intermediario durante as trocas de calor entre as moléculas de reagentes, a
fonte de calor e o solvente. Por consequéncia destes fatores, as condi¢fes reacionais néo
possuem uniformidade e tornam-se potencialmente ineficientes. Um método, rapido,
ambientalmente correto e que permite a producdo de grande quantidade de catalisador é
a quimica assistida por micro-ondas (Micro Wave Assisted Chemistry, MWAC)? 3, Esta
determinada técnica vem apresentando resultados positivos quanto a obtencdo de
variadas nanoparticulas (NPs) de diversos metais®. O emprego da radiacdo de micro-
ondas apresenta-se como um método alternativo para transferir energia para um sistema

reacional com grande eficiéncia e menor custo energético®. Existe a hipotese de que o



processo de transferéncia energética ocorra via relaxagdo ou ressonancia. Em ambos os
casos, é constatado que ocorram um aquecimento elevado do sistema de rea¢do em um
curto intervalo de tempo, condi¢fes reacionais homogéneas e um consumo energético
menor, se comparado as técnicas de transferéncia de calor comumente utilizadas. Tais
caracteristicas, em conjunto a rendimentos maiores e uma alta seletividade quimica
mostram que a técnica MWAC é uma alternativa interessante para a ativacdo de
reagentes quimicos. No recente trabalho de mestrado de Francine Ramos Scheffer foi
demonstrada a simplicidade da técnica MWAC na sintese de AgNPs de poucos nm de
diametro®. Uma abordagem interessante para o emprego dessas NPs seria uma possivel
incorporacdo ou imobilizacdo sobre uma superficie, podendo entdo causar a eliminacéo,
inibicdo ou a deterioracdo de microrganismos e seus efeitos patogénicos. A abordagem
tradicional é a incorporacdo dos agentes antimicrobianos no material onde a difusdo
destes compostos para a superficie influenciaria em sua acio®. Nesse sentido seria mais
vantajoso colocar os agentes antibacterianos diretamente na superficie, evitando
problemas de difusdo que dependem fortemente de agentes externos como temperatura,
concentracdo superficial de compostos quimicos, gradiente de concentracdo do agente,
etc. Uma das técnicas utilizadas atualmente para modificar superficies é a
funcionalizacdo por radiacdo UV cujos mecanismos de modificacdo superficial,
ocorrem diretamente na interface superficie/reagente. Desta maneira, alguns problemas
como a plastificacdo e a contaminacéo de superficie sdo minimizados.

A Polissulfona (PSU) cuja estrutura molecular ¢ mostrada na figura 1. E um
polimero transparente, amorfo, com alta resisténcia mecanica e ao calor, com sua
temperatura de transicdo vitrea variando de 180 a 250° C’. Além disso, a PSU pode ser
moldada por injecdo ou usinada em pecas de precisdo, 0 que a torna um material viavel
para as mais diversas aplicacbes como membranas finas, materiais hospitalares,

eletrdnicos, etc®.
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Figura 1. Estrutura molecular da polisulfona.



Diante das caracteristicas apresentadas, o polimero sintético PSU foi escolhido
para esse estudo que tem como objetivo principal, sintetizar e impregnar AgNPs na
superficie do polimero via radiacdo ultravioleta para conferir a esses filmes

propriedades antibacterianas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quimica assistida por micro-ondas

Com o intuito de estabelecer uma nova metodologia para sintese de diversos
materiais tanto na area académica, quanto em escala industrial, a Quimica assistida por
micro-ondas vém sido estudada e amplamente aprimorada durante os ultimos anos.
Dentre os inumeros desafios a serem conquistados, esta a implementacao da técnica em
grande escala, ja que o seu maior emprego restringe-se ainda em escala laboratorial.
Para que este objetivo seja alcancado, é essencial que os conhecimentos basicos sobre as
interacdes micro-ondas-matéria e da natureza dos efeitos de micro-ondas determinantes
na aplicacdo prética desta técnica sejam pesquisados, embora estes principios ndo sejam

amplamente familiares aos quimicos.

2.2 Micro-ondas

A irradiacdo por micro-ondas se caracteriza por ser uma irradiacdo
eletromagnética que se encontra na faixa de frequéncia de 0,3 a 300 GHz, o que
corresponde a comprimentos de onda de 1 mm a 1 m. portanto, a regido das micro-
ondas no espectro eletromagnético ilustrado na Figura 2 encontra-se entre a irradiacdo
infravermelha e as ondas radio. Atualmente, a transmissdo de informacdes
(telecomunicacdo), a transmissdo de energia e o sistema de radar estdo dentre as
principais utilizacGes das micro-ondas. Todos os fornos domésticos e reatores de micro-
ondas especialmente fabricados para reacGes quimicas que sdo comercializados
atualmente operam a uma frequéncia de 2,45GHz (correspondente a um comprimento
de onda de 12,25 cm). Tal frequéncia fora escolhida para evitar interferéncias com redes

sem fio e frequéncias de telefonia celular.
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Figura 2. Espectro eletromagnético.

A partir da comparacdo dos dados apresentados nas Tabelas 1 e 2, fica evidente
que a energia do féton de micro-ondas a uma frequéncia de 2,45 GHz (0,0016 eV) é
muito baixa para quebrar ligacGes moleculares e também é menor do que 0 movimento

browniano.

Tabela 1. Tipos de radiacdo, frequéncias e energias caracteristicas.’

Tipo de radiagéo Energia Frequéncia

quantizada (eV) (MHz)
Raios Gama 1.24X10° 3.0X10"
Raios-X 1.24X10° 3.0X10"
Ultravioleta 4.1 1.0X10°
Luz visivel 2.5 6.0X10°
Infravermelho 0.012 3.0X10°
Micro-ondas 0.0016 2450
Ondas de radio 4,0x10° 1

Tabela 2. Tipos de ligacdes e suas energias de ligagdes.'°

Tipo de ligagao Energia de ligacéo (eV)
Cc-C 3.61

C=C 6.35

C-O0 3.74

C=0 7.71

C-H 4.28

O-H 4.80

Ligacédo de hidrogénio 0.04-0.4

2.3 Propriedades Dielétricas



As caracteristicas de aquecimento de um material particular sob condicbes de
irradiagdo de micro-ondas dependem das propriedades dielétricas do material. A
capacidade de uma substancia especifica para converter a energia eletromagnética em
calor em uma determinada frequéncia e temperatura é determinada pela chamada
tangente de perda (tan 3). O fator de perda é expresso como o0 quociente, tan 6= €' /g,
onde ¢”" é a perda dielétrica que é a razdo entre energia armazenada e energia dissipada
em cada ciclo e indica a eficiéncia com a qual a radiacdo eletromagnética é convertida
em calor e & € a constante dielétrica que descreve a polarizacdo de moléculas no campo
elétrico. E necessario um meio de reacdo com um alto tan & para ocorrer uma absorcao
eficiente e, consequentemente, um aquecimento rapido. Materiais com alta constante
dielétrica, como a &gua (¢” a 25 ° C = 80,4), pode ndo necessariamente ter também um
alto valor de tand*!.

De fato, 0 etanol tem uma constante dielétrica significativamente menor (¢" a 25 °
C = 24.3), mas aquece muito mais rapidamente do que a agua em um campo de micro-
ondas devido a sua maior perda tangente (tan o: etanol = 0.941, agua = 0.123). As
tangentes de perda para alguns solventes organicos comuns estdo resumidas na Tabela
3. Em geral, os solventes podem ser classificados como altos (tan & > 0,5), médio (tan 6

0,1-0,5) e baixa absorcéo de micro-ondas (tan 6 <0,1).

Tabela 3. Tangente de perda (tan &) de diversos solventes (2.45 GHz, 20°C).*2

Solvente Tand | Solvente Tan o
Etilenoglicol 1.350 | N,N-Dimetilformamida 0.161
Etanol 0.941 | 1,2-Dicloroetano 0.127
Dimetilsulfoxido 0.825 | Agua 0.123
2-propanol 0.799 | Clorobenzeno 0.101
Acido formico 0.722 | Cloroférmio 0.091
Metanol 0.659 | Acetonitrila 0.062
Nitrobenzeno 0.589 | Acetato etilico 0.059

De acordo com a figura 3, a interacdo da irradiacdo de micro-ondas com a matéria
é caracterizada por trés processos distintos: absorcdo, transmissdo e reflexdo. Materiais
altamente dielétricos, como solventes organicos polares, levam a uma forte absorcéo de
micro-ondas e consequentemente a um aquecimento rapido do meio (tan & 0,05-1:
Tabela 3).
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Figura 3. Interacdo de micro-ondas com diferentes materiais. (a) Condutores eléctricos,
(b) materiais absorventes (tan & 0.05-1), (c) isolantes (tan 6<0,01).

Os materiais ndo polares transparentes as micro-ondas exibem apenas interacoes
pequenas diante micro-ondas penetrantes (tan 6<0,01, Tabela 4) e podem assim ser
utilizados como materiais no desenvolvimento (isolantes) de reatores devido aos seus
altos valores de profundidade de penetracdo (Tabela 5). Se a radiacdo de micro-ondas
for refletida pela superficie do material, hd apenas um pequeno (praticamente nulo)
acoplamento de energia no sistema. A temperatura do material aumenta apenas
marginalmente. Isto é valido especialmente para metais com alta condutividade, embora

em alguns casos 0 aquecimento por resisténcia para esses materiais possa ocorrert?,

Tabela 4. Tangentes de perda (tan 6) de materiais de baixa absorcdo (2,45 GHz, 25°

C,).53
Material Tan 5 X 10™ Material Tan s X 10
Quartzo 0.6 Plexiglass 57
Ceramica 5.5 Poliester 28
Porcelana 11 Polietileno 31
Vidro Fosfato 46 Poliestireno | 3.3
Vidro Borosilicato 10 Teflon 15

Tabela 5. Profundidade de penetragdo de alguns materiais comuns a 25°C.3

Material

Profundidade

de




penetracdo (cm)

Agua 1.4
Vidro 35
Teflon 9200

Vidro de Quartzo 16000

2.4 Aquecimento dielétrico de micro-ondas

A quimica de micro-ondas baseia-se no aquecimento eficiente de materiais por
efeitos de aquecimento dielétrico por micro-ondas** *°. O aquecimento dielétrico por
micro-ondas depende da capacidade de um material especifico (por exemplo, um
solvente ou reagente) para absorver energia de micro-ondas e converté-la em calor. As
micro-ondas sé@o ondas eletromagnéticas que consistem em um componente de campo
elétrico e magnético (Figura 4). Para a maioria dos propdsitos préaticos relacionados a
sintese de micro-ondas, € o componente elétrico do campo eletromagnético que é
importante para interacdes onda-material, embora em alguns casos interacdes de campo
magnético (por exemplo, com éxidos de metais de transicdo) também possam ser

relevantes?®.

Direcio de
propagaciio (c)

VelocidaV ,
daluz '

Conponente
Magnético

Conprimento de onda (1)
245GHz = 1225cm

Figura 4. Representacdo dos campos magnéticos e elétricos em uma radiacédo
eletromagnética como em uma microonda.

O componente elétrico de um campo eletromagnéticocausa aquecimento por dois
mecanismos principais: polarizacdo dipolar e conducdo ionica. A interacdo do

componente de campo elétrico com a matriz é chamada de mecanismo de polarizacao
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dipolar como demonstrado na figura 5. Para que uma substancia seja capaz de gerar
calor quando irradiada com microondas deve possuir um momento dipolo. Quando
expostos a frequéncias de microondas, os dipolos da amostra se alinham no campo
elétrico aplicado. Como o campo oscila, 0 campo de dipolo tenta se realinhar com o
campo elétrico alternado e, no processo, a energia na forma de calor é gerada através de

atrito molecular e perda dielétrica.

i/w -I?-;\D/

. &+

Ca.mpn Elétrico
(=]

Figura 5. Mecanismo de polarizagéo dipolar, onde as moléculas dipolares tentam se

alinhar com um campo elétrico oscilante.!# 1°

Quando exposto a frequéncias de micro-ondas, os dipolos da amostra se alinham
no campo elétrico aplicado. A medida que o campo oscila, o0 campo de dipolo tenta
realinhar-se com o campo elétrico alternado e, no processo, a energia na forma de calor
é perdida por friccdo molecular e perda dielétrica. A quantidade de calor gerada por este
processo estd diretamente relacionada a habilidade da matriz para se alinhar com a
frequéncia do campo aplicado. Se o dipolo ndo tiver tempo suficiente para realinhar
(irradiacdo de alta frequéncia) ou reorienta muito rapidamente (irradiacdo de baixa
frequéncia) com o campo aplicado, ndo ocorre aquecimento. A frequéncia atribuida de
2,45 GHz, utilizada em todos os sistemas comerciais, reside entre esses dois extremos e
da tempo ao dipolo molecular para alinhar no campo, mas ndo para seguir 0 campo
alternativo com precisao.

Portanto, como o0s reorientamentos do dipolo para alinhar-se com o campo
elétrico, o campo ja estd mudando e gera uma diferenca de fase entre a orientacdo do
campo e a do dipolo. Esta diferenca de fase faz com que a energia seja perdida do
dipolo por atrito molecular e colisdes, dando origem ao aquecimento dielétrico. Em
resumo, a energia de campo ¢€ transferida para 0 meio e a energia elétrica é convertida
em energia cinética ou térmica, e finalmente, no calor.

O segundo mecanismo de aquecimento principal € o mecanismo de condugdo

ibnica ilustrado na Figura 6* . Durante a condugc&o idnica, a medida que as particulas
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carregadas dissolvidas em uma amostra (geralmente ions) oscilam para frente e para tras
sob a influéncia do campo de micro-ondas, eles colidem com as moléculas ou a&tomos
vizinhos. Essas colisfes causam agitacdo ou movimento, criando calor. Assim, se duas
amostras contendo quantidades iguais de A&gua destilada e A&gua da torneira,
respectivamente, sdo aquecidas por irradiacdo de micro-ondas com uma poténcia de
radiacdo fixa, um aquecimento mais rapido ocorrerd para a amostra de 4gua da torneira
devido ao seu contetdo i6nico. Tais efeitos de conducdo ibnica sdo particularmente
importantes quando se considera 0 comportamento de aquecimento de liquidos ibnicos
em um campo de micro-ondas. O principio da condutividade é um efeito muito mais
forte do que o mecanismo de rotacdo dipolar em relagdo a capacidade de geracdo de

calor.

to

Figura 6. Mecanismo de conducdo i6nica. Os ions em solu¢cdo mover-se-80 no campo

elétrico.t* 1°

2.5 Micro-ondas versus Aquecimento Térmico Convencional

Tradicionalmente, a sintese organica € realizada por aquecimento condutor com
uma fonte de calor externa (por exemplo, um banho de 6leo ou manta de aquecimento).
Este € um método comparativamente lento e ineficiente para a transferéncia de energia
para o sistema, uma vez que depende das correntes de conveccdo e da condutividade
térmica dos varios materiais que devem ser penetrados e geralmente resulta na
temperatura do recipiente de reacdo maior que a da mistura de reacdo (Figura 3). Isto é
particularmente verdadeiro se as reacdes forem realizadas sob condicGes de refluxo,
pelo que a temperatura do fluido de banho € tipicamente mantida a 10-30 ° C acima do
ponto de ebulicdo da mistura reacional de modo a assegurar um refluxo eficiente. Alem
disso, um gradiente de temperatura pode se desenvolver dentro da amostra e o
superaquecimento local pode levar a decomposi¢do do produto, substrato ou reagente.
Em contraste, a irradiagdo por micro-ondas produz um aquecimento interno eficiente

(no aquecimento do ndcleo volumétrico) por acoplamento direto de energia de micro-



ondas com as moléculas (solventes, reagentes, catalisadores) que estdo presentes na
mistura de reagdo. A irradiacdo por micro-ondas, portanto, aumenta a temperatura do
volume inteiro simultaneamente (aquecimento a granel), enquanto que no recipiente
convencionalmente aquecido, a mistura reacional em contato com a parede do vaso €
aquecida primeiro (Figura 7). Uma vez que 0s recipientes de reacdo empregados em
reatores de micro-ondas modernos sd@o normalmente fabricados com materiais
transparentes (quase) a micro-ondas, como vidro de borosilicato, quartzo ou Teflon
(Tabela 4), a radiacdo passa pelas paredes do vaso comum gradiente de temperatura

invertido em comparagdo com resultados convencionais de aquecimento térmico®™.

Fonte de calor Introducio Distribuicio

2) Aquecimento S

comvecional - S B
t "|

X
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g
b ﬁ&“ﬁi?ﬁ':’.".m N\,\r‘é’% - l '

Figura 7. Comparagdo do aquecimento convencional (a) e micro-ondas (b).**

2.6 Nanoparticulas de prata

As nanoparticulas de prata (AgNPs) estdo cada vez mais chamando atencdo na
area de nanotecnologia devido as suas distintas propriedades fisicas e quimicas tais
como alta condutividade elétrica e térmica, alta estabilidade, baixa temperatura de
sinterizacio e propriedades antibacterianas'’-?t. Devido a estas caracteristicas, as AgNPs
vém sendo empregadas em diferentes areas do conhecimento, incluindo medicina,
tecnologia de alimentos, e engenharia elétrica, e suas aplicacdes variam desde producéo
de células fotovoltaicas??, embalagens de alimentos com propriedades antimicrobianas®®
até o auxilio no tratamento de cancer’* e mais recentemente, em tratamentos em
animais?®. Certas propriedades como a ago antibacteriana, dependem peculiarmente do

seu tamanho e sua forma®’. Portanto, o controle destas varidveis durante a sintese de
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AgNPs ¢ de extrema importancia para garantir tais propriedades. Em especial, hd um
grande interesse no estudo das propriedades Opticas das AgNPs, devido a sua
capacidade de absorver e dispersar a luz, o que faz com que o formato e do tamanho da
NP influenciem em sua cor. Esta interacdo intensa ocorre devido a formagdo do
plasmon de superficie que é descrito como sendo oscilacbes mecénicas dos elétrons de
conducdo na superficie de um metal resultantes de um campo elétrico externo em
comprimentos de onda especifico. Quando ocorre a excitagdo de um plasmon de
superficie na superficie de uma AgNP com tamanho similar ao do comprimento de onda
da luz, os elétrons livres sdo confinados e tomam partes nas oscilagdes coletivas. Esse
tipo de fendmeno demonstrado na Figura 8 € denominado como ressonancia plasmdnica

de superficie localizada (LSPR)?'.

Nuvem de eléirons

Figura 8. Excitagdo da ressonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR).%’

O principal meio quimico de sintese consiste na reducdo de ions metalicos em
solucdo em condicdes que favorecem a formacédo subsequente de pequenos grupos ou
agregados de metais utilizando um agente redutor como citrato de so6dio’. As
principais desvantagens das sinteses quimicas em fase liquida séo a sua estabilidade
relativamente baixa e a sua tendéncia em se aglomerar formando agregados de NPs*’, 0
que compromete a estrutura e os estudos das propriedades de todo o sistema. Esta
tendéncia deve ser evitada, pois ela interfere nas propriedades das NPs formadas, o que
pode ndo ser atraente do ponto de vista quimico.

Portanto, 0 uso de agentes estabilizantes organicos como um surfactante ou um
determinado polimero € necessario para aprimorar a estabilidade das NPs. Através da
combinagdo da forma¢do de uma monocamada polimérica superficial e uma baixa
concentragao de coloides metalicos, 0 processo de difusdo entre o meio e as particulas

em processo de crescimento ¢ controlado permitindo a sintese de NPs de tamanho e
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forma mais uniformes®®,
Numerosas formas diferentes de preparacdo de NPs foram desenvolvidas. Ao

0

usar uma abordagem bioquimica combinando quimica e sintese verde, ** sintetizou

AgNPs utilizando membrana de casca do ovo como agente redutor e nitrato de prata

como precursor de Prata. Em outro estudo °!

utilizou epicatequina como agente de
revestimento para sintetizar AgNPs com didmetro médio de 74.38 nm.

Materiais naturais como o extrato natural de cacau agindo como agente redutor e
estabilizante foram utilizados por 32 para obter particulas de 35 e 42.5 nm, devido a
presenca de acido oxalico. Um novo exemplo na abordagem da quimica verde
envolveu a sintese de NPs utilizando alginato de sédio e acido ascrbico como agentes
estabilizadores e redutores, respectivamente por 3% 34,

A utilizagdo da radiacdo de micro-ondas como fonte de calor é comumente
utilizada na sintese de NPs. 3 projetou AgNPs com um tamanho de particula médio de
15 + 6 nm usando extrato de cha verde e um tempo de exposicio de 30s. Ja * relatou
uma sintese simples de AgNPs usando celulose extraida de Eichhornia crassipes
(Jacinto de agua) como agente de reducdo e tampamento, variando o tempo de
irradiagdo bem como a adi¢ao e a exclusdo do agente redutor para fixar o tamanho das
NPs produzidas entre 2.17+0.40 nm. J4 37 em seu artigo relata uma investigacdo sobre a
sintese assistida por micro-ondas de AgNPs usando extrato de feijao fedido
(Parkiaspeciosa Hassk).

Para explorar as atividades de dispersdo Raman de AgNPs com diferentes tempos
de reagdo usando rodamina 6G (R6G) como uma molécula de sonda. % utilizou um
método assistido por micro-ondas para a sintese de AgNPs.

O método poliol de reducdo, amplamente empregado em sinteses envolvendo
quimica baseada em radiacdo de micro-ondas ¢ baseado em um solvente organico
contendo multiplos grupos hidroxila devido a presenca de altos momentos de dipolares.
O processo classico envolve a reducdo de nitrato de prata por etilenoglicol na presenca
de polivinilpirrolidona (PVP) como agente estabilizante. Uma grande variedade de NPs
ja foi sintetizada a partir desta metodologia. ** modificou o método poliol para produzir
nanoprismas de prata, demonstrando a influéncia das condi¢des operacionais com a
forma e a dimensdo das NPs. Outro método modificado foi aplicado por *° usando
polietilenoglicol (PEG) como agente de redutor e meio. O tipo de polimero e a relagao
de concentragdo de peso AgNOs3 / polimero foram modificados.

*lcomparou dois métodos de aquecimento diferentes: aquecimento convencional
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(1 min) e aquecimento por irradiagdio por micro-ondas (10h), obtendo grupos de
espécies de iridio com tamanho médio de ~3,0 = 0,04 nm com ambos os métodos. Uma
dispersio altamente estdvel de AgNPs fora sintetizada por *’usando 4cido
nitrolotriacético biodegradavel (NTA) como agente estabilizador e redutor em meio
aquoso sem usar produtos quimicos perigosos, com boa atividade catalitica na redugao
catalitica de 4-nitrofenol (4-NP) as aminas correspondentes na presenca de NaBH4,

quando comparado com AgNPs com PVP.

2.7 Propriedades antibacterianas

O emprego de AgNPs como agente antibacteriano vem sendo amplamente
estudado ao longo dos Ultimos anos. E necessario recordar que as propriedades das
AgNPs sofrem grandes alterac6es quando seu tamanho e sua forma sdo alterados, e para
que se observe um aumento no efeito bactericida das NPs, suas dimensdes devem ser
reduzidas, visando a obtencdo de uma maior area superficial por unidade de massa?.

Alguns pesquisadores sugerem hipdteses para explicar a acdo antibacteriana das
AgNPs. Por exemplo, ¥*sugere que as AgNPs principalmente na faixa de 1 a 10 nm se
aderem a superficie da membrana celular e atrapalham fungdes importantes como a
permeabilidade. Bem como, elas sdo capazes de penetrar no interior das bactérias e
causar mais danos a partir da interacdo com o DNA, afetando com isso, processos como
respiracao e divisdo celular, causando a morte da célula.

Possiveis mecanismos de agdo bacteriana estdo ilustrados na figura 9.
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Figura 9. Possiveis interagdes entre AgNPs e células de bactérias.**

Em outro estudo, ¥

atribui o efeito antibacteriano de AgNPs ao aumento da
concentragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que causaria a morte de bactérias
via oxidagdo intracelular, variacdo de potencial de membrana e liberagao de contetido
celular®®, pela absor¢do de energia a niveis superiores a energia da banda; como
resultado, os elétrons sdo excitados para a banda de conducdo, deixando uma lacuna
(h") na banda de valéncia. O elétron na banda de condu¢ido pode reagir com oxigénio
molecular para produzir superdxido (O2), enquanto o h" pode obter elétrons de
moléculas de agua para produzir radicais hidroxila (OH)*. Tais grupamentos atuam
como precursores geradores de ROS, causando danos as proteinas e ao DNA 47-48,

Ja % propde que a atividade antimicrobiana da prata ¢ dependente de forte ligagio
dos fons Ag'’, aos grupos doadores de elétrons em moléculas biologicas contendo
enxofre, oxigénio ou nitrogénio. Isso poderia suportar a hipotese de que o cation Ag"
pode se ligar a grupamentos do DNA bacteriano propiciando, com isso, a perda da sua
capacidade de replicagdo bem como, a interagdo do Ag" a grupamentos contendo
enxofre, oxigénio ou nitrogénio de proteinas celulares pode levar a desnaturagcdo das
mesmas. Além disso, alguns pesquisadores sugerem que os ions Ag" podem atacar os
grupos funcionais em proteinas, causando desnaturagio 3!,

Uma pesquisa utilizando Escherichia coli®? constata que a interagdo de AgNPs na
membrana da bactéria provoca lacunas na integridade da biocamada, o que proporciona

um aumento da permeabilidade e, finalmente, & morte da célula bacteriana®. Varios
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estudos reforcam a hipdtese de que a atividade das AgNPs depende fortemente de seu
tamanho e sua forma®* . Segundo °° a atividade bactericida de AgNPs com dimensdes
menores que 30 nm foi considerada 6tima contra Staphylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae.

A classe bacteriana € um fator determinante na correspondéncia entre as
concentracdes de AgNPs e o seu efeito bactericida®’. Por exemplo, Pseudomonas
aeruginosa e Vibrio cholerae mostram-se mais resistentes do que E. coli e Salmonella
typhi. Porém, ndo foi observado crescimento bacteriano em concentragdes acima de 75
ng/mL%8,

Seguindo esta linha de pensamento, *° pesquisaram sobre a atividade bactericida
de AgNPs sobre E. coli e S. aureus, e foi constatado que a espécie E. coli foi
efetivamente inibida mesmo em baixas concentracdes de prata, em contra partida, o
efeito de inibicdo do crescimento de S. aureus se mostrou inferior ao observado na
bactéria E. coli®*. De acordo com %, AgNPs demonstraram-se potencialmente eficientes
quanto ao seu poder antimicrobiano nas bactérias E. coli, S. typhi, Staphylococcus
epidermidise S. aureus.

De acordo com as evidéncias cientificas que foram relatadas anteriormente, fica
cada vez mais claro que a atividade antimicrobiana das AgNPs depende fortemente de
sua concentragdo e tamanho® 2, mas sua forma também é um fator importante a ser
observado®.

Quanto a essa observacéo, E. coli respondeu melhor as NPs de formato triangular,
sendo inibida em baixas concentracdes de prata®. Segundo % foi confirmado o efeito de
NPs com formato esférico, semelhantes a bastonetes e também formas triangulares
contra E. coli. sendo que as NPs triangulares foram classificadas como sendo mais
eficazes de maneira qualitativa.

E muito provéavel que a forma triangular conceda uma carga positiva maior as
NPs, que em conjunto com as facetas ativas em uma NP com formato triangular possa

ser responsavel por conferir uma atividade maior.

2.8 Funcionalizacéo por radiacdo UV

Ao longo dos ultimos anos, diversos métodos foram desenvolvidos quanto a
modificacdo de diversos tipos de superficies buscando explorar o potencial maximo das

mesmas. Dentre algumas que vém alcangando resultados satisfatorios podemos citar os
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tratamentos com descarga em arco®, tratamento com plasma®® e enxertia por meio
quimico®’.

Uma das alternativas para funcionalizar uma superficie de um material é o
tratamento com radiagdo UV®8, Esta técnica é baseada em um mecanismo de acdo na
qual a excitacdo eletrénica das moléculas induz o rompimento de ligacbes quimicas,
causando a geracéo de radicais livres, que podem formar ligagdes covalentes quando um
mondmero ou determinada substéncia estiverem presentes, provocando desta maneira, a
enxertia de novos grupos funcionais na superficie do material®®.

Em geral, os mecanismos de modificacdo superficial, ocorrem na interface
superficie/reagente. Em casos como a modificacdo por radiacdo UV, o reagente pode ser
gasoso. Desta maneira, alguns problemas como a plastificacdo e a contaminagédo de
superficie sd&o minimizados. Para que a funcionalizagdo possa ocorrer, é de vital
importancia a escolha correta dos polimeros e monémeros’®.

Primeiramente, O polimero necessita conter em sua estrutura molecular no
minimo um grupo foto-reativo, ou seja, um grupamento na molécula que é ativado ao
absorver um féton de radiacdo, promovendo assim, um estado metaestavel, podendo ser
um radical ou ion, que posteriormente em contato com 0 monémero a ser enxertado,
formara uma ligacdo quimica. Se o polimero ndo contiver um grupamento foto-reativo,
0 monémero que sera enxertado na superficie deve conté-lo necessariamente. Quando
nenhum dos dois componentes (monémero e superficie polimérica) possua grupamentos
foto-reativos, compostos fotos sensibilizadores ou foto iniciadores podem ser
empregados’.

De acordo com * um composto foto iniciador decompde-se em moléculas
radicalares quando é promovido a um estado energético superior, ou pode até mesmo
promover a abstracdo de hidrogénio em uma cadeia na superficie polimérica,
produzindo um radical livre pronto para ser enxertado quando entra em contato com a
radiacdo ultravioleta. J& as moléculas conhecidas como fotos sensibilizadoras, absorvem
a radiacdo ultravioleta sendo promovidas a um estado energético superior e que apos o
relaxamento, podem transferir energia tanto para 0 monémero quanto para a cadeia
polimérica, originando novos sitios ativos na superficie polimérica. A Figura 10 ilustra

estes dois processos.
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Figura 10. Mecanismo de formac&o de radicais livres com compostos Foto

iniciadores e foto sensibilizadores.”*

Dentre as principais vantagens da técnica, pode-se destacar a grande eficiéncia de
reacdo que leva a um produto com elevado grau de pureza e homogeneidade. Os
procedimentos experimentais ocorrem a temperatura ambiente e a utilizacdo de
catalisadores ou solventes toxicos e irritantes é praticamente nula. A simplicidade
experimental, com consideravel economia de energia e recursos podem também ser
considerados como fatores atrativos. A manipulacao do fluxo energeético das irradiactes
e a grande variedade de fontes de radiacdo fazem com que pardmetros reacionais
importantes como a velocidade de iniciacdo e propagacao e a extensdo das modificagdes
possam ser controlados’?. Porém os tempos de irradiacdo, que em comparacdo a
técnicas como o tratamento com plasma®® sdo relativamente grandes, podendo variar na

ordem de minutos a horas dependendo da poténcia da fonte”"°,

2.9 Impregnacéo de Nanoparticulas em Superficies

Primeiramente, AgNPs podem ser adicionadas a uma superficie polimérica
misturando-as com o precursor do polimero. Infelizmente, esse método consome uma
quantidade elevada de AgNPs, e somente uma pequena parcela dessas NPs estdo
localizadas na superficie, devido a fraca interacdo entre as AQNPs e a matriz polimérica
resultando na perda de algumas NPs na superficie, reduzindo a eficacia antibacteriana’®
77_

Atualmente, a interacdo entre AgNPs e superficies poliméricas ndo reativas pode

ser melhorada através do uso de diversas técnicas como o tratamento com plasma’® ',
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ou raios gama para enxerto de Poliacido acrilico na superficie de PTFE para aderir as
AgNPs®,

A figura 11 descreve um processo de duas etapas para melhorar a adeséo de
AgNPs a superficie de PET, usando o tratamento com plasma atmosférico, seguido de
uma funcionalizacdo da superficie com 3- aminopropiltrietoxisilano (APTES), antes da
exposicdo a um Coldide contendo AgNPs.

Tratamento com
plasma
(1)“ r/o Yec Uﬂ\fo (lm r,o ?N CH\(O

: AN
Modificasdo . SHp—
com .\msu/\o-st "
%

o
Ag’ NH; o
NH; }NH? é NH,
I o
| 0 g S } &
AQ® Ag° § O  Sp-Si oy <
M i o ; Sof
N, NH;, O : -si-0 Q

Figura 11. Esquema da impregnacdo de AgNPs na superficie de PET atraves de
modificacéo superficial.8!
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Como outros exemplos,’”® impregnaram AgNPs em nylon, mergulhando o
polimero tratado com plasma em um gel contendo AgNPs.®2 prepararam um filme
polimérico também tratado com plasma que foi conjugado com AgNPs encapsuladas
em fosfolipidios para conferir propriedades antibacterianas;® prepararam filmes de PET
contendo Ag, utilizando fibras hibridas através de um método biomimético de
funcionalizacdo da superficie, modificando PET com polidopamina e, em seguida,
galvanizando Ag a partir da solucéo.

Recentemente, pesquisas indicaram que a morte por contato € o mecanismo
bactericida predominante e que nanoparticulas imobilizadas na superficie apresentam
maior eficacia do que as AgNPs coloidais®®. As funcionalizactes de silano e tiol tém
sido usadas para imobilizar Ag e outras NPs inorganicas’® 8% 8¢ embora o tratamento
com plasma de PET também tenha sido usado para aumentar a carga de Ag’® 818’ Estes
métodos demonstram que os tratamentos superficiais, podem melhorar a adesdo de
AgNPs a superficie do polimero. Porém, nem a estabilidade das NPs na superficie do
polimero tratado, nem a interacdo aumentada entre as NPs com a superficie do polimero

funcionalizado foi o suficiente para uso em aplicacdes praticas.

3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 Sintese de AgNPs Estabilizada com Polivinilpirrolidona (AgNPs/PVP)

Primeiramente, A sintese de AgNPs foi efetuada pela metodologia poliol adaptada
do trabalho de Komarneni %%, na qual o solvente escolhido foi o etilenoglicol (ETG) sem
a adicdo de agua. Nesta fase, adicionou-se em um Becker 1,95 g de PVP (MW = 68400
g/mol) cuja férmula estrutural esta ilustrada na figura 12, 0,250 g de nitrato de prata
(0,012 mol/L) e 25 mL de ETG. Logo apos a adi¢do de reagentes, o Becker foi agitado

sob ultrassom até total dissolucdo da PVP.
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Figura 12. Formula estrutural da Polivinilpirrolidona (PVP).

Esta solucdo foi entdo adicionada ao reator de teflon construido no LAFOS
demonstrado na figura 13 que foi irradiado durante um tempo de 30s em poténcia
’média alta’’. O micro-ondas utilizado foi um modelo comercial da marca Panasonic
com potencia maxima de 1600 W.

Posteriormente, foram adicionados 170 mL de acetona a solucdo contendo
AgNPs/PVP e novamente agitado. A nova mistura foi Centrifugada a 3000 RPM por 10
min em uma centrifuga SORVAL. O sobrenadante foi descartado e novamente 170 mL
de acetona foram adicionados. Apds uma nova centrifugacdo, o precipitado foi
ressuspendido e estabilizado em &gua deionizada.

Figura 13. Reator de Teflon utilizado para a sintese de AgNPs.

3.2 Preparagéo dos filmes de polissulfona (PSU)

Filmes de PSU com aproximadamente 60 micrometros de espessura foram
preparados por evaporacdo simples (casting) em placa de petri, diluindo-se 0,830g de
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PSU em 25 mL de cloroférmio. Apds o preparo, os filmes foram cortados em pedagos
retangulares de aproximadamente 1 cm de comprimento para a etapa de modificacdo

superficial.

3.3 Modificagéo superficial de filmes poliméricos

As modificagdes com irradiacdo UV das amostras de PSU foram realizadas em
um reator de bancada composto por um suporte retangular, que conta com entrada e
saida de gases. A fonte de irradiacdo foi uma ldampada de meia pressdo de 250 W da
marca FLC (Fortune Light Corporation). Manteve-se o fluxo do gés oxigénio constante
e controlado em aproximadamente 6 cm3/min. As triplicatas de amostras foram tratadas
com tempos de fotolise diferentes (0, 5 e 10 min).A irradiacdo foi realizada em ambos
os lados das amostras. A lampada utilizada é mostrada na figura 14.

Figura 14. Lampada de meia pressao utilizada na fotolise das amostras de PSU.

3.4 Deposicdo de AgNPs em filme polimérico de polissulfona (PSU)
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A impregnagdo dos filmes de PSU se deu por imersdo. Cerca de 5 mL de AgNPs
foram depositados em uma placa de petri. Nesta placa de petri foram colocadas
cuidadosamente as amostras de PSU. O tempo de imerséo foi de 24 horas. Depois de
transcorrido o tempo, o excesso da solucdo contendo AgNPs foi removido com papel
filtro e o restante foi seco em um forno & 50 °C durante 3 horas. As amostras foram
lavadas, mergulhado os filmes 15 vezes em um béquer contendo 50 mL de &gua
deionizada. O excesso foi removido com papel filtro e deixou-se secar a temperatura

ambiente.

4. CARACTERIZACAO

4.1 Angulo de Contato em Agua (WCA — Water Contact Angle)

Através desta técnica de angulo de contato por dgua é possivel determinar o grau
de molhabilidade de uma superficie, podendo a mesma ser caracterizada como
hidrofobica ou hidrofilica. O WCA das superficies poliméricas ndo tratadas e tratadas
foi medido a temperatura ambiente, em torno de 24 horas ap0s os tratamentos
empregando o metodo da gota séssil. Uma gota (2-3 ul) de agua deionizada foi
depositada na superficie das amostras utilizando uma microsseringa, e a imagem da gota
formada observada diretamente com um microscépio digital foi fotografada. O
equipamento utilizado foi 0 DSA30 da marca Kriss. Os valores de WCA declarados séo

as médias de trés medidas, realizadas em diferentes pontos de cada uma das superficies.

4.2 Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de Fourier —

Refletancia Total Atenuada

Com técnica de Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada
de Fourier é possivel identificar diversos grupos funcionais organicos presentes em uma
determinada superficie. As analises de FTIR-ATR foram realizadas utilizando um
aparelho modelo Alpha-P (Bruker) com um prisma de diamante, a 45 graus e uma

resolucéo espectral de 4 cm™ e 24 varreduras para cada amostra.
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4.3 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Inicialmente, para confirmar a obtencdo de AgNPs a técnica de Espectroscopia no
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) fora utilizada. Esta confirmacédo se da através da presenca
da banda plasmonica caracteristica de AgNPs em torno de 400 nm. O equipamento
empregado foi o espectrofotometro Cary50 Conc da marca Varian e as medidas se

deram por varredura de absorbancia entre 800 — 200nm, no modo varredura médio.

4.4 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A MET foi utilizada para verificacdo da forma, tamanho e distribuicdo das NPs
obtidas. A amostra para analise de TEM foi dispersa em agua. Em 1 mL de &gua,
colocou-se uma aliquota de amostra, e foi deixado entdo em ultrassom por 10 minutos.
O grid utilizado na andlise foi do tipo holey carbono coated (filme de carbono
perfurado). As imagens de MET foram obtidas no Microscépio Eletronico de
Transmissao JEOL JEM 1200 ExIl com velocidade de aceleracdo de 120kV, do Centro
de Microscopia Eletronica (CME) da UFRGS.

4.5 Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (XPS)

Na espectroscopia de fotoelétrons, uma fonte de radiacdo eletromagnética é usada
para ejetar os elétrons da amostra. Dois tipos de fontes convencionais de fotons de raios
X sdo empregados (hv = 1253,6 e 1486,6 eV para as linhas Ka do magnésio e do
aluminio, respectivamente) dando origem a espectroscopia de fotoelétrons de raios X.
Os fotoelétrons tém uma distribuicdo de energia cinética que consiste de picos discretos
associados aos niveis dos elétrons do atomo fotoionizado. A energia de ligacdo de um
elétron pode ser obtida diretamente pela medida da sua energia cinética, uma vez que a
energia dos fotons incidentes é conhecida®®2. A identificacio dos elementos presentes
na superficie é feita pelas energias e ligacdo dos fotoelétrons sob condi¢oes de Ultra
Alto Vacuo (UAV). A intensidade (&rea integrada sob o pico fotoelétrico) é
proporcional a quantidade dos &tomos no volume detectado, permitindo, assim, a analise

semiquantitativa da superficie®®°2.
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A energia cinética (Ex) do fotoelétron é determinada pela diferenca de energia do
foton de raios-X incidido (hv), a energia de ligagdo (Ep) do elétron de camada interna ¢
a fungdo trabalho do espectrometro (), obedecendo a equagdo do efeito fotoelétrico:

Ek=hv - Eb—¢ (Equagéo 1)

Os dados de XPS foram obtidos com um analisador hemisférico de sete
channeltrons (Omicron) com uma fonte de excitacdo de Al K a (hv = 1486,70 eV), com
energia de passo de 50 eV para os espectros totais (surveys) e de 20 eV para os de alta
resolucdo — sinais especificos Cls, Ols, Nl1s, Ag3d. A calibragdo foi feita a partir do

sinal do Cls (285 eV para carbonos saturados e insaturados). Todos os sinais foram

tratados e deconvoluidos utilizando a forma Gaussiana-Lorenziana a partir do software

CasaXPS®.

4.6 Testes antibacterianos

O efeito bactericida dos sistemas nanoparticulados se deu a partir dos métodos de
antibiograma por difusdo em agar e por diluicdo em caldo. Para tal, foi avaliado o efeito
no crescimento bactéria Escherichia coli (linhagem comercial - ATCC® 11775™
(Sigma)). A bactéria Escherichia coli € um bacilo gram-negativo, que ocorre
naturalmente no intestino grosso de animais endotérmicos. E. coli é frequentemente
usada como um organismo modelo em estudos de microbiologia, em especial as
linhagens cultivadas, as quais sdo bem adaptadas ao ambiente laboratorial.

Os testes bacterianos foram realizados no laboratério de fungos de importancia

médica e biotecnologia do centro de biotecnologia da UFRGS.

4.7 Determinacdo das Propriedades Antibacterianas dos Materiais

Nanoestruturados

4.7.1 Anélise Qualitativa por Difusdo em Agar

A andlise qualitativa da atividade antibacteriana das amostras dos filmes de PSU
impregnados com AgNPs/PVP, bem como a do PVP sem prata e a da prata sem o PVP,
foi realizada através do ensaio de antibiograma por difusdo em agar. A bactéria utilizada

para a realizagdo do ensaio foi a Escherichia coli 11775™. A mesma foi inoculada em
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meio de cultura Luria Bertani liquido (triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extrato de levedura
5 g/L e agua destilada), previamente esterilizado a 120°C e 1 atm. O inéculo foi
mantido a 37°C, por 1 h, a 200 rpm. Posteriormente, 50 pL do indculo foram
transferidos e semeados em placas de petri com meio Lutia Bertani (LB) sélido
contendo 2% de agar. Amostras de aproximadamente 1 cm de diametro de cada material
foram cortadas e esterilizadas com etanol 70% e, em seguida, colocadas sobre a placa
contendo a bactéria. As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 18 horas. A
atividade antibacteriana foi verificada pela formacdo de halos ao redor dos materiais
indicando nenhum crescimento de microrganismos ao redor das amostras. Todas as
determinagdes foram feitas em triplicata (n=3) e utilizaram-se como controle positivo,

placas contendo a bactéria sem a adicdo dos filmes.

4.7.2. Andlise Quantitativa por inibicdo de crescimento bacteriano em meio liquido

(diluicéo em caldo)

Para a realizacdo da andlise quantitativa da propriedade antibacteriana dos
materiais AgNPs/PVP dos filmes de PSU impregnados com AgNPs/PVP bem como a
do PVP sem prata e a da prata sem o PVP , fez-se 0 seguinte procedimento. A bactéria
Escherichia coli 11775™ foi inoculada em meio de cultura Luria Bertani liquido,
previamente esterilizado a 120°C e 1 atm. O indculo foi mantido a 37°C, por 1 h, a 200
rpm. Posteriormente, 100 pL do inéculo foram transferidos para placas de 24 pocos
estéreis, proprias para micro diluicdo, que possuem pocos de fundo redondo, contendo
1000 pL do meio LB liquido.

Imediatamente apds foram acrescentadas, em cada poco, as amostras dos
materiais previamente esterilizados com etanol 70%. A placa foi levada a estufa e
mantida por 24 horas a 37°C. Foram utilizados como controles positivos o meio LB
contendo apenas a bactéria e como controle negativo, apenas o meio LB.

A inibicdo microbiana foi determinada pela leitura da densidade 6tica a 600nm

em espectrofotémetro (Model550 — BioRad).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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5.1 NANOPARTICULAS DE PRATA

5.1.1 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

O método poliol foi devidamente testado com o etileno glicol atuando tanto como
solvente quanto como redutor. A solugdo ap6s 30 s de irradiacdo apresentou uma cor
laranja intensa. A Figura 15 apresenta o espectro UV-Vis da amostra em diferentes
concentracdes de AgNOs, confirmando a presenca da banda plasmdnica caracteristica de

AgNPs em torno de 420 nm.

Absorbancia

T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 15. Espectro UV-Vis da sintese de AgNPs estabilizadas com PVP pelo método
poliol em diferentes concentracdes de AgNO3 (mmol/L).

5.1.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Na Figura 16 podemos observar imagens de MET das AgNPs/PVP sintetizadas
com 30s de irradiacdo micro-ondas convencional com as escalas de 0,2 um e 100 nm

((a) e (b)), respectivamente.
Ao analisarmos os dados da sintese com 30s de irradiacdo na figura 16, podemos

observar que as NPs foram obtidas com sucesso. De acordo com a contagem de NPs
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demonstrada na figura 17, podemos observar uma amostra bimodal. As AgNPs menores
possuem didmetro medio de 7,0 £ 0,5 nm, enquanto as maiores 34,9 £ 0,5 nm. As
AgNPs/PVP mostraram boa dispersdo por todo o porta amostras e podemos ver

claramente que sua forma ¢ esférica, confirmando a sintese de NPs. O didmetro médio
das NPs obtidas ¢ de 18,5 + 0,1 nm, obtido pelo software ImageJ® a partir da analise da

micrografia de 500k de magnitude (Figura 16). Porém, para cada AgNPs grande ha
diversas AgNPs pequenas rodeando toda sua circunferéncia, resultando na distribuicao
obtida. Ao compararmos com o estudo realizado por 3'que utilizou epicatequina como
agente de revestimento podemos ver que obtivemos NPs de tamanho reduzido, uma vez

que Ikram obteve AgNPs com diametro médio de 74.38 nm.

;S
; o ®
©
-8
0.2 pm .
(@) &
[ J
& L ) °
° o e
LY 4
. “ .
[ ] .. . L4

. 0.2 pm

o

Figura 16. Imagens MET de AgNPs/PVP sintetizada via micro-ondas por 30s.
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Figura 17. Distribui¢ao de didmetros das AgNPs obtidos pela figura 14.

5.1.3 Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de Fourier
— Refleténcia Total Atenuada

Uma andlise que auxilia a compreensdo do tipo de interagdo entre as AgNPs com
o agente estabilizante, PVP, ¢ a analise de FTIR-ATR. Observando a Figura 18 percebe-
se o deslocamento do estiramento C=0O de 1636 para 1642 cm™. Segundo estudos, este
deslocamento pode ocorrer devido a interacdo entre a prata e o grupo carbonila,
sugerindo uma coordenagdo entre ambos® **, Também ¢é possivel observar a banda

1

referente ao estiramento N-H que aparece entre 3400-3100 cm™ em ambos espectros,

sendo mais intenso nos espectros das AgNPs em solugdo de sintese.
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Figura 18. Comparativo entre os espectros FTIR do PVP puro e das AgNPs
estabilizadas com PVP. Em destaque a regido correspondente ao grupo funcional C=0.

5.2. FILMES DE PSU IMPREGNADOS COM SOLUCAO CONTENDO
AGNPS/PVP

5.2.1 Angulo de contato com agua

Os Filmes de PSU irradiados com radiagdo UV, tanto com ou sem a disposicao de
prata, apresentaram uma grande reducdo de seu WCA.

O PSU geralmente apresenta um WCA no valor de 90° ou seja, apresenta uma
propriedade hidrofébica. Apds o tratamento fotoquimico em diferentes tempos como
representado na figura 19, os filmes mostraram uma tendéncia de reducdo de WCA com
o tempo de fotolise.

Tanto as amostras modificadas superficialmente com radiacdo UV sem adicdo de
AgNPs quanto as amostras com adicdo de AgNPs/PVP apresentaram decréscimo do
angulo de contato similar, com valores em torno de aproximadamente 40°+ 2° para um
tempo de tratamento com O2 de 5 min, e para 10 minutos de tratamento existe uma
tendéncia das amostras com e sem deposicdo de prata de estabilizar-se no valor do
WCA em ~0° Esta similaridade nos valores de WCA tanto das amostras com e sem

prata pode ser um indicativo de que h& pouca impregnacdo de prata na superficie
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polimérica, uma vez que a porc¢do hidrofilica da solugcdo contendo AgNPs interagiria
com os grupamentos oxigenados enxertados nas superficies tratadas, expondo a por¢do
hidrofébica e aumentando o valor do WCA.

Para as amostras de PSU modificadas com radiacdo UV lavadas apds a deposicao
de prata, a reducdo do WCA também apresenta a mesma tendéncia.

100

—&— Sem AgNP/PVP
—e— Com AgNP/PVP
80+ —A— Com AgNP/PVP lavado

60

WCA(°)

0 5 10
Tempo de tratamento (min)
Figura 19. Variacdo do WCA em funcgéo do tempo de tratamento fotoquimico das

amostras de PSU.

5.2.2 Espectroscopia Vibracional no Infravermelho por Transformada de Fourier

— Refletancia Total Atenuada

Com o intuito de melhorar as propriedades antibacterianas dos filmes de PSU, a
impregnacdo das AgNPs foi executada, tendo em vista como uma possivel oportunidade
de aplicacao devido a seu potencial bactericida, a deposicdo de AgNPs na superficie dos
filmes foi verificada através de andlises de FTIR-ATR, a figura 20 representa o
polimero PSU sem e com tratamento UV sem a deposicdo de AgNPs via imersdo. Ja a
figura 21 apresenta o polimero PSU com a deposicdo de AgNPs via imersdo e a figura
22 mostra 0 mesmo polimero também com deposicdo de AgNPs, porém lavadas
posteriormente. As bandas de absorcéo observadas na figura 20 da membrana de PSU a
1151 cm? (estiramento O-S-O), 1244 cm? (estiramento C-O-C) e 1585 cm™ (C-C
Aromatico) sdo caracteristicas do grupo sulfona. Além disso, a absor¢do a 1020 cm™ e

830 cm™ é para o estiramento C-H do anel aromético da PSU%. A enxertia de

1

grupamentos oxigenados como C=0 com numero de onda de ~1720 cm ~ , enguanto a
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de outros estiramentos como O-H com bandas correspondentes na faixa de 3600 e 3100
cm'l(Figura 20) é consequéncia do tratamento com irradiacdo Ultravioleta com

atmosfera de gas oxigénio em superficies poliméricas de PSU. Apds a deposicdo das

AgNPs/PVP, vemos que hd um deslocamento na posicdo do estiramento da carbonila
para ~1670 cm ™t e do O-H depositado de 3330 para 3348 emt - Figura 21 — porém o

restante do espectro permanece muito semelhante ao do PSU tratado sem deposigéo. De
modo que 1670 cm™ é o valor aproximado do estiramento C=O encontrado nas
AgNPs/PVP, esses deslocamentos poderiam indicar a presenca de NPs sobre a
superficie polimérica, e apesar de as analises de FTIR ndo mostrarem Ag, podemos
utilizar esta banda para analise qualitativa da deposicdo nos filmes. Outro fator
importante a ser apontado, € a intensidade desta banda apds a lavagem dos filmes
impregnados com AgNPs/PVP. De acordo com a figura 22, observa-se uma queda na
intensidade dos picos dos estiramentos C=0 e O-H, isso demonstra que durante a

lavagem, grande parte das NPs depositadas € eliminada.
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Figura 20. Espectros FTIR do polimero PSU sem e com tratamento UV em diferentes

tempos (min).
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Figura 21. Espectros FTIR-ATR do polimero PSU sem e com tratamento UV em

diferentes tempos (min) com a impregnacao de AgNPs via imersdo sem lavagem.
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Figura 22. Espectros FTIR-ATR do polimero PSU sem e com tratamento UV em
diferentes tempos (min) com a deposicdo de AgNPs via imersao e lavadas

posteriormente.



5.2.3 Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios-X (XPS)

Para confirmar a presenca de AgNPs/PVP a andlise de XPS foi empregada. Os
espectros survey das amostras sem e com tratamento UV estdo apresentados na figura
23, bem como os espectros em alta resolugdo dos sinais correspondentes ao carbono C
1s e ao oxigénio O 1s na figura 24. Ao observarmos os espectros survey das amostras
impregnadas com AgNPs (figura 25) percebe-se a presenca do pico referente ao , S 2p
considerando que o enxofre ¢ um dos constituintes da matriz polimérica, sua apari¢ao ja
era aguardada’®. Porém um pico referente ao Ca 2p, consequente de uma possivel
contaminagdo também pode ser observado®®. Ja o espectro do C 1s (Figura 26), ha
presenca de quatro bandas: 285,0, 285,5, 286,5 e 288,5 eV. Estes picos sdo
correspondentes as ligagdes caracteristicas do polimero PSU apos tratamento UV C-C,
C-S, C-O de éster e C=0 respectivamente®’. Verificamos também que h4 a presenca de
uma quinta banda em 282,9 eV. Esta banda indica uma possivel retro doacdo exercida
pela prata e a carbonila®® ou pela prata e o nitrogénio presente na PVP%. Tal fendmeno
esquematizado na figura 28 pode ser explicado como sendo uma transferéncia de carga
de baixa intensidade, no qual a prata doa densidade de elétrons para o grupo carbonila
do polimero apds a impregnagdo com Ag-PVP. Isto ocorre devido a presenga de orbitais
d na prata que se sobrepde com a ligacdo TT da carbonila, gerando um orbital hibrido
dpz'?’. Ao analisarmos o espectro do O 1s representado na figura 27 observamos as
ligacdes caracteristicas do polimero PSU C-O-C, O=C e O=S=0 com energias de
ligacao de 533,8, 532,8 e 531,8 eV respectivamente. Porém, ha a presenca de mais uma
banda com energia de ligacdo de 530,8 eV. Esta banda pode ser atribuida a interagao
Ag-O'!. Por fim, quando observamos os picos 3d da prata mostrados na figura 28,
vemos que estes possuem bandas relativas a interagdo Ag-O. Estes novos picos
referentes a Ag-O podem ser um indicativo de que as AgNPs estdo de alguma forma
interagindo com o oxigénio presente na superficie do filme polimérico ou apenas que

parte delas possa estar oxidada.
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Figura 23. Espectros survey de XPS da amostra a) ndo tratada e b) tratada durante 5
minutos.
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Figura 26. Espectro XPS de alta resolugéo do sinal correspondente ao carbono (C 1s) da
amostra impregnada com AgNPs/PVP sem lavagem.
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Figura 27. Espectro XPS de alta resolucdo do sinal correspondente ao oxigénio (O 1s)
da amostra impregnada com AgNPs/PVP sem lavagem.
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Figura 28. Espectro XPS de alta resolucéo do sinal correspondente a prata (Ag 3d) da
amostra impregnada com AgNPs/PVP sem lavagem.

Figura 29. Formagao da retrodoagédo 11 de Ag - C=0.

Quanto as amostras lavadas apds a deposicdo de AgNPs, de acordo com o
espectro survey (figura 30) observam-se 0s mesmos picos referentes a amostra com
AgNPs sem lavagem, ou seja C 1s, O 1s, N 1s, S 1s. Porém percebe-se gque 0s sinais 3d
da prata em 369 eV e 375 eV ja ndo estdo mais presentes. Tal auséncia pode ser
explicada devido ao fato de apds a lavagem, parte das AgNPs serem eliminadas da
superficie. Como a concentracdo de Ag ja era inicialmente baixa a quantidade de Ag
remanescente pode ter ficado abaixo do limite de detencdo do equipamento. Ao
observarmos os espectros XPS de alta resolucdo do C 1s (figura 31) observa-se que a
banda referente a ligacdo C-Ag em 282,9 eV ainda esta presente, o que poderia sugerir
que mesmo apds a lavagem, as AgNPs permaneceriam na superficie, porém devido a
presenca da banda atribuida a interagdo Ca 2p, o sinal advindo da interagdo Ag 3d perde

intensidade e torna-se imperceptivel no espectro survey. Ja no espectro do O 1s (figura

37



32) a banda com energia de ligagdo de 530,8 eV atribuida a interacdo Ag-O também

encontra-se no grafico. Essas constatacdes reforcam a afirmagdo de que mesmo apos a

lavagem, certa quantidade de AgNPs ndo ¢ eliminada da superficie dos filmes de PSU.
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Figura 30. Espectro survey de XPS da amostra tratada durante 5 minutos com
AgNPs/PVP lavada posteriormente.
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Figura 31. Espectro XPS de alta resolucdo do sinal correspondente ao carbono (C 1s) da

amostra impregnada com AgNPs/PVP com lavagem.
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Figura 32. Espectro XPS de alta resolucéo do sinal correspondente ao carbono (C 1s) da
amostra impregnada com AgNPs/PVP com lavagem.

5.3 TESTES BACTERIANOS

Pode-se observar a partir dos testes qualitativos (Figuras 33, 34, 35) por difusédo
em agar a ndo formacao de halo em nenhum dos casos, que € definido como sendo a
area em volta do material onde ndo houve crescimento bacteriano. Considerando as
caracteristicas antibacterianas das AgNPs, Isso demonstra a ndo liberagcdo de prata do
material para 0 meio de cultura. Essa constatacdo reforca a importancia da insercdo das
AgNPs na superficie do polimero, uma vez que as propriedades antibacterianas do
polimero melhoram com a presenca de NPs em sua superficie*®. Porém, verifica-se que
no local aonde se posicionou o material na placa, ndo houve crescimento bacteriano,
demonstrando uma ac¢do antibacteriana de todos os materiais testados tanto com prata
como sem prata. Isto se deve a uma possivel acdo antibacteriana do polimero PSU e a
ndo liberacdo dos ions de prata na forma oxidada, uma forma de prata que ndo esta
necessariamente presente em uma superficie revestida com prata metalica. Polimeros
que ativamente liberam prata no estado oxidado, no entanto, exibiram forte atividade

antibacterianal®109,
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Figura 33. Fotografias das Placas de petri(a) com a presenca do polimero e (b)
retirando-se o polimero onde foram realizados os testes antibacterianos das amostras

sem prata em diferentes tempos de tratamento UV (1 — 0 min, 2- 5 min, 3-10 min).

Figura 34. Fotografias das Placas de petri (a) com a presenca do polimero e (b)
retirando-se o polimero onde foram realizados os testes antibacterianos das amostras

com prata em diferentes tempos de tratamento UV. (4 — 0 min, 5- 5 min, 6-10 min).
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Figura 35. Fotografias das Placas de petri (a) com a presenca do polimero e (b)
retirando-se o polimero onde foram realizados os testes antibacterianos das amostras
com prata em diferentes tempos de tratamento UV lavadas posteriormente (7 — 0 min, 8-
5 min, 9-10 min).

Quanto ao teste quantitativo representado na figura 36 observa-se que o filme
tratado durante 5 minutos com radiacdo UV impregnado com AgNPs/PVP apresentou
uma acdo antibacteriana promovendo uma inibigcdo do crescimento microbiano em 21%.
Ja o filme tratado durante 10 minutos com radiacdo UV impregnado com AgNPs/PVP,
diferente do esperado, demonstrou uma menor acdo antibacteriana, isto deve-se
possivelmente a mudancas na composicao quimica e nas caracteristicas morfologicas do
material aps um periodo mais prolongado de tratamento com radiagdo UV110-112,

De acordo com a literatura, o tamanho e a forma das AgNPs causam consideraveis
alteracdes em suas propriedades antibacterianas, sendo que um efeito bactericida maior
é observado quando ha reducdo nas dimensdes da NP proporcionando uma maior area
superficial por unidade de massa?. Observa-se que o efeito bactericida das NPs
sintetizadas é menor se comparado a outros trabalhos, sendo que em alguns constataram
uma inibicdo bacteriana praticamente completal®*11®, |sto se deve possivelmente ao
tamanho das AgNPs (tamanho méaximo: 34,2 nm) maior quando comparado ao dos
trabalhos onde a agdo antibacteriana atingiu aproximadamente 100% (~1-10nm) e
também a baixa concentracdo de prata na superficie dos filmes de PSU evidenciado pela
analise de XPS apresentado na se¢do 5.2.3.

Os materiais com 0, 5 e 10 min lavado mostraram uma menor acdo bactericida

(9,8% ,8,2% e 7,8% inibicdo bacteriana, respectivamente). Tal fato pode ser explicado
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pela perda de prata ap6s a lavagem do material indicado pela analise de XPS
apresentado na secdo 5.2.3.
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Figura 36. Crescimento bacteriano da bactéria E. coli em meio LB apds contato com as
amostras de PSU tratadas e ndo tratadas com UV com e sem prata. Tendo-se como
comparacdo o controle positivo (Somente a bactéria no meio de cultura) e as AgNPs

cultivadas diretamente com a bactéria, sem impregnacdo no PSU.

6. CONCLUSOES

Esta dissertacdo mostrou que ¢ possivel a producdo de AgNPs utilizando uma
metodologia inovadora, ambientalmente correta e de baixo custo. Os objetivos
planejados foram alcangados, permitindo que materiais nanoestruturados sintetizados
pela técnica “verde” de irradiacdo de micro-ondas.

Estas NPs estabilizadas com PVP apresentaram uma distribuigdo bimodal de
didmetros para o sistema irradiado por 30s com didmetro médio de 18,5 + 0,1nm. As
AgNPs foram enxertadas em filmes de PSU previamente tratados. Analises de XPS e
FTIR evidenciaram a presenca de prata e PVP respectivamente na superficie dos filmes
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apos imersdo em solucdo contendo AgNPs. Os testes antibacterianos em meio liquido
mostraram inibi¢do bacteriana predominantemente quando os filmes foram tratados com
Prata.

A metodologia apresentada apresenta potencial tecnolégico quanto a obtencao de
uma superficie com propriedades antibacterianas. Esses resultados poderiam ser
melhorados através da obtencdo de NPs com formatos diferentes e didmetros menores, o
que implicaria em uma atividade bactericida mais elevada, bem como também uma
otimizacdo do tempo de irradiacdo UV sobre a PSU, que permitiria uma maior adesao
das NPs impregnadas sobre a superficie do material. Esses fatores combinados
poderiam dar prosseguimento a obtencdo de uma superficie polimérica com

propriedades antibacterianas.
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