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RESUMO

RAMIN, Beatriz B. S. Sintese, caracterizacdo e estudo da estabilidade de
nanoparticulas de prata estabilizadas com plurénico o F-127. 2016. 55 p. Trabalho
de Conclusédo de Curso — Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Apucarana,
2016.

Com o passar dos anos, a sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs), vem atraindo
0 interesse de varios pesquisadores. Essas AgNPs vem sendo aplicadas como
agentes antimicrobianos, porém sao muito instaveis. Nesse sentido, o objetivo do
presente trabalho foi sintetizar as AgNPs pelo método de borohidretro, caracteriza-
las e avaliar a estabilidade delas frente a incorporagdo ao plurdnico F-127 para
futura aplicacdo. Apds essa etapa, as mesmas foram caracterizadas por
espectrofotometria de absor¢cdo UV-Vis e Microscopia Eletrbnica de Transmissao.
Em seguida, foi avaliado a atividade antimicrobiana das AgNPs na presenca da
bactéria Escherichia coli pelo método antibiograma qualitativo. A condicdo mais
favoravel para o armazenamento das AgNPs sintetizadas € na temperatura
ambiente/escuro, uma vez que nessa condicdo constatou-se menor autoagregacao
e manutencdo de suas propriedades. As AgNPs incorporadas ao surfactante
polimérico F-127 se mantiveram mais estaveis do que as nanoparticulas em solucéo
aguosa. Esse sistema potencializou o efeito bactericida da AgNP frente a E. coli.

Palavras-chave: Nanoparticula de prata. Plurbnico F-127. Estabilidade. Efeito
bactericida.



ABSTRACT

RAMIN, Beatriz B. S. Synthesis, Characterization and study of stability silver
nanoparticles stabilized by F-127 Pluronic. 2016. 55 p. Trabalho de Conclusdo de
Curso — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Apucarana, 2016.

Over the years, the synthesis of silver nanoparticles (AgNPs), has attracted the
interest of many researchers. These AgNPs have been applied as antimicrobial
agents, however, they are very unstable. In this sense, the goals of this study was to
synthesize the AgNPs by borohydride method, characterize them and evaluate the
stability after being incorporated in the F-127 Pluronic for future application. After
this, they were characterized by UV-Vis absorption and Transmission Electronic
Microscopy. Then, the antimicrobial activity of AgNPs was evaluated against
Escherichia coli by the qualitative susceptibility testing method. The most favorable
condition for storage the synthesized AgNPs is at room temperature / dark since this
condition yielded the lower self-aggregation and maintenance of its properties. The
AgNPs incorporated into the polymeric surfactant F-127 remained more stable than
the nanoparticles in aqueous solution. This system potentiates the bactericidal effect
of AgNP against E. coli.

Key-words: Silver nanoparticles. Pluronic F-127. Stability. Bactericidal effect.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, uma doenca transmissivel ou infecciosa, se define por qualquer
moléstia causada por um agente patogénico, como as bactérias. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o maior desafio contra doencas infecciosas
é a resisténcia a antibioticos.

Dados divulgados em 2011 pela OMS mostram que em paises de baixa
renda, aproximadamente, quatro em cada dez mortes sé&o de criancas abaixo de 15
anos e duas em cada dez mortes sédo de idosos acima de 70 anos. Essas mortes
predominantemente se dao pelas doencas infecciosas: HIV/AIDS, malaria, infec¢des
respiratérias, tuberculose e doencas diarreicas; sendo responsaveis coletivamente
por aproximadamente um terco de todas as mortes nesses paises.

Com numeros tao alarmantes de mortes causadas por doencas infecciosas, a
busca por novas metodologias de tratamento intensificou-se nos ultimos anos. Um
exemplo dessa metodologia é a Terapia Fotodindmica (TFD), modalidade de
tratamento n&o invasiva e sem efeitos toxicos cumulativos relatados, o que permite
sua reaplicacdo até a obtencdo dos resultados desejados. A TFD € baseada na
combinacdo de um farmaco fotossensivel e luz visivel em comprimento de onda
especifico na presenca de oxigénio (SILVA, 2015).

Desde a antiguidade, os romanos e gregos utilizavam a prata como
bactericida e antibiético. Com o desenvolvimento de particulas em escala
nanomeétrica esse efeito foi potencializado. Um reflexo da eficiéncia das AgNPs
contra doencas infecciosas é a variedade de produtos disponibilizados no mercado
com acao antimicrobiana.

Entretanto, as nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis e possuem a
tendéncia natural em autoagregar. Com isso, o maior desafio encontrado é preparar
nanomateriais estaveis e monodispersos, tanto em relacdo a forma quanto ao
tamanho das particulas, para que possam ser dispersos, manipulados, depositados
sobre substratos, sem perder suas caracteristicas (CASANOVA, 2010). Para que os
materiais nanoestruturados possam ser eficientemente empregados em aplicagoes
biomédicas e tecnoldgicas precisam ser capazes de se conservar estaveis por

longos periodos de tempo, sem que haja modificagdes estruturais ou perda de suas
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propriedades. Desta forma, buscam-se novas metodologias de sintese ou
funcionalizacdo orientadas a aumentar a estabilidade quimica das nanoparticulas
(TURKEVITCH; STEVENSON; HILLIER, 1951; BROWN; HUTCHISON, 2001).

O presente trabalho tem como intuito sintetizar, caracterizar e analisar
detalhadamente a estabilidade das nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando-se
para tal o surfactante F-127.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e acompanhar a estabilidade da nanoparticula para

aplica-la como substancia antimicrobiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Sintetizar as nanoparticulas de prata pelo método de borohidreto de sédio;
= Avaliar a estabilidade temporal das AgNPs quanto a sua autoagregacao;

= Avaliar a estabilidade das AgNPs frente a presenca e auséncia de luz;

= Avaliar a estabilidade das AgNPs frente ao surfactante F-127;

» Avaliar a acdo antimicrobiana das AgNPs frente a bactéria Escherichia coli.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 NANOTECNOLOGIA E NANOMATERIAIS

A expressdo nanotecnologia foi empregada pelo engenheiro japonés Norio
Taniguchi, para nomear uma nova tecnologia que ia além da engenharia e do
controle de materiais em microescala. Contudo, o significado da expresséo
atualmente se aproxima mais da formulacdo de Eric Drexler, que se refere a
metodologia do processo que envolve a manipulacdo atomo a atomo (DREXLER,
1961). O prefixo “nano” é usado para indicar a grandeza de 10® ou bilionésimo,
relacionando cerca de 100.000 vezes menor do que a espessura de um fio de
cabelo humano. O intuito da nanotecnologia € baseado na manipulacdo de
moléculas, atomos e demais particulas com grandeza de ordem nanométrica para a
criacdo de novas estruturas de materiais e, portanto, alcancando novas
propriedades (GOGOTSI, 2016).

Grande parte das industrias se favorece com as inovacdes da nanotecnologia.
As pesquisas entre 0 meio académico, instituicbes governamentais e inddstria
aceleraram com o desenvolvimento de produtos novos. O modelo tradicional de
grande escala foi revisto, levando em consideracao o elevado custo dos materiais e
também o grande impacto ambiental causado para a fabricacdo desses materiais
(SCHMID et al., 1981). Os processos de fabricacdo tem maior eficiéncia no uso de
energia e sdo mais limpidos empregando novas fontes renovaveis. Com isso, 0
consumidor se beneficia pela abundancia de produtos fundamentados na
nanotecnologia, que melhoram a qualidade de vida das pessoas no mundo inteiro.

Identificando essa nova realidade, o Conselho Nacional de Ciéncia e
Tecnologia da Casa Branca elaborou o ‘“Interagency Working Group on
Nanoscience, Engineering and Technology”, em 1998. Segundo Bastos (2006), a
partir de 2000 a relevancia dada do governo norte-americano sobre a pesquisa na
area de nanociéncias ficou explicita, aprovando um orgcamento de 497 milhdes de
doélares em 2001 para dar prioridade a uma ciéncia de alta tecnologia. O objetivo

entdo seria unir o governo federal e o setor privado para alavancar o
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desenvolvimento da nanoengenharia e nanociéncia para atingir potenciais beneficios
sociais e econdmicos (BASTOS, 2006).

Alguns produtos em nanoescala vém sendo comercializados, como no
agronegocio, onde estdo sendo fabricadas nanoparticulas para liberacdo controlada
de pesticidas, drogas e nutrientes. Destacam-se recentemente a aplicacdo de
nanomateriais para: i) revestimentos (coatings e tintas em geral); ii) ferramentas de
cortes de alta precisdo (nano carbeto de titanio, tantalio ou tungsténio); iii)
farmacéutica (transportadores e armazenadores de farmacos), e iv) ceramicas (area
de ceramica fina). Destacam-se também as aplicacbes em desenvolvimento das
nanoparticulas: i) células a combustivel; ii) implantes cirdrgicos; iii) roupas com
elevada resisténcia para o uso militar; iv) purificacdo de agua, e v) ceramicas
usinaveis (GARCIA, 2011).

N&o se sabe com precisdo, mas o exemplo considerado mais antigo da
utilizacdo de nanomateriais se refere a taca de Lycurgus (4 a. C.) mostrada na
Figura 1. Esta taca pode ser vista no Museu Britanico, localizado em Londres, e tem
a propriedade de mudar de cor dependendo da luz incidente. Na analise feita sobre
esse vidro mostrou que ele contém uma pequena quantidade de nanocristais

metalicos (~ 70 nm) envolvendo prata e ouro na proporcao de 14:1.

Figura 1 —Imagem da Taca de Lycurgus.
Fonte: Garcia (2011).
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3.1.1 Vantagens do uso da nanotecnologia

Dentre as vantagens do uso da nanotecnologia, podemos citar a diminui¢ao
dos custos da producéo, eliminacao dos efeitos de fabricacéo, utilizacdo melhor dos
recursos e diminuicdo do desperdicio de matéria-prima.

A nanotecnologia proporciona uma melhoria na qualidade de fabricacdo das
técnicas de manufaturas. Esta melhora na qualidade se da pelo fato de que com a
nanotecnologia utiliza-se pouca matéria-prima, pois a escala € nanométrica,
fabricando entdo materiais mais compactos. Consequentemente, 0s custos de
producdo do material sdo reduzidos, visto que a fabricacdo consumiria bem menos
matéria prima e energia do que em escala macro (BASTOS, 2006). A
nanotecnologia poderia ser um meio para combater os problemas ambientais
encontrados na nossa sociedade atualmente.

Com o avanc¢o da nanotecnologia, teremos a capacidade de armazenamento
aproximadamente ilimitada na area da informéatica. Sendo assim, seria possivel
construir uma densidade com meméria de 100.000 terabits por centimetro cubico.
Com uma memoria dessa grandeza, por exemplo, um iPod teria capacidade de
armazenar musicas no formato MP3 para tocar no decorrer de 300.000 anos, sem
repeticbes (BASTOS, 2006).

Outra vantagem importante € a nanotecnologia voltada a farmacos, onde a
nanotecnologia farmacéutica € uma area que envolve a caracterizacéao,
desenvolvimento e aplicagcdo de sistemas terapéuticos. A pesquisa sobre esses
sistemas tem sido realizada com o intuito de controlar e direcionar a liberacdo de
farmacos (SAKATA et al., 2007).

Segundo Santana (2008), as nanoparticulas apresentam caracteristicas
efetivas para esses sistemas de liberacdo de farmacos. Suas concentracfes sao
mantidas em niveis adequados durante periodos longos de tempo, possibilitam que
os farmacos sejam entregues em lugares apropriados, e também previnem sua
degradacéo.

As nanoparticulas proporcionam maior eficiéncia de liberagéo e encapsulacéo
controlada quando comparadas com 0s sistemas convencionais de encapsulagéo,

possuindo também pequeno tamanho, onde podem ser diretamente injetadas no
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sistema circulatério e permitem a possibilidade de administragdo por via nasal,
pulmonar, oral e transcutanea (SANTANA et al., 2008).

3.1.2 Desvantagens do uso da nanotecnologia

Embora a nanotecnologia pareca ser tdo vantajosa na teoria, essa ainda cria
certa desconfianca de algumas areas da sociedade. Cientistas da Universidade de
Toronto pressupde que a nanotecnologia podera ser o proximo assunto de briga
entre a opinido publica e a industria. Alguns cientistas asseguram que essa
tecnologia pode aumentar a desigualdade entre as nacdes ricas e pobres, uma vez
gue para se investir na nanotecnologia precisa-se de grande capital, visto que
apenas as regides ricas possuem esse requisito (BASTOS, 2006).

Existe também quem acredite que os produtos nanoparticulados podem trazer
riscos a saude e ao meio ambiente. Alguns pesquisadores acreditam que 0 uso
irresponsavel da técnica pode trazer prejuizos superando os beneficios que a
técnica pode trazer. Pesquisas em Houston, na Universidade de Rice, encontraram
propriedades téxicas em alguns nanocompositos (BASTOS, 2006).

Como ja citado, a Nanotecnologia manifesta um potencial ascendente para
revolucionar o desenvolvimento de produtos novos e, portanto, motivar uma drastica
mudanca nos processos produtivos em comparag¢do com a forma como sao tratados
atualmente (BASTOS, 2006).

3.2 NANOPARTICULA DE PRATA

O uso de nanomateriais estruturados esta cada vez mais difundido na
industria brasileira, principalmente na area alimenticia. Pode-se perceber entdo um
alto interesse na utilizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs), em virtude de suas
propriedades, tais como, elevado efeito catalitico, boa condutividade, grande area

superficial e alta atividade antimicrobiana. As AgNPs sdo capazes de reduzir
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infec¢des, evitar a colonizacdo bacteriana em cateteres, superficies de protese e
materiais odontolégicos, na industria de alimentos, na fabricagdo de tintas
antibactérias e no tratamento de 4gua (GUZMAN; DILLE; GODET, 2008).

Ha muitos anos o efeito antimicrobiano da prata é reconhecido. Na
antiguidade, essa era usada no tratamento de queimaduras e contra patologias
causadas por bactérias, como a Staphylococcus aureus. A utilizacdo da prata
diminuiu drasticamente com a descoberta da penicilina. Entretanto, com a selecéo
de cepas resistentes a antibidticos, o uso da prata voltou a ser pesquisado para
desenvolver novos agentes antimicrobianos (CHOPRA, 2007).

As solucdes coloidais de AgNPs, em razdo da sua alta relacdo area por
volume, demonstram caracteristicas antimicrobianas contra varios tipos de micro-
organismos, por exemplo, as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, virus e
fungos. A medicina tem apontado que a prata mata mais de 650 agentes
patogénicos e nao cria resisténcia (PETICA et al., 2008). Esse fato acontece devido
as AgNPs, ao entrarem em contato com a membrana celular desses micro-
organismos, ocasionar danos na permeabilidade e respiracéo celular. Além do que,
os ions de prata liberados das AgNPs podem inativar sua replicacdo, atuando no
fosfato das moléculas do DNA. Outro mecanismo encontrado na literatura também é
de que os ions de prata acarretariam em uma rea¢do com proteinas da bactéria que
contém enxofre, causando a inibicdo de suas funcdes enzimaticas (GUPTA et al.,
1998; MATSUMURA et al., 2003).

Com as pesquisas, estdo surgindo novos processos para a producédo de
AgNPs, sendo os principais embasados na reducdo quimica de sais de prata em
meio aquoso. As AgNPs estdo sendo sintetizadas também pela utilizacdo de
métodos de decomposicdo térmica, eletroquimicos, processos de micelas reversas,
irradiagcdo por microondas, dentre outros (YIN et al., 2004; JIAN; YONGCHANG;
YIMIN, 2004).

Em virtude das nanoparticulas serem termodinamicamente instaveis e muito
pequenas, € preciso estabiliza-las com a adicdo de uma matriz polimérica ou
reagentes protetores. A estabilizacdo estérica ocorre adicionando grupos volumosos
(AIKEN; FINKE, 1999). Ja na estabilizacdo eletrostatica espécies carregadas,
cations e anions, se adsorvem a superficie das nanoparticulas (ANTUNES et al.,
2013).
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Atualmente, a indastria busca novos produtos para colocar no mercado.
Entretanto, as AgNPs disponiveis séo limitadas e caras. Por isso entdo, existe a
necessidade de desenvolver meios para a producédo de AgNPs mais acessiveis para

produzir novos materiais antimicrobianos (KIM et al., 2007; PINTO et al., 2010).

3.2.1 Sintese da nanoparticula de prata (AgNPs)

Vérias metodologias estdo sendo utilizadas para sintetizar as nanoparticulas
de prata derivadas de sais, sendo que normalmente usa-se 0 nitrato de Prata
(AgNO3) como material de partida. Pode-se usar varias substancias organicas como
acido tartéarico, alcodis, acido ascorbico, carboidratos, entre outros, para reduzir a
prata. Cada método de reducédo exige um tipo de agente redutor podendo variar a
concentracéo e quantidade destes, bem como a velocidade de agitagéo, duracdo do
processo de reducdo e temperatura de reacdo. Dependendo dessas condigdes,
varia-se o diametro das particulas de prata.

O meétodo mais utilizado para caracterizacdo de nanoparticulas € a
espectroscopia UV-Vis, onde bandas entre 380 e 450 nm evidenciam a formacéo
das AgNPs (SOLOMON et al., 2007; GUZMAN; DILLE; GODET, 2008; RATYAKSHI;
CHAUHAN, 2009; ZEENA; PRASHANT, 2004). A Tabela 1 indica o tamanho das
AgNPs e o comprimento de onda observado (SOLOMON et al., 2007).

Tabela 1 — Relagédo entre os tamanhos das nanoparticulas de prata com o comprimento de

onda observado pelo método de Espectroscopia UV-Visivel.

Tamanho da particula (nm) Comprimento de onda (nm)
5-10 380 —390
10-14 395 - 405
35-50 420 - 435
60 - 80 438 — 450

Fonte : SOLOMON (2007).
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Controlar o tamanho das nanoparticulas e evitar o crescimento por agregacao
sd0 0s maiores problemas na sua sintese. O processo de agregacdo acontece pelo
fato de que as AgNPs sdo muito pequenas e sua superficie de contato € muito
grande, entdo elas se aglomeram para minimizar a area total, formando particulas
secundarias diminuindo a tenséo de interface do sistema.

Como dito anteriormente, pode-se utilizar diversas substancias organicas para
reduzir a prata, porém nesse trabalho sera citado apenas o meétodo utilizando
borohidreto de s6dio como agente redutor de acordo com a metodologia descrita por
Lee e Meisel (1982).

O borohidreto de sédio € um forte redutor e com isso ele induz a formacao de
centros de nucleacdo que cresce dependendo do agente estabilizador formando
pequenos clusters. Como mostra a Figura 2, o efeito estabilizador € em virtude da
carga elétrica das nanoparticulas estabilizando com os ions dos sais. No entanto,
com esse processo existe a formacao de impurezas devido a oxidagcdo das espécies

e dos ions dos sais utilizados.

BH4
BH4 BH4

BH4 BH4

BH4
Ag' + NaBH, =

Figura 2 — Repuls&o de nanoparticulas de prata com os ions de borohidreto.
Fonte: Solomon (2007).

Na reacédo de reducado da prata, nota-se mudanca do nitrato de prata, incolor,
para amarelo palido que corresponde a formacéo de prata metalica. A avaliacado da
cor € importante porque determina o estado de agregacdo das particulas. A
coloragdo amarelo-palida se refere a pequenos agregados podendo chegar até na
coloragéo cinzenta, onde € o maximo de agregacao.

Outra metodologia utilizada para a sintese das AgNPs é pelo citrato de sédio,

sendo um agente menos potente comparado com o borohidreto de sédio, com isso,
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0 processo de reducdo da prata se torna mais lento. E importante frisar que pela
solubilidade em agua do citrato ser maior, ele € mais utilizado porque a sua toxidade
€ baixa e a facilidade de obtencdo das AgNPs, visto que ele realiza dois papéis

importantes na sintese: agente estabilizante e redutor.

3.2.2 Reducao por borohidreto de sédio

No método do borohidreto de s6dio com nitrato de prata a reacédo quimica é

dada por:

AgNO; + NaBH; — Ag + ¥ Hy + % B,Hg + NaNO;

De maneira geral, as AgNPs sintetizadas por este método podem ser
caracterizadas por espectroscopia UV-Vis na faixa de 380 — 400 nm e possuem
didmetro entre 5 — 20 nm.

Normalmente acrescenta-se um grande excesso de NaBH, para estabilizar as
AgNPs formadas. Pesquisas realizadas anteriormente mostram que a cor amarelada
das AgNPs é estavel por varias semanas ou até meses em temperatura ambiente e
em frasco transparente (GARCIA, 2011).

A concentracao dos reagentes e a agitacao precisam ser constantes para que
nao tenha mudanca do tamanho da nanoparticula e sua agregacéo. A Figura 3 faz
uma relacdo entre as variaveis de controle pelo método de reducéo por borohidreto
de sodio.
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Concentracao
inicial e final de Velocidade de
reagentes gotejamento de
(AgNO5 e AgNO;
NaBH,)

Temperatura de Velocidade de
sintese agitacao

Variaveis
controladas

Figura 3 — Interrelacdo entre varidveis de controle na producdo de AgNPs pelo método de
reducdo quimica da prata.
Fonte: Garcia (2011).

Neste método € preciso gotejar a solugdo de nitrato de prata sobre a solucdo
de borohidreto do sodio, pois a troca agrega imediatamente as particulas (SONG et
al., 2009). Na Figura 4 esta descrito os diferentes niveis de agregacéao e a coloracéo
das AgNPs, indo da coloracdo amarelado até a cinzenta, onde representa uma forte

agregacdao das particulas.

Figura 4 — Coloide de prata em vérios estagios de agregacdo, (a) amarelo palido, (B)
alaranjado, (C) violeta, e (D) acinzentado, conforme o aumento da agregacéo.
Fonte: Solomon (2007).

A concentracdo do agente redutor também é essencial para a estabilizacéo
das AgNPs. E comprovado que a concentra¢do de borohidreto de sodio precisa ser

duas vezes a de nitrato de prata [(NaBHz;) / (AgNO3) = 2,0] para manter a
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estabilizacdo do coldide. A Tabela 2 fornece a relagdo entre a razao (NaBH,) /
(AgNO3), mantendo a concentracdo de AgNO3; em 1 mol/L para ter uma alta

concentracdo de nanoparticulas e a estabilidade da suspenséo (SONG et al., 2009).

Tabela 2 — Relacao da razdo (NaBH,) / (AgNO3) e a estabilidade do coléide
Obs: [AgNO;3] mantida em 1,0mM

Relacédo (NaBH,) / (AgNO3) Tempo de estabilidade do coléide (min)
2,0 Estavel
2,1 ~30
1,9 ~20
1,8 ~5

Fonte: SOLOMON (2007).

Como apresentado na Tabela 2, o tempo de reacdo é um fator importante que
precisa ser controlado, porque caso ocorra a interrupcdo da adicdo de nitrato de
prata na sintese, pode ocasionar a agregacao das particulas.

A quantidade de NaBH, precisa também ser controlada, pois a concentragcao
do anion BH4 estabiliza a nanoparticula fornecendo uma carga de superficie. Em
concentracfes muito baixas, a densidade eletronica da superficie da nanoparticula
diminui, causando a agregacdo. Também, uma concentracdo muito alta desse sal
pode aumentar a forca ionica total, causando a agregacao similarmente. Portanto, a
guantidade de NaBH, tem que ser baixa para manter a estabilidade das particulas
(SONG et al., 2009).

3.3 PROCESSOS DE ESTABILIZACAO E AGREGACAO DA NANOPARTICULA

As nanoparticulas sdo muito pequenas, com isso elas possuem uma grande
superficie de contato, onde para minimizar essa area total elas se aglomeram,
formando agregados, para diminuir a tenséao superficial do sistema. Normalmente as
particulas ndo podem estar aglomeradas, pois 0s materiais, como alguns pigmentos,
algumas tintas e diversos revestimentos, precisam que elas estejam em dispersao.

Em qualquer fase da sintese da nanoparticula, se ndo feita corretamente, pode
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ocasionar a aglomeracdo das particulas. Neste caso, normalmente utiliza
surfactantes no processo de sintese ou para a dispersdo das nanoparticulas
(GARCIA, 2011).

De maneira geral, um surfactante € uma substancia que atua na superficie do
liquido, diminuindo a tensao superficial, contendo uma parte liofébica (repulsiva do
solvente) e outra liofilica (atrativa do solvente). Os surfactantes podem ser
classificados como catibnicos, aniénicos, ndo iénico ou zwitteridnicos (carregando
ambas as cargas), dependendo das cargas na superficie ativa.

Existem dois métodos utilizados para evitar que as particulas se aglomerem.
O primeiro estabiliza por dispersédo, por repulsdo eletrostatica, resultado da interacao
da dupla camada elétrica (DCE), que estdo em volta das particulas, visto que a
distribuicdo de cargas entre o solvente e a particula normalmente € desigual. A
estabilizacdo eletrostatica acontece quando, entre as particulas, as forcas
eletrostaticas repulsivas excedem as forcas atrativas de Van der Waals. A DCE
possui duas camadas de ions paralelos. A primeira camada € denominada carga de
superficie (podendo ser negativa ou positiva), onde é a superficie do corpo. A
segunda camada tem carga oposta a primeira camada e esta na superficie do
liquido. Esta segunda camada € denominada difusa porque é constituida de ions
livres pela influéncia do movimento térmico e da atracéo elétrica.

Existem varios exemplos de DCE no nosso cotidiano, como tintas, cimentos,
argamassas ceramicas e o sangue. O método de DCE é eficiente em meios
organicos polares ou sistemas diluidos. Este método também € altamente sensivel a
mudanca da concentracdo de eletrdlitos, pois a alteracdo da mudanca de cargas
pode fazer com que a DCE seja destruida e, com isso, ter a agregacao das

particulas. A Figura 5 representa um esquema de DCE.
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charged particie
\

_\‘.'.','51""’2 plane

Figura 5 — Desenho esquematizando a DCE em um liquido em contato com um corpo solido.
Fonte: Garcia (2011).

O segundo tipo de estabilizacdo esta relacionado com forcas estéricas. A
interface aparece quando as cadeias moleculares dos surfactantes apresentam uma
cauda movel na solucdo. Na aproximacdo das particulas, a mobilidade dessas
caudas diminui resultando em um efeito entrépico. As cadeias liofilicas das
moléculas dos surfactantes fazem uma interacdo com o solvente e sdo absorvidas
pelas superficies das particulas. No caso de auséncia de barreiras elétricas, a
estabilizacdo estérica pode ser efetiva em meios aquosos e nao aquosos. A
estabilidade da particula esta diretamente ligada com a viscosidade do meio. Os
surfactantes sdo avaliados de duas formas: pela eficiéncia em produzir mudangas na
energia livre e o efeito maximo que pode ser alcancado quando o surfactante satura
a superficie (OLIVEIRA, 2005). Na Figura 6 estdo representados os dois processos

de estabilizacao.
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()

Figura 6 — (a) Tamanho de particula estabilizado por DCE, (b) Estabilizacdo por forcas
estéricas.
Fonte: Garcia (2011).

3.3.1 Surfactantes

Os surfactantes quimicos sao moléculas anfifilicas, ou anfipaticas, que
contem um grupo hidrofilico (grupo polar) ou i6nico e um grupo hidrofébico (néo
polar), normalmente uma grande cadeia de hidrocarboneto. Quando as moléculas
dos surfactantes estdo em solucdo, devido a sua estrutura, as moléculas ficam na
superficie da agua diminuindo a tenséo superficial. Apés a saturacdo da superficie
as moléculas interagem entre si, formando aglomerados de moléculas. Esse
aglomerado de moléculas formado é denominado micela e a concentragdo em que a
primeira micela é formada é chamada concentracdo micelar critica (CMC) (SILVA,
2015).

Segundo o trabalho de Aradjo (2010) existe uma dependéncia da
concentracédo do surfactante e o aumento na formacao das AgNPs. Neste trabalho
foi empregado uma quantidade de surfactante acima da CMC e quantificaram-se por
espectrofotometria as nanoparticulas formadas. Concluiu-se entdo a partir dessa
pesquisa que a presenca de micelas do surfactante foi primordial para a producéo
de nanoparticulas mostrando uma reacdo de catélise micelar. Portanto, com o
aumento de micelas presentes, ha um aumento na sintese de AgNPs, pois, 0
surfactante forma uma camada sobre as particulas de prata carregadas
negativamente e, com isso, evita a agregacao e o crescimento das nanoparticulas.

Existem diferentes grupos de surfactantes, onde para aplicagcbes medicinais,
tem se destacado os polaxameros ou plurénicos. Os plurdénicos séo poliméricos

triblocos, sendo suas moléculas constituintes de Poli Oxido de Etileno (PEO) e Poli
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Oxido de Propileno (PPO) rearranjados da seguinte forma: PEO,-PPO,-PEOy. Sendo
PEO grupo hidrofilico e o PPO grupo hidrofébico. Dependendo da quantidade de
cada grupo presente, tem-se a mudanca da lipofilicidade do surfactante
(ALEXANDRIDIS; HOLZWARTHF; HATTON, 1994).

A Figura 7 ilustra o plurénico F-127 (massa molar de 12600 g mol™), que sera
utilizado nesse trabalho para a estabilizagdo das nanoparticulas de prata. A
organizacao do plurénico F-127 depende da temperatura e da concentracao, isto €,
além de possuir uma CMC este tipo de surfactante apresenta também uma
temperatura micelar critica (TMC). Assim, abaixo de 24 °C (TMC do F-127 1% m/v)
(ALEXANDRIDIS; HOLZWARTHF; HATTON, 1994) as moléculas do surfactante
encontram-se como mondmeros e acima desta temperatura formam micelas. Com
isso, ele é capaz de controlar a liberacdo e transportar substancias com baixa
solubilidade nos meios biol6gicos (SANTOS, 2015). Adicionalmente, dependendo da
concentracéo e temperatura, o material pode formar um sol-gel. Na concentragao de
20 % (m/v) o F-127 gelifica a 27 °C.

CH:?H CH:CH:O} H
CH, A

H {oc H,CH;
.

EO PO EO

Figura 7 — Estrutura molecular do surfactante polimérico plurénico F-127
Obs: F-127: EO19gPOg5EO 00
Fonte: Gerola (2013).

A parte da micela formada pelo PEO do F-127 é um bloco que forma uma
coroa para transporte em sistemas fisioldégicos, pelo fato de apresentar alta
mobilidade e hidratagdo em meio aquoso, atrapalhando a interacdo desses com
proteinas que excretariam as micelas. O nudcleo do F-127 ¢é hidrofobico
possibilitando que ele transporte substancias pouco sollveis em agua (SANTOS,
2015).

Segundo Santos (2015), outra metodologia para transportar farmaco € unindo
o F-127 com nanoparticulas de ouro que também transportam farmacos devido a

sua superficie. A associacdo da nanoparticula de ouro com o plurénico mostra-se
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um caminho promissor para o transporte biolégico de farmacos, uma vez que eles
poderiam ser ingeridos por administragéo oral ou parenteral do medicamento, visto
gue prolongaria sua permanéncia no organismo. Isso se da pelo fato do plurénico F-
127 ser capaz de formar arranjos micelares a uma determinada concentragao,
fazendo com que a associacao dos dois sistemas seja uma boa opcao para aplicar
na area de saude (SANTOS, 2015).

Testes realizados por Simon, Boca e Astilean (2012) com nanopatrticulas de
ouro associadas com plurbnico F-127 acima da concentracdo micelar critica
mostram que o sistema pode ser utilizado para o transporte de farmacos
biologicamente ativos. Nesse caso, o surfactante foi utilizado como agente redutor e

estabilizador das nanoparticulas, além de conter azul de metileno incorporado.

3.4 TESTES ANTIMICROBIANOS

Os mecanismos de acao bactericida e inibitéria da prata sobre muitos micro-
organismos sao conhecidos ha muito tempo e atualmente houve um aumento na
pesquisa sobre sua atividade antimicrobiana que permite sua aplicagdo na medicina
e higiene (MACHADO, 2012).

Atualmente, a atividade antimicrobiana da nanoparticula de prata foi notada
em fungos e bactérias patogénicas como: Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis. Estudos mostram que as AgNPs séo
mais eficientes para Gram-positivas do que Gram-negativas, isso se da pelo fato de
gue as bactérias Gram-negativas, geralmente, sSdo mais resistentes por causa da
sua complexidade da membrana celular, dificultando a entrada e difusdo das AgNPs
para dentro desses micro-organismos (ANTUNES et al., 2013). Esses estudos
também estdo direcionados a toxicidade e aos mecanismos de acdo dessas
nanoparticulas.

Existem varios mecanismos que explicam a acdo bactericida de ions prata
(Ag"), sendo o principal relacionado a sua atuagdo a nivel de membrana dos micro-
organismos. Os ions interferem também na remocdo de cations Zn** e Ca™ das
bactérias por efeito de substituicdo. Eles também inibem o crescimento dos micro-

organismos e interagem com o DNA das células microbianas impedindo a
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reproducdo celular. O efeito antimicrobiano dos ions prata é proporcional a sua
concentracdo, pois, quanto maior é a concentracdo de Ag’, maior é sua acio
antimicrobiana. Na Figura 8 a representacdo do mecanismo da atividade

antimicrobiana dos ion Ag" ¢ ilustrada.

Destruigao da
1 Membrana

Celular

Inibigao da
Replicagio
do DHA

Inibigao das
Enzimas

Figura 8 — Representacao da atividade antimicrobiana de ions de prata.
Fonte: MORONES (2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Para sintese das AgNPs foi utilizado o nitrato de prata (AgNO3) e boroidreto
de sodio (NaBH,4) que foram obtidos da Merck. O surfactante polimérico F-127 da
classe dos Pluronics® foi adquirido da Sigma-Aldrich. Foi utilizada agua ultrapura

para as analises.

4.2 OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA

4.2.1 Otimizagdo das condi¢fes de sintese

Para sintetizar as AgNPs foi utilizado o método de reducdo quimica do sal
AgNO3 usando borohidreto de so6dio como agente redutor/estabilizante, segundo o
método de Melo Jr. et al. (2012). Em um Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 50 mL
de uma solucdo 2,0x10 mol L™ de borohidreto de sédio. O frasco foi colocado em
um banho de gelo de 10 minutos. Apos esse tempo, o frasco foi colocado numa
placa de agitacao.

Com uma bureta, adicionaram-se, gota a gota, diferentes volumes de uma
solucdo 1,0 x 10 mol L™ de nitrato de prata: 2,00, 5,00, 8,00, 11,00 e 14,00 mL. A
adicéo ocorreu aproximadamente com uma taxa de 1 gota s™. Dessa forma, as cinco
solucbes preparadas foram nomeadas, respectivamente, como Solucdo 1, 2, 3,4 e
5.

Adquiriu-se uma solucdo padrdao com a coloracdo amarelada que teve seu
espectro eletronico obtido imediatamente. Foi anotado entdo o comprimento de onda

de maxima absorc¢édo para estimar o valor da largura de banda.
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4.2.2 Teste de estabilidade das nanoparticulas de prata

Apés a sintese das AgNPs, as Solugbes 1, 2, 3, 4 e 5 foram divididas em
outras solucdes para analisar condicbes de armazenamento diferentes: i) G
(geladeira) e E (escuro); ii) TA (temperatura ambiente < 27°C) e L (luz) e iii) TA e E,
totalizando 15 amostras. As solucbes foram analisadas por espectroscopia

eletronica diariamente, por 7 dias, para verificar a estabilidade do sistema.

4.2.3 Estabilizacdo por plurénico F-127

Primeiramente foi feito um teste incorporando-se as AgNPs sintetizadas com
as solucdes 1, 3 e 5 no F-127 20%. Devido ao lento processo de solubilizagdo do
surfactante e do recipiente ndo ser adequado, foram necessarios 7 dias (ha
geladeira) para solubilizacéo total, havendo uma grande agregacdo do material.

O teste com o plurénico F-127 foi entéo refeito, porém foi escolhido apenas a
nanoparticula preparada com o volume de 8,00 mL de nitrato de prata, isto é solugao
3. A solucéo foi entdo divida em duas partes, uma mantida como padrdo e outra
recebeu o F127 (solido) a na concentracdo de 20 % (m/v). Foram separadas trés
condi¢cOes diferentes de armazenamento dessas solugdes: o Tubo A foi deixado na
geladeira, o Tubo B foi deixado na temperatura ambiente, ambos no estado liquido e
o Tubo C foi deixada na estufa (35°C), os trés recipientes foram protegidos da luz
com papel aluminio. Foi tirado espectro eletrénico diariamente, por 7 dias, do Tubo A
e B, e o Tubo C foi avaliado no tempo zero, 7 e 14 dias ap6s colocado na estufa. Foi
anotado entdo o comprimento de onda de maxima absorcao para estimar o valor da

largura de banda.
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4.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.3.1 Espectroscopia de absor¢cao molecular no UV-Vis

As amostras foram analisadas a partir de espectros de absorcdo na regido do
Ultravioleta-visivel das solugbes contendo as AgNPs e com o plurbnico F-127
incorporado com as AgNPs, em um equipamento Cary 60 (Agilent Technologies), na
faixa de comprimento de onda de 200 — 800 nm, com cubeta de quartzo com
caminho éptico de 1,00 cm. A partir dos espectros, foi estimado o valor da largura de
banda.

4.3.2 Microscopia eletrdnica de transmisséao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo permite visualizar o tamanho das
nanoparticulas. As amostras foram preparadas por imersdo nas grades de cobre
recobertas com carbono por 10 min na suspensédo de AgNPs e deixando secar a
temperatura ambiente. Essas foram analisadas em microscépio de transmisséo
eletrbnica (JEOL JEM-1400 com voltagem de aceleracdo de 120kV).

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para a avaliacdo do potencial bactericida das amostras de AgNPs
sintetizadas foi utilizado o método de disco-difusdo em &gar, que consiste em um
procedimento para medir o tamanho relativo da zona de inibicdo (ZOI) ao redor do
agente testado. Para isso, um inoculo padréao da E. coli foi esfregado pelo método de
“Spread Plate” sobre o meio de cultura Plate Count Agar, onde foram colocados
papéis-filtro estéreis imersos com &agua deionizada (controle negativo), F-127,
AgNPs e gel (AgNPs incorporadas com F-127). Logo em seguida, as placas foram
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incubadas em estufa bacteriologica, por 48 h a 35°C, medindo depois as ZOI

formadas ao redor do disco.

4.4.1 Andlise estatistica da atividade antimicrobiana

Foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) para comparar 0s quatro
tratamentos: o controle, surfactante F-127, gel (AgNPs + F-127) e as nanoparticulas
(AgNPs). Em seguida, apds concluirmos que h& diferenca significativa entre esses
tratamentos, por meio do teste F, foi avaliada a grandeza destas diferencas

utilizando o teste de Tukey (comparacao de médias) para 15 medidas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE SINTESE

Utilizando borohidreto de sédio e nitrato de prata, foram sintetizadas AgNPs
baseada na metodologia descrita por Melo Jr. et al. (2012). Foram avaliadas as
Solucbes 1, 2, 3, 4 e 5 nas diferentes condi¢des: temperatura ambiente e luz (TA/L);
temperatura ambiente e escuro (TA < 27°C /E), e geladeira e escuro (G/E). A
coloragéo de cada volume de AgNPs foi intensificando conforme aumentou-se o
volume de nitrato de prata.

Essa coloragdo é caracteristica de materiais nobres na forma de
nanoparticulas (GARCIA, 2011). Segundo Berni e Neto (2010), a mudanca da
coloracdo (Figura 10), durante a sintese das nanoparticulas esta relacionada com o
fenbmeno chamado de ressonancia plasménica de superficie, onde ha excitacao de
elétrons presentes na interface entre um isolante e um condutor. O formato e o
tamanho das nanoparticulas sdo fatores importantes que determinam a faixa
espectral de absorcéo, portanto, onde acontece a ressonancia. Com o aumento das
AgNPs, ocorre a mudanca da cor da solugéo padréo, passando de amarelada para
laranja, e posteriormente violeta até chegar na cor cinza, caracteristica da prata

macroscopica.

(a) (b)

Figura 9 — Nanoparticulas sintetizadas a partir de volumes diferentes de nitrato de prata para
Solucdo 1, 2, 3, 4 e 5 respectivamente para (a) sintese e (b) apds 47 dias de armazenamento.
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As diferentes condi¢cdes de AgNPs foram avaliadas por meio de espectros de
absorcao eletrénica durante 7 dias seguidos e avaliou-se a largura de banda desses
espectros. A Figura 11 mostra os espectros do primeiro e do ultimo dia das AgNPs

dos diferentes volumes adicionados de nitrato de prata.
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Figura 10 — Espectro de UV-Vis das AgNPs com as Solucbes 1, 2, 3,4 e 5 (a) no dia da sintese e
(b) 7 dias apos.

Como podemos observar nos espectros (Figura 11) dependendo do volume
adicionado de nitrato de prata no primeiro dia (a), a banda plasmonica caracteristica
das AgNPs cai significativamente. Quanto maior o volume de nitrato adicionado
maior é a producdo de nanoparticulas, pois tem-se mais sitios de nucleacdo para
forma-las.

Porém, depois de 7 dias (b), a absorbancia cai drasticamente devido a
agregacdo das nanoparticulas e a banda alarga devido a polidisperssdo dessas
AgNPs. A Solucéo 3 é o limite de estabilidade das AgNPs, pois a partir dele comeca
a surgir um leve ombro no espectro, mostrando o estado de aglomeracédo das
nanoparticulas devido a banda plasmoénica. Segundo Brause et al. (2002), com o
aumento das particulas pela agregacéo, o espectro de absor¢cao de nanoparticulas
metalicas desloca-se para comprimentos de ondas maiores, conforme pode ser

observado na Figura 11 ao passar de (a) para a (b).
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Pelos espectros, foi medido a largura de meia banda onde foi avaliada a
melhor condicdo de sintese: temperatura ambiente (TA < 27°C) e luz (L);
temperatura ambiente (TA) e escuro (E), e geladeira(G) e escuro (E). Para isso
foram comparadas as larguras de banda do primeiro e do Ultimo dia dessas
condicdes, nos diferentes volumes, pois ela mostra o nivel de agregacdo das
AgNPs.

Tabela 3 — Largura de banda (nm) na sintese e apds 7 dias, nas diferentes condicdes de

sintese e volume adicionado de nitrato de prata.

Volume de Datas TA £ 27°C/L TA £ 27°C/E GIE
Ag N03

Solucio 1 Sintese 80 80 75
& Ap6s 7 dias 140 84,9 95
Solucio 2 Sintese 90 85 70
& Ap6s 7 dias 95 95 85

~ Sintese 90 80 75
Solugéo 3 Apos 7 dias 100 95 85
~ Sintese 77,8 80 68
Solugdo 4 Apos 7 dias 89.5 95,5 78
~ Sintese 106 109 61
Solugdo 5 Apés 7 dias 126 117 94

Considerando a estabilidade inicial do material nanoparticulado, dia da
sintese, a condicdo mais adequada € o armazenamento no escuro e a baixa
temperatura, uma vez que apresenta as menores larguras de meia banda. Este fato
indica menor polidispersao do sistema. Entretanto, com o tempo esta condi¢do néao
se mostra muito adequada para o armazenamento do material. Isto pode ser
observado pelo aumento da largura de meia banda calculada apés 7 dias. Este fato
deve estar associado a maior autoagregacdo de nanoparticulas favorecida em
condi¢cOes de baixa temperatura, 0 que acarreta em aumento de polidisperséo.

Embora as outras duas condi¢des inicialmente ndo sejam ideais, o efeito
temporal parece ser menos intenso na alteracdo da polidispersividade das
nanoparticulas, principalmente aquelas armazenadas a temperatura ambiente e
protegidas da luz. Assim, essa condi¢cdo seria mais indicada para a manutencao das

nanoparticulas.
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5.2 ENCAPSULAMENTO DAS NANOPARTICULAS DE PRATA COM PLURONICO
F-127

ApOs ter realizado a sintese das AgNPs em condicfes e volumes de nitrato de
prata, percebeu-se que um dos maiores desafios relacionados a este procedimento
esta em manter as nanoparticulas estaveis com o mesmo tamanho, evitando a
aglomeracao. Para tentar evitar entdo essa agregacao, € utilizado surfactantes, onde
estes sdo moléculas organicas de cadeias longas que ficam envolta da superficie
das nanoparticulas, aumentando sua estabilizacéo.

Foi realizado entdo um teste inicial com AgNPs nos diferentes volumes de
AgNO3 com o F-127 a 20%. Esta concentracao foi escolhida, pois nessa condi¢do o
surfactante comporta-se como um sol-gel, isto €, liquido abaixo de 27 © C e gel
acima desta temperatura. As solucdes 1, 3 e 5 foram escolhidos para a preparacao
das AgNPs. A Figura 12 mostra as solucdes contendo AgNPs e o surfactante,
formando o gel, onde estes foram armazenados em estufa na temperatura de 37°C,

por 7 e 14 dias ap06s o encapsulamento.

Figura 11 — Gel (AgNPs + F-127 20%) armazenado na estufa durante 7 dias e 14 dias ap0s a sua
solubilizacdo em geladeira (7 dias), as Solucdes 1, 3 e 5, da esquerda para direita.
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Devido ao lento processo de solubilizagdo do surfactante (associado a sua
elevada concentracdo) e das caracteristicas geométricas do recepiente foram
necessarios 7 dias na geladeira para a completa solubilizacdo. Por esse motivo, as
cores das nanoparticulas foram fortes por causa da sua elevada autoagregacéo, ou
seja, provavelmente o material encapsulado j& continha particulas grandes
(autoagregadas de AgNPs).

Logo apos este teste, juntamente com 0s resultados prévios da otimizacao
das condicdes de sintese, foi escolhido a condicdo da Solucdo 3 para a sintese da
AgNP a ser encapsulada com o surfactante pluronico F-127. Esta solug&o foi
escolhida pois é o limite de estabilidade das AgNPs, porque a partir dele comeca a
formacdo de ombro na banda plasménica. Assim, as condicbes avaliadas foram:
geladeira/escuro (G/E), estufa a 35,5 °Clescuro (Gel/lE) e temperatura
ambiente/escuro (TA/E). A Figura 13 ilustra os espectros de absor¢cédo com o tempo,
a qual observa-se a formacao de um ombro (indicativo de aumento de polidisperséo)

ja a partir do segundo dia.

Absorbancia

0,0
300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda / nm

Figura 12 — Espectro de absorc¢éo UV-Vis para AgNPs de 8 mL geladeira/escuro (G/E) de nitrato
de prata, avaliado durante 7 dias apds a sintese, mostrando o deslocamento da banda.

Foi sintetizada entdo uma nova solugcdo de AgNPs da Solugdo 3 para
encapsular com o surfactante F-127, com uma concentragdo de 20%, nas mesmas
condicoes: (G/E), (GellE) e (TA < 27°C/E). Ressalta-se que apenas a amostra
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acondicionada na estufa encontrava-se na forma gel. Essas condi¢cdes foram
avaliadas durante 7 dias ap0s a sintese. Os espectros constam na Figura 14 onde
estdo descritos todos os dias de analise.
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Figura 13 — Os espectros apresentam a intensidade dos picos nas diferentes condi¢cdes por 7
dias de andlises, (a) AgNPs em solucdo aquosa (Solugado 3); nos outros espectros a AgNPs é
incorporada com o F-127 a 20% (b) temperatura ambiente/escuro (TA < 27°C/E); (c)
geladeira/escuro (G/E); (d) estufa a 35,5 °C/escuro (Gel/E).

Os espectros ilustrados acima evidenciam dois fatos: i) apés o
encapsulamento das AgNPs no surfactante polimérico a intensidade de absorcéo é
reduzida, fato que pode indicar uma baixa taxa de encapsulamento; ii) as AgNPs

encapsuladas mostraram-se mais estaveis com o tempo quando comparada aquelas
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que permaneceram em solugdo aquosa. Adicionalmente, o armazenamento do
nanomaterial na forma gel ndo mostrou-se muito adequado, uma vez que foi
observado uma reducao drastica da banda plasmoénica. A Tabela 4 apresentando a
largura de banda e o comprimento de onda maximo de cada amostra, do primeiro

dia e do ultimo dia analisado.

Tabela 4 — Largura de banda da sintese de AgNPs e AgNPs acoplada com plurénico F-127 em

diferentes condi¢des, avaliadas durante 7 dias.

Comprimento de Largura de banda

Amostra Solucéo 3 Data onda max (nm) (hm)
AgNPs (padréo) Apséig t? Sé?as 222 6;28
AgNPs + F-127 (TA < 27°C/E) ApSgQ t7e s i% 661?7
AgNPs + F-127 (G/E) Aggtf s o e

Os dados da Tabela 4 indicam que a largura de banda e o comprimento de
onda maximo de absor¢cdo aumentam com o tempo para a AgNP mantida em
solucdo aquosa. Estes fatos indicam aumento do indice de polidispersédo causado,
provavelmente, pelo aumento da autoagregacédo. Entretanto ao analisar o material
encapsulado estes efeitos sdo menos intensos indicando que o processo de
encapsulamento realmente protege as AgNPs da autoagregacao. Inclusive a largura
de banda das AgNPs diminuem nos formulados evidenciando a melhor estabilidade
das nanoparticulas de prata e a menor agregacao. O comprimento de onda maximo
de absorcao praticamente se manteve inalterado com as AgNPs e o surfactante F-
127 na geladeira, sinalizando que ndo houve alteracdo no tamanho das AgNPs, se
comportando como um sistema estavel quando comparado sem o surfactante. Esse
resultado se da pelo fato de que o surfactante participa do processo de crescimento

das nanoparticulas e pelo impedimento estérico.
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5.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Foram realizadas micrografias apenas para a nanoparticula mantida em
solugdo aquosa. Houve uma tentativa em analisar os materiais incorporados,
entretanto, devido a elevada concentracdo do surfactante, o filme formado foi muito
espesso, fato que prejudicou as analises realizadas.

A Figura 15 mostra que as nanoparticulas formadas que apresentam formato
aproximadamente esférico. Na Figura 15 (a) pode-se verificar a formacao de AgNPs
extremamente pequenas, da ordem de 2-5 nm de didametro. Ja a Figura 15 (b) indica
a formacédo de materiais com tamanho maior, da ordem de 15-20 nm. Desta forma
os dados de microscopia estédo em concordancia com a literatura (SOLOMON et al.,
2007) observada para as AgNPs sintetizadas pelo mesmo procedimento do presente
trabalho. Adicionalmente, as micrografias sdo condizentes com os espectros de UV-
Vis obtidos, isto é, posicdo da banda plasménica (tamanho) e com a largura de meia

banda (polidispersao).

Figura 14 — Microscopia eletrénica de transmissédo das AgNPs (a) ampliacdo de 120.000; (b)
200.000 vezes.

Com as imagens de microscopia foi utilizado o programa Image-PRO Plus para
estimar o tamanho das AgNPs. E preciso que seja analisada uma amostra
significativa da populagédo, considerando-se que 150 valores seja a quantidade
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minima para uma boa representatividade. Sendo assim, no presente trabalho foi

utilizada uma amostra de 180 AgNPs.

Com os valores encontrados do tamanho das AgNPs foi feito o histograma,
Figura 16, e calculado o tamanho médio das AgNPs onde a média ficou entre

20,7147 nm e desvio padrdo de 8,5518 nm.
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Figura 15 - Histograma com o tamanho médio das AgNPs.
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5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS AgNPs

Foi realizado um teste inicial pela técnica de Pour-Plate, onde foi disposto as
nanoparticulas incorporadas com o surfactante F-127 na forma de gel no meio de
cultura com a bactéria E. coli para avaliar a capacidade microbiana. A Figura 16
mostra a acdo antimicrobiana do gel, onde este ndo permitiu o crescimento da

bactéria.

Figura 16 — Teste piloto com incorporacado do gel no meio de cultura com E. coli.

5.3.1 Anélise estatistica da atividade antimicrobiana

Logo em seguida foi realizado o teste de halo de inibicdo para avaliar a
diferenca da acdo antimicrobiana das amostras: (N) controle; (F) F-127; (A) AgNPs
em solugcdo aquosa; e (G) Gel (AgNPs incorporadas com F-127), como mostra a
Figura 17.
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Figura 17 — Halo de inibicdo das diferentes amostras: (N) controle; (F) F-127; (A) AgNPs em
solucéo aquosa; e (G) Gel (AgNPs incorporadas com F-127).

Através do tamanho do halo de inibicdo foi realizada a Analise de Variancia
(ANOVA) para comparar os quatro tratamentos: (N) controle; (F) F-127; (A) AgNPs;
e (G) Gel (AgNPs incorporada com F-127). Ap6s aplicar o Teste “F” para o
tratamento da ANOVA, sendo este significativo entre os tratamentos, foi realizado o
teste de comparagéo de média, o Teste de Tukey.

Este teste € utilizado para testar toda diferenca entre duas médias de
tratamento e comparar se indicam diferengas significativas. O nivel de confianga

utilizado foi de 95% para este teste, como mostra na Figura 18.
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Figura 18 — Médias e desvio padrédo do halo de inibicdo das diferentes amostras presentes com
a E. coli. As letras diferentes indicam diferenca significativa ao nivel de p > 0,05 — Andlise de
variancia ANOVA, teste de Tukey.

Como podemos avaliar, ndo ha diferenca significativa do tratamento apenas
com as AgNPs. Essa baixa sensibilidade a prata demonstrada a bactéria E-coli pode
ser explicada devido a composicdo de sua membrana Gram-negativa, onde €
composta por uma camada de lipopolissacarideos (LPS) que favorecem uma
barreira efetiva contra nanoparticulas (BRAYNER et al., 2006; FAN et al., 2002).
Outro fator que pode explicar também é o tamanho das nanoparticulas, pois as
AgNPs precisam ser menores que 10 nm para conseguir penetrar com eficiéncia na
parede celular da bactéria e com a andlise do tamanho das AgNPs estas tinham
tamanho médio maior (aproximadamente 20 nm).

Isso pode ser comprovado quando adiciona-se o surfactante F-127 com as
AgNPs, pois foi 0 método em que a diferenga significativa foi maior. Esse fato pode
ser explicado pela estabilizagdo esterica causada pelo surfactante, impedindo a
aglomeracao das AgNPs, sendo assim elas poderam penetrar melhor na membrana
celular das bactérias. Por ela se manter com menor agregacao, outra explicacao é
que os ions de prata liberados das AgNPs podem inativar sua replicacao, atuando

no fosfato das moléculas do DNA. Outro mecanismo encontrado na literatura
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também € de que os ions de prata acarretariam em uma reacdo com proteinas da
bactéria que contém enxofre, causando a inibicdo de suas func¢des enzimaticas
(GUPTA et al., 1998; MATSUMURA et al., 2003).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos verificou-se a importancia das condicdes
experimentais para a sintese das nanoparticulas de prata, em especial aquelas
referentes ao volume de nitrato de prata e da velocidade de adicdo deste. Ainda
nesse tocante, os resultados demonstraram que embora a baixa temperatura seja
favoravel a manutencéo das propriedades das AgNPs, com o tempo essa condicéo
€ inapropriadada para a estabilizacdo das mesmas.

Os resultados obtidos indicaram que os surfactantes poliméricos, em especial o
F-127, aumenta a estabilidade de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do
meétodo de borohidreto. Estes materiais preservaram as caracteristicas das AgNPs
por longos periodos de tempo quando comparado com as mesmas particulas
mantidas em solugdo aquosa. Adicionalmente, o F-127 potencializou a agéo
bactericida das AgNPs frente a E. coli, bactéria Gram-negativa. Este fato deve estar
associado a melhor entregra das nanoparticulas, proporcionada pelo F-127, a
complexa membrana dessa classe de micro-organismo. Ainda, 0s testes in vitro
mostraram que a formulagcdo das AgNPs em um sistema sol-gel é vidvel. O sistema
desenvolvido no presente trabalho tem um apelo interessante, pois responde ao
efeito da temperatura, em especial a corpérea. Este trabalho abre portas para que
novas pesquisas sejam desenvolvidas nessa area, incluindo testes microbiolégicos

guantitativos.
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