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RESUMO

Os compostos aménio quaternarios (CAQ) e as nanoparticulas de prata (AgNPs)
sdo extensamente conhecidos por suas atividades antibacterianas. Neste contexto o
silsesquioxano i6nico contendo o grupo catidnico 1,4-diazdniabiciclo[2,2,2]octano
(SiDb(NO3),) foi utilizado como agente estabilizante de AgNPs em meio aquoso,
possibilitando a obtencdo de nanoparticulas de prata estaveis na forma esféricas com
diametros médios inferiores a 10 nm. Mesmo em concentracGes baixas de prata
(1.1 pg.mL"), o sistema AgNPs/SiDb(NOs), apresenta excelente atividade
antibacteriana contra as bactérias E. coli e S. aureus, como também baixa
citotoxicidade. Também foram produzidos filmes finos, sobre substratos de vidro, com
o sistema AgNPs/SiDb(NO3),. Os filmes de AgNPs apresentaram excelentes atividades
bacteriostatica e bactericida contra as bactérias E. coli e S. aureus. Portanto, o sistema
AgNPs/SiDb(NO3), é muito promissor para ser aplicado como agente antibacteriano na
forma de dispersdo aquosa ou de filme fino.
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ABSTRACT

The quaternary ammonium compounds (QAC) and silver nanoparticles (AgNPs)
are widely known for their antibacterial activities. In this context, the ionic
silsesquioxane containing the cationic group 1,4- diazoniabicyclo [ 2,2,2 ] octane and
the nitrate group as counter ion (SiDb(NO3),) was used as a stabilizing agent of AgNPs
in aqueous medium, making possible to obtain stable silver nanoparticles with spherical
shape and average diameters below 10 nm. Even at low silver concentration (1.1 pg.mL’
1), the AgNPs/SiDb(NOs), system shows excellent antibacterial activity against E. coli
and S. aureus bacteria, as well as low cytotoxicity. Thin films of AgNPs/SiDb(NOs3)
system were made on glass substrates. The films of AgNPs showed excellent
bacteriostatic and bactericidal activity against E. coli and S. aureus bacteria. Therefore,
the AgNPs/SiDb(NQO3), system is very promising to be applied as antibacterial agent as

water dispersion or film form.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos as bactérias responsaveis por infeccGes hospitalares,
destacando-se como as principais a Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, vem sendo combatidas por antibidticos comuns, porém tais
micro-organismos vem adquirindo resisténcia a estes antibi6ticos.>? Desta forma, a
utilizacdo de novas alternativas de agentes antibacterianos vem tornando-se um caminho

promissor para a indGstria farmacéutica e alimentar.®*>®

Neste contexto, as
nanoparticulas de prata (AgNPs) vém se destacando," pois as mesmas sio extensamente
conhecidas por sua atividade contra virus *’, bactérias > e fungos. ®° No entanto,
sistemas que contém prata sdo conhecidos por sua baixa biocompatibilidade, devido a
presenca de fons de prata no meio, os quais apresentam alta toxicidade.'® Por esta razao,
visando a utilizacdo destes sistemas como agentes antimicrobianos se faz necessario que
0S mesmos apresentem baixas concentracdes de ions de prata em sua composicao.

A obtencdo de sistemas de AgNPs, assim como o0s demais sistemas de
nanoparticulas, pode ser realizada através de dois tipos de métodos: 1) Top down:
através do qual as nanoparticulas sdo obtidas pela destruicdo de um bloco metalico;
IBottom up: a partir do qual as nanoparticulas sdo obtidas pela aglomeracdo de ions
metalicos formando clusters, que por sua vez fundem-se formando nanoparticulas
metalicas. O método bottom up é muito utilizado atualmente devido ao baixo custo e
simplicidade atribuido a ele. Neste método sdo utilizados agentes que recobrem a
superficie das nanoparticulas impedindo que ocorra o processo de coalescéncia das

mesmas, estes componentes da sintese também sdo conhecidos como agentes

estabilizantes. **?
Em geral, sdo utilizados como agentes estabilizantes de AgNPs: polidis*®**,
liquidos ionicos™*®, polimeros*”*® e compostos sulfonados*®?. Os silsesquioxanos, em

especial os silsesquioxanos ibnicos contendo grupos aménio quaternario, também
apresentam uma ac&o satisfatoria como estabilizante de metais nobres como o ouro. 2%
A presenca de grupos amoénio quaternarios na rede do silsesquioxano pode atribuir a
este estabilizante atividade antimicrobiana.”® Estes grupos nitrogenados, assim como as
AgNPs, sdo capazes de interagir com as paredes celulares bacterianas, causando danos

as mesmas e consequentemente levando a morte destes micro-organismos. & *



O método sol-gel de sintese, que é baseado nas reacdes de hidrélise e
condensacdo, pode dar origem a materiais hibridos orgéanico-inorgénicos a base de
silica, incluindo os silsesquioxanos. % O grande beneficio da utilizacdo deste método é a
possibilidade de arquitetar a estrutura do material segundo a aplicacdo desejada. Desta
forma, visando a utilizacdo deste hibrido para a estabilizacdo de nanoparticulas de
metais nobres, precursores orgéanicos contendo grupos sulfurados ou que contenham
grupos amonio quaternario sdo indicados para compor a estrutura deste silsesquioxano,
considerando a afinidade que nanoparticulas de metais nobres apresentam por estes
grupos. 26,27,28

Existem vantagens na utilizacdo de silsesquioxanos ibnicos como agentes
estabilizantes de nanoparticulas metélicas frente aos demais agentes estabilizantes
utilizados atualmente. A aplicacdo deste hibrido a base de silica para esta finalidade
possibilita que sejam obtidas dispersdes estaveis em meio aquoso, e também permite a
producdo deste sistema em forma de p6 a partir da simples secagem das dispersdes
aquosas, viabilizando uma melhor manipulacdo e transporte. %> Outra vantagem da
utilizacdo dos silsesquioxanos ¢ a capacidade dos mesmos de forma filmes finos sobre
matrizes inorganicas.?® Assim, a insercdo de grupos como 1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano
e propilpiridinio, permite a obtencdo de filmes finos contendo nanoparticulas metélicas
em substratos de silica e alumina.”*

Neste contexto, a combinacdo de AgNPs e silsesquioxanos i6nicos contendo
grupos amonio quaternarios pode resultar em uma potencial atividade antimicrobiana,
visto que tal propriedade é inerente tanto as particulas de prata quanto ao grupo aménio
quaternario. Além disso, a resisténcia térmica apresentada por este tipo de material
hibrido pode contribuir para a estabilidade do sistema de nanoparticulas frente a
tratamentos térmicos. Portanto, torna-se muito relevante que o sistema nanoparticulas
de prata/silsesquioxano idnico seja explorado visando aplicacBes nas inddstrias de

alimentos, farmacéutica e hospitalar.
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2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos materiais hibridos contendo nanoparticulas de prata (AgNPs)

estabilizadas por silsesquioxano idnico que apresentem atividade antibacteriana.

2.1. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho incluem:

Sintetizar nanoparticulas de prata em meio aquoso, utilizando como
agente estabilizante o silsesquioxano i6nico nitrato de 1,4-bis-(3-
propilsilil)diazoniabiciclo[2,2,2]octano, [SiDb(NO3),];

Estudar a atividade antibacteriana do sistema AgNPs/SiDb(NO3), contra
bactérias Gram-negativas e bactérias Gram-positivas em meio aquoso;
Estudar a citotoxicidade da dispersdo aquosa do sistema
AgNPs/SIDb(NO3),;

Estudar a viabilidade de obtencdo de filmes finos do sistema
AgNPs/SiDb(NO3), sobre matriz de vidro;

Estudar a atividade antibacteriana de filmes finos obtidos a partir do
sistema AgNPs/SiDb(NO3), em matriz de vidro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia abrange todo e qualquer material, dispositivo ou estrutura que
apresente a0 menos uma de suas dimensdes na escala nanométrica (1 - 100 nm), e
envolve a manipulagdo, fabricacdo e caracterizacdo destas nanoestruturas.*>*! A escala
em nanémetros é um bilhdo de vezes menor que a escala em metros, assim é correto
afirmar que um fio de cabelo que possui aproximadamente 70 pm de didmetro *,

apresenta uma espessura de 70 mil nanémetros (Figura 1).

~ 70um

Fio de Cabelo

~ 70000 nanometros |

Figura 1. Representacdo da escala nanométrica.

As estruturas no nivel nanométrico podem ser confeccionadas a partir da
destruicdo de estruturas macicas de dimensdes macrométricas, bem como, podem ser
obtidas em um processo atomo a atomo ou molécula a molécula, que se organizam de
forma a dar origem a um material nanoestruturado.> A reducéo no tamanho ou o
confinamento das particulas em uma determinada direcdo leva a mudancas das
propriedades do sistema neste sentido. Desta forma, 0os materiais nanoestruturados
podem ser classificados considerando-se o nimero de dimensdes nanométricas, onde as
nanoparticulas, nanotubos e nanofilmes apresentam trés, duas e uma dimensao
nanométrica, respectivamente.®*

O diminuto tamanho destes materiais infere a eles propriedades quimicas, fisicas

e biologicas diferentes das apresentadas pelo material na forma de “bulk”, como maior



resisténcia a tensdes, acdo antimicrobianas, elevada capacidade de armazenamento de
dados e também de energia entre outras. Estas propriedades permitem que o0s
nanomateriais sejam aplicados em diversas areas da ciéncia e tecnologia, da medicina a
computacdo. A pesquisa em nanotecnologias destacou-se ao longo da Gltima década, **
atualmente existem inimeras empresas no mundo especializadas na fabricacéo de novas
formas de materiais nanoestruturados, com aplicacdes previamente definidas, como por
exemplo, medicamentos terapéuticos, producdo de energia e materiais estruturais
utilizados na construcdo civil. Em 2008, a area da nanotecnologia exigiu mais de 15
bilhGes de ddlares em pesquisas no mundo inteiro, e sdo projetados pelo menos mais 3
trilhdes de euros até 2020. Portanto, a area da nanotecnologia mostra-se muito
promissora para as proximas decadas, representando uma nova era para a industria,

economia e satde mundial. *

3.2. Nanoparticulas Metalicas

As nanoparticulas metélicas sdo utilizadas nos mais diversos materiais desde a
antiguidade. Os primeiros relatos de sistemas contendo estas nanoparticulas datam de
épocas bem anteriores a ciéncia moderna, onde as mesmas eram utilizadas no Egito e na
China nos séculos IV e V a. C. para colorir inmeros materiais, incluindo vidro e
ceramica.>** Possivelmente o artefato mais antigo é o Célice de Licurgo (Lycurgus
Cup), do século V a. C. em Roma (Figura 2).***" O calice apresentava coloracéo
esverdeada quando visualizado por reflexdo e cor avermelhada quando observado por
transmisséo de luz, devido a presenca de nanoparticulas de ouro no objeto.*

Figura 2. Calice de Licurgo.
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As nanoparticulas metalicas possuem propriedades oOpticas diferentes das
apresentadas pelo mesmo metal em dimensfes macroscopicas. Tal caracteristica pode
ser explicada pela Teoria de Bandas. Em atomos metélicos os niveis energéticos
apresentam estados discretos, como representado na Figura 3a. Por outro lado, em
solido metalico tém-se bandas formadas por de estados energéticos muito proximos
constituindo um sistema quase continuo (Figura 3c), visto que as ligacbes entre os
atomos apresentam-se extensivamente deslocalizadas, devido & interacdo entre 0s
4tomos em toda a extensdo do sélido. 3 Para as nanoparticulas metalicas, a extensdo da
deslocalizacdo eletronica das ligacdes é limitada pela quantidade de atomos existentes,
nesse caso, como 0 nimero de atomos metalicos € limitado, ndo se tem uma banda
continua. Surge um intervalo entre as bandas ligante e antiligante, semelhante a um
semicondutor intrinseco, representado na Figura 3b. **3%4° O tamanho do intervalo esta
relacionado com a quantidade de atomos metalicos na nanoparticula. Quanto menor a

nanoparticula, maior sera esse intervalo de energia. *®

Atomo metalico Nanoparticula metilica  Sélido metilico
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Figura 3. Representacdo dos estados eletronicos em (a) um atomo metélico com OMs ligantes
completamente separados dos OMs antiligantes, (b) uma nanoparticula com empacotamento cubico
que apresenta um pequeno gap de energia e (¢) um sélido metalico com sua tipica estrutura de

bandas. (Adaptado da referéncia 38)



Nos metais nobres, a diminui¢cdo do tamanho da particula abaixo do percurso
livre médio dos elétrons d& origem a um méaximo de absor¢do no espectro do
ultravioleta-visivel. Isto resulta da oscilacdo coerente dos elétrons livres *, fenémeno
conhecido como ressonancia de plasmon. A ressonancia de plasmon ocorre devido a
interacdo do componente elétrico da onda eletromagnética com a nuvem eletronica das

particulas (Figura 4).

Campo
elétrico

Esfera metailica

Nuvem eletrénica

Figura 4. Representacéo da oscilagdo da nuvem eletronica frente a interacédo

com o componente do campo elétrico da luz incidente. (Adaptado da referéncia 41)

Assim, quando a luz é incidida sobre o sistema de nanoparticulas metalicas parte
desta energia € absorvida, polarizando a nuvem eletrénica da nanoparticula, e os demais
comprimentos de onda sdo refletidos e transmitidos. ** Para nanoparticulas de metais
nobres o comprimento de onda absorvido est4 na regido do visivel, ** logo a coloracéo
que se observa para estes sistemas é referente a cor complementar do comprimento de
onda absorvido. As nanoparticulas de prata (AgNPs) esféricas, por exemplo, apresentam
maximo de absor¢do em comprimentos de onda préximos a 400 nm, que é referente ao
violeta, j& as nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam um maximo de absorcao
préximo a 500 nm, o qual é referente ao verde. Portanto, as dispersdes de nanoparticulas
de prata e ouro apresentam coloracdo amarela e vermelha, respectivamente, que sdo as
cores complementares e estdo representadas em posi¢es opostas no diagrama de cores

apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Diagrama de cores.

Existe uma relacdo direta entre o comprimento de onda absorvido pelas
nanoparticulas metalicas e o seu tamanho, pois quanto menor a particula menor sera o
comprimento de onda que a mesma ira absorver. Este fendbmeno é atribuido a maior
descontinuidade dos niveis de energia que se deve ao estreitamento das bandas de
valéncia e conducéo. **** Desta maneira é formado um intervalo de energia maior entre
as bandas de energia e por esta razdo um féton mais energético é absorvido.

O espectro de absorcdo das nanoparticulas metalicas também esté associado ao
formato da particula, pois a energia do plasmon em ressonancia € dependente da
geometria da mesma. Em situacdes em que a particula apresenta pontas (vértices), ha
uma polarizacdo da nuvem eletrénica nestes pontos, diminuindo o nimero de elétrons
para retomar a oscilacdo ao longo da superficie. **** Assim, ocorre a diminuicdo da
energia da oscilacdo e, consequentemente, o aumento do comprimento de onda
absorvido. ** * Entdo, ao comparar nanoparticulas esféricas e clbicas com tamanhos
semelhantes, observa-se um deslocamento da banda de absorcdo para comprimentos de
onda maiores (Figura 6). A simetria das particulas estabelece o nimero de bandas
absorvidas. E possivel citar como exemplo os nanofios, que apresentam anisotropia
estrutural, onde uma dimensdo é mais alongada que as demais, logo havera diferenca na
interacdo da luz incidida com as superficies das faces, ocasionando a formacdo de duas

bandas de absorcéo. *?
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Figura 6. Extin¢éo de UV-visivel calculado (preto), absor¢do (vermelho) e espalhamento de luz
(azul) de nanoparticulas de prata na forma de (a) esfera, (b) cubo, (c) tetraédro, (d) octaédro, (e)

placa triangular e (f) disco circular. (Adaptado da referéncia 42)

As dimensbes nanométricas das particulas metélicas exercem influéncia nédo
somente nas propriedades oOpticas do sistema, mas também sobre as propriedades
cataliticas, térmicas e magnéticas, no caso de materiais magnéticos. 3134
Nanoparticulas de metais nobres apresentam notavel atividade catalitica devido a raz&o
de atomos superficiais/atomos internos ser elevada. Essa afirmativa pode ser confirmada
pelos ndimeros magicos, onde ao se considerar uma particula com empacotamento
cubico de face centrada com 13 4tomos metalicos, a mesma apresenta 12 atomos em sua
superficie, que equivale a 92 % dos atomos, e quando se aumenta para 55 atomos
metalicos na particula, 42 destes sdo superficiais, equivalente a 76 % dos atomos. ¥4 A
diminuicdo do tamanho da nanoparticula tem como consequéncia a elevacdo da
temperatura de fusdo do material quando nanoparticulas metalicas estdo inseridas em
matrizes sélidas, pois ha uma maior interagdo entre as particulas.®* Em geral, materiais
ferromagneticos em dimensGes macrométricas formam multiplos dominios magneticos,
no entanto, pequenas nanoparticulas magnéticas consistem frequentemente em apenas

um dominio e exibem um fendmeno conhecido como superparamagnetismo. 314
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3.2.1. Sintese de nanoparticulas metalicas

O desenvolvimento de rotas sintéticas para a obtencdo de nanomateriais de
metais nobres € muito importante para estudos teoricos e aplicacGes praticas. Nas
ultimas décadas foram desenvolvidos processos classificados em dois tipos: bottom up e
top down. A sintese de nanoparticulas pelos métodos bottom up utiliza &tomos,
moléculas e até mesmo nanoparticulas para a obtencdo de particulas nanométricas, ou
seja, sdo realizados processos quimicos, por este motivo estas técnicas sdo também
conhecidas como meétodos quimicos para sintese de nanoparticulas.

O método quimico de sintese pode ser realizado nos estados solido, liquido e
gasoso. No entanto, devido a difusdo do material nas fases liquida e gasosa ser muito
maior que no estado sélido, em geral as sinteses sido feitas nestas duas fases.’* A
obtencdo de sistemas nanométricos pode ser realizada por deposicdo da fase vapor,
deposicao assistida por plasma, métodos coloidais, eletrodeposicéo, entre outros.*

Em contrapartida, nos métodos top down sdo exemplos de processamento de
materiais no estado solido. Nestes processos as nanoparticulas sdo obtidas a partir da
destruicdo de um solido macroscopico, por exemplo, sdo utilizados blocos metalicos
para obtencdo de particulas nanométricas. As técnicas utilizadas incluem moagem
(milling, em inglés), usinagem (machining, em inglés) e processos litograficos como o

FIB (Focused lon Bean).*

3.2.2. Processo quimico de sintese de nanoparticulas metélicas:
método coloidal

Os métodos de sintese de coloides sdo conhecidos desde o inicio do século XX,
no entanto somente os processos quimicos desenvolvidos nas Ultimas décadas vém
apresentado éxito no controle da forma e tamanho das nanoparticulas.*” Segundo LaMer
(1950), o mecanismo da sintese das particulas ocorre a partir de trés etapas: 1) formacao
da semente inicial (ponto de nucleacdo), através do aumento da concentracdo de
mondmeros (&tomos com carga zero) no meio até a supersaturagdo; 1) os monémeros
agregam-se continuamente sobre a semente, levando a uma diminuigdo gradual da

concentracdo dos mondmeros; 1l1) estabilizacdo das superficies dos nanocristais
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resultantes utilizando agentes estabilizantes. ** Estas etapas podem ser observadas na

representacdo grafica apresentada na Figura 7.
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Figura 7. Representacdo grafica do tempo versus a concentragdo atdmica na sintese de

nanoparticulas. (Adaptada das referéncias 42 e 48)

O processo de nucleacdo inicia quando o precursor nanocristalino do metal é
reduzido até apresentar uma carga igual a zero. Apos esta etapa, as espécies reduzidas
agregam-se formando clusters na solucdo supersaturada, neste momento comeca 0
processo de agregacdo dos clusters, chegando no segundo estagio da formacdo das
nanoparticulas, conhecido como processo de crescimento. **? Na Ultima etapa as
espécies geradas sdo recobertas por agentes estabilizantes, 0s quais restringem o
crescimento das particulas, bem como, garantem uma boa dispersdo das mesmas no
solvente. ***° O processo de nucleacdo envolve a formacdo de superficies sélidas que

conduz a mudancas na energia livre do sistema, a qual é expressa pela seguinte equag&o:

AG=n (MUs - M) + Ay Equagéo 1.
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Onde n é o0 nimero de mols de espécies nucleadas, s e . s&o, respectivamente,
0s potenciais quimicos dos clusters e dos monémeros dissolvidos no meio, A é a area
superficial e y é a energia superficial da interface sélido-liquido. *2

Entdo, considerando a equacdo 1, sabe-se que os fatores que favorecem o
processo de nucleacdo sdo: a minimizagdo do Hs, baixa area superficial das espécies
formadas, bem como a diminuicdo da energia superficial e o aumento da
supersaturacdo, levando ao crescimento expressivo na taxa de nucleagdo. A
supersaturacdo aumenta com a diminuicdo da solubilidade dos precursores metalicos,
logo, as propriedades do metal utilizado exercem grande influéncia na taxa de
nucleago.*?

As etapas de nucleacdo e crescimento das particulas sdo precedidas pelo
processo de envelhecimento, é neste momento que ocorrem mudangas no tamanho das
particulas, no qual a quantidade de material sélido permanece constante. Os dois
principais processos de envelhecimento que agem na evolucdo das particulas sdo a
agregacdo e amadurecimento de Ostwald. ***° O amadurecimento de Ostwald consiste
no crescimento do raio médio da particula e na diminuicdo no nimero total de clusters
formados a partir da nucleacdo de uma fase minoritaria estavel, neste caso o precursor

metalico de carga zero, em uma fase majoritaria metaestavel.”
3.2.3. Mecanismos de estabilizacdo de nanoparticulas metalicas

Existe um obstaculo a ser superado para alcancar a obtencdo de nanoparticulas
metalicas, conhecido como coalescéncia, 0 qual é uma consequéncia das dimensbes
nanomeétricas assumidas por essas particulas. O diminuto tamanho das nanoparticula
leva a um aumento da energia livre (AG) do sistema, assim buscando a minimizagédo do
AG, as particulas metalicas sofrem um processo de fusdo. **' Desta forma, séo
utilizados agentes estabilizantes, os quais recobrem a superficie das particulas metalicas
a fim de evitar que estas sofram coalescéncia. Os agentes estabilizantes podem atuar na
estabilizacdo das nanoparticulas atraves de dois tipos de mecanismo: o0 estéreo e 0
eletrostatico. **’

A estabilizacdo eletrostatica ocorre a partir da adsor¢do de cargas elétricas na

superficie das particulas, formando uma multipla camada elétrica. A coalescéncia das
15



particulas é impedida pela repulsdo Coulombiana entre as cargas presentes em sua
superficie. Estas cargas elétricas podem ser provenientes de contra ions ou cargas
presentes nas moléculas de estabilizantes (Figura 8).*
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Figura 8. Esquema do mecanismo de estabilizacéo eletrostatica.
(Adaptacdo da referéncia 52)

O mecanismo de estabilizacdo estérea evita a coalescéncia a partir do

impedimento estéreo realizado pelas cadeias longas dos agentes estabilizantes

adsorvidos na superficie das particulas, como mostra a Figura 9. Atuam através deste
45,52

mecanismo estabilizantes como surfactantes e polimeros.
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Figura 9. (a) Esquema do mecanismo de estabilizacao estérea realizada por cadeias poliméricas, (b)
estabilizacao estérea. ( Adaptacéo das referéncias 45 e 52)
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Sdo utilizados como agentes estabilizantes de nanoparticulas metélicas

15,16 55,56

componentes como polidis **°3, liquidos idnicos *>*°, polimeros *"**  dendrimeros >>,

compostos sulfonados '*%, surfactantes °"°®, entre outros. Recentemente foi
demonstrado pelo Grupo de Pesquisa do Laboratorio de Soélidos e Superficies da
UFRGS que silsesquioxanos i6nicos contendo grupos amdnio quaternarios podem ser
utilizados como agentes estabilizantes de nanoparticulas de metais nobres como o
ouro.”*? A presenca de cargas nos silsesquioxanos i6nicos permite que 0 mesmos
apresentem uma apreciavel solubilidade em meios com constantes dielétricas elevadas,
possibilitando assim a obtencdo de dispersdes estaveis de nanoparticulas metalicas em
meio aquoso. > Esta propriedade é de suma importancia pois permite que estes

sistemas possam ser aplicados em meios biolégicos.
3.2.4. Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Os compostos de prata sdo conhecidos historicamente por sua acao
antimicrobiana, sendo utilizados em medicamentos de uso tépico. **®?As particulas de
prata comecaram a ganhar espaco no cendrio cientifico na década de 1980, juntamente
com a disseminacdo das técnicas de Microscopia Eletrbnica de Varredura (SEM —
Scanning Electron Microscopy) e Microscopia Eletronica de Transmissdao (TEM —
Transmission Electron Microscopy). 8%

A utilizacdo dos compostos de prata estendeu-se as nanoparticulas de prata, as
quais sdo aplicadas atualmente como agentes antimicrobianos contra bactérias, fungos e
virus. % As propriedades 6pticas tipicas de nanoparticulas metalicas permitem que as
AgNPs também sejam empregadas em dispositivos 6pticos, como nanoantenas, " por

exemplo, bem como sejam utilizadas na ampliacéo de sinais na espectroscopia Raman.®®
3.2.4.1. Acédo antibacteriana das nanoparticulas de prata

A atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata (AgNPs) é citada em
inimeros trabalhos que visam aplica¢Ges tecnoldgicas, no entanto, 0 mecanismo de acao
deste material ainda ndo é totalmente compreendido. Existem algumas propostas de
mecanismos descritas por trabalhos anteriores, as quais, em sua maioria, atribuem a

atividade antibacteriana das nanoparticulas de prata, e dos ions prata, & interacdo
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eletrostatica entre a parede celular carregada negativamente e as espéecies de prata que
apresentam cargas positivas." No entanto, essa proposta ndo explica a acdo
antibacteriana das AgNPs com cargas negativas. Entdo foi sugerido que independente
da carga das AgNPs, existem interacfes entre estas nanoparticulas e proteinas
sulfuradas presentes na cadeia respiratdria celular, bem como, entre outras proteinas
essenciais para a integridade da célula, assim interferindo no funcionamento celular. *®°

As trés principais sugestdes de mecanismos sdo: (I) absor¢éo de ions livres e
nanoparticulas de prata seguido da interrupcdo da producdo de ATP e da replicacdo do
DNA, devido a interacdo das espécies de prata com o0s tidis presentes na estrutura de

enzimas vitais para o funcionamento celular; °™

(I1) geragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species) pelas nanoparticulas e ions de
prata, os quais afetariam a cadeia respiratdria mitocondrial levando a uma destruicdo do
DNA; * (111) danos diretos na membrana celular causados pelas nanoparticulas de prata,
que ao desintegrar a parede celular e a membrana citoplasmatica libera uma substancia,
que provavelmente trata-se do citoplasma. * ° As diversas interacdes entre as
nanoparticulas de prata e a celula bacteriana sdo ilustradas na representacdo abaixo

(Figura 10).

~ (ROS Sw 5 Nanoparticulas de prata
T @ i e @ lons de prata
Proteina da membrana

Figura 10. Representacédo de diversos mecanismos de ataque das nanoparticulas e ions de

prata sobre as células bacterianas. (Adaptada da referéncia 4)
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Ha indicios da formacdo de espécies reativas de oxigénio, quando células
cancerosas foram expostas a um remédio de uso topico contendo nanoparticulas de
prata.”* O aumento da frequéncia de mutagdes ocorridas no DNA durante as reacdes em
cadeia da polimerase foi atribuido a interacdo das AgNPs com os grupos tidis contidos
na estrutura do DNA.”® Portanto, existem evidéncias que justificam os mecanismos

propostos para a atuagdo das nanoparticulas de prata contra as células bacterianas.
3.3. Compostos Contendo Grupos Amonio Quaternarios

Os sais quaterndrios de amoénio ou sais de amonio quaternario sdo ions
poliatdmicos carregados positivamente e com a estrutura NR4', onde R pode ser
qualquer radical alquila. Os cations quaternarios de aménio sdo sintetizados através da
alquilacdo completa da amonia ou outras aminas. Os compostos de amdnio quaternario
(CAQ) séo conhecidos por sua elevada estabilidade, e também por suas propriedades
como agente antimicrobiano.

Os CAQ exercem atividade antibacteriana sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, bem como, contra espécies patogénicas de fungos e protozoérios.
Estes compostos apresentem muitas vantagens entre elas estdo incluidas a capacidade de
penetracdo na parede celular, baixa toxicidade e sensibilidade sobre as células
mamiferas, boa estabilidade e eleva atividade biolégica.”*" Embora o exato mecanismo
de acdo antimicrobiana dos CAQ ndo seja completamente conhecido, o0 mesmo é
extensamente atribuido a capacidade destas espécies aumentarem a permeabilidade
celular e favorecerem o rompimento da célula. **™® A compatibilidade com a dupla
camada externa da membrana celular é alcan¢ada quando ao menos um substituinte
organico (ligado ao nitrogénio) for uma cadeia alquilica longa, a qual forneca um

segmento hidrofébico para o CAQ. 277

Em geral, o mecanismo da acdo
antimicrobiana dos CAQ mais aceito descreve que 0s compostos de amonio quaternario
sdo adsorvidos nos sitios anidnicos da superficie da parede celular por interagdes
eletrostaticas, e entdo o componente lipofilico promove a difusdo através da parede
celular e liga-se @ membrana da célula. As cadeias alquilicas longas, atuando como
surfactantes, sdo capazes de romper a membrana citoplasmatica, liberando eletrolitos e

material nuclear que causa a morte da célula. *"*%
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3.4. Método Sol-Gel de Sintese

Nos ultimos séculos foram desenvolvidos estudos nos quais eram obtidos
materiais solidos a partir de um processo diferente. Em 1640, van Helmont descobriu o

A (13

“vidro de agua” (do inglés “water glass”) pela dissolugdo de silicatos em meio aquoso e
a posterior precipitacdo de gel de silica em meio &cido. 2% Em 1846, Ebelmen
observou a formacdo de vidro transparente apds a exposicdo atmosférica do silano
obtido a partir de SiCl, e etanol. 2% No entanto, este processo onde parte-se de um
sistema liquido, passa-se por um sistema gel e por fim é obtido um sélido somente foi
intitulado como “sol-gel” (solugdo-gelificacdo) em 1864 por Graham durante seu
trabalho com sols de silica. #®° Assim, durante o século XX o0 método sol-gel de sintese
ganhou espaco nas pesquisas de cientistas de todo mundo, pois tal processo permite o
aprimoramento das propriedades de matrizes sélidas, permitindo inGimeras aplicacdes. ®

No processo sol-gel o sol é constituido por uma disperséo de particulas coloidais
(dimensdes entre 1-100 nm) em um liquido ® e o gel é formado por uma estrutura rigida
de particulas coloidais (gel coloidal) ou por cadeias poliméricas (gel polimérico) que
imobilizam a fase liquida nos seus intersticios. 25" As reacdes quimicas envolvidas no
processo sol-gel convencional, baseado em derivados alcoxidos sdo (1) hidrolise,
expressa no esquema 1, e (2) condensagdo, a qual pode se processar por olagdo, no

esquema 2a e 2b, e por oxolacao, expressa no esquema 3a e 3b. 86
(1) Hidrdlise
M(OR), + H,O —>»M(OH)(OR),.;, + ROH Esquema 1.

(2) Condensacao

Olagao:
M-OH + H,0"-M — M-HO"-M + H,0 Esquema 2a.
M-OH + R-HO'-M—M-HO*-M + ROH Esquema 2b.
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Oxolacéo:
M-OH + HO-M — M-O-M + H,0O Esquema 3a.

M-OH + RO-M — M-O-M + ROH Esquema 3b.
Onde M = Si, Sn, Ti, Al, Mo, etc

Nesta proposicdo mecanistica o precursor alcoxido passa pela sequéncia de
oligdmero, polimero, coléide, sol, e termina finalmente no sélido.%®

Os alcoxidos de silicio quando comparados com os demais alcoxidos de metais
apresentam uma cinética mais lenta nas reacGes de gelificacdo, possibilitando
interferéncias durante a sintese e consequentemente permitindo arquitetar o sistema
segundo sua aplicagdo especifica. % Entdo, sendo as reacdes de gelificacio de alcéxido
de silicio muito lentas, comumente sdo adicionados catalisadores, que em geral sdo
classificados como &cidos e basicos. % A natureza do catalisador, acido ou bésico,
influencia fortemente na cinética da reacdo, bem como na estrutura final do gel. *°> Se o
processo de gelificacdo ocorrer em meio acido resultarda em cadeias que se unem para
formar géis poliméricos, que apds a secagem originam uma matriz com baixo volume
de poros, cujo o tamanho é, geralmente, inferior a 2 nm de diametro, os quais sdo
conhecidos como microporos.*® No entanto, se o processo de gelificacdo do material
ocorrer em meio basico sdo obtidas particulas primarias esféricas. Desta forma, o gel
resultante da interconexao dessas particulas primarias, chamado de gel coloidal, que
apos a secagem resultara em uma matriz com maior porosidade que o gel polimérico,
com largas fragbes de poros com diametros entre 2 e 50 nm, conhecidos com
mesoporos. *>%°

O processo sol-gel € relativamente complexo, envolvendo diversas variaveis,
como o tempo e a temperatura de reagdo, natureza do catalisador, concentracdo dos
reagentes, condicbes das etapas de envelhecimento, lavagem e secagem, entre
outros.®>% Estas variaveis determinam as caracteristicas finais dos materiais, incluindo
a porcentagem de hidrolise e condensacdo dos grupos reativos, densidade de
reticulacdo, homogeneidade do produto, etc. Além disso, aditivos quimicos podem ser
utilizados para melhorar o processo e obter materiais com propriedades

aprimoradas.®2%°
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3.5. Materiais Hibridos a Base de Silica

H4& alguns anos as tecnologias desenvolvidas requerem novas propriedades dos
materiais dos quais sdo constituidas. Desta forma, nas ultimas décadas a combinacédo de
propriedades de compostos organicos e inorganicos constituintes de materiais hibridos
vem sendo estudada a fim de produzir novos materiais multifuncionais, com larga faixa
de aplicacdo. Um dos mais antigos materiais originado por componentes organico e
inorganico provém da industria de tintas, onde eram adicionados pigmentos inorganicos
em misturas organicas, no entanto nesta época o termo ‘“hibrido orgéanico-inorganico”
ainda ndo era utilizado. %% Este termo comecou a ser disseminado h4 quase 30 anos
com o desenvolvimento de silicatos organicamente modificados (ORMOSIL). 8%

Os materiais hibridos organico-inorganicos sdo constituidos pela combinacdo no
nivel molecular de componentes organicos e inorganicos que, normalmente, apresentam
propriedades complementares, dando origem a um Unico material com propriedades

25,86,92

diferentes daquelas que lhe deram origem, Ou seja, existe um sinergismo que

ocorre a partir da proximidade das duas fases através do efeito das dimensbes dos
dominios e da natureza das interfaces. % 2

Em geral, para alcancar o nivel de dispersdo molecular dos componentes
organico-inorganico é utilizado o método sol-gel de sintese, que envolve o processo de
formacdo de uma rede polimérica inorganica através de reacdes de gelificacdo a baixas
temperaturas. % Na sintese dos materiais hibridos a base de silica o processo de
gelificacdo envolve a adicdo de precursores do componente orgéanico e do componente
inorganico, tornando o sistema mais complexo que a silica pura obtida pelo processo de
gelificagdo de precursores inorganicos. %

Como as fases organica e inorganica apresentam dimensGes moleculares, a
influéncia da interface € muito significativa, e a natureza desta vem sendo utilizada para
classificar os hibridos em diferentes classes. ® Geralmente, os materiais hibridos podem
ser classificados em trés classes. A diferenca entre elas é baseada na forca de interagdo
entre 0s componentes organicos e inorganicos. %

Classe I: estes hibridos apresentam tipicamente interacGes fracas entre o
componente organico e a rede inorganica, tais como van der Waals, ligacdo de
hidrogénio ou interacdes eletrostaticas fracas, estas interacbes sdo representadas na
Figura 11a. % % O processo de sua obtencdo envolve a adicdo de precursores
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moleculares organicos nao polimerizaveis, 0s quais ndo participam diretamente das
reacOes de gelificacdo. 2

Classe Il: estes materiais hibridos sdo constituidos por estruturas nas quais 0s
componentes organico-inorganicos estdo ligados de forma covalente ou ibnico-
covalente, esta estrutura estd representada pela Figura 11b. *>®® % Na sintese desta
classe de hibridos sdo utilizados como precursores do componente organico
organossilanos polimerizaveis, que apresentam um ou mais grupos organicos ligados
diretamente ao silicio, em uma ligagdo Si-C nio hidrolisavel. *°

Classe 1ll: esta classe de hibridos é baseada na combinacdo das interacfes
presentes nas classes | e Il. Um exemplo deste hibrido é o material obtido por um
polimero orgénico contendo grupos alcoxissilanos hidrolisaveis, e grupos aceptores de

hidrogénio (carbonila, amina, imida, entre outros). ® Este material é representado na

Figura 11c.

b) c)
(Ro)jsimlTrWSi(Ro)j
(|7=0 =------HOSi—
R |
CLASSEI CLASSEII CLASSE III

Figura 11. Representac¢do das classes de materiais hibridos. (Adaptacao das referéncias 25 e 86)

Os hibridos de classe Il ainda podem ser divididos em duas subclasses,
representadas na Figura 12: (a) aqueles que 0s componentes organicos apresentam
somente um ponto de polimerizagdo, resultando em um hibrido com o componente
organico preso de forma pendente na matriz inorganica. ® (b) os hibridos que
contenham precursores do componente organico que apresentem dois ou mais pontos de
polimerizacdo. Desta forma, sdo obtidos hibridos com o componente orgéanico preso a
rede inorganica formando pontes. % A forma como 0s grupos organicos est&o dispostos
na rede tridimensional interfere diretamente nas suas propriedades, tais como

organizagéo, temperatura de decomposicdo, entre outros. 2%
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Figura 12. Representacao de tipos de hibrido de classe I1. (Referéncia 25)

Os materiais hibridos sdo muito utilizados na area médica e farmacoldgica pois
0S mesmos sdo sintetizados a temperaturas brandas, bem como, apresentam
biocompatibilidade. %% Considerando que estes materiais sejam produzidos por
método sol-gel sdo obtidos hibridos porosos, tal propriedade eleva a area superficial do
material e o torna promissor na sua aplicacdo como adsorventes e catalisadores. %97
Devido estes materiais apresentarem propriedades versateis a gama de aplicacdo dos

hibridos organico-inorganicos torna-se muito ampla.
3.5.1. Silsesquioxanos

Os materiais hibridos a base de silica podem apresentar precursores inorganicos
que apresentem diferentes proporcdes de componente organico, como representado na
Figura 13. Os precursores dos componentes inorganicos dos hibridos de classe Il séo
denominados siloxanos, 0s quais apresentam o atomo de silicio ligado a um ou mais
substituintes organicos e a0 menos um oxigénio. 2 Os siloxanos podem ser constituidos
por unidades M (SiR3OR’), unidades D (SiRz(OR’),) e unidades T (SiR(OR’)3), 0s
quais apresentam respectivamente trés, dois e um substituinte organico (ou atomo de
hidrogénio) ligado diretamente ao 4tomo de silicio, como mostra a Figura 13.% Estas

espécies também sdo conhecidas como organossilanos. *°
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Figura 13.Férmulas estruturais dos oligdmeros constituintes dos componentes inorganicos dos

hibridos a base de silica. (Adaptacao da referéncia 86)

Geralmente os materiais hibridos a base de silica sdo obtidos pelo método sol-
gel de sintese. Desta forma, se no processo de gelificacdo foram adicionados somente
precursores organossilanos sera produzido um silsesquioxano, o qual pode apresentar
elevado contetido organico dependendo da natureza do organossilano utilizado.”® O
grupo organico do organossilano pode estar ligado de forma pendente, ou também entre
dois atomos de silicio formando uma ponte, como representado na Figura 12.

Além da forma como os grupos organicos estdo dispostos na rede inorganica, o
grau de reticulacdo da rede também é um fator que interfere nas propriedades do
material hibrido resultante. Se um grupo alc6xido (OR”) é substituido por um grupo nio
hidrolisavel (grupos R), entdo o grau de reticulacdo da rede inorganica ira diminuir.
Assim, a variacdo do contetido organico e do grau de reticulacdo leva a alteracfes na
dureza, estabilidade térmica e solubilidade do material hibrido obtido. %%

Em geral, os silsesquioxanos podem assumir trés tipos de estrutura, como
representado na Figura 14: (a) aleatoria, onde os oligdmeros ndo apresentam arranjos
ordenados; % (b) bidimensionais, que podem mostrar-se arranjos em camadas; 2'01%
(c) tridimensionais, os quais sdo conhecidos como Poliedros Oligoméricos de

Silsesquioxanos (POSS - Polyhedral Oligomeric Silsesquioxane). %
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Figura 14.Estruturas de silsesquioxanos: a) aleatéria; b) ordenacdo bidimensional; ¢) ordenacéo

tridimensional do tipo POSS. (Referéncia 25)

Os silsesquioxanos apresentam uma ampla gama de aplicacdes, podendo ser
utilizados, por exemplo, em revestimentos de superficies protetoras, ‘** devido a sua
afinidade por matrizes inorgénicas, em resinas dentarias, pois apresenta
biocompatibilidade e dureza, ' e até na estabilizagdo estérea e eletrostatica (caso o
hibrido apresente cargas) de nanoparticulas metalicas. **

Os silsesquioxanos foram desenvolvidos hd 60 anos e desde entdo muitas
aplicacbes foram encontradas. O primeiro silsesquioxano foi um silicone
comercializado para ser utilizado como um material de isolamento elétrico de alta
temperatura. *° Nos dltimos anos, alguns silsesquioxanos vem emergindo como
materiais de baixa constante dielétrica utilizados para interligar dispositivos
microeletronicos devido as suas excelentes propriedades térmicas e elétricas. 1%21%°1%7

Na Ultima década, o Grupo de Pesquisa do Laboratério de Sélidos e Superficies
— UFRGS vem desenvolvendo uma série de novos silsesquioxanos que apresentam

como componentes organicos grupos catiénicos na forma pendente (Figura 15a) e em

ponte (Figura 15b).
CH30 — CHaO\ A S _ OCH;
CH;0— Si +N/\/N cr CHa_.O—Si/\/\_N/\/N/\/\Si — OCH3
CH10 T 4 cHio” - i - \ocH;
(a) (b)

Figura 15. Precursores organossilanos desenvolvidos no Grupo de Pesquisa do Laboratdrio de

Sélidos e Superficies, nas formas (a) pendente, o precursor 1-azonia-4-azabiciclo[2,2,2]octano e (b)

em ponte, o precursor.1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano.
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A utilizacdo de grupos organicos cationicos deu origem aos silsesquioxanos
i0nicos, os quais apresentam elevada solubilidade em solventes com constantes
dielétricas elevadas como agua, etanol e acetona. ?*# Estes hibridos tém sido utilizados
na estabilizacdo de nanoparticulas metalicas em meio aquoso, bem como, na producao

de filmes finos. 2%

3.6. Filmes Finos

Nas ultimas décadas a pesquisa acerca de filmes finos vem se destacando pois
estes matérias possuem uma ampla gama de aplicacdes, incluindo a catalise,**

198 o microeletrdnicos, 't

revestimentos antimicrobianos,'° dispositivos 6pticos
conversdo e armazenamento de energia eletroquimica.*'? Em geral, os filmes finos que
apresentam tais potenciais utilizacbes contém nanoparticulas de metais ou de

semicondutores, 10113

pois a escala nanométrica destas particulas atribui as mesmas
propriedades Unicas, como foi discutido em topicos anteriores.

Existem inimeras técnicas de producdo de filmes finos contendo nanoparticulas
metalicas ou de semicondutores, entre elas estdo aquelas baseadas no processo sol-gel,
que permitem a introducdo de grandes quantidades de nanoparticulas no filme.* Dentre

114 A técnica

estes processos estdo as técnicas de spin-coating,**® dip-coating® e casting
de spin-coating € mais empregada para a obtencdo de filmes finos, pois a mesma produz
filmes com espessura homogénea ao longo de quase todo substrato, no entanto para
aplicacdo desta técnica € necessario que seja realizado sobre um substrato plano e com
geometria circular, ou mais proxima possivel deste formato. Caso estas necessidades
ndo forem atendidas técnicas como dip-coating e a casting sdo utilizadas para o
obtencdo dos filmes finos. O método dip-coating permite o recobrimento de substratos
ndo planares e com grandes dimensdes. Neste método, o substrato é imerso na solugéo
da amostra, e posteriormente o substrato é suspenso para a evaporagdo do solvente. *°
Ja 0 método de casting é baseado no espalhamento da solugdo da amostra sobre um
substrato, apds a evaporagdo do solvente utilizado o filme é formado sobre a superficie

do substrato e pode ser removida, formando um filme autossustentado. **°
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3.6.1. Filmes finos de silsesquioxanos

Os silsesquioxanos sdo capazes de formar filmes finos sobre matrizes
inorganicas tais como titania, alumina e silica. **?° Esta propriedade deve-se a ligacéo
covalente que ocorre entre os grupos —OH, presentes na superficie do substrato, e os
grupos Si-OH, disponiveis neste hibrido a base de silica, como representado na Figura

16. Os grupos silandis responsaveis por esta ligacdo sdo remanescentes da reticulacdo

incompleta do silsesquioxano, 2>1"118
o, , o
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Figura 16. Representacgéo da ligacdo do silsesquioxano idnico com o substrato de Iamina de vidro.

(Adaptado da referéncia 29)

Os filmes de silsesquioxanos podem ser utilizados em dispositivos Opticos e

| 1% ¢ baixa

microeletrénicos, visto que apresentem baixo espalhamento de luz visive
constante dielétrica ***, bem como em embalagens hospitalares e de alimentos, pois caso
contenham grupos amonio quaternarios sdo obtidos filmes com propriedades
antimicrobiolégicas. ° Os silsesquioxanos também podem ser combinados com
polimeros organicos, a fim de formar compdsitos ultrafinos. A presenca deste hibrido a
base de silica atribui ao compoésito uma maior estabilidade térmica e mecanica devido as

ligagBes Si-O-Si da silica formada. %

3.6.2. Filmes finos de nanoparticulas de prata

Os filmes finos de nanoparticulas de prata podem ser obtidos em substratos
inorganicos a partir de diferentes métodos, os quais incluem implantagdo de ions,
sputtering, deposicdo por vapor quimico, troca ibnica e por métodos sol-gel. Os

métodos sol-gel sdo muito utilizados pois permitem o controle facil e independente das
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propriedades microestruturais e fisicas tanto da matriz de silica quanto das AgNPs. **°
Além disso, outra vantagem apresentada por estes métodos é de ser de baixo custo em
relacdo aos demais métodos e mostra-se de facil processamento.

Algumas propriedades dos sistemas de dispersdo de AgNPs também séao
observadas nos filmes de nanoparticulas de prata. Uma destas propriedades é a absorcédo
de luz com comprimentos de onda préximos de 400 nm, atribuindo ao filme a cor
amarelada. No entanto, devido ao aumento do grau de agregacao das particulas no meio
solido, os acoplamentos entre os plasmas das nanoparticulas aumentam em funcdo da
proximidade entre elas, causando deslocamentos dos fotons absorvidos para regides
com energias menores. *** Outra propriedade mantida sdo as atividades antimicrobianas
deste sistema, que em geral sdo provenientes da migracdo das nanoparticulas e ions de
prata para 0 meio aquoso, onde entram em contato com os micro-organismos.**

Os filmes de AgNPs sdo amplamente utilizado na ampliacdo do sinal de

%8122 na fotocatalise quando suportadas em

moléculas orgéanicas no espectro Raman,
Ti02,'® e como agentes antimicrobianos em revestimentos de embalagens alimenticias
e equipamentos de uso hospitalar.*?*** Neste contexto, a utilizacdo de agentes
antibacterianos como as AgNPs no revestimento destes materiais pode prevenir a
contaminagdo dos mesmos e consequentemente diminuir a incidéncia de casos de
infeccbes hospitalares, as quais sdo geralmente causadas por contaminagdes das
superficie de equipamentos, utensilios e proteses ocorrem, as quais ocorrem pela
formacédo de coldnias bacterianas das bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli

e Pseudomonas aeruginosa. *%
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais

3-cloropropiltrimetoxisilano (CPTMS), 1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano (DABCO)
e N,N-dimetilformamida foram comprados da Aldrich. Metanol e acido fluoridrico
foram comprados da Merck. Formamida, nitrato de prata e borohidreto de sodio foram
comprados da Vetec e o nitrato de sodio foi obtido da Neon. Caldo de crescimento
bacteriano foi comprado da Merck. Meio de cultura celular (DMEM) e os suplementos
(soro de vitelo fetal e penicilina /estreptomicina) foram comprados da Invitrogen
(USA). Acido nitrico 65% foi comprado da Grupo Quimica e acido cloridrico foi
comprado da Merck. Hidréxido de sddio foi comprado da F. Maia. Caldo Triptico de
Soja (TSB) e Caldo BHI (Brain Heart Infusion) foram comprados da Merck. Laminas
de vidro foram compradas da Precision Glass Line com dimensdes de 26,0 x 76,0 mm e

com espessurade 1,0 a 1,2 mm.

4.2.Preparacao do Estabilizante

Inicialmente a sintese do organossilano  cloreto de  1,4-bis-3-
(propiltrimetoxisilano)diazoniabiciclo[2,2,2]octano foi feita utilizando-se 30 mmol
(5,605 g) de 1,4-diazabiciclo[2,2,2]octano (DABCO) o qual foi dissolvido em 40 mL de
N,N-dimetilformamida, sob atmosfera de arg6nio. Posteriormente, foram adicionados
60 mmol (11,4 mL) de 3-cloropropiltrimetoxisilano (CPTMS). Esta mistura foi
aquecida na temperatura de 75 °C, em agitacdo por 72 h, e sob atmosfera inerte até a
formacdo de um solido branco (Figura 17 A). Esse so6lido foi lavado com metanol e
posteriormente seco por 2 h a 70 °C. O solido obtido é o organossilano precursor do
componente organico do material hibrido.'*® Na sintese do silsesquioxano, 4,0 g do
organossilano precursor cloreto de di-3-(propiltrimetoxisilano)1,4-
dizoniabiciclo[2,2,2]octano foi dissolvido em 40 mL de formamida, sob constante
agitacdo. Apos adicionou-se 0,8 mL de &gua e 5 gotas de acido fluoridrico, sob agitacéo
e aquecimento de 70 °C. Apos a total homogeneizacdo do sistema, colocou-se 0 mesmo

em repouso, sob atmosfera aberta e aquecimento constante de 40 °C, onde ocorreu a
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etapa de gelificacdo e evaporacdo do solvente. O sélido resultante é o silsesquioxano

cloreto de 1,4-bis-(3-propilsilil)diazoniabiciclo[2,2,2]octano, aqui designado de

SiDbCI, (Figura 17 B).*®

A preparagdo do silsesquioxano que contém o grupo catibnico 1,4-

dizoniabiciclo[2,2,2]octano e o contra ion nitrato [SiDb(NO3),] foi feita a partir da troca

ibnica dos ions cloreto por ions nitrato (Figura 17 C). O SiDbCI, foi lavado com uma

solugdo de NaNOs 1 molL™ na temperatura inferior a 10 °C. A baixa temperatura

diminui a solubilidade do SiDbCl, em &gua, permitindo assim a troca dos contra ions

por lavagem. O material obtido foi seco sob vacuo e a eficiéncia da troca ionica foi

avaliada por titulacdo potenciométrica.
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Figura 17. Representacdo esquematica da sintese do SiDb(NOs),.
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4.3. Preparacao de Dispersdes de AgNPs

Primeiramente foram dissolvidos 100 mg do agente estabilizante SiDb(NO3), em
10 mL de &gua, na temperatura de 65 °C e agitacdo eventual, por cerca de 3 h. Apos a
dissolugdo do estabilizante, foi adicionado como precursor metalico 1 mL de AgNO;
1,0x10° molL™ , 1,5x107 molL™?, 3,0x10°° molL™ ou 5,0x10° molL™, as quais foram
denominadas dispersdes A, B, C e D de AgNPs, respectivamente. Por fim, foram
adicionados 5 mL de NaBH; 0,02 molL™, recentemente preparados, como agente

redutor.
4.4. Preparacdo de Filmes Finos de AgNPs

Utilizou-se como substrato ldaminas de vidro sinterizado, que foram submetidas a
um processo de limpeza e ativacdo da superficie. Este processo permitiu o posterior

recobrimento das laminas de vidro com as dispersdes de AgNPs.
4.4.1. Limpeza e ativagio do substrato

Primeiramente, os substratos de laminas de vidro foram lavados com acetona,
ap6s as mesmas foram deixadas imersas em uma solug&o de NaOH 1 molL™ por 3 h na
temperatura de 65 °C. Posteriormente, as laminas de vidro foram deixadas no ultrassom
(CFU 800A, 25 Hz) por 1 h, na temperatura ambiente e em contato com uma solucao de
HCI 1 molL™. Por fim, os substratos foram secos com jato de nitrogénio para posterior

recobrimento.
4.4.2. Preparacao dos filmes finos de AgNPs por Dip-coating

Nesta técnica os substratos de vidro tratados foram recobertos pelas dispersdes B
e C de AgNPs, onde os mesmos foram submetidos a 12 imersdes nas dispersdes de
AgNPs, ou no branco (sem AgNPs) na velocidade de 2,7 mm.s™, ocorridas no intervalo
de 32 min. para que ocorresse a secagem do solvente.

Os filmes obtidos pelas dispersdes B e C de AgNPs foram denominados de

Filme B e Filme C, respectivamente.
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4.5, Caracterizacao
45.1. Difracao de Raios X (DRX)

Na analise de difracdo de raios X das amostras na forma de pd, foi utilizado um
difratdmetro Siemens modelo D500 usando como fonte de raios X CuKo (A=0.154056

nm), e um gerador de tensdo e de corrente de 40 kV e 1,75 mA, respectivamente.

4.5.2. Ressonancia Magnética Nuclear no estado solido
(RMN de °C e #si)

Os espectros de °C e 2°Si no estado sélido foram obtidos por RMN CP/MAS
(polarizagdo cruzada com rotacdo em torno do angulo magico) utilizando-se um
espectrometro Varian500-vnmrs. As medigdes foram feitas utilizando o comprimento

de pulso de 16 ms de atraso e de reciclo de 5 s.
4.5.3. Espectroscopia na Regido do UV-Vis no estado liquido

Os espectros de UV-Visivel das dispersdes aquosas de AgNPs foram obtidos
entre 300 e 800 nm, na temperatura ambiente, utilizando um espectrofotémetro UV-160

1PC Shimadzu, e agua destilada como amostra de referéncia.

4.5.4. Espectroscopia na Regido do UV-Vis nos filmes finos

Os espectros de refletancia total com esfera integradora e transmitancia na regido
do UV-Vis dos filmes com e sem AgNPs foram obtidos utilizando um
espectrofotdbmetro com duplo feixe da VARIAN modelo CARY 5000, onde analisou-se
a janela espectral de 350 nm a 800 nm. A porcentagem de luz absorvida pelos filmes
sem AgNPs (%AbSprance)), bem como, pelos filmes com AgNPs (%AbSamostray), foram

calculados usando a expresséo:

(%)Abs = 100 - (%)T - ()R Equagéo 2
34



As absorbancias devido somente as AgNPs ((%)44bs (agnes)) foram obtidas pela
equacao abaixo:

(%)AAbS (AgNPs) = (%)AbS (amostra) — (%)AbS (branco) Equagéo 3.

4.5.5. Microscopia Eletrénica de Transmissado (TEM)

As imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) das dispersdes
aquosas e dos filmes de AgNPs foram obtidas utilizando-se um microscépio JEOL
JEM-1220, operando em 120 kV. As amostras das dispersdes aquosas de AgNPs
utilizadas para as imagens de TEM foram preparadas adicionando duas gotas sobre uma
grid de Cu revestido com carbono, seguida de secagem em condi¢cdes ambientes. As
amostras dos filmes finos foram obtidas a partir da raspagem dos mesmos, e posterior
dissolucdo do material em alcool isopropilico em ultrassom por 30 min., duas gotas
destas amostras foram adicionadas sobre uma grid de Cu revestido com carbono, apos
foi realizado o mesmo procedimento relatado para as amostras de dispersdes aquosas de
AgNPs. As distribuicdes do tamanho das nanoparticulas de prata foram determinadas

utilizando o programa de computador Quantikov.

45.6. Potencial-zeta

O potencial- ¢ da dispersdo B de AgNPs e da amostra branco foi determinado em
agua a temperatura ambiente usando um Analisador de Potencial ZetaPALS
(Brookhaven Instruments Corp.), o qual utiliza anélise de fase de espalhamento de luz
para medir a mobilidade eletroforética de coléides carregados. 2’ O software ent&o
converte esses dados de mobilidade eletroforética em valores de potencial- com base

na equacgdo de Smoluchowski, apresentada abaixo:
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Equagéo 4.

Onde p é a mobilidade eletroforética, 7 € a viscosidade da solugdo, €, é a

constante dielétrica do meio, D é a separacdo entre os eletrodos, V é a voltagem aplicada
e & & o potencial zeta da amostra.'?®

Para realizar o ajuste de pH da dispersdo de AgNPs e da amostra branco (sem
AgNPs), foram utilizadas solugdes de acido nitrico e hidroxido de sodio nas

concentracdes 0,1 mol L™ e 0,01 mol L™.

4.5.7. Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

As imagens de Microscopia de Forga Atdmica foram obtidas utilizando um SPM
Agilent Technologies modelo 5500 em modo acustico. As ponteiras utilizadas eram de
silicio (10 nm de diametro de vértice), com constante nominal de mola de 40 N/m e
frequéncia de ressonancia de 142 kHz. A razéo entre a amplitude de oscilacédo livre e a
amplitude mantida durante uma varredura foi constante e proximas a 50 %,
minimizando os efeitos da adesividade e maximizando os efeitos da viscoelasticidade.
Foram obtidas imagens de 1 um x 1 um, as quais foram analisadas pelo software
WSxM.'? As laminas de vidro recobertas com os filmes branco (sem AgNPs) e com

AgNPs foram colocadas diretamente no porta amostra.

4.5.8. Elipsometria

As espessuras dos filmes obtidos por dip-coating foram determinadas utilizando
um Elipsdmetro Espectral SOPRA GES-5E, no qual é utilizado um polarizador que gira
em uma frequéncia constante de 5 Hz, criando uma polarizagdo circular para a luz
incidente, e um analisador que maximiza a refletancia de luz. O software Win Elli foi
utilizado para modelar o filme e obter as constantes do mesmo com base nos dados

obtidos da polarizacdo da luz apos esta interagir com o filme.
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4.5.9. Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X
(XPS)

As analises de XPS foram realizadas para amostras da dispersdo B de AgNPs
seca utilizando um hemisfério Specs VSW HA 100 espectrometro, com 20 h de tempo
de aquisicdo. Os espectros foram corrigidos assumindo os valores 103,4 eV para a
energia de ligagdo do Si 2p e/ou 284,6 eV para o0 pico 1s do carbono.

4.6.Testes de Atividade Antibacteriana da Dispersédo B de AgNPs

As propriedades antibacterianas do SiDb(NO3), da dispersdo B de AgNPs foram
avaliadas utilizando as seguintes bactérias: Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC
25923), Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa, ATCC 25922). Também foram avaliadas as propriedades antibacterianas de
uma solucdo branco, que contém todos os componentes da dispersdo B, exceto as
nanoparticulas. As culturas foram realizadas em Caldo Triptico de Soja (TSB, Merck)
na concentracdo de 1x10®° CFU mL™. A inibicdo do crescimento das bactérias foi
medida por turbidimetria, apds 24 h de incubacdo a 37 °C. A concentracdo minima
inibitéria (MIC) foi definida como a menor concentracdo de agente antibacteriano capaz
de inibir o crescimento da bactéria ap6s 12 h de incubacdo. Este teste foi realizado em

triplicata.

4.7.Ensaio de Citotoxicidade da Dispersao B de AgNPs

A dispersdo B de AgNPs e a amostra branco (sem AgNPs), foram submetidas ao
teste de citotoxicidade. Para esta andlise realizou-se o Teste de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) usando células de rins de filhotes de
hamsters (BHK). *° Este teste foi realizado em triplicata.
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4.8. Teste de Atividade Antimicrobiana dos Filmes Finos de AgNPs

A atividade antimicrobiana dos Filmes B e C, bem como do filme branco, foram
testadas utilizando os microrganismos Staphylococcus aureus (ATCC 6538, Rockville
MD, USA) e Escherichia coli (ATCC 8099, Rockville MD, USA). Foram realizados
dois procedimentos para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes: (I) teste de
Zona de Inibigdo (Zone of Inhibition - Zol), onde é determinada a extensdo da liberacdo

dos fons e nanoparticulas de prata provenientes dos filmes;

(1) ensaio aplicado a
revestimento de filmes (Film Applicator Coating — FAC), neste ensaio a atividade
antimicrobiana é avaliada a partir da incubacgdo direta das células bacterianas sobre o0s

filmes. !

4.8.1. Teste de atividade antibacteriana por Zona de Inibicao
(Zol)

Inicialmente, 0 pré-indculo das bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus foi preparado em Caldo BHI (Brain Heart Infusion,
Merck), em um tubo de 5 mL. Posteriormente, estes microrganismos foram cultivados
no mesmo meio durante 12 h com agitacdo a 37 °C. Apo6s este periodo, aliquotas do
cultivo tiveram sua absorbancia a 600 nm ajustada a 0,2 e foram plaqueadas em BHI-
agar. Em cada placa de BHI-agar foram colocadas duas amostras de forma quadrada de
lado de 2 cm: a amostra do Filme Branco, como controle, e a amostra dos Filmes A ou
B, os quais continham as AgNPs. Estas placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h e
em seguida analisadas quanto a inibi¢do do crescimento bacteriano (presenca de halo de

inibicdo).

4.8.2. Atividade antibacteriana por ensaio aplicado a

revestimentos de filmes (FAC)

As atividades antibacterianas dos Filmes B e C e Filme Branco foram avaliadas
para 0S mMesmos microrganismos acima citados. Para o0 ensaio de atividade
antimicrobiana cada linhagem bacteriana foi ajustado para 5x10’ unidades formadoras

de coldnias (CFU mL™) em solucdo salina (0,9%) e em meio TSB (Caldo Triptico de
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Soja). Em seguida, 50 mL da suspenséo bacteriana foi aplicada aos Filmes de AgNPs e
o controle (Filme Branco), respectivamente. Posteriormente foi realizada a incubacdo a
37 °C destas amostras em um recipiente mantido Umido durante 24 h. Entdo, a
suspensdo bacteriana foi transferida separadamente para tubos contendo uma solugédo
salina esterilizada, sob a forma de diluicdo em serie, seguida pela agitacdo vigorosa. Em
um segundo momento 10 pL de solucBes bacterianas das misturas foram espalhadas
uniformemente sobre placas de agar com meio de TSA (Agar Triptico de Soja). As
placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h.

As células bacterianas vidveis em cada uma das placas foram contadas por
quantificacdo do nimero de CFU. Cada um dos grupos foi comparado e cada teste foi
executado em duplicata. O efeito antibacteriano em cada grupo foi calculado por

percentagem de inibicdo, conforme a equacéo descrita abaixo:

(CFUcontrole_CFUagente teste) % 100

Razio antibacteriana = Equagcio 5.

CFUcontrole
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese e Caracterizacao do Silsesquioxano 16nico SiDb(NO3),

A sintese do SiDb(NOg), foi representada na Figura 17. Primeiramente, foi
obtido o precursor organossilano i6nico em ponte, a partir de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica. Posteriormente, o sistema sofreu o processo de gelificacéo,
formando o silsesquioxano i6nico em ponte contendo o grupo cationico 1,4-
diazoniabiciclo[2,2,2]octano com o conta ion cloreto, e por fim foi realizada a troca-
ibnica do anion cloreto pelo grupo NO3 . O processo de troca ibnica € necessario para
evitar a formacdo de AgClI que apresenta baixo produto de solubilidade.

A concentracdo de grupos organicos contidos no hibrido sintetizado foi
determinada por titulacdo potenciométrica dos ions cloreto, resultando em um valor de
aproximadamente 1,25 mmolg™, em cada sintese.

O difratograma de difrac&o de raios X do SiDb(NOs3),, apresentado na Figura 18a
revela a presenca de trés picos com maximos em 26 igual a 6,3°, 12,5° e 20°. Os dois
primeiros picos correspondem a espacamentos de Bragg de 1,40 e 0,71 nm, que sdo
concordantes com valores obtidos para o SiDbCl, (Figura 18b), os quais j& foram
reportados em estudos anteriores.”**> Esses picos foram atribuidos a organizacdo da
estrutura imposta pela presenca do grupo organico catidnico.*? O pico em 26 proximo a
20° ¢ caracteristico da silica amorfa. Considerando este resultado, é possivel afirmar

que a mudanca de contra ion ndo interfere na organizagdo do material.
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Figura 18. Difratogramas dos silsesquioxanos: (a) SiDb(NOs), e (b) SiDbClI..

O SiDb(NOs), também foi caracterizado por RMN de *C e #Si no estado
s6lido, cujos resultados estdo apresentados na Figura 19. O espectro de RMN de C,
apresentado na Figura 19a, mostra sinais em 9,95, 12,0 e 66,5 ppm 0s quais sdo
referentes aos carbonos do grupo n-propil. O sinal em 51,6 ppm corresponde aos
carbonos do grupo DABCO, o sinal em 44,9 ppm ¢é referente aos carbonos dos grupos
metoxilas que permaneceram mesmo ap0os o processo de gelificacdo do material. Este
resultado é condizente com o0s estudos desenvolvidos anteriormente para
SiDbCI,.1%120132 0 espectro de RMN de #Si, apresentado na Figura 19b, mostra
claramente a presenca de dois sinais em -59,1 ppm e -68,5 ppm, que correspondem as
espécies T’[CSi*-OR(0Si),] e T° [CSi*-(0Si)s], respectivamente, indicando que o

silsesquioxano idnico SiDb(NO3),, apresenta um alto grau de reticulagdo. 12233134
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Figura 19. Espectros de RMN de (a) **C e (b) #Si do SiDb(NOs),.

5.2. Sistema Nanoparticulas de Prata/Silsesquioxano 16nico
(AgNPs/SiDb(NO3),)

Devido ao SiDb(NO3), apresentar grupos carregados 0 mesmo possui uma
apreciavel solubilidade em meios com constantes dielétricas elevadas como agua, etanol
e acetona. Este silsesquioxano idnico apresenta uma solubilidade em agua de
10 mgmL™, desta forma permitindo a estabilizacdo de nanoparticulas de prata em meio

aquoso.
5.2.1. Caracterizacdo das dispersdes de AgNPs

As dispersbes A, B e C de AgNPs, preparadas na presenca de SiDb(NO3),,
apresentaram coloragdo amarela e um maximo de absor¢do em 407 nm (Figura 20). A
presenca de um Unico pico de absor¢do proximo a 400 nm indica a formagdo de AgNPs
esféricas com diametro entre 2-10 nm.*>*3 A cor das AgNPs deve-se ao fendmeno de
Ressonéancia de Plasmon, no qual os elétrons da nanoparticula metalica oscilam
conjuntamente com a radiacdo eletromagnética da luz incidente.”®” O pico Gnico de
absorcdo é explicado pela alta simetria das particulas esféricas. “*** A diferenca entre
as intensidades no eixo de absorbancia foi atribuida as diferengas na concentracéo de
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prata nas dispersdes. A dispersao D apresentou a formacdo de precipitado,

impossibilitando sua utilizagdo ao longo deste estudo.

2.
407nm - pispersio A
— Disperséo B
— Disperséo C
1_

Absorbancia (u.a)

VA

300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 20. Espectro de absor¢do na regido do UV-Vis das dispersfes de AgNPs estabilizadas com
SiDb(NO3),.

Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Transmisséo séo apresentadas na
Figura 21, juntamente com o histograma da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas.
Pode-se observar que o diametro médio das AgNPs presentes na dispersdo A foi de
5,7 nm com desvio padrdo de 2,7 nm, considerando uma populacdo de 301 particulas.
Na dispersdo B foi de 4,9 nm com desvio padrdo de 2,6 nm, considerando uma
populacdo de 307 particulas, enquanto que o diametro médio das AgNPs presentes na
dispersdo C foi de 2,8 nm com desvio padrdo de 1,3 nm, considerando uma populagédo
de 228 particulas. Portanto, os resultados obtidos por TEM mostram a diminuicdo do
diametro médio das AgNPs contidas nas dispersdes com o aumento da concentragdo de
prata. Esses resultados foram interpretados considerando que na dispersdo C foi
observada uma pequena populacédo de nanoparticulas com diametros bem maiores que
as demais (Figura 21c). Essas nanoparticulas maiores retém uma grande quantidade de
atomos, diminuindo a concentracdo de prata disponivel para formagdo das demais
particulas. Assim, embora as nanoparticulas maiores possam conter fracGes grandes da
prata adicionada, em termos de quantidade de nanoparticulas, ndo sdo estatisticamente

representativas.
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Figura 21. Histograma de distribuicdo de tamanho das AgNPs e imagens de TEM (a) disperséo A,

(b) disperséo B e (c) disperséo C.
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A Figura 21 mostra que as AgNPs contidas nas dispersdes B e C apresentam
maior uniformidade de tamanho se comparadas as particulas presentes na dispersdo A.
Desta forma, as dispersdes B e C foram utilizadas ao longo dos estudos apresentados
neste trabalho.

A estabilidade de sistemas coloidais pode ser determinada a partir da analise de
seu potencial-, o qual considera a mobilidade eletroforética das particulas sob uma
diferenca de potencial elétrico.****" Nesta anélise o resultado em médulo indica quéo
estavel termodinamicamente é a particula, e o sinal matematico (+ ou -) representa o
sinal da carga superficial da particula em estudo. Segundo estudos realizados

anteriormente %

, 0 mecanismo de estabilizacdo de nanoparticulas pode ser sugerido a
partir do modulo de seu potencial-C. Neste caso, considera-se que particulas com
potencial-C acima de 25 mV (positivo ou negativo) apresentam superficies altamente
carregadas, e somente acima de 40 mV (positivo ou negativo) é considerado que estas
particulas apresentam-se estabilizadas exclusivamente por efeitos eletrostaticos. %%

Alguns fatores exercem influéncia sobre o potencial-C das particulas coloidais,
um delas é a carga apresentada pelo agente estabilizante (caso 0 mesmo a possua), tal
carga pode ser atribuida & superficie da particula.”® O pH do meio também é um dos
fatores que exerce influéncia na carga superficial das nanoparticulas, por esta razdo, o
mesmo interfere diretamente na determinagéo do potencial-¢."

A Tabela 1 apresenta os resultados de potencial- obtidos para a dispersdo B de
AgNPs e a amostra denominada como branco. Os resultados obtidos mostraram que a
dispersdo de AgNPs é estavel em todos os pH analisados. No entanto, algumas horas
apo6s a mudanca do pH da dispersdo B as amostras com pH 2, 4, 10 e 12 apresentaram

alteracdes na coloracéo, bem como, observou-se precipitado nas amostras de pH 2 e 4.

Tabela 1. Potencial-§ (mV) em diferentes pH da dispers&o B de AgNPs e amostra branco.

Amostra pH 2 pH 4 pH 6 pH 7,5 pH 8 pH 10 pH 12
Branco -4,1+14 | 1,32+0,2 | -4,94+18 | -6,4+1,3 | -4,3%x1,4 | -53£14 | -7,1£11
Dispersdao B | 19,7+2,0 | 29,0+0,8 | 24,1+1,1 | 28,4+0,8 | 24,6+1,3 | 15,5+2,0 | 14,8+1,6
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A amostra da dispersdo B com pH 6, 7,5 e 8 apresentam valores de potencial-C
superior a + 20 mV, como mostrado na Tabela 1. Este resultado indica que a carga
superficial das particulas € positiva, a qual deve-se provavelmente aos grupos catiénicos
amonio quaternarios presentes na rede do SiDb(NO3), (Figura 17C), bem como a
provavel presenca de fons Ag" na superficie das nanoparticulas. Portanto, a carga
positiva das AgNPs minimiza a agregacdo das mesmas devido a repulsdo
eletrostatica.'®® No entanto, a estabilizacdo deste sistema ndo pode ser explicada
somente considerando-se 0 mecanismo eletrostatico. A estabilizacdo das AgNPs
provavelmente apresenta componentes estéricos, considerando que 0 agente
estabilizante € um polimero, um material hibrido a base de silica, e que possui ligacdes
Si-O-Si como representado na Figura 17.

A anélise de potencial-C foi realizada somente para a dispersdo B, devido a mesma
apresentar menor concentracdo de prata quando comparada com a disperséo C, visto
que, para possiveis aplicacdes deste sistema como agente antibacteriano deseja-se que a
concentracdo de prata utilizada seja a menor possivel. Para posteriores estudos acerca da
atividade antibacteriana das dispersdes e do branco, optou-se trabalhar com as amostras

de pH 7,5, devido a sua estabilidade e proximidade ao pH fisiol6gico que é 7,35.

5.3. Atividade Antibacteriana do Sistema AgNPs/SiDb(NO3),

A atividade antibacteriana do sistema AgNPs/SiDb(NQO3), da dispersdo B de
AgNPs, foi avaliada pela inibicdo do crescimento de trés bactérias: S. aureus, E. coli e
P. aeruginosa. Existem dois grupos de bactérias as gram-positivas e Gram-negativas.
Dentre as bactérias utilizadas nos testes a S. aureus é gram-positiva, enquanto as
bactérias E. coli e P. aeruginosa sdo Gram-negativas, estes tipos de bactérias diferem
pela composicao de suas paredes celulares. Os resultados da atividade antibacteriana da
dispersdo B e da amostra branco, que contém todos os componentes da dispersdo B
exceto as nanoparticulas de prata, sdo apresentados na Tabela 2.

A amostra branco, a qual é definida como amostra A, apresentou atividade
antibacteriana para todas as bactérias testadas na diluicdo 1:4, onde a concentracdo de
grupo organico foi 2,3 pmol mL™. No entanto, todas as bactérias testadas apresentaram
resisténcia a acdo da amostra A nas diluigdes 1:8 e 1:16. A dispersdo de AgNPs B,
definida como amostra B, apresentou atividade antibacteriana contra todas as bacterias
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testadas na diluicdo 1:4. Na diluicdo 1:8, a bactéria P. aeruginosa apresentou resisténcia
a acdo deste sistema, o crescimento das demais bactérias foi inibido pela amostra B
nesta diluicdo. A amostra B, apresentou atividade antibacteriana para a bactéria S.
aureus também na dilui¢do 1:16, onde a concentracdo de prata no sistema foi 0,6 pg
mL™. Desta forma, estes resultados mostram que a bactéria mais suscetivel & acéo da
dispersdo de AgNPs € S. aureus, enquanto a P. aeruginosa mostrou-se a bactéria mais

resistente ao sistema AgNPs/SiDb(NO3),.

Tabela 2. Atividade antibacteriana do sistema branco (A) e sistema com AgNPs (B).

Diluicdo 1:4 1:8 1:16

Amostra A B A B A B
Concentragdo atomos de Ag (18,8) (10,4) 5,5/
(10" mol.mL™) / (ug.mL™?) / (2,0) /(1,1) (0,6)

Concentracéo de grupos catifnicos
) 2,3 2,3 1,3 13 0,7 0,7
organicos (umol.mL™)

S. aureus - - + - + -
[%2]
ja
N E. coli - - + - + +
3
o P. aeruginosa - - + + + +

+ = crescimento das bactérias; - = inibi¢do do crescimento das bactérias; A = branco; B = AgNPs

A diferenca de susceptibilidade de inibicéo entre as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, sob a acdo do sistema AgNPs/SiDb(NO3),, pode ser explicada pela
distingdo existente entre as paredes celulares destas bactérias. As membranas celulares
atuam como protetores do citoplasma perante o ataque de agentes antibacterianos. > As
bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular composta por uma fina camada
de peptideoglicanos, e ndo possuem paredes externas. Assim, devido a inexisténcia de
membranas externas a parede celular destas bactérias as mesmas mostram-se mais
sensfveis ao ataque de agentes antibacterianos.**? Por esta razdo, a bactéria S. aureus
apresentou maior suscetibilidade de inibicdo comparada com as demais bacterias
testadas. As bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa apresentaram maior

resisténcia de inibicdo sob a acdo do sistema AgNPs/SiDb(NO3), devido a parede
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celular das mesmas apresentar maior complexidade. A membrana celular deste tipo de
bactéria é composta por duas camadas, uma interna formada por fosfolipidios e uma
camada externa constituida por lipopolisacarideos.'** A Figura 22 mostra uma

representacdo das paredes celulares de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

peptideoglicano 7
membrana celular S

espago ’
periplasmatico

membrana externa

Figura 22. Representacéo das diferencas entre as membranas externas das

bactérias Gram-positiva e Gram-negativa. (Adaptacéo da referéncia 143)

A amostra branco (sem AgNPs), também apresenta uma aprecidvel atividade
antibacteriana. Esta propriedade deve-se a presenca de grupos aménio quaternarios na
estrutura do SiDb(NO3),. Trabalhos relatados na literatura mostram gque grupos amonio
quaternario capturam as bactérias ao seu redor a partir da interacdo eletrostatica entre as
cargas do grupo cationico e os das membranas celulares das bactérias.*** Foi observado
que na presenca das AgNPs ha um aumento significativo na atividade antibacteriana do
sistema. Este resultado pode ser explicado pela interacdo eletrostatica que ocorre entre
as nanoparticulas, os ions de prata e as membranas celulares das bactérias. Tal interacdo
é atribuida ao potencial-C das paredes celulares das bactérias ser negativo em uma

ampla faixa de pH %1%

, enquanto o potencial-g das AgNPs possui sinal positivo. A
ampliacdo da atividade antibacteriana observada para o0 sistema aquoso de
AgNPs/SiDb(NO3),, sugere a existéncia de uma acao sinergica entre o SiDb(NO3),, 0s
ions e as nanoparticulas de prata na atividade antibacteriana. Este sistema apresenta
resultados promissores frente a outros materiais citados na literatura, pois apresenta
resultados comparaveis para E. coli e P. aeruginosa, e resultados melhores para a
bactéria S. aureus, visto que produz sua inibicdo em concentracfes inferiores as

apresentadas em outros estudos, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3. A¢do comparativa de sistemas de AgNPs contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa.

AgNPs / sistema Diametro médio Espécie Concent.ra(;éo e
gNrs - de particula pec bacteriana (10°gmL™)  Referéncia
estabilizante bacteriana L
(nm) (CFUmL™)
] S. aureus 5 10,0
AgNPs / quitosana 6-8 ] 10 (247)
E. coli 10,0
N 1,2
AgNPs / Na’-poli 17-37 S. aureus 10° (148)
(v-acidoglutamico) P. aeruginosa 2.1
S. aureus 259
AgNPs / Na" dodecil 24 E. coli 10°- 10° 259 (149)
sulfato
P. aeruginosa 6,58
S. aureus 14,38
AgNPs /Na_ dodecil 9 E. coli 10°- 10° 14,38 (149)
sulfato
P. aeruginosa 14,38
S. aureus 0,74
Ag/ Na*-acido galico 20-25 E. coli - 0,53 (150)
P. aeruginosa 0,37
. . S. aureus 5 7,5
Ag/ Na -4cido galico 7 ) 10 (151)
E. coli 6,25
., . S. aureus 5 16,67
Ag/ Na -4cido galico 29 ) 10 (151)
E. coli 13,02
., . S. aureus 5 33,71
Ag / Na -4cido galico 89 ) 10 (151)
E. coli 11,79
S. aureus 9,72
AgNPs / cisteina 145 E. coli 5x10° 4,32 (152)
P. aeruginosa 6,48
S. aureus 3,12
AgNPs / B-ciclodextrina 4-7 E. coli 10° 3,12 (153)
P. aeruginosa 125
S. aureus 2,88
AgNPs /copolimero PVO- . 8
b-PAN 4-28 E. coli 10 0,36 (154)
P. aeruginosa 0,36
S. aureus 0,60
. . 8 Este
AgNPs / SiDb(NO3), 4.9 E. coli 10 1,12 trabalho
P. aeruginosa 2,03
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5.4. Citotoxicidade do Sistema AgNPs/SiDb(NO3),

Visando a aplicacdo do sistema AgNPs/SiDb(NOs), como agente antibacteriano
em processos de tratamento de agua, bem como, em revestimento de embalagens
alimenticias e instrumentos hospitalares (EDILSON), é importante realizar testes
citotoxicoldgicos deste material a fim de garantir que sua utilizacdo possa ser realizada
com seguranga.

O crescimento celular pode ser analisado por testes colorimétricos como o teste
de reducdo do MTT. Este teste permite avaliar a capacidade da enzima succinato
dehidrogenase de reduzir o substrato de MTT em cristais de formazan na mitocondria
das células. Devido ao formazan ser insollvel em meio aquoso, € possivel detecté-lo,
pois o mesmo infere a coloracdo plrpura ao sistema. 2° Os resultados deste teste est&o
apresentados na Tabela 4, onde pode-se perceber que a citotoxicidade da amostra
contendo as AgNPs é mais elevada se comparada com a amostra do branco (sem
AgNPs). No entanto, a alta toxicidade é percebida somente na amostra com AgNPs de
diluicdo 1:4, enquanto as demais diluicbes de ambas amostras apresentam um
crescimento relativo das células mamiferas superior a 70%, ou seja, 0s sistemas
apresentam biocompatibilidade em concentragdes onde a dispersdo B ainda apresenta
atividade antibacteriana. Esta avaliacdo foi realizada considerando o critério da técnica
que designa que os materiais que inibem o crescimento de até 30% das células

mamiferas sdo considerados de baixa citotoxicidade. *****°

Tabela 4. Resultados do teste de reducdo do MTT em presenca da amostra com AgNPs e branco.

o [SIDb(NO;).] [AgNPs] _ :

Amostra  Diluicéo Crescimento relativo (%)
(10°® moImL™) (10" molmL™)

1:4 2,3 -- 88

1:8 1,3 -- 100
Branco

1:16 0,7 -- 90

1:32 0,3 -- 90

1:4 2,3 52 58

1:8 1,3 2,9 90
AgNPs

1:16 0,7 15 78

1:32 0,3 0,3 88
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Em geral, a citotoxicidade esta relacionada com o valor do potencial-C, quanto
maior o potencial-{ maior a citotoxicidade. **° No entanto, apesar do potencial-¢
apresentar-se positivo o sistema AgNPs/SiDb(NO3), mostrou baixa citotoxicidade.
Resultados semelhantes ja foram relatados anteriormente para outros sistemas de
particulas coloidais de AgNPs. **°"1%® possivelmente, a interagdo entre as cargas
positivas do sistema AgNPs/SiDb(NOg3), e a parede celular das células BHK pode ter

sido dificultada pela estrutura do silsesquioxano que apresenta ligagdes Si-O-Si.
5.5. Filmes Finos de AgNPs/SiDb(NO3),

Além do SiDb(NOs3), apresentar a vantagem de estabilizar AgNPs em meio
aquoso e em pH fisioldgico, este silsesquioxano idnico também apresenta grupos
silandis que permitem sua aderéncia quimica a superficie de matrizes inorganicas como
silica e alumina.>*'® O recobrimento da superficie do substrato ocorre a partir da reacdo
dos grupos silanéis do silsesquioxano com os grupos silanéis da l1amina de vidro. %

Neste trabalho foram utilizadas como substrato 1aminas de vidro sinterizado, que
foram tratadas com NaOH a fim de remover impurezas e com HCI para ativar os grupos

silanéis da superficie do substrato. **°
5.6. Caracterizacdo dos Filmes Finos de AgNPs/SiDb(NO3),

As dispersdes B e C de AgNPs foram utilizadas para o recobrimento das laminas
de vidro por dip-coating, onde foram obtidos filmes de coloracdo amarela, indicando
que as caracteristicas das AgNPs contidas em ambas as dispersdes ndo foram alteradas
apos a formacdo dos filmes. Foram feitas analises de espectroscopia de refletancia e
transmiténcia dos filmes provenientes da dispersdo B e C, os quais foram denominados,
respectivamente, como Filme B e Filme C. A partir das equacdes 2 e 3 foi possivel

obter espectros de absor¢do na regido do visivel dos filmes analisados.
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Figura 23. Espectro de absorbancia no UV-Vis dos filmes finos do sistema AgNPs/SiDb(NO3),.

A Figura 23 mostra que 0s maximos de absorcao de ambos os filmes foram em
429 nm. O deslocamento do maximo de absorcdo para comprimentos de onda maiores
dos filmes de AgNPs em relagdo ao espectro das dispersdes de AgNPs, mostradas na
Figura 20, foi atribuido ao maior estado de agregacao das AgNPs no filme. A agregacao
de nanoparticulas metalicas resulta em diminuicdo na energia de ressonancia de
Plasmon, produzindo deslocamentos para maiores comprimentos de onda no
espectro.'?*

As AgNPs contidas no Filme C estdo mostradas nas imagens de TEM na Figura
24. Estas AgNPs apresentam forma esférica com diametros entre 1,8 a 15,6 nm. A
distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas de prata obtidas no Filme C mostrou-se
estreita, apresentando um didmetro médio de 2,9 nm, considerando o desvio padrdo de
0,7 nm e populacdo total de AgNPs de 304 particulas. Ao comparar as Figuras 21c e 24,
percebe-se que as AgNPs presentes nos filmes apresentaram forma e didmetro médio
semelhantes as nanoparticulas de prata contidas na dispersdo C. Desta forma, pode-se
afirmar que independente do sistema, sélido ou aquoso, as AgNPs mantém sua forma e
tamanho inalterados quando estabilizadas por SiDb(NO3),. Devido a baixa concentracéo
de AgNPs no Filme B, ndo foi possivel obter uma imagem que contivesse uma
populacdo significativa de nanoparticulas de prata, a partir da qual fosse possivel

determinar de forma confiavel o diametro médio delas.
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Figura 24. Imagem de TEM e histograma de distribui¢do do diametro de nanoparticula de
prata no Filme C.

A Figura 25 mostra os resultados de difragdo de raios X das amostras dos filmes
B e C na forma de p6. Observam-se picos em 20 iguais a 6,3°, 12,5° e 20,8° os quais
sdo referentes ao estabilizante. Comparando-se com a Figura 18a, observa-se que a
organizacdo da estrutura do estabilizante mantém-se similar mesmo quando o
SiDb(NOs3), estéd envolvido no processo de estabilizacdo das AgNPs. Os difratogramas
apresentam um quarto pico de difracdo em 260 igual a 38,9° (d = 0,23 nm), que

corresponde ao plano (111) caracteristico do empacotamento cubico de face centrada

apresentado pelas nanoparticulas de prata.*>*%1%!

Intensidade

b)

10 20 30 40 50 60
26
Figura 25. Difratograma de raios X do sistema AgNPs/SiDb(NO3),: a) Filme B e b) Filme C.
54



A Figura 26 mostra as areas selecionadas no espectro, a partir das quais foram
retiradas informacdes sobre a energia de ligacdo dos elétrons das espécies de prata
presentes nas amostras. Foram detectadas bandas com méaximos em 373,9 e 367,6 eV,
que sdo referentes & prata metélica, Ag 3ds, e Ag 3dsp, respectivamente. 6162
Entretanto, a presenca de ions de prata ndo pode ser descartada, pois a baixa estatistica

de contagem ndo permite realizar a deconvolucao.

Intensidade

1 T T 1 1T T 1 — T T T T T T T
380 378 376 374 372 370 368 366 364 362 360
Energia de ligagdo / eV

Figura 26. Espectro de XPS para a amostra em pé do Filme B.

As imagens de contraste de fase obtidas por AFM sdo mostradas na Figura 27.
Para maximizar a contribuicdo das variac@es das propriedades viscoelasticas, o sinal (x)
foi detectado no angulo 6 +90°. Assim, podem-se observar a existéncia de pontos com
colorag6es distintas, os quais provém da diferenga de dureza existente entre os materiais
contidos na superficie do filme. As regides mais claras séo referentes a presenca de um
material mais macio que a regifo escura.’®® Desta forma, considerando que as AgNPs

apresentem maior dureza que o SiDb(NO3),, 0s pontos mais escuros observados na
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Figura 27b indicam a presenca de AgNPs préximas a superficie do filme. A imagem

apresentada na Figura 27b é representativa dos Filmes B e C.

Figura 27. Imagem de contraste de fase por AFM. a) filme sem AgNps; b) Filme C de AgNPs.

Os Filmes B e C de AgNPs sdo transparentes a luz, assim torna-se possivel a
realizacdo de medidas de suas constantes opticas (espessura fisica e curva de dispersao)
por medidas de Elipsometria Espectral, a qual é uma técnica dptica néo destrutiva. %

Os dados experimentais obtidos pelo Elipsémetro (A e ), foram aplicados em
um software de modelagem (WinElli 2.2.6) para calcular estas constantes Opticas dos
filmes analisados. O software correlaciona os resultados experimentais e as respectivas

constantes do filme através da equacao fundamental da elipsometria.

R Ang,ng,ksnk,d 1
p (Ang,nsks ) — elA tan l/)
Rs (Ang.nsksnk,d)

Equacéo 6.

onde A é o comprimento de onda da luz, ng é o indice de refragdo do meio incidente (ar),
ns € Ks 80 0s indices de refracdo real e imaginario do substrato, d é a espessura fisica do
filme, n e k s&o os indices de refracdo real e imaginéario do filme, A ¢ a diferenga de fase
entre as componentes horizontal e vertical do campo elétrico e tan y € a razdo entre as

amplitudes das componentes horizontal e vertical do campo elétrico.
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Os indices n e k sdo definidos em termos das constantes dielétricas real (g) e

imaginéria (g;) do filme pela seguinte relacéo:

N|R

1
(f+e7)2+ &

n = 2 Equacéo 7.

1
| (e2+ e?)2- g

k =
2

N R

Equacéo 8

Nos Filmes Branco (sem a presencga das AgNPs), foi assumido que estes eram
homogéneos, isotrépicos e dielétricos (absorcdo de luz baixa ou desprezivel). Nessa
condicdo, o modelo utilizado para curva de dispersio foi do tipo Cauchy, ® onde as
constantes dielétricas assumem a seguinte forma:

D E F\?
) Equacéo 9.

c— (442 C\2
= (A+p+s) + Grote

gic=2 (A+:;2+;_4)(%+f—3+%) Equacéo 10.

sendo A, B, C, D, E e F constantes caracteristicas para cada amostra.

Entretanto, a inclusdo de AgNPs no filme resulta na presenca de uma absorcéo
localizada na regido em torno dos 400 nm, tornando necessario o acréscimo de um pico
de absorcao localizado (Funcéo de Lorentz), cujas constantes dielétricas sdo da seguinte

forma:;

AA%(2%-E3
{:‘,]f = (2 > o) Equacéo 11.
(12— E2)%+ y222
AA3
{:‘iL = 4 Equacéo 12.

(12— E2)%+ y222
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n(n)

sendo A, a amplitude de absor¢éo; E,, o comprimento de onda (A) central ¢ vy, a largura
do pico de absorcéo.
As constantes finais utilizadas para a obtencdo dos indices de refragdo assumem

a seguinte forma:

g = ef + &k Equagéo 13.

g = & + eiL Equacéo 14.

Nos célculos feitos usando este modelo, os valores dos indices de refracdo do
substrato foram obtidos de medidas prévias de elipsometria, nessa situacdo a equacgéo
fundamental fornece os valores diretamente, sem necessidade de um modelo de ajuste.

Assim, como mostra a Figura 28, foi possivel obter as curvas de dispersdo dos
filmes com AgNPs para o Filme C , o qual apresentou uma espessura de 32 nm. As
demais amostras apresentaram curvas de dispersdo similares e espessuras inferiores a
50 nm.

0,05 -
1,754 (a) 422 nm (b)
0,044 ‘
1,70
0,03 -
1,65- —
£
< 0,02
1,60 -
0,014
1,55+
0,00 -
1,50 T T T T T T T ‘ T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 28. Distribuicao dos indices de refracgdo (a) real (n) e (b) imaginario (k) do Filme C de AgNPs.
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O principal resultado obtido com a andlise de Elipsometria é a confirmacdo da
presenca de AgNPs, o qual pode ser observado no gréfico da curva de dispersdo para o
indice de refracéo imaginario (k(1)). Nele € possivel observar a presenca de um maximo
de absor¢cdo em 422 nm, o que esta de acordo com os resultados prévios obtidos por
espectrofotometria na regido do UV-Vis.

Além disso, um comparativo entre os filmes brancos e os com AgNPs mostrou
que a inclusdo dessas nanoparticulas ndo modificou significativamente a espessura dos

filmes obtidos, todas as amostras apresentaram espessuras entre 30 e 50 nm.

5.7. Atividade Antibacteriana dos Filmes Finos de AgNPs/SiDb(NO3),

As atividades antibacterianas dos Filmes B e C contra as bactérias E. coli e S.
aureus foram avaliadas inicialmente pelo método de Zona de Inibicdo (Zol), onde o
agente antibacteriano difunde-se pelo agar inibindo o crescimento das células
bacterianas e consequentemente formando o conhecido halo de inibicdo. No entanto,
este procedimento ndo se mostrou adequado para a avaliacdo das amostras a que foi
proposto, pois néo foi observada a formagdo de halos de inibi¢do ao redor das amostras
dos filmes. Tal resultado pode ser devido a possibilidade das AgNPs encontram-se
“presas” na rede do SiDb(NOg3), impossibilitando a difusdo das mesmas no meio, e
impedindo seu contato direto com o0s micro-organismos contidos no agar. Além disso, a
concentracdo de ions de prata foi muito baixa nas dispersées de AgNPs que originaram
os filmes, assim os Filmes B e C apresentavam uma concentracdo ainda mais baixa de
Ag®, como relatado anteriormente. Portanto, os filmes analisados apresentavam
quantidades insuficientes de espécies antibacterianas livres para difundir no agar e inibir
o crescimento das células bacterianas.

Visto que o método Zol ndo apresentou resultados satisfatorios, foi utilizado o
método FAC (Film Applicator Coating), onde testou-se inicialmente a atividade
antibacteriana dos Filmes Branco, Filmes B e C contra a bactéria Gram-positiva S.
aureus. Esta bactéria Gram-positiva foi escolhida para o teste inicial devido a mesma ter
apresentado maior susceptibilidade a acdo deste sistema antibacteriano em meio aquoso.

A Figura 29 mostra os resultados obtidos por esta andlise, a partir da qual
observou-se que houve inibigcdo do crescimento das celulas bacterianas, onde o Filme C
apresentou maior atividade antibacteriana que o Filme Branco, devido a presenca de
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AgNPs, e também maior que o Filme B, pois o Filme C continha maior concentracdo de
AgNPs. A acdo antimicrobiana pode ser verificada através do poder de inibir o
crescimento bacteriano (acdo bacteriostatica) e o poder de eliminar 0os microrganismos
presentes (acdo bactericida). Portanto, como o caldo TSB proporciona as condic¢des
nutritivas necessarias para o crescimento das bactérias, a inibicdo do crescimento
bacteriano neste meio indica que o Filme C possui atividade bacteriostatica superior a
apresentada pelos demais filmes testados. A Tabela 5 traz os resultados obtidos nesta
avaliacéo.

o...'..‘:.. 3
"

Figura 29. Placas com crescimento bacteriano de S. aureus na presenca de (a) nenhum agente
antibacteriano (controle), (b) Filme Branco (SiDb(NO3),, (c) Filme B e (d) Filme C.

60



Tabela 5. A¢do bacteriostatica do Filme Branco e dos Filmes B e C contra a bactéria S. aureus.

Amostas Acdo bacteriostatica (%)
Filme Branco 30

Filme B 70

Filme C 97

O mecanismo de acdo das AgNPs e do SiDb(NO3), sobre célula bacteriana é
provavelmente semelhante ao descrito na sec¢do 5.3 onde é abordado o comportamento
do sistema AgNPs/SiDb(NO3), em meio aquoso. As bactérias sdo atraidas pelos grupos
amoénio quaternario do SiDb(NO3), e entdo interagem com as AgNPs, e
consequentemente ocorre o rompimento da membrana celular da bactéria. Entretanto, o
mecanismo de primeiro contato das bactérias com as AgNPs “presas” no interior do
filme ainda néo foi elucidado.

Como o Filme C de AgNPs apresenta elevadas atividades antibacterianas frente
aos demais filmes testados, foram avaliadas as atividades bacteriostatica e bactericida
para E. coli e S. aureus, Tabela 6. Visto que o caldo TSA em meio salino permite que o
micro-organismo inoculado mantenha sua atividade bioldgica exceto seu crescimento,
assim, com a adi¢do do agente antibacteriano pode ser avaliada a acdo bactericida do

mesmo.

Tabela 6. A¢do bacteriostatica e bactericida dos Filmes C e Branco frente as bactérias S. aureus e E.
coli.

Acdao bactericida (%) Acdo Bacteriostéatica (%)
Amostra
S. aureus E. coli S. aureus E. coli
Filme Branco 100 80 86 100
Filme C 100 100 100 100

As atividades bacteriostatica e bactericida obtidas para o Filme Branco séo
atribuidas a acdo sobre as células bacterianas dos grupos aménio quaternarios contidas
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na estrutura do SiDb(NO3),. A presenca das AgNPs no Filme C conduziu a ampliacdo
das atividades antibacterianas do sistema, apresentando excelentes resultados como
agente antibacteriano frente as bactérias testadas, este efeito deve-se ao sinergismo da

acao das AgNPs e dos grupos amonio quaternarios presentes no agente estabilizante.
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CONCLUSAO




6. CONCLUSAO

Neste trabalho obteve-se com éxito um silsesquioxano idnico contendo como
componente organico o grupo catiénico 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano apresentando
como contra ion o anion nitrato, o qual foi denominado SiDb(NO3),. Esse foi 0 primeiro
relato do uso de silsesquioxano idnico para estabilizacdo de nanoparticulas de prata.
Foram produzidas AgNPs em meio aquoso com diametros medios de aproximadamente
3 e 6 nm para as dispersdes B e C, respectivamente.

A avaliagdo de atividade antibacteriana da disperséo B de AgNPs mostrou
excelentes resultados, pois 0 MIC (Concentracdo Minima para Inibicdo) para E. coli
apresentado por esta dispersdo esta entre 0os mais baixos encontrados na literatura, bem
como, 0 MIC obtido para S. aureus foi 0 mais baixo dentre muitos trabalhos
encontrados que relatam a agdo antibacteriana de sistemas contendo AgNPs, 147148.149.154
Desta forma, ao apresentar biocompatibilidade, em concentracfes de prata que também
apresentaram acdo antibacteriana contra E. coli e S. aureus, o sistema aquoso de
AgNPs/SiDb(NO3), mostrou-se promissor para aplicacdo como agente antibacteriano
em tratamento de agua e farmacos de uso tépico.

Foram produzidos filmes extremamente finos (< 50 nm) que continham AgNPs
com diametro médio de aproximadamente 4 nm. Os filmes finos de
AgNPs/SiDb(NO3),, também  apresentaram Otimas atividades bacteriostatica e
bactericida contra as bactérias testadas. Desta forma, estes filmes finos de AgNPs
apresenta potencial aplicacdo como revestimento antibacteriano, como por exemplo, de
embalagens alimenticias, utensilios e equipamentos hospitalares.

Portanto, o sistema AgNPs/SiDb(NO3), mostrou-se um excelente agente
antibacteriano contra as bactérias E. coli e S. aureus, e 0 mesmo possui versatilidade em
sua aplicacdo, pois tal sistema permite sua utilizagdo em forma de dispersédo aquosa e
como filme fino.

Por fim, os estudos realizados neste trabalho foram importantes para a
compreensdo de propriedades basicas do sistema de AgNPs/SiDb(NO3), em meio
aquoso e em forma de filmes finos. As perspectivas para este trabalho sdo investigar o
mecanismo de estabilizacdo das nanoparticulas de prata utilizando SiDb(NO3), como

agente estabilizante, bem como, avaliar a estabilidade térmica, quimica e de adesao dos
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filmes finos deste sistema visando aplicacGes em recobrimentos de superficies de vidro

que necessitem ser submetidas a processos de esterilizagéo.
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